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RESUMO

Introducdo: A Artemisinina, extraida das folhas de Artemisia Annua, é um tipo de
lactona sesquiterpénica e possui uma variedade de efeitos farmacologicos
importantes e aplicagBes potenciais, incluindo seu uso contra a maléria, tumores e
inflamacédo, bem como sua capacidade de melhorar a funcdo imunologica. Essas
aplicacbes sugerem que pode ter um papel no controle da dor. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da Artemisinina no controle da dor nociceptiva,
inflamatdria aguda e neuropatica em ratos. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar
machos, divididos em trés grupos: (1) dor nociceptiva, avaliados no teste de laténcia
de retirada da cauda; (2) dor inflamatoria, induzida por Adjuvante Completo de Freund
(CFA) e (3) dor neuropética, submetidos ao modelo de constricdo crénica do nervo
isquiatico (CCl). Os animais tiverem seus limiares basais avaliados, e ap6s indugéo
da dor por CFA e CCI houve novamente avaliacdo de seus limiares e ainda nos
tempos 0, 1, 3, 6 e 24 h ap6s a administracao oral Unica de solug¢édo Salina (controle)
ou Artemisinina em trés doses: 0,03mg/kg, 0,3mg/kg e 3mg/kg. Ainda utilizamos o
teste de campo aberto para excluir possiveis efeitos motores. Os resultados foram
analisados por two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Resultados:
No teste de laténcia de retirada da cauda, os animais tratados com Artemisinina
demonstraram um aumento no tempo de laténcia apds 3 horas ao tratamento que se
manteve por 24 horas, nas trés doses administradas, quando comparado ao grupo
controle. No modelo de dor inflamatoria, no teste de Von Frey digital, os animais
tratados com Artemisinina apresentaram aumento no limiar de presséo logo apos
administracdo (TO) que se manteve por 24 horas, nas trés doses administradas,
quando comparados ao controle. No modelo de dor neuropatica, no teste de Von Frey
digital, os animais tratados com Artemisinina apresentaram aumento no limiar apés 1
hora do tratamento que se manteve por 24 horas, nas trés doses administradas,
quando comparados ao controle. Ndo houve diferenga no teste do campo aberto.
Concluséo: Os resultados demonstram que a Artemisinina é capaz de aliviar os
comportamentos da dor nos ratos submetidos aos modelos de dor nociceptiva,
inflamatoria aguda e neuropética.

Palavras-chave: Dor, Nocicepcédo, Artemisinina, Analgesia



ABSTRACT

Introduction: Artemisinin, extracted from the leaves of Artemisia Annua, is a type of
sesquiterpene lactone and has a variety of important pharmacological effects and
potential applications, including its use against malaria, tumors and inflammation, as
well as its ability to improve immune function. These applications suggest that it may
play a role in pain control. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
effect of Artemisinin on the control of nociceptive, acute and neuropathic inflammatory
pain in rats. Methods: Male Wistar rats were divided into three groups: (1) nociceptive
pain, evaluated in the tail withdrawal test; (2) inflammatory pain induced by Freund's
Complete Adjuvant (CFA) and (3) neuropathic pain, submitted to the chronic
constriction of the sciatic nerve (CCIl) model. The animals had their baseline thresholds
evaluated, and after induction of pain by CFA and CCI, their thresholds were again
evaluated, and at 0, 1, 3, 6 and 24 hours after oral administration of saline (control) or
Artemisinin in three doses: 0.03mg / kg, 0.3mg / kg and 3mg / kg. We still use the open
field test to exclude possible motor effects. The results were analyzed by two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post-test. Results: In the nociceptive pain model
in the tail-removal test, animals treated with Artemisinin demonstrated a reduction in
latency time at 3 hours, which was maintained for 24 hours at three doses, when
compared to the control group. In the model of inflammatory pain, in the digital Von
Frey test, animals treated with Artemisinin showed an increase in the pressure
threshold after administration (TO), which was maintained for 24 hours in the three
doses when compared to the control. In the model of neuropathic pain, in the digital
Von Frey test, the animals treated with Artemisinin presented increase in the threshold
in the after 1 hour that was maintained for 24 hours in the three doses, when compared
to the control. There was no difference in the open field test. Conclusion: The results
demonstrate that Artemisinin is capable of alleviating pain behaviors in rats submitted

to nociceptive, acute inflammatory and neuropathic pain models.

Key words: Pain, Nociception, Artemisinin, Analgesia
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1. INTRODUCAO

Atualmente a dor € responsavel por parte significativa da demanda aos servigos
de saude e se torna um fenbmeno multidimensional, que envolve processos
psicossociais, comportamentais e fisiopatologicos. Desta forma, a dor é causadora
de morbidade, absenteismo ao trabalho e incapacidade temporaria ou permanente,
gerando elevados custos aos sistemas de saude. (FERREIRA, 2009)

A dor integra a homeostase, ou seja, o equilibrio do corpo, podendo ser um
importante alerta sobre um risco ao organismo, sendo assim, importante para
deteccao de diversas patologias. (BASBAUM, 2009)

Durante algum tempo, a dor foi considerada uma resposta sensorial inseparavel
a lesdo tecidual, na qual as demais dimensfes como afetiva, cognitiva e psicolbgica,
eram subestimadas. Porém, ao longo do tempo, avancos a respeito dos mecanismos
subjacentes a dor foram observados, trazendo assim sua natureza complexa,
inespecifica e multifatorial, entretanto a identificacdo e o correto tratamento dos
processos dolorosos seguem sendo desafiadores. (COSTIGAN e WOOLF, 2000)

Desta forma, a busca por tratamentos eficientes no controle da dor e que
possam apresentar menores efeitos colaterais para os pacientes e ainda menores
custos, sdo bastante procurados. Nessa perspectiva, tratamentos a base de
compostos advindos de plantas encaixam-se como uma fonte promissora na pesquisa
com potencial atividade analgésica. Assim, alguns estudos sugerem a utilizacdo da
Artemisinina neste contexto. (OLIVEIRA et al., 2009; RICHARD et al. 2013)

Extraida das folhas de Artemisia Annua, a Artemisinina é um tipo de lactona
sesquiterpénica que possui uma variedade de efeitos farmacologicos importantes
incluindo seu uso contra a malaria, tumores e inflamacéo, bem como sua capacidade
de melhorar a funcdo imunoldgica. (RICHARD et al. 2013)

Levando em consideragdo todo contexto complexo que envolve 0 processo
doloroso e seu tratamento, e 0s possiveis efeitos farmacologicos da Artemisinina na
dor, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da Artemisinina no controle do

processo da dor nociceptiva, inflamatdria aguda e neuropatica em ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor se
traduz por uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou
relacionada a lesao real ou potencial dos tecidos, ou descrita em tais termos”.

Sabe-se que a experiéncia da dor fisica é conhecida por todos, porém, a
intensidade, o carater e a tolerancia dela sao subjetivos, ou seja, varia de individuo
para individuo. Assim, a percepc¢dao e os efeitos fisicos causados pela dor podem ser
influenciados por fatores sociais, culturais e psicolégicos. (WOLKERSTORFER et al.,
2016)

Desta forma sensacao dolorosa em humanos é determinada pela palavra dor,
devido as influéncias citadas anteriormente, enquanto que o componente fisiologico
da dor é chamado nocicepcdo, o qual se utiliza em animais, pela auséncia de
comportamento externo. (FERREIRA et al., 2009).

Fisiologicamente falando o processamento doloroso ocorre por meio do
sistema nociceptivo, a via na qual os estimulos nocivos sdo enviados ao cérebro,
evidenciando mecanismos periféricos e centrais, como a transdugdo, transmissao,
modulacado e percepc¢do, de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo nocivo
externo. (FERREIRA et al., 2009) (Figura 1)

' Percepgao
- Vi
T A= Coértex
~— 4 }‘:}f-, 2
. A
Projecdes 3
Talamocorticais | Modulagao
Talamo

Transmissao

Transdugéao

2
4 {&/
Fibras Ad )‘4)
Fibras C

Estimulo Nocivo

Trato Espinotalamico

Figura 1: Imagem representativa do sistema nociceptivo. (SILVA, 2013)
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Este processamento doloroso ocorre por complexas atividades neuronais dos
sistemas nervosos, periférico e central, que sdo detectados, inicialmente, no sistema
somatossensorial. Desta forma, um determinado numero de receptores de sinalizagcéo
recebe a informacéo externa e compartilham esta informacao dolorosa através dos
neurbnios aferentes primarios sendo este processo denominado de transducao
nociceptiva. (LEE et al., 2016)

Assim sendo, ocorrem alteragdes no limiar de transdug&o no neurdnio aferente
primario, caracterizado pela sensibilizacao periférica, que sédo responsaveis pela zona
de hiperalgesia primaria na regido da injuria tecidual (GARRY et al., 2004). Apos ser
detectada pelo processo de transducdo, a informagdo dolorosa passa por um
processo de transmissdo, que ocorre por fibras aferentes primarias do tipo C e A-
gue formam conexdes diretas ou indiretas com uma das trés populacdes de neurdnios
do corno dorsal da medula: interneurdnios, subdivididos em excitatérios e inibitorios;
neurbnios proprioespinhais que interconectam varios segmentos da medula espinal,
neurdnios de projecdo que participam da transmisséo através da medula espinhal até
centros supraespinhais superiores onde ocorre a percepcéo da dor. (KLAUMANN et
al., 2008). Esta percepcéo pode caracterizar a dor, como nociceptiva, inflamatoria e
neuropatica.

A dor nociceptiva pode ser considerada um alarme mediado por neurdnios
sensoriais ndo mielinizados (fibras C) ou finamente mielinizados (fibras Ad), que séo
sensibilizados e alimentam vias nociceptivas do sistema nervoso central (SNC). Esta
sensibilizacdo ocorre por um sistema sensorial de detec¢do de estimulos nocivos
mecanicos, térmicos ou quimicos. Os estimulos se codificam em impulsos elétricos
por terminais nervosos periféricos, ou seja, pelos nociceptores, ocorrendo entdo a
transmissdo dolorosa, através das fibras nociceptivas, seguido por modulacédo e
percepcgéo pelo SNC (COSTIGAN et al., 2009; WOLKERSTORFER et al., 2016)

ApOs a percepgdo da dor, ocorre a ativagcdo de uma via descendente inibitoria,
com liberacdo de noradrenalina e serotonina, caracterizando uma via eficaz e
endoégena para solucionar a condicdo dolorosa. (COSTIGAN et al., 2009;
WOLKERSTORFER et al.,, 2016). Assim a dor nociceptiva tem como funcéo a
protecdo do organismo contra uma lesdo tecidual, mediante um estimulo externo
potencialmente prejudicial e ainda estimulos internos, caracterizando-a como uma dor
aguda e momentanea (TORRES et al., 2006) a qual gera uma resposta previsivel ao

trauma associada a uma causa identificavel que ao ser removida essa dor
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consequentemente desaparece. Além disso, responde bem a um possivel tratamento
por ser caracterizado como uma dor de curta duracdo. (WOLKERSTORFER et al.,
2016)

A manifestacdo de dor inflamatéria ocorre por danos no tecido devido aos
estimulos nocivos que podem ser quimicos, fisicos ou mecéanicos, constituindo um
desequilibrio na homeostase, que perturba a integridade do tecido e dispara uma
resposta mediada por células efetoras que liberam mediadores quimicos e
sensibilizam a via periférica. (HARGREAVES; RUPAREL, 2016; KANDEL et al.,
2000). Esta sensibilizacdo ocorre quando nociceptores sdo expostos aos produtos do
dano tecidual e da inflamacgéo (cascata inflamatdria), como histamina, bradicinina,
citocinas e TNF-a. (BASBAUM, 2009)

Além das caracteristicas periféricas, o quadro inflamatério pode gerar danos
sistémicos, como dor, edema, calor e rubor que podem ser controlados pelo proprio
organismo ou por terapias medicamentosas e complementares. Se estas solucoes
nao forem eficientes o quadro pode ser tornar cronico. (KALSO et al., 2004)

Com relagdo a dor crénica, a mesma é considerada o tipo mais dificil de ser
controlado, uma vez que ocorre uma extrapolacédo da funcéo de reflexo e defesa do
organismo, associado a reducdo da qualidade de vida, morbidades, ansiedade,
depressao, entre outros. (DWORKIN et al., 2010)

Dentre os diversos tipos de dor cronica, pode-se destacar a dor neuropatica,
gue resulta de injurias que acometem o sistema nervoso periférico (SNP) de maneira
direta, assim como o sistema nervoso central (SNC), com consequente modificacao
espinal e central, respectivamente (BARON; BINDER, 2004;). O dano tecidual
neuronal leva a um aumento da sensibilidade dos nociceptores, assim como alteracao
de receptores tateis e proprioceptivos, que passam a perceber uma estimulacdo
indbcua como sensacao dolorosa (alodinia). Além disso, ocorrem outras alteragées no
sistema nervoso que geram uma persisténcia no envio de sinais de dor, de uma forma
prejudicial, até se tornar patologica. Isto ocorre pela formacao de neuromas que geram
aumento na frequéncia dos potenciais de acao que conduz o influxo sensorial, levando
a caracteristicas dolorosas intensas. (DEVOR, 2006; LIU et al., 2001)

A intensidade da dor, no entanto, ndo se relaciona com a quantidade de danos
e sintomas, pois ela pode persistir por muito tempo, através de danos teciduais, pela
injaria antecedente, mesmo que a lesdo inicial tenha sido solucionada.

(WOLKERSTORFER et al., 2016) Apesar de suas caracteristicas serem complexas,
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0s principais sintomas da dor neuropatica séo: hiperalgesia, decorrente das alteracdes
centrais ou espinhais e a sensibilizacdo continuada dos nociceptores; dor espontanea
e alodinia. (BARON; BINDER, 2004; BASBAUM et al., 2009)

Neste tipo de dor, alguns componentes da resposta inflamatéria sdo ativados,
gerando a liberacdo de mediadores e recrutamento de células inflamatérias, como
serotonina, substancia P, histamina, bradicinina, citocinas, TNF-a, entre outras, para
o sitio da lesdo. Esta manifestacdo inflamatoria ocorre mediante um processo
chamado Degeneracao Walleriana, pela leséo nervosa, caracterizado pela remocao
de axdnios que sofreram decomposicdo de mielina. (TRACEY; WALKER, 1995).
Consequentemente, essa liberacdo de mediadores inflamatérios sensibiliza fibras
aferentes primérias, resultando em hiperalgesia na dor neuropatica. (SOMMER,;
KRESS, 2004)

Desta forma, sabendo dos danos causados e de sua complexidade o controle
da dor tém se tornado um desafio, necessitando assim de uma melhor compreensao
de seus mecanismos e tratamentos mais eficazes.

Neste contexto, encontra-se a Artemisinina, uma lactona sesquiterpénica que
possui um grupamento endoperdxido isolada da planta Artemisia Annua,
popularmente conhecida como absinto ou losna, € uma espécie aromatica, herbacea,
perene e rizomatosa originaria da Europa ou Asia e muito utilizada na medicina
tradicional chinesa onde € reconhecida por seus efeitos analgésicos, antiinflamatorios,
antiespasmaodicos e anticonvulsivos, sendo empregada também para dispepsia,
astenia, epilepsia, dores reumaticas, febres, anemias e como vermifugo. (RICHARD
et al., 2013)

Atualmente, a Artemisinina é utilizada na medicina humana para o tratamento
da malaria (NOBEL MEDICINA, 2015). Estas moléculas sdo bem toleradas pelos
pacientes e sao empregues, quando ha ocorréncia de resisténcia a antimalaricos
tradicionais. (RICHARD et al. 2013)

Nos ultimos anos, estudos trazem a hipotese que a Artemisinina também pode
ser utilizada como farmaco anticancerigeno. Varios estudos revelaram que a
Artemisinina inibe o crescimento de muitas células e possui um efeito citotoxico
seletivo, uma vez que a Artemisinina € essencialmente ndo toxica para ceélulas
normais. (NAKASE et al., 2008)

Provavelmente, o efeito citotoxico é devido a elevada concentracdo de

receptores de transferrina nas células cancerosas que determina um aumento do
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influxo de ferro em comparacdo com as células normais, (HUNSKAAR et al., 2009) ja
gue seu mecanismo de acdo envolve a sua reacdo com a fonte de ferro celular
gerando radicais livres o que leva a destruicao celular. (NAKASE et al., 2008)

Com relacéo a dor, estudos demonstram que a Artemisinina pode diminuir a
secrecédo de citocinas pro inflamatorias derivadas de macrofagos, particularmente de
TNF. Ainda trazem sua atuacao na inibicdo do fator de transcricao da ativacédo de NF-
kB, uma via envolvida na producao de citocinas proé inflamatoérias. Além de causar uma
queda de TNF-alfa e outras citocinas a partir de macréfagos, a Artemisinina também
pode regular negativamente a producéo de oxido nitrico (NO), que é vital para reacfes
inflamatorias e imunitarias. (SHAKIR et al., 2011; HOU e HUANG, 2016)

Ainda ZHAO (2007) e YING (2017) sugerem que a Artemisinina pode
apresentar uma atividade antiinflamatéria e que a mesma seria capaz de inibir a
transmissao nociceptiva e assim, aliviar os comportamentos de dor em modelos
animais.

Diante do exposto, parece que a Artemisinina pode assumir um potencial
terapéutico imunossupressor em reacdes imunes e inflamatérias. Sugerindo desta
forma, diante das diversas aplicacdes anteriormente citadas, um papel no controle da
dor. Entretanto, estudos utilizando a Artemisinina neste contexto ainda sdo muito

escassos 0 que nos traz a necessidade de investigar melhor seus efeitos.
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3. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a dor nos dias atuais constitui um problema de saude publica e possui
um tratamento complexo. Diante disto destaca-se cada vez mais a importancia de
estudos relacionados a esta questdo, em busca de tratamentos resolutivos e que
tragam aos individuos menores efeitos colaterais e menores custos quando
comparados aos tratamentos farmacoldgicos convencionais. Neste contexto, a
Artemisinina possui uma variedade de efeitos farmacolégicos potenciais os quais
sugerem um papel no controle da dor, 0 que a torna um importante objeto de estudo,
uma vez que a mesma consiste em um derivado de planta e estudos neste ambito

ainda sdo escassos.
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4. OBJETIVOS

Abaixo seguem 0s objetivos gerais e especificos do estudo.

4.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel da Artemisinina, no
controle do processo da dor nociceptiva, inflamatoria aguda e neuropatica em ratos

Wistar.

4.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos da Artemisinina sobre o limiar térmico no modelo de dor nociceptiva
pelo teste de laténcia de retirada da cauda

- Avaliar os efeitos da Artemisinina sobre o limiar nociceptivo mecéanico no modelo de
dor inflamatéria aguda induzida por administracdo intraplantar de Adjuvante
Completo de Freund (CFA);

- Avaliar os efeitos da Artemisinina sobre o limiar nociceptivo mecanico nos modelos
de dor neuropatica induzida por “Chronic Constriction Injury” (CCI);

- Avaliar os efeitos da Artemisinina sobre o comportamento motor no teste de campo

aberto.
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5. METODOLOGIA

Abaixo seguem os materiais e métodos utilizados ao longo do trabalho.

5.1 Animais

Foram utilizados 108 ratos machos Wistar, com peso de 200 a 250gq,
provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL. Os animais foram mantidos
no biotério do Departamento de Fisioterapia, sendo alocados em caixas com 5 animais
em cada, sob condi¢cbes de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre
acesso a racdo e agua até o dia do experimento. Todos 0s experimentos seguiram as
normas de ética estabelecidas para experimentacdo com animais, recomendadas pela
IASP (International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983) e as
normas que regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratorio
elaborados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UNIFAL,
com numero de aprovacgdo 056/2016. (ANEXO 1)

5.2 Modelos Experimentais

Neste item serdo descritos todos 0s aspectos éticos de experimentacao animal,
suas caracteristicas, métodos de avaliagcdo, drogas, via de administragcéo, grupos e o

delineamento do estudo.

5.2.1 Modelo de Dor Nociceptiva

No presente modelo de dor, o grau de antinocicepc¢éo foi medido pelo teste de
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retirada da cauda (D" AMOUR; SMITH, 1941), modificado por Azami et al., (1982)
utilizando o Analgesimetro Tail Flick (Marca Scienlabor) (Figura 2). Para realizacdo do
teste, primeiramente os animais foram mantidos em uma sala durante 30 minutos para
que 0s mesmos pudessem se ambientar, a qual possuia temperatura controlada de
23°C.

Ao iniciar o teste o animal foi gentilmente imobilizado e a por¢édo da cauda, 2
cm de sua extremidade, foi posicionada sobre o filamento de niquel-cromo (Figura 3)
sendo o0 mesmo aquecido progressivamente (aproximadamente 9°C/segundo) a partir
da temperatura ambiente (23°C + 1°C) até atingir temperatura nociva (53°C) em
aproximadamente 3 segundos.

O aguecimento foi automaticamente interrompido ao alcangar 6 segundos com
intuito de se evitar danos teciduais. Desta forma incialmente os animais foram
testados para determinacéo do limiar basal (B1) para o reflexo de retirada de cauda
em trés medidas consecutivas realizadas a intervalos de 5 minutos. Ap6s a medida
basal foi realizada administracao oral de Artemisinina ou Salina e os limiares foram
avaliados ap6s 0, 1, 3, 6 e 24h (TO, T1, T3, T6 e T24).

A ANALGESIMETHO TAIL FLICK

Figura 2 - Analgesimetro Tail Flick

Fonte: Autor
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Figura 3 — Filamento de niquel-cromo

Fonte: Autor

5.2.2 Modelo de Dor Inflamatéria Aguda

Inicialmente os animais foram testados para determinacdo do limiar basal (B1)
de retirada da pata pelo teste de Von Frey Digital. Para realizagdo do modelo de dor
inflamatdria os animais receberam através de administracao intraplantar 100 uL de
Adjuvante Completo de Freund (CFA) (CUNHA et al., 2007). No grupo controle, os
animais receberam 100 pL de Salina via intraplantar.

Quatro horas ap0s a injecdo de CFA/Salina (CUNHA et al., 2007), os animais
foram testados novamente (B2) e considerados hiperalgésicos quando o limiar de
resposta a aplicacdo de estimulos mecanicos correspondeu a pelo menos, 50% do
limiar de resposta basal. Apds, os animais receberam administracdo oral de
Artemisinina ou Salina e o limiar nociceptivo mecénico foi avaliado ap6s 0, 1, 3, 6 e
24h (TO, T1, T3, T6 e T24).

5.2.3 Modelo de Dor Neuropatica

Antes da inducdo do modelo de dor neuropética, os animais foram testados
para determinacao do limiar basal (B1) de retirada da pata pelo teste de Von Frey
Digital. Foi utilizado o modelo experimental de neuropatia por lesdo de Constricao
Croénica do nervo Isquiatico (CCl), a qual consiste na amarracdo do nervo isquiatico
em quatro pontos e constricdo cronica deste nervo (BENNET,; XIE, 1988). Antes da

cirurgia os animais foram anestesiados com isoflurano a 2% por via inalatoria. O nervo
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isquiatico foi exposto na regido abaixo do gluteo (Figura 4) e ligado com quatro
amarracdes com fio de seda separados por 2 mm (Figura 5). A musculatura e a pele
sobre os nervos foram suturadas com padrdo de 3 amarragbes (Figura 6). Nas
cirurgias do grupo falso operados (Sham), o nervo isquiatico foi exposto, mas nao
amarrado. A musculatura e a pele sobre o nervo foram suturadas, com padréao de 3
amarracoes. Por fim, os animais foram mantidos sob aquecimento para prevenir a
hipotermia e, em seguida, recolocados no biotério de manutencgéao.

Trés dias apés o procedimento, os animais foram testados (B2) e considerados
sensibilizados quando o limiar de resposta a aplicacdo de estimulos mecéanicos no
teste de Von Frey digital correspondeu a, pelo menos, 50% do limiar de resposta
basal. Apds, os animais receberam administracéo oral de Artemisinina ou Salina e o

limiar nociceptivo mecanico foi avaliado apés 0, 1, 3, 6 e 24h (TO, T1, T3, T6 e T24).

% g iy WA
W
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Figura 4 - Nervo isquiatico exposto.

Fonte: autor



Figura 5 - Ligadura do Nervo Isquiatico

Fonte: autor

Figura 6 - Sutura da Pele

Fonte: autor
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5.2.4 Testes de nocicepcao mecanica por Von Frey digital

Para realizar os testes de nocicepc¢dao, inicialmente, os animais foram alocados
em caixas de acrilico sobre uma tela de arame que proporcionava acesso a pata
desses animais, em uma sala silenciosa o qual o ambiente foi controlado, sendo a
temperatura de 23°C, 30 minutos antes da estimulacdo, para ambientacdo dos
animais ao local. O teste foi realizado pelo aparelho Von Frey digital (Marca Insigth),
por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5 mm de diametro
adaptada a este, o aplicador entdo realizou uma presséo linearmente crescente no
centro da planta direita do animal, até que o0 mesmo demonstrasse comportamento
nociceptivo, caracterizado pela retirada da pata, lambida da mesma e/ou “flinch”.
Nesse método, foram realizadas 6 avaliacdes, com intervalos de 10 segundos e assim
realizou-se a média, por animal. (FARGHALY et al., 2016)

5.2.5 Teste do campo aberto

Para retirarmos possiveis viés quanto a influéncia da Artemisinina no
comportamento motor dos animais, o qual poderia gerar alteragées nas respostas dos
demais testes utilizados, aplicamos o teste de campo aberto, o mesmo, foi realizado
utilizando uma caixa de plastico retangular aberta (80 x 80 x 40 cm), em uma sala
escura, com excec¢ao das luzes dentro da caixa que usavam para captura de video, e
com a temperatura controlada em 23°C. Trinta minutos antes da aplicagéo do teste foi
realizada administragéo oral de Artemisinina ou Salina. Desta forma os animais foram
colocados individualmente no centro do campo e foi permitido explorar a é&rea
livremente por 5 min. A atividade dos ratos foi registrada por uma camera pendente,
a qual gravou todas as faixas do movimento dos mesmos. Entre cada experimento, a
arena foi limpa com alcool 30%. (YANG, 2017) Ao final, a distancia total percorrida e
o tempo de imobilidade de cada animal foram contabilizados utilizando o software

Ethovision 6.0 e os dados foram analisados.
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5.2.6 Drogas e Administracéo

Artemisinina 98% (Sigma — Aldrich) diluida em Cloreto de Sdadio, estéril, 0,9%.
A dose foi definida através da indicacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para tratamento da malaria, sendo ela de 3,0 mg/kg, entretanto foi realizado uma curva
dose efeito para observarmos sua atuacao em menores doses, sendo 0,03 mg/kg; 0,3
mg/kg e 3,0 mg/kg, em dose Unica, via oral.

Para realizar a administracdo da droga, todos os animais foram mantidos em
jejum alimentar overnight (aproximadamente 12hs), sem restricAo de agua. Foi

utilizada uma seringa com agulha de gavagem apropriada para ratos.

5.2.7 Grupos experimentais

v Tail Flick

e Tall Flick + Salina (n=6)

e Tail Flick + Artemisinina (0,03 mg/kg) (n=6)
e Tail Flick + Artemisinina (0,3 mg/kg) (n=6)
e Tail Flick + Artemisinina (3,0 mg/kg) (n=6)

v CFA

e Salina + Salina (n=6)

e CFA + Salina (n=6)

e CFA + Artemisinina (0,03 mg/kg) (n=6)
e CFA + Artemisinina (0,3 mg/kg) (n=6)
e CFA + Artemisinina (3,0 mg/kg) (n=6)

v CCI

e Sham + Salina (n=6)

e CCI + Salina (n=6)

e CCI + Artemisinina (0,03 mg/kg) (n=6)
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e CCI + Artemisinina (0,3 mg/kg) (n=6)
e CCI + Artemisinina (3,0 mg/kg) (n=6)

v' Campo Aberto

e CA + Salina (n=6)

e CA + Artemisinina (0,03 mg/kg) (n=6)
e CA + Artemisinina (0,3 mg/kg) (n=6)
e CA + Artemisinina (3,0 mg/kg) (n=6)

5.2.8 Delineamento do estudo

Para o grau nociceptivo de laténcia de retirada da cauda, através do
analgesimetro Tail-Flick, no modelo de dor nociceptiva, foi realizada inicialmente uma
medida basal (B1) e em seguida 0, 1, 3, 6 e 24 horas ap0s a administracdo da
droga/salina via oral (TO, T1, T3, T6, T24) (Figura 7).

No modelo de dor inflamatoria, os animais tiveram seus limiares nociceptivos de
retirada da pata avaliados pelo Von Frey digital, antes da inducéo de dor, por meio da
administracdo de CFA/Salina (B1), apos 4 horas (B2) e 0,1, 3, 6 e 24 horas apos a
administragao da droga/salina via oral (TO, T1, T3, T6 e T24).

Para o modelo de dor neuropatica foi utilizado o mesmo método de avaliacao,
entretanto a medida para avaliar a inducdo de dor foi realizada 72 horas apds a
CCl/Sham (B2) (Figura 8). Em todos modelos de indugéo de dor, a avaliagdo no tempo
Oh (TO) se refere a 15 minutos apds a administracdo da droga, devido ao tempo gasto
para a manipulacédo dos animais.

Na realizacdo do teste de campo aberto, os animais foram inicialmente tratados

com droga/salina e apés 30 minutos realizado o teste. (Figura 9)
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Artemisinina ou
salina via oral
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Tail Flick

Figura 7 - Delineamento experimental - Dor Nociceptiva

Fonte: autor
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Figura 8 - Delineamento experimental - Dor neuropética e inflamatoéria.

Fonte: autor
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Figura 9 - Delineamento experimental - Campo aberto.

Fonte: autor

5.2.9 Anélise Estatistica

28

OS resultados comportamentais foram expressos como meédia * erro padréo

da média (E.P.M.) de 6 animais por grupo, sendo grupos independentes. A analise

dos resultados foi feita pelo teste de analise de variancia de dois TWO-WAY ANOVA.

As comparagdes post-hoc foram realizadas com o teste de Bonferroni usando o

Software Prisma. O nivel de significancia foi de P<0,05.
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6. RESULTADOS

Os efeitos da administracdo de Artemisinina no modelo de dor nociceptiva
encontram-se demonstrados no gréafico 1, através do limiar de laténcia (s) avaliado
pelo teste de retirada da cauda, nos grupos tratados com salina ou Artemisinina, sendo
esta em trés diferentes doses, 0,03 mg/kg ou 0,3 mg/kg ou 3,0 mg/kg. A avaliacdo de
retirada da cauda foi realizada antes da administracao de salina ou Artemisinina (B1),
e apos 0,1, 3, 6 e 24 horas da administracao (TO, T1, T3, T6 e T24).

Os resultados demonstram que o grupo tratado com salina, ou seja, 0 grupo
controle, ndo apresentou alteracfes quanto ao limiar de laténcia (s) ao longo das
avaliacbes. Enquanto o grupo tratado com Artemisinina na dose de 0,03mg/kg
apresentou aumento no limiar nos tempos 3, 6 e 24 horas pés tratamento quando
comparado ao grupo controle.

O grupo tratado com Artemisinina na dose de 0,3mg/kg apresentou aumento
significativo no limiar de laténcia quando comparado ao controle nos tempos 3 e 6
horas pos tratamento. Por fim, o grupo tratado com Artemisinina na dose de 3mg/kg
apresentou aumento no limiar de laténcia em todos os tempos de avaliacéo (0,1,3,6 e
24horas), quando comparado ao controle, sendo ainda, mais eficaz que as demais

doses nos tempos 6 e 24hs.
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Gréfico 1: Limiar de laténcia (s) avaliado pelo teste de retirada da cauda, no efeito da Artemisinina
nas doses 0,03 mg/kg; 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg, sobre a dor nociceptiva.

Nota: A analise estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni
post hoc test com interacdo em relagdo ao tempo (Fs90= 326.61, p<0,001) tratamento
(F3,120= 189.32, p<0,001) e tratamento x tempo (F1s,90= 19.83, p<0,001).
Seta se refere a administracéo oral; * Denota uma diferenca significativa em relacéo ao
grupo controle (TF/SALINA); # Denota uma diferenca em relagdo aos demais tratamentos
utilizados, e ao grupo TF/SALINA. Cada ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais.

Fonte: autor.
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Os efeitos da administracdo da Artemisinina no modelo de dor inflamatéria
aguda encontram-se demonstrados no grafico 2, através do limiar mecéanico (g),
avaliado pelo teste de Von Frey digital, nos grupos tratados com salina ou
Artemisinina, em trés diferentes doses, 0,03 mg/kg ou 0,3 mg/kg ou 3,0 mg/kg.

A avaliacao do limiar mecanico foi realizada antes da induc&o de dor por CFA
(B1), 4 horas ap6s a inducédo (B2) e 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO, T1, T3, T6 e T24) apbs
administracao de salina ou Artemisinina.

Os resultados demonstram que o grupo SAL/SAL, ou seja, 0 grupo controle
geral, ndo apresentou alteracdo no limiar mecanico em nenhum tempo de avaliacao.
Enquanto o grupo CFA/SAL, ou seja, o grupo controle da droga, apresentou seu limiar
diminuido ap6s a inducao de dor (B2) que se prolongou até as 24horas.

Os demais grupos, aqueles tratados com Artemisinina nas doses 0,03 mg/kg;
0,3 mg/kg; 3,0 mg/kg apresentaram diminui¢éo do limiar mecéanico apdés a inducao de
dor (B2), o que foi revertido em partes pela administracdo da droga, observado pelo
aumento do limiar mecéanico de todos os grupos em todos tempos de avaliacdo 0O, 1,
3, 6 e 24 horas, pGs tratamento.
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Gréfico 2:  Limiar nociceptivo (g) avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito da Artemisinina nas
doses 0,03 mg/kg; 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg, sobre a dor inflamatoria aguda
Nota: A andlise estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni
post hoc tests, com interacdo em relagéo ao tempo (Fs 175= 2877.76, p<0,001), tratamento
(Faa75= 5623.27, p<0,001) e tratamento x tempo (Fz4.175= 230.47, p<0,001).
Cabeca de Seta se refere & indugéo pelo CFA; Seta se refere a administragéo oral;
* Denota uma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (CFA/SALINA). Cada
ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais.
Fonte: autor.
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Os efeitos da administracdo da Artemisinina no modelo de dor neuropatica
encontram-se demonstrados no grafico 3, através do limiar mecanico (g), avaliado
pelo teste de Von Frey digital, nos grupos tratados com salina ou Artemisinina, em trés
diferentes doses, 0,03 mg/kg ou 0,3 mg/kg ou 3,0 mg/kg.

A avaliacdo do limiar mecéanico foi realizada antes da inducdo de dor pela
cirurgia de CCI (B1), e 72 horas apoés a inducédo (B2) e 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO, T1,
T3, T6 e T24) apds administracao de salina ou Artemisinina.

Os resultados demonstram que o grupo Sham/SAL, ou seja, o grupo controle
geral, ndo apresentou alteracdo no limiar mecanico em nenhum tempo de avaliacao.
Enquanto o grupo CCI/SAL, ou seja, o grupo controle da droga, apresentou seu limiar
diminuido ap6s a inducao de dor (B2) que se prolongou até as 24horas.

Quanto aos grupos tratados com Artemisinina nas doses 0,03 mg/kg; 0,3
mg/kg; 3,0 mg/kg todos apresentaram diminuicdo do limiar mecanico apdés a inducao
de dor (B2), o que foi revertido em partes pela administragcdo da droga, observado
pelo aumento do limiar mecéanico de todos os grupos em todos tempos de avaliagao
0, 1, 3, 6 e 24 horas, pés tratamento, exceto para o grupo 0,03mg/kg no tempo 0

horas, o qual ndo apresentou diferenca significativa.
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Gréfico 3:  Limiar nociceptivo (g) avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito da Artemisinina

Nota:

Fonte:

nas doses 0,03 mg/kg; 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg, sobre a dor neuropatica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni

post hoc tests, com interacdo em relacéo ao tempo (Fe 140= 2655.24, p<0,001) tratamento

(Fa,140= 7198.24, p<0,001), e tratamento x tempo (F24,120= 369.87, p<0,001).

Cabeca de Seta se refere a da CCl; Seta se refere a administracédo oral; * Denota uma

diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle (CCI/SALINA). Cada ponto

representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais.

autor.
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No gréfico 4 podemos observar a distancia percorrida e o tempo de
imobilidade avaliado pelo teste de campo aberto nos grupos que receberam via oral
em dose Unica Artemisinina em trés diferentes doses (0,03 mg/kg ou 0,3 mg/kg ou 3,0
mg/kg) ou salina (SAL). O qual demonstra que ndo houve diferenca estatistica entre
0S grupos tratados e o grupo controle, tanto para a distancia percorrida como para o

tempo de imobilidade.
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Gréfico 4 - Efeito da Artemisinina nas doses 0,03 mg/kg; 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg na distancia
percorrida e tempo de imobilidade, avaliado pelo teste de campo aberto.
Fonte: autor.
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a administracdo de
Artemisinina nas doses 0,03 mg/kg; 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg proporciona efeitos anti-
nociceptivos em ratos no teste de laténcia de retirada da cauda, observado pelo
aumento do limiar de laténcia dos animais tratados com a droga, quando comparados
ao grupo salina. Entretanto este efeito apresentou diferenca entre as doses, o qual a
maior dose, ou seja de 3,0 mg/kg foi mais eficaz quando comparada ao grupo salina
e as demais doses, perdurando deste a administracao até as préximas 24hs, enquanto
as menores doses ndo foram capazes de alterar o teste até as 3hs pds tratamento.

O teste de laténcia de retirada da cauda é amplamente utilizado para identificar
a atividade de diversos medicamentos, inclusive de compostos presentes em extratos
vegetais ou isolados a partir desses, além dos medicamentos sintéticos. (Oliveira et
al., 2008) Este ensaio experimental consiste na aplicacdo de calor na cauda do animal
como estimulo nociceptivo térmico, provocando o movimento de retirada da mesma.
(Oliveira et al., 2009)

Quando had um aumento no tempo de retirada da cauda geralmente é
considerado como um parametro importante para avaliar a atividade antinociceptiva
central. Sendo assim, substancias que atuam em nivel central, como a morfina, sao
capazes de suprimir respostas de neurbnios espinhais ao estimulo térmico nocivo na
cauda, aumentando o tempo de laténcia (Fischer et al., 2008).

Resultados como estes utilizando a Artemisinina na dor nociceptiva até o
momento nao foram demonstrados na literatura. Entretanto, o estudo de Ying et al.,
em 2017 talvez possa explicar o possivel mecanismo de ac¢do da droga neste modelo
de dor, o qual traz a atuacao da Artemisinina nos receptores P2X4 em modelos de dor
neuropatica. Sabe-se que esses Sao receptores purin€érgicos e expressos em
neurbnios e glia, participando do processo de sinalizacdo entre essas células e
envolvidos na transmissdo nociceptiva. Desta forma, pode-se sugerir um possivel
mecanismo de acao, com atuacdo a nivel central, para o controle da dor nociceptiva.
Entretanto, demais estudos acerca desta premissa sdo importantes para a real

definicdo da atuacdo da Artemisinina neste modelo de dor.
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Outro resultado que se pode se observar, foi o efeito antinociceptivo da
Artemisinina no modelo de dor inflamatéria aguda, demonstrado através do aumento
do limiar mecénico apos o tratamento, em todas as doses aplicadas.

Para inducéao da dor inflamatéria aguda, foi utilizado um modelo amplamente
usual, que consiste na administracao intraplantar de CFA, causando uma cascata
inflamatoria. Sabemos que o processo dessa dor é estabelecido pela liberacdo de
diversos mediadores inflamatorios locais ap0s a lesao tecidual entre eles bradicinina,
prostaglandinas, e TNF-alfa, que estimulam diretamente e causam a sensibilizacao
dos nociceptores. (JI et al., 2014)

A atuacdo da Artemisinina sobre a diminuicdo da secrecdo de citocinas pro
inflamatorias, particularmente de TNF-alfa j& havia sido descrito na literatura por
SHAKIR et al., 2011; HOU e HUANG, 2016, os quais observaram que além de diminuir
essas citocinas, a Artemisinina também poderia regular negativamente a producédo de
oxido nitrico (NO) e ainda inibir o fator de transcricdo da ativacdo de NF-kB, o qual é
essencial em processos inflamatorios. Ainda neste contexto ZHAO (2007) observou o
poder anti-inflamatorio da Artemisinina em ratos que sofriam de pancreatite aguda.

Desta forma, os dados encontrados na literatura vdo de encontro com 0s
resultados do presente trabalho, onde a Artemisinina demonstrou seu efeito
antinociceptivo, ainda, sugere-se assim que a mesma possa ter um efeito sobre as
alteracOes locais causadas neste modelo de dor, ou seja, que a mesma é capaz de
atuar diminuindo liberac&o de citocinas proé inflamatdrias importantes para o processo
desta dor.

Outro resultado demonstrado no presente estudo foi quanto ao modelo de dor
neuropatica, induzido pelo modelo de “Chronic Constriction Injury” (CCl), que consiste
em uma amarracdo do nervo ciatico, em quatro pontos, para simular uma hérnia
discal, com consequente efeito hiperalgésico, modelo que foi descrito por BENNET e
XIE em 1988, o qual os animais tratados com a Artemisinina apresentaram um
aumento no limiar mecanico, avaliado pelo Von Frey digital, ndo havendo relacao

dose-resposta.

Na literatura os resultados Ying et al., em 2017, corrobora com os do presente
estudo, onde traz o efeito antinociceptivo da Artemisinina na dor neuropatica em ratos
e delineou seu possivel mecanismo neste modelo de dor, induzido pela CCl e sugeriu

que a Artemisinina poderia inibir a transmissao nociceptiva mediada por receptores
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P2X 4 que estdo envolvidos especialmente na dor cronica e desta forma aliviar os
comportamentos de dor nos ratos.

Por fim, os resultados apresentados demonstraram que a Artemisinina nas
doses utilizadas, ndo foi capaz de gerar alteracdo na resposta motora dos animais
tratados, observado pelo teste do campo aberto, que, se houvesse, poderia influenciar
nas demais respostas obtidas no presente estudo.

Diante do exposto, pode-se sugerir um duplo papel da Artemisinina, ou seja,
gue a mesma possa ter um efeito tanto central quanto periférico de acordo com cada
tipo de dor, 0 que a torna uma fonte promissora na pesquisa com potencial atividade
analgésica. Ainda, devido ao fato de ser um composto natural, a mesma pode trazer

diversos beneficios para a populagéo.
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8. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que a Artemisinina alivia os
comportamentos de dor nos ratos submetidos aos modelos de dor nociceptiva,
inflamatdéria aguda e neuropética e que a mesma nao gera alteracdes motores
capazes de interferir nos testes utilizados. Sugerindo desta forma que a Artemisinina
possa ser um potencial terapéutico em condi¢cdes dolorosas, uma vez que se trata de
um composto advindo de planta o que pode apresentar menores efeitos colaterais e
custos para a populacao geral. Entretanto sugere-se maiores investigacoes acerca do

seu mecanismo de agéo e vias envolvidas neste processo.
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