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ARTIGO DE REVISAO

In vivo methods for the evaluation of anti-inflammatory and antinoceptive

potential

Meétodos in vivo para avaliacdo do potencial anti-inflamatdrio e antinociceptivo

Silvio de Almeida Junior"

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The constant search
for bioactive compounds with anti-inflammatory and antinoci-
ceptive activities are of interest to research centers. For the char-
acterization of these activities, trials on guinea pigs are necessary.
Therefore, the purpose of this study was to demonstrate some
methods to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive
potential of natural products.

CONTENTS: A stimulus is required to evaluate these activities,
and the induction of inflammatory or nociceptive process can
be by chemical inducers like formaldehyde, carrageenan, among
others, or electronic equipment such as the hot plate. For all
assays, the baseline and post-dose measurement of the studied
compound is always compared with a control group. The plan-
ning of the experiment, as well as its conduct in accordance with
well-established protocols, are important tools in the success of
the work. The tests presented evaluated the antinociceptive and
anti-inflammatory activity as well as the mechanisms involved.
CONCLUSION: It was possible to evaluate that the tests pres-
ent in the literature today meet the researcher’s need for the elu-
cidation of the anti-inflammatory and antinociceptive activity of
new compounds.

Keywords: Abdominal contortion, Formalin, Hot plate, Paw edema.

RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A busca constante por compos-
tos bioativos com atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva sio
de interesse dos centros de pesquisas. Para a caracterizagio dessas
atividades s3o necessdrios ensaios em cobaias. Frente a isso, o objeti-
vo deste estudo foi demonstrar alguns métodos para a avaliagio do
potencial anti-inflamatério e antinociceptivo de produtos naturais.
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CONTEUDO: Para a avaliacio dessas atividades ¢ necessario
um estimulo, sendo que a indu¢io de processo inflamatério
ou nociceptivo pode ser por indutores quimicos como formol,
carragenina, entre outros, ou ainda, equipamentos eletronicos
como placa quente. Para todos os ensaios, sempre ¢ realizada a
mensuragio basal e posterior & administracio do composto que
estd sendo estudado em comparagido com um grupo controle.
O planejamento do experimento, assim como toda a condugao
conforme protocolos jd bem ilustrados, sio ferramentas impor-
tantes no éxito do trabalho. Os testes apresentados avaliaram
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria assim como me-
canismos envolvidos.

CONCLUSAO: Foi possivel avaliar que os testes presentes na
literatura hoje, atendem a necessidade do pesquisador na eluci-
dacio da atividade anti-inflamatdria e atividade antinociceptiva
de novos compostos.

Descritores: Contor¢io abdominal, Edema de pata, Formalina,
Placa quente.

INTRODUGCAO

Para o auxilio da manuten¢io da saide humana sio consumidos,
diariamente ao redor do mundo, produtos naturais que apresentam
atividades bioldgicas, uma antiga tradicdo trazida como heranca hd
milénios. A partir do conhecimento popular se faz necessdria a inves-
tigacao cientifica da eficcia desses produtos'. Dentre a diversidade
de produtos naturais encontrados, apenas uma pequena por¢io tem
suas caracterizagoes fitoquimica e potencial bioldgico investigados.
As etapas para esclarecimentos, como isolamento, identificagio e
obtencio de andlogos estruturais do metabdlito ativo, associado ao
conhecimento do potencial farmacolégico, toxicolégico e do me-
canismo de agio dessas substincias sio fundamentais para a obten-
G40 e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos™. A selegao
de compostos ativos, presentes em produtos naturais, ¢ um grande
desafio enfrentado por pesquisadores, assim como a elucidagio de
mecanismos de a¢io desses compostos. Para a realizagio das desco-
bertas, se faz necessdria a realizagio de ensaios bioldgicos, que devem
ser escolhidos com cautela, visto que precisam ter acuidade na detec-
cdo do efeito especifico, possuir sensibilidade e reprodutibilidade®.

E notéria a quantidade de pesquisas realizadas em busca de compos-
tos que sejam efetivos para a aplicagio como agente anti-inflamaté-
rio ou com atividade antinociceptiva e que tragam beneficios com o
menor nimero possivel de efeitos adversos causados por sua utiliza-
¢Ao. Para a boa condugio dos experimentos, se faz necessdrio o estu-
do prévio das metodologias que serdo aplicadas, assim como as doses
testadas e quantidade de animais. Um dos testes mais utilizados para
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a avaliacio antinociceptiva € o teste de formalina. Encontrou-se 395
artigos publicados, ¢ a atividade anti-inflamatéria é o edema de pata,
com 244 artigos, conforme evidenciado em consulta 2 base de dados
Pubmed, no ano de 2018 (até outubro).

Frente ao relatado, o objetivo deste estudo foi abordar temas referen-
tes aos principais métodos i vivo para a avaliacao de novos compos-
tos com potencial anti-inflamatdrio e antinociceptivo, assim como
o0s mecanismos envolvidos.

CONTEUDO

Devido ao indice de rejeicio dos firmacos disponiveis no mercado
pelos efeitos adversos, se faz necessdrio o estudo de novos compostos
com atividades efetivas. Dentro da etnobotanica é necessdria a ava-
liagdo dessas atividades, visto que o ntimero de publicagoes é cres-
cente dentro dessa drea. A sele¢io dos compostos promissores dentro
das atividades anti-inflamatdrias e analgésicas inicia-se pela cultura
da medicina popular seguida de avaliagio quimica desses produtos
naturais. A literatura atribui compostos tais como alcaldides, dleos
essenciais, flavondides, taninos, saponinas e compostos fenélicos
como responsédveis pela atividade anti-inflamatdria e analgésica espe-
rada, com maior efeito que os firmacos encontrados no mercado>®.
Para comprovagio dessas atividades, se faz necessdrio o uso de mode-
los animais conforme protocolos, sempre respeitando os principios
éticos. Todos os procedimentos devem passar por comité proprio,
responsdvel pela avaliacao antes do inicio dos experimentos. Outra
observacio importante ¢ a utilizagio do menor niimero possivel de
animais, aplicagio correta das técnicas e o minimo de sofrimento
causado ao animal”?.

Selecio de animais

Animais como camundongos (mus musculus) com peso, em média,
de 30+5g e ratos (Rattus norvegicus) com peso médio de 150+20g
sdo utilizados como modelo nos ensaios iz vive. A escolha do mo-
delo animal ¢ baseada no teste realizado e no resultado esperado.
Aconselha-se a sua aclimata¢io por um periodo de sete dias, em con-
digoes controladas de temperatura (2523° C) e ciclo claro/escuro
(12h) com alimento e 4gua 2 vontade’.

Testes de contor¢des induzidas por dcido acético'

O teste de contor¢o abdominal em camundongos é um método
muito utilizado para avaliar a atividade analgésica de substincias
contra a dor de origem inflamatéria, onde o 4dcido acético (AA)
na concentragio de 0,6% (0,1mL/10g do animal) induz lesdes no
abdémen do camundongo, o que ¢ suficiente para provocar os es-
pasmos traduzidos como contor¢oes. Para a realizagio do teste é
necessdrio a aplicagio do composto testado, nas concentragoes ja
pré-definidas. Apds 60 minutos, realizar a injecao peritoneal de AA
e colocar 0 animal em caixa de acrilico para que seja possivel a ob-
servagdo da quantidade de contragoes realizadas em um periodo de
20 minutos'.

Avaliagao da atividade analgésica e/ou anti-inflamatéria pelo
teste de formalina'

O teste de formalina é um teste realizado para a avaliacio de anal-
gesia, que consiste na avaliagio do processo inflamatério em dois

momentos: a chamada fase neurogénica e a inflamatéria. O teste é
realizado com camundongos que recebem o tratamento 1h antes do
inicio do teste, junto com controle negativo (veiculo), e o contro-
le positivo por via intraperitoneal (geralmente morfina, 2,5mg/kg
p-C., i.p. administrada 40 minutos antes da andlise). O teste se inicia
com a aplicagio de 20pL de formalina a 2,5% por via intraplantar
na regido do membro pélvico posterior direito e cronometrado o
tempo que o animal lambe, sacode ou morde a pata injetada com
formalina. Usa-se de 0 a 5 minutos para avaliar a sensibilidade do-
lorosa na fase chamada neurogénica, na qual ocorre a ativago direta
de nociceptores pelo agente quimico. Depois, 15-30 minutos para
determinar a sensibilidade dolorosa na fase chamada de dor infla-
matdria, que envolve a transmissio sindptica reforcada pela medula
espinhal, bem como a libera¢io dos mediadores locais, tais como
prostaglandinas e histaminas'.

Dor orofacial induzida por formalina. Adaptado'

O teste de dor orofacial induzida por formalina ¢ realizado para a
avaliacio de analgesia na regido de agdo do nervo trigmeo onde a
literatura descreve diversas doengas relacionadas, levando a um qua-
dro de dor crénica de leve a intensa. O teste pode ser realizado em
ratos ou camundongos e consiste na aplica¢io de 50pL da substan-
cia irritante, no caso a formalina a 2%, na regido do coxim direito
das vibrissas do animal. A aplicagio ¢é realizada por via subcutinea,
e o processo de autolimpeza (grooming) é avaliado por meio do ato
de cogar a regido onde foi aplicada a formalina com os membros
dianteiros, avaliando quantas vezes o animal realizou o ato de auto-

limpeza, comparado aos controles''®.

Ensaio da placa quente'”

O ensaio consiste na exposi¢io do animal & superficie quente, para
estimulo térmico, para avaliar a atividade analgésica mediada por
mecanismos centrais. E um modelo que avalia a atividade antino-
ciceptiva de fdrmacos opioides, mas outros firmacos com atividade
central, tais como sedativos e hipndticos, mostram atividade nesse
modelo experimental'®. A avaliagio do desempenho motor tem por
objetivo detectar a ocorréncia de incoordenagio motora, permitindo
uma interpretagdo mais acurada dos resultados obtidos nos testes
para determinar da atividade antinociceptiva. Portanto, fdrmacos
que promovem relaxamento ou seda¢io alteram o desempenho mo-
tor e podem interferir na resposta, sem serem necessariamente anti-
nociceptivos'. Para tal, deve-se utilizar uma placa quente, mantida
a55°C, onde o0 animal serd colocado durante o tempo limite de 20s
ou até que ele faga a retirada da pata para realizar o ato de lambedura
(tempo de laténcia). As mensura¢oes devem ser realizadas em zero,
30, 60 e 90 minutos apds o tratamento. Junto com os grupos trata-
dos, deve-se incluir um grupo com morfina (4,0mg/kg p.c.) como
composto referéncia’.

Teste de Randall-Selitto*

E utilizado para a avaliagio nociceptiva que testa a pressio muscular
do gastrocnémio. Para mensuragio de dor é necessdria a utilizagio
do analgesimetro (Ugo-Basile, Stoelting, Chicago, IL). Para a reali-
zacio do teste, os animais, geralmente ratos, sao deixados em repou-
so em uma sala com pouca luz e temperatura controlada para reduzir
o nivel de estresse. Apds 30 minutos, o animal tem o membro pél-
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vico inferior colocado no equipamento. Apés a alocagio do animal,
0 equipamento inicia a aplica¢io de pressdo em gramas, gradativa-
mente, até que o animal sinta um desconforto, retirando o membro
ou vocalizando. O préprio equipamento registra em gramas a pres-
sao suportada. O teste deve ser realizado antes da administracao do
fdrmaco testado e nos periodos de 30min, 1, 2, 3 e 4h e comparados
com firmacos analgésicos jd conhecidos®'*.

Teste de von Frey”

O teste de von Frey, ou teste de pressdo crescente em pata de ratos,
consiste na aplica¢io de uma pressio em gramas nos membros pos-
teriores do rato através de um equipamento eletronico. Inicialmente,
o teste descrito utilizava formas manuais e vem sendo alterado para
formas eletronicas por melhor e maior precisao dos resultados aferi-
dos, entretanto, ainda é possivel encontrar trabalhos realizados com
equipamentos manuais. O animal ¢ posicionado no equipamento, e
através de monofilamentos de ponta rigida de von Frey sao aplicados
e mensurados em gramas, os limiares de dor mecinica. Esse teste é
utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva. O teste ¢ realizado
até seis vezes para que seja possivel obter uma mensuracio de trés va-
lores préximos de retirada da pata apés a aplicagio de pressdo linear.
O resultado ¢ quantificado como a variagio na pressio (D de reagio
em gramas) obtida, subtraindo-se a média de trés valores expressos
em gramas (forca) observada antes do procedimento experimental
(zero hora), da média de trés valores em gramas (forca), apds a admi-
nistragio dos estimulos que variam de acordo com o experimento®.

Teste de retirada da cauda®

E utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva promovida pelo
sistema nervoso central e é de simples realizagdo. O animal (rato)
¢ colocado no equipamento e sua cauda repousada sobre um local
onde serd incidido um feixe de luz que aquecerd a cauda do animal.
Um teste basal deve ser realizado, ¢ os animais com tempo de retira-
da da cauda superior a 7,9s devem ser excluidos. Apés a administra-
4o do produto natural avaliado, realizar a mensuragio no perfodo
de 2h (30, 60, 90, 120 minutos)™%.

Edema intraplantar induzido por carragenina®

A injecio intraplantar de carragenina induz um aumento agudo e
progressivo do volume da pata injetada dos animais. Esse edema,
que ¢é proporcional 2 intensidade da resposta inflamatéria, consti-
tui-se em um parimetro Util na avaliagio da atividade anti-inflama-
toria. A carragenina desencadeia o processo inflamatério mediado
por prostaglandinas, apresentando pico maximo entre 2 e 3h apds
a aplicacao”*®. A inibicao do edema causado por carragenina en-
volve 0 mecanismo relacionado com a sintese de prostaglandinas,
em especial PGE2al e PGF2a, sendo a atividade comparada a an-
ti-inflamatérios nao esteroides (AINES)®. Antes da realizacao do
teste, deve ser avaliado o volume do membro pélvico inferior (pata
traseira) do animal por meio de plestismometria. A administragio
deve ser feita em um grupo controle veiculo, para avaliar o solvente
utilizado na solubilizacio do composto testado; um grupo controle
com um AINE, ¢ os grupos testes com doses ji bem definidas. Apds
1h da aplicagao, deverd ser realizada a afericao do volume em 30, 60,
120 e 180 minutos, pela injecio da pata no pletismometro”*. Além
da carragenina® que é o mediador pré-inflamatério mais utilizado,
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pode-se utilizar a histamina®, dextran®, xileno e serotonina*, bra-
dicinina e prostaglandina®.

Edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos®
O teste tem como importancia a avaliagio através da capacidade
de inibir a forma¢io do edema na orelha dos animais testados apds
a aplicagio tdpica do Sleo de créron. Para a realizacio desse teste,
deve-se administrar, 1h antes, o composto de interesse sobre a su-
perficie interna da orelha. Deve-se decidir qual orelha receberd a in-
dugio do processo inflamatdrio com 6leo de créton e em qual serd
administrada acetona na mesma quantidade que o 6leo para con-
trole negativo. Realizar a mensuracio da formagio do edema com
a aplicagio do composto e em acetona. O teste pode ser utilizado
ainda, acrescentando um grupo de animais testados com férmacos j&
conhecidos no mercado, como a indometacina e a dexametasona®.

Peritonite induzida por carragenina®

Através do uso da carragenina é possivel produzir uma respos-
ta inflamatéria na cavidade peritoneal com predominincia de
muitas células polimorfonucleares presentes no exsudato. Deve
ser realizado o tratamento dos animais com o grupo do veiculo
utilizado, um grupo com férmaco AINES e os grupos testes com
concentragdes jd bem definidas. Realizar a aplicagao de carrage-
nina por injegio intraperitoneal e aguardar 4h para que o animal
tenha a agao anti-inflamatdria e a formacio de exsudato. Apés o
periodo aguardado, eutanasiar o animal e lavar o peritdnio com
solugio PSB heparinizado para contagem de células polimorfo-
nucleares. O niimero de leucécitos deve ser comparado ao grupo
teste para andlise®.

Pleurisia®

No teste da pleurisia é avaliado o efeito anti-inflamatério sistémi-
co através do volume de exsudato, ou seja, em um processo in-
flamatério na regido pleural, a quantidade de proteinas existentes
tende a aumentar e o nimero de células de defesa (leucdcitos)
tem um aumento significativo®!. Para a realizagio deste estudo
deve ser feito o tratamento por gavagem dos animais grupo con-
trole, com solugio veiculo, grupo com firmaco j4 conhecido e
grupo testes com concentragio ja bem definidas, e apds 60min,
realizar a indugio do processo inflamatério com aplicagio de
carragenina em injecio na regido pleural. Seis horas apds a indu-
¢ao do processo inflamatdrio, deve ser realizada a eutandsia dos
animais e abertura da cavidade pleural. Enxaguar com solu¢io
fisiolégica e EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) e realizar
contagem de celulariedade em cAmara de Neubauer, comparan-
do sempre ao controle negativo®.

CONCLUSAO

Os beneficios que sdo alcangados durante esses estudos sio inegd-
vels, porém, principios éticos devem ser seguidos na utilizagio do
ntmero de animais testados e resultados esperados. A utilizagio de
animais para fins experimentais é de suma importincia e cabe ao
pesquisador saber escolher os melhores testes que fundamentem as
hipéteses e direcione a obtengio de moléculas com potencial analgé-
sico ou anti-inflamatdrio.
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