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Resumo: A dor ¢ definida como uma sensagdo ou experiéncia emocional desagradavel, associada ao dano tecidual atual ou
potencial, ou descrita em tais termos. Estima-se que a dor cronica esteja presente em quase metade da populagao geral, sendo
responsavel por cerca de 1/5 de incapacidades moderadas e graves, assim como prejuizos familiares e sociais. O desenvolvi-
mento de novas possibilidades terapéuticas ¢ fundamental e neste contexto sdo necessarias pesquisas em produtos naturais,
responsaveis por cerca de 30% de novas drogas analgésicas. A espécie Chenopodium ambrosioides L. (Mastruz) possui diver-
sas atividades comprovadas como imunomoduladora, antifingica, leishmanicida, antitumoral, anti-inflamatdria e analgésica,
porém ainda sem detalhes de vias envolvidas e seu papel imunoldgico no controle da dor. O objetivo desse estudo foi verificar
se o efeito analgésico é valido para dose menor que a relatada anteriormente, além de investigar mecanismos imunofarma-
cologicos associados. Camundongos Swiss fémeas (11 semanas) foram divididos nos seguintes grupos: Controle Negativo:
tratamento com agua destilada; Controle Positivo: tratamento com indometacina na dose de 10mg/kg e EHCA: tratamento
com extrato hidroalcodlico de C. ambrosioides na dose de 50mg/kg. Todos os animais foram tratados por gavagem | hora
antes da injegdo intraperitoneal de 4cido acético 1% (10ml/kg).O niimero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acé-
tico foi quantificado. Os animais foram sacrificados apds 24 horas e os seguintes parametros foram avaliados: numero total e
diferencial de células da cavidade peritoneal e a produgdo de H,O, espontanea ou estimulada por 13-acetado 12-miristato de
forbol (PMA). O EHCA ¢ capaz de reduzir o nlimero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, tal como o anti-
inflamatdrio néo esteroidal indometacina, sugerindo analgesia em modelo ndo especifico de dor. Ambos os produtos foram
capazes de alterar o perfil celular da cavidade peritoneal, mas ndo de aumentar a produgdo de H,O,, espontinea ou estimulada
por PMA. Mais estudos sdo necessarios para elucidar a relagdo sistema imunolédgico e analgesia ao uso do EHCA.
Descritores: Chenopodium ambrosioides; Medigao da Dor; Analgesia; Sistema Imunologico.

Abstract: Evaluation of analgesic action of Chenopodium ambrosioides L. hydroalcoholic extract in pre-clinical as-
says. Pain is defined as an unpleasant feeling or emotional experience, associated with actual or potential tissue damage or
described in such terms. It is estimated that chronic pain is present in almost half the general population, accounting for about
1 /5 to moderate and severe disabilities, as well as family and social impairment. The development new therapeutic options
is essential; in this regard, researchis necessary in the area of natural products, which account for about 30% of new analgesic
drugs. The species Chenopodium ambrosioides L. (Mastruz) owns previously attested several activities like immunomodu-
latory, antifungal, leishmanicidal, antitumoral, anti-inflammatory and analgesic, although remains no details from involved
pathways and its role in immune pain control. The aim of this was to check if the analgesic effect applies to a lower dose than
previously reported one and also investigate pharmacological-immune mechanisms associated with. Female Swiss mice (11
weeks) were sorted into the following groups: Negative control: distilled water treatment. Positive Control: 10mg/kg Indo-
methacin dose treatment. CAHE: 50mg/kg C. ambrosioides hydroalcoholic extract dose treatment. All animal were treated by
gavage | hour before the intraperitoneal injection of 1% acetic acid (10ml/kg). The number of acetic acid- induced writhings
was quantified. The animals were sacrificed 24 hours later and the following parameters were evaluated: total and differential
cell number from the peritoneal cavity and the spontaneously or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-stimulated H202
production. The CAHE is able to reduce the number of acid acetic-induced abdominal writhings, as well as nonsteroidal anti-
inflammatory drug indomethacin, suggesting analgesia in a non-specific pain model. Both products have been able to change
the cell profile of the peritoneal cavity, but not to increase the spontaneously or PMA-stimulated H202 production. More
studies are required to elucidate the relation between immune system and analgesia on CAHE use.

Descriptors: Chenopodium ambrosioides; Pain Measurement; Analgesia; Immune System.
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INTRODUCAO

A dor ¢ definida como “uma sensacao ou ex-
periéncia emocional desagradavel”, associada ao
dano tecidual atual ou potencial, ou descrita em tais
termos. E sempre subjetiva, nio necessita ser ver-
bal e relaciona-se com as experiéncias vividas®.

Estima-se que a dor cronica esteja presente
em quase metade da populagdo geral'*2°, ou seja,
um numero duas vezes maior que a dor aguda em
pessoas empregadas, sendo responsavel por cerca
de 1/5 de incapacidades moderadas e graves®. A
dor cronica tem alto impacto individual, afetando
o bem estar, bem como familiar e social, alteran-
do relacdes familiares e induzindo aposentadorias
precoces por incapacidade de trabalho para execu-
tar fungdes dantes corriqueiras®!.

Dois estudos europeus atuaisdemonstraram
o impacto da dor cronica e seu tratamento, apesar
de grandes variacdes entre os resultados dos paises
arrolados. Sao em média 7,8 dias perdidos de tra-
balhonos ultimos 6 meses, havendo ainda alteragao
laboral (perda ou mudanca de emprego ou mudanga
de fungdes no mesmo oficio) em quase metade dos
entrevistados®. Numero maior de pacientes ndo pos-
sui manejo adequado da dor cronica®! e ndo esta satis-
feita com o tratamento prescrito®. Cerca de 30-70%
dos pacientes utilizou tratamentos nao médicos®*'.

A busca de comprovagdo cientifica para os
efeitos anti-inflamatérios e analgésicos de tera-
pias alternativas, em especial do uso de produtos
naturais, tem sido alvo de pesquisas em todo o
mundo®'*?42, Muitas delas encontram-se ainda em
fase pré-clinica com modelos animais''*'7?! con-
dicdo sine qua non para desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas.

O uso de modelos animais para os testes
anti-inflamatérios ¢ inquestionavel, uma vez que
os efeitos observados sdao claramente mensuraveis,
entretanto, a auséncia de comunicacao verbal em
animais ¢ sem duvida um obstaculo para avalia-
¢ao da dor. Além disso, reagdes animais tais como
grunhidos, gemidos ou mesmo ndo se movimentar
livremente podem erroneamente ser interpretadas
como sensacdes dolorosas, uma vez que temos a
tendéncia de humanizar as suas reagdes. De forma

similar, o animal que ndo apresentar sinais fisicos
tipicos de sensacao dolorosa ou mudangas de com-
portamento em um determinado momento, nao im-
plica em auséncia de dor*.

Devido as diversas etiologias de condigdes
algicas em seres humanos, ndo ha modelo experi-
mental de dor cronica capaz de englobar com alta
efetividade, similaridades clinicas e patologicas,
além de validade preditiva para teste de drogas'c.

A despeito das dificuldades inerentes aos mo-
delos animais e do surgimento de novas técnicas de
imagem, além do maior nimero de ensaios clinicos,
a utilizagdo de seres humanos nao deve suplantar o
uso de animais em pesquisas de fisiopatologia da
dor e screening de medicagdes analgésicas?’.

Em recente revisdo acerca do surgimento de
novas entidades quimicas (excluindo-se combina-
¢oes) foi informado quecerca de 30% do total de
drogas analgésicas saode origem natural e sintética-
mimetizando ou baseando-se em produtos naturais®.
Dessa forma, a diversidade quimica proveniente de
produtos naturais ainda ¢ importante para desen-
volvimento de novas drogas, apesar da mudanca
de foco da industria farmacéutica, decorrente de
objetivos mais rentdveis, mas ndo necessariamente
mais cientificos e seguros, para produtos baseados
em alvos moleculares e bases quimicas de proprie-
dades bem definidas®.

Nesse contexto de investigagdo de pro-
dutos naturais para desenvolvimento de novos
potenciais terapéuticos, encontramos a espécie
Chenopodium ambrosioides L., que ¢ conhecida
popularmente como mastruz ou erva-de-Santa-
Maria. E uma planta nativa sul-americana, que
apresenta caracteristicas organolépticas fortes,
cujo 6leo ¢é rico principalmente em terpenos?. Po-
pularmente um suco da planta toda ¢ extraido com
leite, e tomado antes do desjejum, sendo indicado
como vermifugo, expectorante e digestivo'. Di-
versas atividades bioldgicas desta espécie ja foram
comprovadas, como antifingica??, leishmanicida®,
imunomodulatéria'®, antitumoral®, inclusive por
interacoes no DNA, o que pode ser o principal res-
ponsavel pelo seu efeito citotoxico'®. Possui ainda
atividade anti-inflamatoria e analgésica®!, mas ain-
da sem detalhes sobre vias envolvidas e sem anali-
se de padrao imunologico da dor.
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Este estudo visou avaliar se o efeito analgé-
sico ¢ valido para dose menor que as relatadas em
ratos?!, e contribuir na investiga¢ao de mecanismos
imuno-analgésicos associados a essa resposta.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

A espécie Chenopodium ambrosioides L.
foi cultivada no Horto Medicinal Berta Langes
de Morretes, situado no Campus da Universidade
Federal do Maranhdao (Bacanga/ Sao Luis-MA-
Brasil). As exsicatas encontram-se depositadas no
Herbario Atico Seabra da UFMA sob o N° 0998.
As folhas da espécie vegetalforam coletadas de
acordo com as normas estabelecidas na literatura
e em quantidade adequada para a realizagdo das
analises biologicas e quimicas'®.

Preparacao do extrato organico

As folhas das espécies vegetais foram secas,
em estufa com circulacdo de ar, pulverizadas e ex-
traidas através do processo de maceragdao com al-
cool etilico PA (Merck, Brasil) a 70% em agua. O
processo de extragao foi repetido por 2 vezes, sendo
que a cada extragao foi adicionado ao macerado a
mesma quantidade de alcool etilico. Ao fim do pro-
cesso de maceragdo as solugdes extrativas foram
filtradas e concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida, obtendo-se o extrato hidroalco-
Olico de Chenopodium ambrosioides (EHCA). A
dose utilizada nos animais foi de 50 mg/kg.

Preparo de solugoes

Para preparo da indometacina, o conteudo de
capsulas de Indometacina (Merck-Sharp e Dhome)
foram solubilizadas em agua destilada. A dose uti-
lizada nos animais foi de 10mg/kg!’. Para preparo
da solucdo de Acido Acético 1%, o acido acético
(Sigma) foi preparado a partir da dilui¢do do acido
em agua apiogénica.

Animais e tratamento

Foram utilizados camundongos, fémeas, da
linhagem Swiss com idade de 11 semanas, pesan-
do entre 25 e 30g, fornecidos pelo Biotério Central
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da Universidade Federal do Maranhao. Os animais
foram aclimatados para as condi¢des do biotério
de experimentagao do Laboratério de Imunofisio-
logia por dez dias antes do inicio do experimen-
to, submetidos condi¢des controladas de umidade
(45-65%), e luz artificial em ciclos de 12 horas cla-
ro/escuro (7:00am/7:00 pm). Foram mantidos em
gaiolas com 10-12 animais e tiveram consumo de
ra¢do e agua ad libitum*. Todos os procedimen-
tos foram avaliados e aprovados pelo comité local
de ética animal (Protocolo CEP/UFMA n°23115-
012975/2008-43) e estdo de acordo com as normas
do da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL).

Modelo de dor aguda — teste de contor¢io abdominal

Foram utilizados 15 animais, distribuidos em
3 grupos, seguindo o delineamento experimental
descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribui¢do dos grupos e protocolo experimental.

Tratamento Observacio e

Grupo Profilatico Estimulo Avaliacdo da Dor
Ny g
ggggg?(cp) 10%271@6(%?;&) A°b‘§%ftici‘f,.l% Por 30 minutos
EHCA SOmgﬁgC(ész) Acbgiﬁtﬁci%l% Por 30 minutos

Os animais foram tratados conforme descrito
na Tabela 1, por gavagem, 1 hora antes da apli-
cacdo de substancia algogénica (4cido acético 1%,
10mL/kg, por via intraperitoneal-ip.)'"'". A partir
de entdo, os animais foram colocados individual-
mente em funis e foram contabilizadas as contor-
¢des abdominais durante os 30 minutos seguintes
com auxilio de um contador manual®.

Avaliacao da inflamacao no modelo de dor utilizada
Obtenciio e contagem total de células peritoneais
Para avaliar se o efeito analgésico do EHCA
e da indometacina estaria ou nao associado a um
efeito anti-inflamatorio, os animais foram sacri-
ficados 24 horas apo6s a injecao de acido acéti-
co para quantificacdo das células presentes no
exsudato inflamatorio. Para a quantificagdo das
células, a cavidade peritoneal foi lavada com
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SmL de solugdo tamponada com fosfato (PBS)
estéril. As suspensoes celulares foram colhidas
com auxilio de seringa de SmL, mantidas em tu-
bos de polipropileno com fundo cdnico (Costar)
e deixadas em banho de gelo (+ 4°C). O ajuste
do ntimero de células na concentracdo desejada
foi determinado pelo percentual de células vivas
pelo método de exclusao de Trypan. Para a con-
tagem das células foram retiradas 90 pL das sus-
pensdes celulares obtidas, e estas foram fixadas
e coradas em 10 pL de uma solugao contendo
0,05% de cristal violeta diluido em acido acéti-
co 30% em tubo de hemolise. As células foram
contadas em camara de Neubauer com auxilio de
um microscopio 6tico de luz comum.

Contagem diferencial das células do peritonio

Para a realizagdo da contagem diferencial
das células peritoneais, foi feito um ajuste de cé-
lulas para 4 x 10° células/mL. Desse rendimento,
uma aliquota de 200uL foi colocada em citospin
para a preparagao de laminas com células peritone-
ais que foram posteriormente coradas (Kit Instan-
te-Prov, Newprov) e contadas em microscopio de
luz comum diferenciando-as em neutrofilos, ma-
crofagos, mastocitos e linfocitos, obtendo-se assim
a porcentagem destes tipos celulares no peritonio
dos animais.

Determinacio da liberacio do peroxido de hi-
drogénio (H,0,)

A determinagdo da liberagdo de H,O,foi
realizada pelo método de oxidagdo da peroxida-
se dependente do vermelho de fenol*. As células
peritoneais foram quantificadas e ressuspensas
em solug¢do de vermelho de fenol. Para o prepa-
ro desta solugdo foram feitas 3 solucdes diferen-
tes, da seguinte forma: Solug¢do A: 40g de NaCl,
lg de KCl, 5,75g de Na,HPO4, 1g de KH,PO4 em
400mL de agua deionizada. Solug¢do B: solucao
de CaCl:H,O a 1,3% (p/v) em agua deionizada.
Solugdo C: solugdo de MgCl:6H,Oa 2,1% (p/v)
em agua deionizada. A solu¢ao final foi constitu-
ida de 0,8mL da solugdao A, 0,1mL da solugdo B,
0,1mL da solu¢ao C, ImL de solugdo de glicose a
1% (p/v) em agua deionizada, 0,1mL de meio ver-

melho de fenol a 10% (p/v) em agua deionizada,
0,1mL de peroxidase de raiz forte tipo II (Sigma)
numa concentragao de 0,5mg/mL de PBS e 7,8mL
de agua destilada.

Aliquotas de 100uL da suspensdo celular
2x10% células/ml de solu¢do de vermelho de fe-
nol foram transferidas para cada poco da placa de
96 pocos de cultura. Os ensaios foram feitos em
quadruplicata. Em 2 destes pocos foram acres-
centados 10uL de Acetato Miristato de Forbol
(PMA) diluido em dimetil sulféoxido (DMSO),
de maneira a se obter uma concentracgao final de
10ng por poco. A placa foi incubada a 37°C em
estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera imida
por 1 hora. Apds esse periodo, a placa foi cen-
trifugada e o sobrenadante transferido para outra
placa. A reagdo foi interrompida pela adi¢ao de
10uL de NaOH IN por pogo. A absorbancia foi
mensurada a 620 nm em leitor de microplascas
(MR 5000, DynatechLaboratories Inc., Gaines-
ville, VA, USA). Os resultados obtidos em den-
sidade optica (D.O.) foram transformados em
uM de H,O,, mediante equagdo linear com base
em uma curva padrdo feita com concentragdes
conhecidas de peroxido de hidrogénio (5, 10, 20
e 40 uM de H,0,).

Analise Estatistica

Para comparar os grupos foi utilizada a
Analise de variancia (ANOVA), seguida do teste
Newman - Keuls, sendo o nivel de significan-
cia, considerado quando p < 5%, utilizando o
software GraphPadPrism versdao 5.0. Os dados
foram expressos como a média + erro padrao da
média (Standard Error of Mean - S.E.M.) de 5
animais/grupo.

RESULTADOS

Avaliacido antinociceptiva

O EHCA utilizado por via oral de forma
profilatica, na dose de 50 mg/kg, reduziu de
forma significativa o numero de contor¢des
abdominais quando comparado ao controle
negativo. Apesar de ndo haverem diferencas

76



SOUSA, LHA; RIOS, CEP; ASSUNCAO, AKM; FIALHO, EMS; COSTA, GC; NASCIMENTO, FRE. Avalia¢io da agio analgésica do extrato hidroalccélico
de Chenopodium ambrosioides L. em ensaios pré-clinicos. Rev. Ciénc. Satde, Sao Luis, v.14, n.1, p. 73-82, jan-jun, 2012.

estatisticas em relacdo a indometacina quanto-
ao potencial inibitorio (Figura 1), é observado
que o EHCA foi menos eficiente que a indo-
metacina (Tabela 2).
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Figura 1 - Efeito do tratamento profilatico com extrato
hidroalcoolico de Chenopodium ambrosioides so-
bre o nimero de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético. Camundongos Swiss recebe-
ram, por gavagem, agua destilada (CN: controle
negativo), indometacina (10mg/Kg) (CP: controle
positivo) ou EHCA (50mg/Kg) e apos 1 hora rece-
beram, por via ip., estimulo algogénico com acido
acético 1%. Os animais foram entdo mantidos iso-
lados e foram contadas as contor¢des abdominais
durante 30 minutos. Os dados representam a mé-
dia + SEM de 5 animais por grupo. *p<0,05 em
relagdo ao controle negativo.

Tabela 2 - Inibicao de Contor¢des Abdominais.

Controle
Positivo EHCA

Numero de Contor¢des Abdominais (% 10,8 19.4
inibicdo em relaciio ao controle negativo) (70,3%) (48,1%)

Avaliacio da contagem total e diferencial de cé-
lulas na cavidade peritoneal

O controle positivo e EHCA induziram au-
mento significativo do nimero de células na ca-
vidade peritoneal, sendo este nimero maior no
controle positivo. O infiltrado celular foi consti-
tuido basicamente por neutrofilos e macréfagos
nos trés grupos, sendo que o tratamento com in-
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dometacina aumentou o nimero de neutrdfilos
em relacdo ao controle negativo e aumentou o
nimero de macréfagos em relacdo a este mesmo
controle e ao grupo EHCA. O grupo tratado com
EHCA por sua vez apresentou aumento do nu-
mero de neutrofilos quando comparado ao con-
trole, mas ndo apresentou diferencas em relagao
ao numero de macrofagos (Figura 2). Nao houve
alteracdes significativas do numero de linfoci-
tos e mastocitos em relagdo ao controle negativo
(dados ndao mostrados).
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Figura 2 - Contagem Total e Diferencial de Células da
Cavidade Peritoneal. Camundongos Swiss rece-
beram, por gavagem, agua destilada (CN: controle
negativo), indometacina (10mg/Kg) (CP: controle
positivo) ou EHCA (50mg/Kg) e ap6s 1 hora rece-
beram, por via ip., estimulo algogénico com éacido
acético 1%. Os animais foram sacrificados 24 horas
apos a injecao de acido acético e foi feita a contagem
total e diferencial das células peritoneais. Os dados
representam a média + SEM de 5 animais por grupo.
*p<0,05 em relag@o ao controle negativo. **p<0,05
em relagdo ao controle negativo ¢ EHCA.

Avalia¢do da producio de H,O, espontinea e in-
duzida por solu¢cido de PMA

Apesar de ter induzido o aumento do recru-
tamento de células ao peritonio, o tratamento pro-
filatico com EHCA e indometacina ndo alterou a
secregdo de H,O, ex vivo espontanea (Figura 3A)
ou estimulada por PMA (Figura 3B), pelas células
peritoneais.
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Figura 3 - Efeito do tratamento profilitico com extrato
hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides so-
bre a produg¢iio de peréxido de hidrogénio (H,0,).
Camundongos Swiss receberam, por gavagem, agua
destilada (CN: controle negativo), indometacina
(10mg/Kg) (CP: controle positivo) ou EHCA (50mg/
Kg) e apds 1 hora receberam, por via ip., estimulo
algogénico com acido acético 1%. Os animais foram
sacrificados 24 horas apos a injegdo de acido acético.
As células peritoneais foram cultivadas para avalia-
¢do da secrecdo de peroxido de hidrogénio esponta-
nea (A) ou estimulada por PMA (B). Os dados repre-
sentam a média + SEM de 5 animais por grupo.

DISCUSSAO

O modelo de contor¢des abdominais ¢ um
modelo de dor inflamatoria aguda relacionado
principalmente a via da cicloxigenase" e, por-
tanto, de nocicep¢ao?, constituindo teste sensivel
para analgésicos de agdo periférica'>* e que possui
baixa especificidade*. Nossos resultados demons-

traram que o tratamento profilatico com EHCA e
com indometacina reduzem de forma significativa
o namero de contor¢des abdominais, corroboran-
do com resultado de estudos prévios'’?'. O EHCA,
apesar de induzir alteragdes renais pontuais, nao
apresenta toxicidade subcronica na dose terapéuti-
ca (5mg/kg) e ndo causa morte dos animais mesmo
em dose 10 vezes maior**, que corresponde a dose
utilizada em nosso estudo (50mg/kg). Entretanto,
apesar de esta dose ser maior que a terapéutica,
¢ 4 a 8 vezes menor que a previamente utilizada,
ao nosso conhecimento, no unico relato de efeito
analgésico da espécie Chenopodium ambrosioides
L. e em ratos?'. Estudo esse que ndo elucida deta-
lhes sobre vias envolvidas e ndo avalia a relacao da
dor com o contexto inflamatério associado.

Atualmente ¢ muito discutido o papel da dor
na resposta imune e suas modulagdes reciprocas.
As células imunes possuem efeito modulador im-
portante ndo somente nos tecidos inflamados, com
também em lesOes nervosas € no sistema nervo-
so central®. Sabe-se que leucocitos sdo fontes de
mediadores hiperalgésicos e analgésicos*. Destes,
destacam-se os peptideos opidides enddgenos, que
além de analgesia, ndo sdo limitados pelo fendme-
no de tolerancia que ocorre com medicamentos
opidides*”, podendo inclusive diminuir este efeito
ao uso dessas drogas®’. Na inflamagao, esses pepti-
deos sdo fornecidos durante a fase aguda principal-
mente por granuldcitos e em fase tardia por mono-
citos e macrofagos®’. Os granuldcitos armazenam-
nos em seus granulos primarios, liberando-os con-
comitantemente com enzimas bactericidas?®.

A indometacina, controle positivo escolhi-
do para o estudo por ser o primeiro anti-infla-
matorio ndo-esteroidal (AINE) ndo-aspirina a
ser introduzida no mercado’, inibe a sintese de
prostaglandinas®’, como a E, (PGE). E conheci-
do que a PGE, inibe ofeedback da resposta imune
celular'®, podendo ser esse o motivo do relatado
efeito imunomodulatorio dos AINEs nas fungdes
de macrofagos e linfocitos T°.

Para investigar se o efeito analgésico do
EHCA estaria ou ndo relacionado a um efeito anti-
inflamatério ou imunomodulador concomitante
e isto estar causando a analgesia, investigamos o
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perfil de células inflamatorias presentes no perito-
nio, 24 horas apds a injecao do acido acético, bem
como a ativagdo destas pela producao de perdxido
de hidrogénio. Em nosso estudo, dadosrelevantes
para a sugestdo de um possivel mecanismo de agao
sao as semelhancas de efeitos do EHCA e da indo-
metacina, ou seja, analgesia inicial e presenca de
recrutamento celular na inflamagao tardia. Outro
fato similar ¢ que ambos foram incapazes de pro-
movera secregdo de H,O, tanto espontaneamente
(derivada de macréfagos) quanto estimulada por
PMA (derivada de macréfagos e neutrdfilos). Esses
resultados podem sugerir imunomodulagado, ou que
o efeito analgésico de ambos ¢ efémero, ou que a
inibicao de mediadores pré-formados poderia vir a
desencadear um efeito rebote posterior. Para testar
estas hipoteses serda imprescindivel a realizagdoda
avaliacdo da inflamagdo peritoneal aguda, ou seja,
imediatamente apos a quantificagcdo das contor¢des
abdominais para verificar se os mediadores infla-
matorios estariam inibidos durante o efeito analgé-
sico e ainda, avaliar a produgdo de citocinas locais
e séricas para investigar a imunomodulacao.

Nossos resultados divergem quanto ao tipo de
recrutamento celular induzido pelo C. ambrosioides
demonstrado anteriormente pelo nosso grupo'®,
pois naquele estudo decorreu-se basicamente por
macrofagos e linfocitos, tal como implicado no
uso de AINEs’, enquanto neste, exclusivamente
por neutrdfilos. Uma possivel explicagdo encon-
tra-se no uso de diferentes vias de administragaodo
EHCA entre os experimentos.

Entretanto, a explanagdao mais provavel para
a mudanca do predominio de macréfagos e linfo-
citos para neutrofilos ocorrido no tratamento com
EHCA seja a resposta de imunomodulagdo frente
ao estimulo inflamatério e nociceptivo do acido
acético. Esse efeito protegeria os animais de uma
resposta inflamatéria exagerada, que pode ocorrer
pelando-resolucao do estimulo durante a mudanca-
da fase da inflamacao para o reparo. Nosso estudo
avalia inflama¢do em uma fase tardia, uma vez que
ndo ¢ mais caracterizada a fase aguda — pelo tempo
do estimulo doloroso ao sacrificio e por nao haver
predominio de neutrofilos no sitio de estimulo'?,
e sim macréfagos. Esta imunomodulagdo também
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existente ao uso de indometacina, embora teorica-
mente de forma menos eficiente, pois seu uso no
modelo estudado apresentou tanto células marca-
doras de estagios diferentes da inflamacao, quanto
manteve aumento de macréfagos, que existe desde
o uso de AINE sem estado de nao-inflamacao’.

Outra explicagdo possivel para o efeito anal-
gésico observado neste modelo de dor inflamatoria
¢ aquantidade de neutrofilos e macrofagos, pois po-
dem representar aumento de células com peptideos
opiodides endogenos. Porém, avaliagcdes adicionais
tornam-se necessarias, ja que a antinocicepgao ¢
limitada durante a inflamacao inicial pelo nimero
de receptores opiodide e nao pelo nimero de leuco-
citos contendo peptideos opidides endogenos’.

Uma possibilidade ainda a ser aventada ¢ o
controle antinociceptivo por atuagdo do EHCA em
outros fatores como bradicininas, prostaglandinas,
fator de crescimento neuronal e citocinas. Ha parti-
cipacdo destes nos mecanismos de dor e analgesia,
inclusive com indicios que quimiocinas (que sao
citocinas quimiotaxicas), promovam a migracao
de células imunes e astrocitos, e induzam a prolife-
racdo de microglias, células todas essas envolvidas
na transmissao nociceptiva®.

CONCLUSOES

Neste estudo foi demonstrado o efeito antino-
ciceptivo do EHCA com dose inferior as relatadas
anteriormente, associando-o as alteracdes do perfil
de leucdcitos. Esses dados sugerem uma resposta
analgésica imunologicamente relacionada. Avalia-
¢oOes adicionais s3o necessarias para compreensao
desse efeito e o potencial analgésico ainda precisa
ser confirmado em outros modelos de dor.
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