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RESUMO

Introdugao: As plantas medicinais s&o fontes cruciais para descoberta de novos
principios ativos com potencial agao para tratamento de diversas doengas. Um exemplo
de fitoterapico é o acido costico, um sesquiterpeno presente em varias plantas, como a
Dittrichia viscosa. Resultados publicados indicam um efeito anti-inflamatorio desse
extrato em um modelo de inflamacgao crénica. Dessa forma, a hiperalgesia resulta em um
aumento da sensibilidade dolorosa € um componente crucial na resposta inflamatéria,
sendo o principal motivador pela busca de tratamentos anti-inflamatdrios. Objetivos:
Avaliar o potencial analgésico, inflamatério e/ou anti-hiperalgésico do acido céstico.
Métodos: O potencial analgésico da molécula foi avaliado através do teste da capsaicina
em patas de ratos e o potencial anti-inflamatério e anti-hiperalgésico foi investigado
utilizando o modelo de inflamacéao induzida pela inje¢cao de carragenina na pata de ratos,
por meio da medida do limiar de sensibilidade mecanica (von Frey eletronico) e a
avaliacdo do volume da pata utilizando o pletismémetro. Além disso, examinou-se o
possivel efeito do acido céstico sobre o potencial de membrana neuronal em culturas
primarias de neurbnios dos ganglios da raiz dorsal de ratos, utilizando um corante
fluorescente sensivel a voltagem (DiBAC4(3)). Resultados: O acido céstico, nas doses
testadas ndo teve impacto na nocicepcdo induzida por capsaicina. No entanto,
demonstrou a capacidade de diminuir a hiperalgesia, sugerindo um efeito anti-
inflamatdrio. Além disso, em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal de ratos, o acido
costico provocou uma despolarizagao neuronal de pequena intensidade, apenas quando
administrado na concentracdo mais elevada testada. Contudo, essa despolarizacao
parece nao ter efeitos significativos in vivo, considerando o efeito do acido cdéstico sobre
a nocicepcao. Conclusao: O acido costico apresentou propriedades anti-inflamatdrias,

porém nao demonstrou efeito analgésico.

Palavras-chave: Dor, inflamacéo, acido coéstico, produtos naturais, nocicepgéo, ganglio

da raiz dorsal



ABSTRACT

Introduction: Medicinal plants are crucial sources for discovering new active ingredients
used to treat various diseases. An example of herbal medicine is costic acid, a
sesquiterpene present in several plants, such as Dittrichia viscosa. Published results
indicate an anti-inflammatory effect of this extract in a model of chronic inflammation.
Thus, hyperalgesia that results in increased pain sensitivity is a crucial component in the
inflammatory response, being the main motivator for the search for anti-inflammatory
treatments. Objectives: Evaluate the analgesic or antihyperalgesic potential of costic
acid. Methods: The analgesic potential of the molecule was evaluated through the
capsaicin test on rat paws and the anti-inflammatory and antihyperalgesic potential was
investigated using the inflammation model induced by the injection of carrageenan into
the rat paw, by measuring the mechanical sensitivity threshold (electronic von Frey) and
evaluating the paw volume using the plethysmometer. Furthermore, the possible effect of
costic acid on neuronal membrane potential in primary cultures of rat dorsal root ganglia
neurons was examined using a voltage-sensitive fluorescent (DIiBAC4(3)). Results: Costic
acid, at the dosage tested, had no impact on capsaicin-induced nociception. However, it
demonstrated the ability to decrease hyperalgesia, suggesting an anti-inflammatory effect.
Furthermore, in primary cultures of rat dorsal root ganglion, costic acid caused a low
intensity neuronal depolarization, only when administered at the highest concentration
tested. However, this depolarization does not seem to have significant effects in vivo,
considering the effect of costic acid on nociception. Conclusion: Costic acid showed anti-

inflammatory properties, but did not demonstrate an analgesic effect.

Keywords: Pain, inflammation, costic acid, natural products, nociception, dorsal root

ganglion
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1. INTRODUGAO
1.1 Mecanismos fisiolégicos da dor

A dor é descrita pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou que lembra aquela
associada a danos reais ou potenciais nos tecidos. Ela pode exibir uma ampla gama de
intensidades, qualidades e duragdes, abrangendo uma variedade de mecanismos e
significados fisiopatoldgicos (Raja et al., 2020). A via de transmissdo da dor esta
associada com a nocicepgao que oferece ao sistema nervoso central (SNC) um

mecanismo de identificar e evitar estimulos prejudiciais e potencialmente danosos.

A sensacao de dor pode ser categorizada em: dor nociceptiva, que pode ser aguda
ou crbnica, e dor neuropatica (Armstrong et al., 2023). A dor aguda é gerada por
estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos que acionam os nociceptores. Caso
haja a ativacao persistente ou mal funcionamento desse sistema nociceptivo, pode ser
desenvolvida a dor crénica. A dor cronica pode manifestar-se espontaneamente ou ser
provocada por varios estimulos exdgenos, com resposta tipicamente exagerada em
duragdo, amplitude ou ambas para uma doenga ou injuria. A dor neuropatica € o resultado
de um funcionamento anormal do sistema nervoso devido a lesdes ou doengas, como
neuropatia diabética, herpes zoster ou neuralgia pos-herpética (Armstrong et al., 2019;
Grace et al., 2021; Klaumann et al., 2008).

Nos mamiferos, os neurdnios nociceptivos, denominados nociceptores, tém seus
corpos celulares no sistema nervoso periférico (SNP), nos ganglios da raiz dorsal (GRD)
e ganglios trigémeos (GT) (Tracey, 2017). Esses neurbnios nociceptores sao
categorizados como fibras C ou A, frequentemente subdivididos com base em critérios
moleculares e eletrofisiolégicos. As fibras C sdo neurdnios amielinicos de pequeno
diametro que possuem uma velocidade de conducdo mais lenta. Essas fibras formam
feixes de Remak em associagdao com as células de Schwann ndo mielinizantes. As fibras
Ad sao neurdnios finamente mielinizadas com uma velocidade de condugao mais rapida
(Middleton et al., 2021).

A ativacao de receptores especificos e canais idnicos, encontrados em muitos

tecidos e orgaos, nas terminagbes nervosas periféricas em resposta a estimulos
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quimicos, mecanicos ou térmicos, inicia 0 desencadeamento de um potencial de acao
que percorrera todo o comprimento do axénio das fibras aferentes primarias até alcancar
os pontos de sinapse na medula espinhal. Os canais de sédio e potassio dependentes
de voltagem sdo essenciais para gerar os potenciais de agdo que transmitem sinais de
nociceptores para sinapses no corno dorsal. Os canais de sddio sao classificados em:
sensiveis a tetrodotoxina (TTXs) e os resistentes a tetrodotoxina (TTXr). Os TTXs estéao
presentes nas fibras Ad, em todo sistema nervoso e no ganglio da raiz dorsal; e os TTXr,
sdo encontrados nas fibras C do ganglio da raiz dorsal. Os canais de calcio dependentes
de voltagem contribuem pela liberacdo de neurotransmissores, como o glutamato e a
substancia P, os quais, por sua vez, ativam os neurdnios localizados na medula espinhal
(Basbaum et al., 2009; McKune et al., 2015; Rocha et al., 2007).

As fibras nervosas aferentes primarias tém projegdes especificas no corno dorsal
da medula espinhal, que se organiza em laminas distintas tanto do ponto de vista
anatémico quanto eletrofisioldgico. Os nociceptores Ad tém projecdes na lamina l e V, os
aferentes AR, responsaveis por detectar estimulos tateis e proprioceptivos, projetam-se
nas camadas profundas da medula (lll, IV e V) e os nociceptores C tém proje¢cdes mais
superficiais, localizando-se nas laminas | e Il. Os neurénios localizados nas laminas | e V
desempenham um papel central na transmissdo de informag¢des do corno dorsal da
medula espinhal para o cérebro. Esses neurbnios sdo responsaveis por diversas vias
ascendentes, incluindo os tratos espinotalamicos e espinorreticulotalamicos, que
conduzem sinais de dor ao talamo e ao tronco cerebral, respectivamente. A partir dessas
regides do tronco cerebral e do talamo, as informagdes sdo entdo encaminhadas para as
estruturas corticais. Como resultado, a experiéncia da dor emerge da ativagdo de um
conjunto diversificado de estruturas, algumas das quais estdo mais relacionadas com
aspectos sensoriais e discriminativos (como o cortex somatossensorial), enquanto outras
estdo mais envolvidas com aspectos emocionais da dor (como o giro cingulado anterior

e o cortex insular) (Basbaum et al., 2009).
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1.2 Hiperalgesia e dor inflamatéria

A sensibilidade do sistema nociceptivo € modificada apds estimulos nocivos
repetidos ou, principalmente, através da agdo de mediadores inflamatoérios produzidos
apos lesao tecidual. Esse processo de sensibilizagdo, denominado de hiperalgesia, tem
como fungao proteger o tecido lesionado (Latremoliere et al., 2009). Na persisténcia da
agressao tecidual, a fosfolipase A2 desencadeia a liberagdo de acido araquiddnico dos
fosfolipidios da membrana. Esse composto pode ser alvo de duas enzimas distintas: as
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), resultando na produgdo de prostaglandinas (PG),
tromboxano A2 (TXA2), prostaciclinas e as lipoxigenases, responsaveis pela sintese de
leucotrienos (Zappavigna et al., 2020). A producao de prostaglandinas e de leucotrienos
leva a degranulacédo de mastécitos e a ativagao direta de fibras nervosas, macrofagos e
linfocitos. Outros mediadores inflamatérios também sao liberados localmente, como a IL-
18, bradicinina, histamina, e contribuem para as alteragées na permeabilidade vascular,
no fluxo sanguineo local e produgao dos sinais classicos inflamatérios de rubor, calor,
dor, tumor e perda de funcdo. A dor, neste caso, refere-se ao processo de sensibilizacao
periférica que se manifesta pela diminuicdo no limiar de ativagdo e um aumento na
capacidade de resposta dos nociceptores, o0 que aumenta a resposta ao estimulo
doloroso ou produz dor frente a estimulos antes nao dolorosos (Etienne et al., 2021).
Logo, a sensibilizacao periférica contribui para a sensibilizacdo do sistema nociceptivo e,
portanto, para a hipersensibilidade local a dor inflamatéria (hiperalgesia primaria)
(Latremoliere et al., 2009).

Atualmente, as estratégias de controle da dor dependem principalmente de anti-
inflamatérios néo esteroides (AINEs), anti-inflamatérios esteroides e analgésicos. Esses
medicamentos sdo empregados no tratamento de primeira linha para dores leves ou
moderadas (Hu et al., 2022). O principal modo de atuagao dos AINEs consiste na inibigao
da COX, interferindo, desse modo, na conversdo do &acido araquidonico em
prostaglandinas E2, prostaciclinas e tromboxanos (Lucas et al., 2018). No entanto, o uso
continuo de AINEs pode causar efeitos colaterais graves, incluindo toxicidades
gastrointestinais, riscos de altera¢des cardiovasculares, lesées renais, hepatotoxicidade,
como também hipertensao e outros disturbios menores (Bindu et al., 2020). A utilizagdo
de opioides é recomendada no tratamento de dores de intensidade moderada a intensa
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(Silva et al., 2020). Os opioides causam efeitos adversos e podem gerar
dependéncia. Esses farmacos podem causar sedacdo, nausea/vomito, constipacao,
tolerancia, dependéncia fisica e depressao respiratéria (Crofford, 2010). Portanto, o uso
prolongado desses medicamentos precisa ser evitado. Com isso, destaca-se a
necessidade de encontrar novas moléculas com propriedades anti-inflamatérias e
analgésicas. Uma fonte importante de moléculas com atividade bioldgica, sdo os
vegetais. Os estudos em botanica demonstram que muitas plantas selecionaram
moléculas biologicamente ativas que podem ter usos diversos na farmacologia. Um
exemplo de medicamento derivado da area da botanica € o acido acetilsalicilico (AAS),
um dos mais usados e vendidos no mundo. Ele foi criado a partir do salicilato obtido da
Sallix alla e representa um grande marco do uso de produtos naturais de plantas. Esse
medicamento se encontra dentro da classe dos AINEs, no qual apresenta propriedades
farmacolégicas, como analgésico, antipirético e anti-inflamatérios, usado no tratamento
de artrites reumaticas, inibicao da agregacao plaquetaria, controle de febre, crise de gota

entre outros (Lima; De Oliveira Alvim, 2018).

1.3 Plantas medicinais e fitoterapicos na dor

Ha registro em diversas culturas, como a Egipcia, Hindu, Persa, Grega e os povos
da américa pré-colombiana sobre o uso de plantas medicinais em diversas praticas
terapéuticas. Os saberes desses povos contribuiram com os avancos cientificos atuais
na area de produtos naturais (Da Rocha et al., 2021). Na conferéncia de Alma-Ata, em
1978, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ja alertava sobre a necessidade de
regulamentacdo do uso de plantas medicinais e fitoterapicos, que até entdo eram
baseados em saberes empiricos e experiéncia popular (Brasil, 2006). Segundo a OMS,
as plantas medicinais sdo todas as espécies vegetais que apresentam em uma ou mais
partes, substancias quimicas capazes de desempenhar atividades farmacoldgicas,
auxiliando na cura e/ou tratamento de varias doengas (OMS, 1998). O Brasil € um
detentor de grande diversidade biolégica, com inUmeras espécies vegetais com potencial
medicinal (Dutra, 2009). Um grande avanc¢o nesse sentido foi que o Ministério da Saude
através da Portaria n°® 971 de 3 de maio de 2006 disponibilizou opgdes terapéuticas e
preventivas aos usuarios do SUS, dentre elas o uso de plantas medicinais e
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medicamentos fitoterapicos. Além disso, o Decreto Federal de n°® 5.813 de 22 de junho
de 2006 instituiu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que incentiva
as pesquisas e da diretrizes para implantacdo de servicos em carater nacional pelas

Secretarias de Saude dos Estados, Distrito Federal e dos Municipios (Brasil, 2006).

Produtos de origem natural ou que possuem uma estrutura semelhante as
moléculas encontradas em fontes naturais, como plantas, tém sido utilizados como
agentes terapéuticos no tratamento de condigdes inflamatorias, hipertensédo, doencgas
infecciosas, diabetes e cancer (Newman; Gragg, 2020). Para o tratamento de diversas
doencgas, tem despertado o interesse na aplicagao de plantas nativas e de seus principios
ativos o emprego de infusdes e extratos brutos, ou parcialmente purificados, obtidos de

cascas, folhas, frutos e raizes de plantas medicinais (Valli; Russo; Bolzani, 2018).

Os produtos derivados de organismos vegetais superiores podem ser agrupados
em metabdlitos primarios ou secundarios. Os metabdlitos primarios sdo importantes para
a manutencdo da homeostasia e das fungdes necessarias a vida das plantas. Em
contrapartida, os metabdlitos secundarios produzidos pelas células vegetais, a partir de
vias metabdlicas derivadas das vias principais, ddo suporte as interacoes estabelecidas
entre 0 organismo e seu ambiente. Certas categorias de metabdlitos tém sido objeto de
pesquisa devido ao seu potencial anti-inflamatério, uma vez que tém a capacidade de
regular a ativagdo de vias de sinalizagao, influenciar a producao de mediadores e
controlar o recrutamento de células cruciais no contexto da resposta inflamatéria.
Exemplo disso s&o os fenilpropandides e derivados (lignanas e neolignanas), uma classe
de compostos secundarios oriunda da rota metabdlica do acido chiquimico, e os
terpendides formados a partir da condensagao de moléculas de isopreno (CsH1o), sendo
classificados de acordo com o numero destas unidades (hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, etc.). Muitos fenilpropandides e terpendides agem como inibidores do
fator nuclear kappa B (NF-«kB), um regulador e ponto de convergéncia para multiplas vias
de sinalizagdo que desempenham um importante papel no desenvolvimento e
manutencao da resposta inflamatéria, especialmente na ativacao da expressdo de COX-
2. Ao longo dos anos, varias drogas com efeitos terapéuticos foram desenvolvidas para
inibir as COXs. No entanto, os inibidores da COX-1, como o ibuprofeno e o diclofenaco,

podem causar toxicidade gastrica indesejada e efeitos nefrotdxicos, enquanto os
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inibidores da COX-2, como o celecoxibe, ttm menos efeitos colaterais. Neste contexto,
fenilpropandides e lignanas/neolignanas pertencem a uma classe mais ampla de
metabdlitos especializados usados no desenvolvimento de anti-inflamatorios (Valli;
Russo; Bolzani, 2018).

1.4 O acido céstico

O acido costico € um componente da Dittrichia viscosa, espécie ruderal invasora
da familia Asteraceae. Essa planta herbacea perene possui ampla distribuicdo na regiéo
mediterranea. Além da D. viscosa, o acido costico foi relatado em outras plantas na
literatura, como Ferula communis L, Laggera pterodonta (DC.) Benth, Nectandra
cissiflora, Nees, Nectandra membranacea (Sw.) Griseb e Stevia polyphylla DC (Sofou et
al., 2017). Na medicina popular, a D. viscosa € conhecida por possuir efeitos anti-
inflamatadrios, antipiréticos e antiulcerosos gastricos (De La Lustra et al., 1993; Maoz et
al., 1999; Schinella et al., 2002). A férmula molecular do acido costico € C1sH2202. Sua
estrutura possui uma porc¢ao carboxilo, um grupo metil e quatro prétons olefinicos, os
quais indicam a presenga de duas ligagdes duplas na estrutura de carbono (Sofou et al.,
2017).

Figura 1. Estrutura quimica do acido costico.

Fonte: (LONDERO et al., 2020)

Em um estudo, foram avaliados os efeitos anti-inflamatorios de uma erva medicinal
(Saussurea lappa) e seus compostos marcadores, entre eles o acido céstico, na linhagem
celular de queratinécitos humanos HaCaT (Lim et al., 2015). Estas células foram
estimuladas com fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y) e
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tratadas com S. lappa e cada um de seus marcadores. O tratamento com acido céstico
foi capaz de reduzir significativamente a produgéo de quimiocinas estimuladas por TNF-
a e IFN-y. Em outro trabalho, examinaram a atividade do acido costico contra o
Trypanosoma cruzi (Londero et al., 2020). Foi verificado efeito antiparasitario do acido
costico e, em andlise por citometria de fluxo, foi observada uma despolarizagao do
potencial elétrico da membrana plasmatica dos parasitas apés o tratamento.

Este projeto faz parte de um projeto maior no qual outros efeitos do acido céstico
ja foram testados. Dados publicados indicam um efeito anti-inflamatério em modelo de
inflamacao crénica induzida por implante de esponja no dorso de camundongos (Ferreira
et al., 2022). A dor € um componente importante da resposta inflamatéria e a principal
razao para a procura por tratamentos anti-inflamatérios. Por este motivo, pretendemos
avaliar o potencial analgésico e/ou anti-hiperalgésico do acido céstico de forma a

complementar os demais estudos sendo realizados.



18

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial do acido costico como

analgésico e anti-inflamatorio em modelos de dor e hiperalgesia em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 O potencial analgésico da molécula foi avaliado utilizando o teste da
capsaicina em patas de ratos.

2.2.2 O potencial anti-inflamatério e anti-hiperalgésico do acido céstico foi avaliado
através do modelo de inflamacgao induzida pela injecdo de carragenina na pata de ratos.
Neste modelo, foram avaliados a hiperalgesia mecanica e o edema.

2.2.3 O possivel efeito do acido costico sobre potencial de membrana neuronal foi
avaliado em culturas primarias de neurdnios dos ganglios da raiz dorsal de ratos

utilizando um corante fluorescente sensivel a voltagem (DiBACa4(3)).
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3. METODOLOGIA
3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob protocolo
n°® 23117.060098/2023-47.

3.2 Animais

Para a realizagéo dos testes foram utilizados ratos machos Wistar (com média de
massa de 200 gramas). Os animais foram acomodados no biotério central da Rede de
Biotérios de Roedores — REBIR — da UFU, climatizado em 25 °C (temperatura ambiente)
e ciclo de luminosidade controlada em 12h claro e 12h escuro com livre acesso a agua e

a racgao.

3.3 Drogas utilizadas

Nesse estudo, foram utilizadas trés diferentes drogas:

Acido céstico — Foi utilizada uma concentragdo de 2 mg/ml do 4cido céstico diluido
em salina para o trabalho em questdo (fornecida em colaboragao pelo Prof. Dr. Jodo
Henrique Ghilardi Lago).

Capsaicina (Sigma®) - diluida inicialmente em DMSO e aliquotada na
concentracéo de 100 ug em 5 pl.

Carragenina (Sigma®) — diluida em solugdo salina estéril (NaCl 0,9%)

aproximadamente 30 minutos antes da utilizagao.

3.4 Testes comportamentais

3.4.1 Teste de nocicepgao induzido por capsaicina

O teste da capsaicina consiste em um teste de nocicep¢do no qual podemos
avaliar efeitos analgésicos de moléculas (Yang et al., 2017), e foi utilizado para avaliar o
efeito do acido céstico sobre a dor (nocicepgao) in vivo.

Os animais testados foram subdividos em 3 grupos com 6 animais cada: o primeiro
grupo consistiu no grupo de controle tratado com capsaicina (10 ug) diluida em solugéo
salina esteéril (50 pl); o segundo grupo recebeu uma combinagéo de 5 ug de acido costico
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e capsaicina (10 ug) e o terceiro grupo foi tratado com 50 ug de acido céstico juntamente
com capsaicina (10 pg). Todos os tratamentos foram realizados por via subcutanea,
intraplantar, em um volume de 50 pl injetado nas patas traseiras direitas. Imediatamente
apos as injegdes, o comportamento dos animais foi observado durante 5 minutos.
Durante este periodo foram contadas as reag¢des nociceptivas, sendo estas o chacoalhar

da pata (Flinch) e quantidade de lambidas na pata tratada com capsaicina.

3.4.2 Teste da hiperalgesia induzida por carragenina

O teste da carragenina € um modelo de inflamagao muito utilizado para avaliagéo
de potenciais agentes anti-inflamatorios. A carragenina € uma substancia exégena que
induz uma resposta inflamatoria tipica e bem conhecida na pata de ratos. Assim, esse
teste foi utilizado para avaliar o potencial anti-inflamatério do acido costico para impedir
o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria ja em curso (Moller et al., 1998).

Os animais foram alocados em trés grupos com 6 animais cada: o primeiro grupo
correspondeu ao grupo controle tratado com solugdo salina 0,9%, o segundo grupo
recebeu uma dose de 5 microgramas de acido céstico e o terceiro grupo 50 microgramas

do acido costico.

Foi feita uma injecdo intraplantar subcutanea de 50 uL contendo 200 ug de
carragenina na pata traseira direita de cada animal. O acido costico (5 pg e 50 ug) foi
administrado em conjunto com a carragenina. Em todos os grupos (tratados e com
salina), foi avaliado o limiar de sensibilidade mecanica (von Frey eletrénico) e o volume
da pata por meio do pletismémetro. As mensuragdes foram realizadas antes da injegao
de carragenina (medida basal) e apés 1,5 hora e 3 horas da injegdo de carragenina.

3.4.2.1 Teste de pressao crescente: von Frey eletronico

O uso de filamentos de von Frey (von Frey, 1896) é um método para avaliar a
sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico bastante utilizado clinicamente (Cunha et al.,
2004).

O teste consistiu em aplicar a ponteira Universal Tips10 pL (T-300, Axygen®) em
angulo reto na regido central da pata traseira do animal com uma pressao gradualmente

crescente, o que provocou uma resposta de flexdo caracteristica. O estimulo foi
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interrompido apos a observagao da resposta, na qual o animal retira e agita a pata. A
pressao registrada no aparelho no momento do reflexo do animal é considerada como o
limiar mecanico nociceptivo. Durante os experimentos, os animais foram mantidos em
caixas acrilicas medindo 12 x 100 x 17 cm de altura, com assoalho formado por uma rede
de malhas medindo cerca de 5 mm? constituida de arame nao maleavel de 1 mm de
diametro. Essas caixas foram mantidas a cerca de 25 cm da superficie de uma bancada,
de modo que a estimulagao da pata traseira dos animais fosse realizada. Antes de iniciar
0 experimento, 0s animais permaneceram nessas caixas por quinze minutos para a

adaptacao. A sensibilidade mecanica foi obtida pela média de 4 medidas de cada pata.

Figura 2. Von Frey eletronico sendo aplicado na pata traseira de um rato.

Fonte: (Site DOL - Dor On Line — www.dol.inf.br)

3.4.2.2 Modelo In Vivo de Edema Inflamatério

A técnica utilizada para estimar o edema na pata é o deslocamento de volume por
meio de um pletismdmetro (Ugo Basile 7140), que se revela o método mais eficaz para
avaliar o impacto anti-inflamatério de uma substancia. Esse dispositivo, conhecido como
pletismdmetro, consiste em uma célula Perspex cheia de agua na qual a pata traseira do
rato € imersa, junto com um transdutor responsavel por registrar as minimas variagées

no nivel da agua causadas pelo edema. Além disso, um medidor digital esta presente
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para indicar com precisédo o volume de agua deslocado devido ao edema na pata traseira
dos ratos (Rajput et al., 2021).

O inchaco foi estimado como mL de edema em diferentes intervalos de tempo, ou
seja, foi anotado o volume da pata antes da administracdo de carragenina e a cada 1,5

hora até a terceira hora apds a injecao de carragenina.

Figura 3. Pletismografia para avaliagdo do edema de pata.

Fonte: (Ugo Basile Plethysmometer — Global Bio Inc — www.glo-bio-inc.com)

3.5 Cultura primaria de ganglio da raiz dorsal de ratos

Os experimentos em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal foram realizados
através da avaliagdo de 2 placas por grupo experimental, sendo as culturas obtidas de 2
diferentes animais. A quantidade de placas foi proposta de acordo com experiéncia prévia
do grupo (Lima et al., 2019). Ao final, foram obtidas 6 placas de cultura por animal
experimental.

Inicialmente, os ratos foram anestesiados profundamente por inalacdo de
Isoflurano (5% em oxigénio) através do sistema de anestesia inalatéria da Bonther e em
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seguida eutanasiados e exsanguinados por decapitagdo. Em seguida, os ganglios da raiz
dorsal da regiao lombar e toracica foram removidos (cerca de 12 ganglios por animal),
dissecados e colocados em solugao salina de Hank’s estéril com 10 mM de tampao
HEPES. Os ganglios foram incubados com solugéo salina de Hank’s contendo 0,28 U/mi
de colagenase a 37°C por 75 minutos e depois por 12 minutos em solugdo contendo 0,25
mg/ml de tripsina. Os ganglios foram lavados em meio DMEM. As células foram
dissociadas mecanicamente com uma pipeta pasteur de vidro e cultivadas em placas
cobertas com Matrigel e mantidas em estufas em atmosfera de 5% CO2 e a 37°C. Apos
12-72 horas, as culturas foram incubadas com indicador fluorescente para avaliagao de
potencial de membrana DIBAC4(3) e levadas para o microscopio confocal onde foram
administrados os reagentes: acido céstico (10 yM ou 100 uM) ou veiculo. Foi registrada
uma sequéncia de imagens durante 5 minutos e o acido céstico foi administrado logo
apo6s a captagao de imagens basais. Apds os 5 minutos de teste, foi realizado um controle
positivo com administragdo de capsaicina (1u4M) na mesma placa e captagéo de imagens
por mais 2 minutos. Este controle permite a identificacdo de neurdnios nociceptivos
funcionais, visto que o receptor para a capsaicina, receptor de potencial transitorio
vaniloide tipo 1 (TRPV1) é expresso seletivamente por este tipo de neurbnios. As
substancias testadas foram aplicadas durante registro sequencial de imagens as quais

foram posteriormente analisadas e quantificadas utilizando o software Image J (NIH).

3.6 Analise estatistica

Apos analise da normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, as médias foram
comparadas através de teste t ou ANOVA seguida de teste de Bonferroni, no caso de
comparacao entre mais de duas médias. Caso os dados obtidos ndo apresentassem
distribuigdo normal, foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou o teste de Kruskal-
Walllis, de acordo com a quantidade de médias a serem comparadas. Os resultados foram
apresentados como média £ erro padrdo da média. Os valores de p < 0,05 foram
considerados significantes. As analises estatisticas e a constru¢ao dos graficos foram
feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism10.
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4. RESULTADOS
4.1 Teste de nocicepgao induzido por capsaicina

Inicialmente, a aplicagédo de capsaicina causa estimulagao de neurdnios sensoriais
produzindo sensacdo de dor em queimagéo e vasodilatagdo (Jancso; Santha, 2015).
Para avaliar a dor direta nos neurénios, sem inflamagao, utilizou-se o teste da capsaicina.
Investigou-se neste teste se o acido céstico poderia afetar a nocicepgédo causada pela
capsaicina. A administragdo subcuténea intraplantar do acido céstico (5 ug e 50 pg), em
um volume de 50 pl, juntamente com a capsaicina (10 pg) nas patas traseiras direitas,
nao causou alteragao significativa no numero de reagdes nociceptivas nos grupos de
animais analisados. Portanto, conclui-se que o acido coéstico ndo teve impacto na

nocicepc¢ao induzida pela capsaicina.
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Figura 4: Teste de nocicepg¢ao induzida por capsaicina. As reagdes nociceptivas
foram avaliadas durante 5 minutos apés administracéo de capsaicina (10 uyg em 50 pl,
intraplantar). O acido costico (5 pg e 50 ug) ou veiculo (salina) foi administrado por via
intraplantar na mesma injegao da capsaicina (50 pl). Esta sendo mostrada a média (n=6)
e 0 erro padrao médio (EPM). As médias foram comparadas através do teste ANOVA
seguida por teste Bonferroni.
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4.2 Teste da hiperalgesia induzida por carragenina

Ensaios foram conduzidos para avaliar como a administracdo do acido céstico
impacta o limiar nociceptivo nos animais. O limiar de sensibilidade mecanica foi avaliado
em trés momentos distintos: basal, 1h30 e 3h. A administragcdo do acido céstico (5 ug e
50 pg) ocorreu simultaneamente a administragao da carragenina (200 ug), por meio de
uma injecado intraplantar subcutdnea de 50 pl. Observou-se que a hiperalgesia
inflamatoria induzida pela carragenina foi reduzida pelo acido céstico na dose de 50 ug,

enquanto que a menor dose nao afetou significativamente o efeito da carragenina.
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Figura 5: Teste de hiperalgesia induzida por carragenina. O limiar de sensibilidade
mecanica foi avaliado em trés momentos: basal, 1h30 e 3h, apds a administragao
conjunta do acido coéstico (5 pug ou 50 pg) ou veiculo (controle) com a carragenina (200
Mg), mediante uma injecéo intraplantar subcutanea de 50 pyL. Os dados estdo sendo
mostrados como intensidade de hiperalgesia, sendo essa determinada pela diferenga
entre o valor basal e o valor do limiar apés 1,5 ou 3 horas da administracido de
carragenina. Dados mostrados como média + EPM (n=6) * p<0,05 comparado ao grupo
controle, ANOVA seguida por teste de Bonferroni.

4.3 Modelo In Vivo de Edema Inflamatério
O pletismémetro foi empregado para avaliar o possivel efeito anti-inflamatério do
acido costico. Este teste foi realizado nos mesmos animais e momentos da avaliacdo da

hiperalgesia inflamatéria, sendo a administragdo conjunta do acido costico (5 ug ou 50
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Mg) e carragenina (200 pg) por meio de uma injegao intraplantar subcutanea de 50 pL. O
edema foi medido em trés momentos: basal, 1h30 e 3h. Nao foi observado efeito
significativo do acido costico sobre o edema inflamatério. Como resultado, a analise foi

inconclusiva sobre o impacto do acido costico na reducédo do edema.
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Figura 6: Modelo In Vivo de Edema Inflamatério. A avaliacéo do efeito anti-inflamatorio
envolveu a medicdo do edema em trés momentos distintos: basal, 1h30 e 3h. A
administragao de acido costico (5 pg ou 50 pg) e carragenina (200 ug) ocorreu por meio
de uma injegao intraplantar subcutanea de 50 uL. A apresentacao dos resultados inclui a
média e o EPM (n=6), obtidos por meio do teste ANOVA, seguido pelo teste de
Bonferroni.

4.4 Cultura primaria de ganglio da raiz dorsal de ratos

O objetivo do experimento foi examinar o impacto do &cido céstico na
despolarizagéao de neurdnios nociceptivos primarios em culturas de ganglio da raiz dorsal
de ratos. Os ensaios foram conduzidos utilizando diferentes concentragdes de acido
costico (10 uM ou 100 pM) e um grupo controle com veiculo. Foi capturado uma
sequéncia de imagens ao longo de 5 minutos, administrando o acido cdstico
imediatamente apdés a obtencdo das imagens basais. Em seguida, realizou-se um

controle positivo, aplicando capsaicina (1 uM) na mesma placa.
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O gréfico abaixo indica que a administragéo de acido cdéstico a 10 uM n&o provocou
alteragdes no potencial de repouso neuronal, enquanto que a concentragao de 100 uM
resultou em uma leve variacdo, causando despolarizagdo. No entanto, nao foi possivel
quantificar a despolarizacdo causada pela capsaicina nas mesmas placas devido a
alteragdes de fluorescéncia decorrentes de falha no microscépio confocal. No grafico,
incluimos um resultado de outro experimento envolvendo capsaicina para que se possa
comparar as despolarizagdes dos grupos tratados com acido céstico em comparagao

com a capsaicina, que serve como controle positivo.
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Figura 7: Efeito do acido costico e da capsaicina sobre o potencial de repouso de
neurdénios sensoriais primarios. A analise do potencial de repouso neuronal foi
conduzida por meio das variagdes na fluorescéncia emitida pelo indicador DIBACa4(3). A
representacio destaca as alteragdes na fluorescéncia provocadas pela administracéo do
veiculo (Hanks) e do acido céstico (10 uM ou 100 uM) ao longo de um periodo de 5
minutos. Dados mostrados como média £+ EPM. * p<0,0001, obtidos por meio do teste
ANOVA comparado ao grupo veiculo.
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5. DISCUSSAO
Neste estudo, investigou-se o potencial do acido céstico como analgésico e anti-
inflamatorio em modelos de dor e hiperalgesia em ratos. Os resultados obtidos apontam

para um potencial anti-inflamatério desta molécula.

Para examinar o efeito analgésico, utilizou-se a técnica de indugéo de nocicepgao
pela capsaicina nas patas de ratos. A capsaicina confere o sabor picante a pimenta,
ativando os neurbnios nociceptivos ao aumentar a permeabilidade da membrana aos
cations. O canal TRPV1, sendo nao seletivo, permite o fluxo de ions de sédio e calcio
quando ativado pela capsaicina, despolarizando os neurdnios nociceptivos. Isso resulta
na geracao do potencial de agao e, por fim, na sensacgao calor e dor causada pelo
tempero. O TRPV1 desempenha um papel crucial como sensor de dor, e 0 entendimento
de como a capsaicina influencia esse canal é utilizado para avaliar a atividade analgésica
direcionados ao TRPV1 (Yang et al., 2017). Os resultados do teste da capsaicina indicam
que o acido costico nao possui efeito analgésico direto ou anestésico, pois esse extrato
nao influenciou a nocicepgcdo provocada pela capsaicina, uma vez que nao houve

redu¢cado no numero de reagdes nociceptivas nos grupos de animais examinados.

Para investigar o efeito anti-inflamatério e anti-hiperalgésico foi analisado um
modelo de inflamagao induzida pela inje¢do de carragenina na pata dos ratos. Nessa
abordagem, foram avaliados o limiar de sensibilidade mecanica por meio do von Frey
eletrdénico e o volume da pata usando um pletismémetro. A visao tradicional pés-trauma
sugere que a migragao de leucocitos gera mediadores quimicos que causam dor. Isto €,
a interacao entre dor e sistema imunolégico € mutua. Além disso, evidéncias recentes
indicam que as citocinas pré-inflamatdrias, presentes em células imunoldgicas, neuronais
e gliais, tanto no sistema nervoso periférico quanto central, também s&o responsaveis
nesse processo. Essas moléculas podem desencadear efeitos de curto e longo prazo,
levando a hiperexcitabilidade cronica, alteragdes nos nociceptores e intensificacdo dos

processos de dor (De Oliveira et al., 2011).

Em uma pesquisa, examinou-se o efeito anti-inflamatério da Saussurea lappa,
uma erva medicinal, e de seus cinco compostos marcadores, entre eles o acido costico,

em ceélulas de queratinécitos humanos da linhagem HaCaT (Lim et al.,, 2015). Estas
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células foram estimuladas com fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama
(IFN-y), sendo tratadas posteriormente com S. lappa ou cada um dos cinco compostos
marcadores.Tanto o TNF-a quanto o IFN-y sao citocinas pré-inflamatérias relacionadas
a inflamacao. A estimulagdo com essas citocinas aumentou a producédo de quimiocinas,
como quimiocina regulada pelo timo e regulada por ativagdo (TARC), regulada na
ativagao, células T normais expressas e secretadas (RANTES), quimiocina derivada de
macrofagos (MDC) e interleucina-8 (IL-8). Em contrapartida, S. lappa e seus compostos
marcadores reduziram significativamente a produgdo dessas quimiocinas nas células
tratadas com TNF-a e IFN-y, indicando um efeito anti-inflamatério. Ou seja, as citocinas
sdo substancias necessarias para a resposta inflamatéria. As citocinas proé-inflamatorias
produzidas apds a lesdo desempenham importante papel na dor, agindo através de
diferentes mecanismos em varios locais das vias de transmissdo da dor (De Oliveira et
al., 2011). O TNF-a é uma citocina que parece ter um papel essencial na hiperalgesia
induzida por carragenina em ratos (Ribeiro el al., 2000). O efeito inibitério do acido céstico
na liberacdo de TNF-a durante o processo inflamatério pode estar relacionado a
diminuicdo da hiperalgesia inflamatéria observada no presente trabalho. Este resultado,
corrobora, portanto, com aquele publicado por outro grupo (Lim et al., 2015) sugerindo

potencial terapéutico como anti-inflamatério para o acido céstico.

O pletismébmetro foi empregado em trés intervalos de tempo distintos, para
avaliacdo de mudangas no volume das patas (edema) tratadas com carragenina. O
resultado da analise foi inconclusivo quanto ao impacto do acido céstico na redugao do
edema. Neste teste, especialmente, sera necessario repetir os experimentos visto que a
variacdo dos resultados foi maior do que a esperada, indicando erro na mensuragao
realizada através do pletismémetro. Um possivel efeito antiedematogénico indica
atividade anti-inflamatéria e € importante para avaliar o mecanismo de acéo de produtos

de origem natural.

Neste trabalho foram realizadas também culturas primarias de GRD de ratos para
investigar se o acido céstico afeta o potencial de repouso de neurbnios nociceptivos
primarios. Em um estudo anterior de outro grupo (Londero et al., 2020), o 4cido cdstico
obtido a partir de galhos de Nectandra barbellata (Lauraceae) foi testado quanto a sua
atividade antiparasitaria contra o Trypanosoma cruzi. Durante a analise por citometria de
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fluxo, observou-se que os parasitas tratados com acido costico apresentaram
despolarizagédo do potencial elétrico da membrana plasmatica. Um efeito direto sobre o
potencial de membrana neuronal poderia afetar a nocicepg¢do, causando dor ou
analgesia, dependendo do caso. Uma despolarizagdo persistente pode ativar os
neurdnios, mas também pode dessensibilizar receptores ou manter os canais de sédio
dependentes de voltagem inativados. A administragdo de acido coéstico na menor
concentracao testada ndo induziu mudancgas no potencial de repouso, enquanto a maior
concentracdo resultou em um discreto aumento de fluorescéncia, indicando
despolarizagado. No entanto, esta despolarizagao foi muito reduzida quando comparamos
a efeitos de substancias como a capsaicina, que foi utilizada como controle positivo. Isso
ocorreu porque a capsaicina ativa os receptores TRPV1, os quais desempenham um
papel na inflamacédo periférica somatica e visceral, na modulacdo de estimulos
nociceptivos para os centros da medula espinhal e do tronco cerebral, além de integrar
diferentes estimulos dolorosos (Frias; Merighi, 2016). Vale ressaltar que a capsaicina
também é uma molécula descoberta a partir de uma planta e que tem um papel muito
importante na pesquisa e na aplicagao clinica. Os resultados obtidos em culturas de
neurdnios ndo sugerem um efeito do acido cdostico no potencial de repouso e, portanto,

esta substancia provavelmente nao afeta os receptores TRPV1.

Em resumo, os dados apresentados indicam que o acido céstico possui potencial
clinico como anti-hiperalgésico ou anti-inflamatério, ndo apresentando efeito analgésico

ou anestésico.
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6. CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, podemos concluir que:

e A administragao intraplantar de acido costico nas doses testadas nao teve impacto na
nocicepgao induzida por capsaicina.

e No modelo de inflamagéo induzida pela injecdo de carragenina na pata dos ratos, o
acido coéstico demonstrou a capacidade de diminuir a hiperalgesia, sugerindo um
efeito anti-inflamataorio.

e O acido céstico provocou uma despolarizagado neuronal de pequena intensidade em
culturas primarias de GRD de ratos na concentragdo mais elevada testada. Esta
despolarizagao parece nao causar efeitos importantes in vivo, considerando o efeito

do acido costico sobre a nocicepgao.
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