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RESUMO

A Familia Myrtaceae representa uma das familias botanicas de maior expressédo nos
ecossistemas brasileiros do ponto de vista farmacoldgico. Estudos realizados com extratos
brutos de espécies pertencentes a esse género demonstraram a presenca de propriedades
anti-inflamatdrias, analgésicas, antifungicas, hipotensora, antidiabética e antioxidante, com
base em atividades terapéuticas relatadas na literatura. O objetivo geral deste estudo foi
avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do 6leo essencial das folhas de
Eugenia brejoensis (OEEB). Foram realizados testes de toxicidade aguda, avaliagédo da
atividade antinociceptiva, avaliacdo da performance motora e a avaliagdo anti-inflamatéria
no tratamento oral e sistémico. Os experimentos in vivo foram realizados com camundongos
Swiss, com idades entre 45 e 60 dias e doses de 30mg, 100mg e 300mg/kg, conforme
metodologia adotada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Pernambuco. Conforme observado, 0 OEEB néo apresentou toxicidade oral em
dose teste de 3000 mg/kg. A atividade antinociceptiva foi observada em todas as doses
testadas no modelo de contor¢do abdominal com diminui¢cdo significativa da quantidade de
contor¢des abdominais observadas. No modelo de formalina, o OEEB apresentou atividade
antinocioceptiva na fase neurogénica, nas doses de 100 e 300mg e apresentou atividade na
fase inflamatéria na dose de 300mg, enquanto que no teste da capsaicina intraplantar
observou-se atividade antinociceptiva em todas as trés doses estudadas. A atividade anti-
inflamatoria, no modelo de inflamacéo por 6leo de créton com tratamento sistémico, ocorreu
apenas com a dose de 300mg, enquanto que o tratamento tépico apresentou atividade nas
doses de 100 e 300mg. Nao foi observado distarbio de marcha nos animais estudados, fato

gue refor¢a a agdo antinociceptiva nos modelos estudados.

Palavras-chave: Anti-inflamatério. Antinocicepgao. Cutia. Myrtaceae.
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ABSTRACT

The family Myrtaceae represents one of the botanical families highest expression in
Brazilian ecosystems from the pharmacological point of view, studies of crude extracts of
species belonging to this genus have demonstrated the presence of anti-inflammatory,
analgesic, antifungal, antihypertensive, antidiabetic and antioxidant, based therapeutic
activities reported in the literature, the aim of this study was to evaluate the antinociceptive
activity and anti-inflammatory essential oil from the leaves of Eugenia brejoensis (EOEB). It
was performed in acute toxicity tests, evaluation of antinociceptive activity, evaluation of
motor performance and anti-inflammatory oral and systemic treatment evaluation. The in vivo
experiments were carried out with Swiss mice aged between 45 and 60 days and doses of
30mg, 100mg and 300mg / kg according to the methodology adopted and approved by the
Ethics Committee on Animal Research of the Federal University of Pernambuco. As noted,
the EOEB showed no oral toxicity test dose of 3000 mg / kg antinociceptive activity was
observed at all doses tested in the Writhing model with a significant decrease in the amount
of writhes observed. In the formalin model, EOEB presented antinociceptive activity in
neurogenic phase at doses of 100 and 300 mg and was active in the inflammatory phase in
the 300 mg dose, while the test of capsaicin intraplantar observed antinociceptive activity in
all the three dose levels. Anti-inflammatory activity in the model of inflammation by croton oil
with systemic therapy only occurred at a dose of 300 mg, while the topical treatment showed
activity at doses of 100 and 300 mg. No gait disturbance was observed in the animals

studied, a fact that reinforces the antinociceptive action in the studied models.

Key words: Anti-inflammatory. Antinociception. Cutia. Myrtaceas.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A andlise da utilizacdo da biodiversidade pelo homem pode ser verificada
através de diversos prismas, sejam estes ecolégicos, evolutivos ou pelas
caracteristicas potencialmente benéficas para sua utilizacdo no dia a dia (LEVEQUE,
1999; FIRMO et al, 2011).

Do ponto de vista de possivel utilidade para a saude, um dos componentes
mais utilizados pelos homens s&o as plantas e seus derivados, as quais, desde o
inicio da civilizagdo tornam-se imprescindiveis, tanto para fins alimentares quanto
pelas suas virtudes terapéuticas (LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007).

A utilizacdo de plantas medicinais foi, durante muitos séculos, o principal
insumo de diversas culturas, sendo sua utilizacdo aplicada em um amplo leque de
enfermidades e agravos de saude, formando uma das principais e mais antigas
linhas de defesa do homem e a Unica terapéutica até o século XIX (MORAES;
SANTANA, 2001; ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007;)

Outra caracteristica marcante das plantas medicinais é a quantidade de
conhecimento gerado e acumulado durante milénios de utilizagdo, por diversas
civilizacdes, tais como Egipcia, Grega e Romana e, mais recentemente, a Chinesa,
onde tal conhecimento aprofundou-se e se diversificou, sem nunca cair totalmente
no esqguecimento, mesmo com o0 avanco das drogas sintéticas (DUARTE, 2006;
FIRMO et al 2011).

Segundo dados da OMS, 80% da populacdo mundial ainda faz utilizacao e
confia nos efeitos de plantas medicinais, principalmente em paises em
desenvolvimento e com caracteristica agraria, nos quais € possivel observar que
aproximadamente 25% dos receituarios dispensados, sdo formulas baseadas em
substancias derivadas de plantas ou analogos sintéticos originados destas (GURIB-
FAKIM, 2006).



O conhecimento popular gerado por milénios de utilizacdo das plantas
medicinais é muito vasto. Uma grande variedade de medicamentos utilizados
atualmente foi descoberta a partir do conhecimento popular. Tomemos, por exemplo,
os salicilatos e digitalicos, esse conhecimento se mantém como parte da cultura
popular, mesmo com o avanco dos farmacos. Tal conhecimento, contudo, é
conhecido vulgarmente como “sabedoria popular’, propagando-se de pai para filho,
desconsiderando-se, inclusive, o conhecimento cientifico, o que demostra pouca
informacédo sobre suas propriedades farmacologicas e toxicologicas (AMOROZO,
2002; OLIVEIRA; ARAUJO, 2007).

O Brasil possui uma flora rica em espécies que apresentam caracteristicas
Gteis ao homem, tanto do ponto de vista econémico quanto medicinal, com destaque
para a familia Myrtaceae, que representa 140 géneros e 3.500 espécies de arvores
e arbustos. Apresentam-se amplamente distribuidas em regides tropicais e
subtropicais como Australia, Asia e América (CRAVEIRO et al, 1981; RAMOS et al,
2006)

Do ponto de vista farmacolégico, o género Eugenia, apresenta um vasto
potencial, citando a atividade anti-inflamatoria, antibacteriana (ADEBAJO, OLOKE E
ALADESANMI, 1989; KUSKOSKI et al, 2006; OUSSALAH et al, 2007; BENFATTI et
al, 2010), citotoxica, antioxidante (ROESLER, LORENCINI & PASTORE, 2010),
antitumoral, tripanocida, antiviral, hipoglicemiante (BRUN & MOSSI, 2010) e
estimulante da liberacdo de insulina, (JUNGES, 1997; CONSOLINI & SARUBBIO,
2002; BRAGA et al, 2007; MAGINA et al, 2010) e, mais recentemente, a atividade
larvicida ( SILVA et al, 2015).

Mais recentemente, em 2008, outra espécie de Eugenia foi descoberta e
descrita no nordeste brasileiro, ela foi denominada de Eugenia brejoensis, devido ao
seu local de descoberta, florestas umidas do estado de Pernambuco, popularmente
conhecida como “brejos”, onde sua populagdo descreveu sua utilizagdo principal em
forma de cha contra diarreia (MAZINE, 2008).

Levando em consideracdo a importdncia da investigagdo de espécies do
semiarido nordestino, foi feito um levantamento etnobotanico para investigacdo de
espécies com caracteristicas potencialmente benéficas. Entre essas espécies,

surgiu a Eugenia brejoensis, levando em consideracdo os dados farmacologicos de



espécies congéneres de Eugenia, estas apresentam um amplo leque de atividade
Uteis ao homem. Propde-se, portanto, neste projeto a avaliacdo da acao
antinociceptiva e anti-inflamatoria do 6leo essencial de folhas da Eugenia brejoensis
(OEEB) e o0s possiveis mecanismos envolvidos nas acbes farmacoldgicas

detectadas.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica e realizar screening farmacologico das
atividades antinociceptiva e antinflamatoria do 0Oleo essencial extraido de

Eugenia brejoensis MAZINE.

1.2.2 Objetivos Especificos

v Analisar a composicdo quimica do O6leo essencial de Eugenia
brejoensis;

v Avaliar a toxicidade Aguda do 6leo essencial;

v Estudar a atividade antinociceptiva do Oleo essencial de Eugenia
brejoensis;

v Investigar a atividade anti-inflamatéria topica e sistémica do o6leo
essencial;

v Investigar a influéncia do 6leo sobre o sistema nervoso.



1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas para fins medicinais remete ao Inicio da civiliza¢éo
humana. Passando por objeto de cura, utilizadas por curandeiros, xamas, magos e
feiticeiros de outrora, ha inimeros relatos destas utilizagdes por diversas civilizacdes
como o papiro de Ebers, espécie de farmacopeia farabnica escrita em torno de 1550
a.C., ja se referia aos medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700
remédios (GURGEL et al, 2005).

Os conhecimentos do uso terapéutico das plantas foram acumulados e
disseminados durante muitos séculos, representando a principal forma de
tratamento em diversas civilizagfes e povos durante a historia, e ainda representa o
anico recurso terapéutico em muitas comunidades e grupos étnicos. Mesmo com 0
avanco dos farmacos sintéticos, grande parte da populacdo de baixa renda néo tem
acesso a drogas sintéticas e ainda tem como principal meio de tratamento plantas e
seus extratos ( DI STASI, 1996).

O Brasil mostra-se nesse cenario mundial como detentor de uma das
maiores biodiversidades do mundo, mostrando-se rico e com diversidade de biomas
como o cerrado, o pantanal e a regido amazbnica e a caatinga. Esta enorme
biodiversidade vegetal é capaz de gerar fitoterapicos, fitofarmacos e protétipos de
novas drogas com importancia economica (CALIXTO, 2000; NEWMAN & CRAGG,
2007).

Na ultima parte do século XX, a prética da fitoterapia ganhou forca em todo
mundo e passou a ser mais difundida. Muito desse reconhecimento se deve a
valorizagéo da fitoterapia e identificagdo de novas plantas medicinais, demostrando
seu poder de cura e boa capacidade de produzir novos agentes farmacolégicos
(ELVIN-LEWIS, 2001; CARNEIRO et al, 2014).

Em vista destes avancos da fitoterapia, as plantas medicinais tornaram-se

um alvo da industria farmacéutica e de diversas instituicbes na busca por novos



compostos ativos e drogas que possam ajudar na saude da populacdo mundial
(CARNEIRO et al, 2014; NOBRE et al, 2015).

Vérios estudos demonstram um enorme leque de potencial farmacéutico
para produtos oriundos de plantas, tanto que em 1010, as descobertas nos ultimos
50 anos, 275 que corresponde a 30% deste total, sdo produtos de plantas
medicinais e 16% deste apresentam caracteristicas anti-inflamatorias e analgésicas
(CALIXTO, 2000).

Segundo a OMS, existem 252 farmacos considerados essenciais e basicos.
11% deles sé&o exclusivamente derivados de plantas e outra parte que representa
uma quantidade significativa sdo drogas sintéticas, provenientes de analogos
naturais. Sdo exemplos importantes dessas drogas: a atropina (Atropa belladona),
morfina e codeina (Papaver somniferum), digoxina (Digitalis sp), cafeina (Coffea
arabica), reserpina (Rauwolfia serpentina) vincristina e vimblastina (Catharanthus
roseus ) quinina e quinidina (Chinchona sp.) e o taxol (Taxus brevifolia ) (CALIXTO,
2000).

No Brasil, as formas mais comuns de utilizacdo de plantas medicinais sdo
através de infusGes, emplastros ou extratos brutos, onde seu uso normalmente esta
atrelado a infeccdes recorrentes e diversas doencas inflamatorias principalmente
inflamacodes da pele, feridas e doencas ulcerativas (LORENZI e MATOS, 2002).

As preparacbes de plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela
populacdo brasileira, porém, a grande maioria ndo possui eficacia comprovada e
nem conhecimento sobre seus componentes, 0 que gera uma necessidade de
estudos farmacologicos e conhecimento sobre seus compostos bioativos, para,
assim, garantir a eficacia e seguranca das plantas utilizadas pelo conhecimento
popular (VALE e BERNARDES, 2006)

O conhecimento gerado pela populacdo em torno de plantas e suas
propriedades benéficas sempre serviu e servirA como base para pesquisas
cientificas, uma vez que servem como “dire¢cao” para nortear estudos farmacolégicos
em torno de suas reais atividades, fazendo, assim, uma estrada de mé&o dupla, onde
a populacdo e seus conhecimento servem de base para pesquisas, e 0s resultados
encontrados servem para garantir o uso correto, seguro e reais aplicabilidades das
plantas em questédo (OLIVEIRA, 2007).



Nesse aspecto, discussdes mais amplas e profundas devem ser levantadas
sobre as pesquisas de novas plantas medicinais e suas aplicabilidades e inUmeros
problemas de saude da populacédo, gerando, dessa forma, direcbes e solucbes a
curto e médio prazo, diminuindo o 6nus gerado em torno de medicacfes, porém,
sem nunca comprometer a qualidade e o rigor de estudos técnicos, chegando a uma
conclusdo detalhada sobre qualidade, legislacdo especificas e validacdo de novos
fitoterdpicos (CARVALHO et al, 2008).

Baseando-se neste fato, o governo elaborou a politica nacional de plantas
medicinais e fitoterapicos que foi sancionada pele decreto N° 5.813, de 22 de junho
de 2009, cujo objetivo é assegurar 0 acesso seguro e 0 uso racional dos
fitoterapicos, promovendo o desenvolvimento e inovacdo tecnolégico para o
consumo sustentavel da biodiversidade brasileira (Brasil, 2009).

Desde 200, o S.U.S (Sistema Unico de Salde) esta oferecendo
fitoterapicos, como o “guaco” (Mikania guaco), como um expectorante; “espinheira
santa” (Maytenus ilicifolia) para o tratamento de gastrite, Ulcera, cancer de pele e
outras doencas (RS, 2010; BRASIL, 2010a; BRASIL,2010b; BRASIL,2010c).

Em 2010, outras seis plantas comecaram a ser distribuidas: a “aroeira”
(Schinus terebinthifolius), para tratar infeccfes ginecoldgicas; a alcachofra (Cynara
cardunculus), para o tratamento da dor abdominal associada a problemas do figado
e da bile; a “cascara sagrada” (Rhamnus purshiana), indicada para constipacéo; a
“garra do diabo” (Harpagophytum procumbens), com atividade anti-inflamatéria para
dor nas costas e osteoartrite; a “isoflavona da soja” (Fabaceae/Leguminosae), como
coadjuvante no tratamento dos sintomas da menopausa e a “unha de gato” (Uncaria
Tomentosa) com propriedades anti-inflamatérias (oral e toépica), para artrite
reumatoide, osteoartrite, cancer e também como fortificante do sistema imunolégico
(RS, 2010; BRASIL, 2010a; BRASIL,2010b; BRASIL,2010c).

A Agéncia Nacional e Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel por
aprovar e realizar a subsequente comercializacdo e producdo dos medicamentos no
Brasil. Em 2010, a ANVISA apresentou uma lista com mais de 60 plantas medicinais
com acdo terapéutica reconhecida cientificamente (RS, 2010; BRASIL, 2010a;
BRASIL,2010b; BRASIL,2010c).



1.3.2 Oleos essenciais (OE)

A definicdo de 6leo essencial foi feita no século XVI por Paracelso, médico e
alquimista suico, para quem o componente efetivo de uma droga era a “quinta
esséncia”’. Podem ser extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, ou
de plantas inteiras, como especiarias e ervas medicinais. S&o caracterizados
guimicamente como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular,
sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas. Parte das
propriedades farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo creditadas aos
Oleos essenciais (OE) (EDRIS, 2007).

Fisicamente, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam a agua, e podem ser extraidos de
diferentes modos, como hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, CO2 supercritico, ou
com a utilizacdo de solventes organicos ou gorduras. O 6leo obtido de uma de
planta serve como caracteristica para aquela espécie. Mesmo que 6leos diferentes
apresentem compostos iguais qualitativamente, diferencas quantitativas fardo com
gue aquele Oleo tenha propriedades quimicas e biolégicas diferentes demais
(TROMBETTA et. al, 2005, EDRIS, 2007).

Os Oleos essenciais sdo utilizados ha séculos como flavorizantes, na
fabricacdo de cosméticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais,
o que tem 11 estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes,
especialmente sobre microrganismos. Outro aspecto é que pelo fato de serem
naturais e biodegradaveis geralmente apresentar baixa toxicidade aos mamiferos e
por poderem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando
comparado a farmacos sintéticos, tornam-se substancias chaves para a pesquisa de
novos medicamentos (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os aspectos de caracterizacdo quimica dos OE podem ser obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo que alguns
Oleos apresentam mais de 60 compostos diferentes. Os componentes majoritarios
as vezes representam mais de 85% do total, enquanto outros compostos aparecem
em quantidades infimas, embora a proporcdo ndo esteja relacionada com a
grandeza de sua atividade, podendo esta inclusive ser fundamental para a agao
farmacoldgica dos demais (GALINDO et al., 2010).



A atividade dos OE engloba acao fitoterapica, antiviral, antisséptica,
nutricional, antifangica, entre outras A atividade bacteriostatica e /ou bactericida de
OE é exercida principalmente por compostos terpenoides (BURT, 2004). Porém, a
composicdo e a atividade de um oOleo essencial pode ser modificada por varios
aspectos, desde o modo de extracao, a fatores proprios da planta e do ambiente em
que ela esta inserido, fatores estes que estdo detalhados adiante (SILVA et al.,
2011).

1.3.3 Dor

A dor é uma experiéncia sensorial e psicologica vivenciada por quase todos
0s seres humanos, apresenta-se como um dos principais sinais de alerta para
possiveis ameacas ao organismo. E por meio dela que a maioria das patologias se
manifestam e acabam se tornando um dos principais sintomas (KLAUMANN et al,
2008).

A dor representa um importante mecanismo de alerta para o sistema
nervoso central sobre danos celulares e teciduais. Referindo a “International
association from study of pain”, a dor € uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, secundaria a um dano a tecidos ou células que ja estd em curso ou
potencial. A dor fisioldgica € completamente distinta de dores relacionadas a lesdes
teciduais e nervosa, uma vez que essas geram alteracdes no sistema nervoso,
culminando em dor patolégica ou clinica (ARAUJO et al, 2011).

O fendbmeno da dor engloba uma experiéncia sensorial conhecida como
nociocepcado a qual esta relacionada a uma agressao real ou potencial de um
determinado tecido, e um componente experiéncias emocionais dando assim uma
conotacdo e percepgdo individual & dor. Assim sendo, estimulos semelhantes
podem levar a sensacdes dolorosas distintas (ALMEIDA et al, 1999).

Em condices fisioldgicas normais, os estimulos sensoriais sdo captados por
estruturas do Sistema Nervoso Periférico (SNP) conhecidos como nocioceptores e
transmitido para as estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC), onde tal

informacéo sera decodificada e interpretada. A partir dai mecanismos modulatérios
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de controle sensibilizam ou suprimem a nocicepgédo em todas as estagdes em que
ela é processada.

A dor de conotacdo aguda apresenta-se como fundamental para a
preservacao da integridade do individuo, pois se manifesta como sinal risco real
para les6es no organismo; ja a dor crénica ndo tem este valor biol6gico pois aparece
como sintoma tardio de uma lesdo ja instalada mas representa uma importante
causa de incapacidade (TEIXEIRA, 1990).

O inicio da cadeia de eventos que dard origem a percep¢do sensitivo-
doloroso € a captacao e transformagéo dos estimulos ambientais fisicos ou quimicos
intensos por nocioceptores periféricos e subsequente transformacdo desses
estimulos em potenciais de acdo, que das fibras nervosas periféricas sao
transferidos para o SNC. Os nociceptivos sdo representados por terminacfes
nervosas livres presentes em fibras amielinicas do tipo C e fibras mielinicas finas A-
delta, sendo classificados como termomecéanicos, quimicos e polimodais. (GUYTON,
2006; PAIVA, 2006).

A transmissdo do estimulo doloroso € dividido em duas vias, uma rapida
chamada de via neoespinotalamica e outra de transmissdoo lenta, chamada de
paleoespinotalamica. A neoespinotalamica é responsavel pela transmissdo da dor
rapida, sendo formada por fibras do tipo A delta. Essa via é caracterizada por
possuir um baixo niumero de sinapses e por chegar a pontos especificos do talamo.
A dor desta via é conhecida como uma dor epicritica, apresentando caracteristicas
bem definidas, bem localizada, intensificada e bem discriminada (GUYTON, 2006;
GANONG, 2007).

A segunda via de transmissdo do estimulo algésico é conhecida como via
paleoespinotalamica, apresenta uma velocidade transmissédo de estimulo mais lenta
pois é formada por fibras do tipo C amielinicas, porém apresenta um carater
multissinaptico. A dor gerada por essa via € um tipo de dor que dificimente
consegue ser analisada e localizada com precisdo, acompanhando sempre uma
intensa reagao, emocional, motora e comportamental (GUYTON, 2006; GANONG,
2007).

Em contrapartida aos estimulos sensoriais primarios e ascendentes da via

excitatoria, h4 uma via descendente que exerce uma acéo inibitéria e de modulacéo,
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consistindo em 3 grandes componentes: (1) As areas periventricular e da substancia
cinzenta periaquedutal; (2) O nucleo magno da rafe (3); o complexo inibitério da dor
localizado nos cornos dorsais da medula espinhal (DOUGLAS, 2006).

O sistema ativo na inibicdo da nocicepc¢ao € o opibide, agindo através de duas
grandes vias, uma central e outra periférica. Na via central, os agonistas opidides,
enddgenos ou exdgenos agem sobre a substancia cinzenta periaquedutal, bulbo
rostroventromedial e corno dorsal da medula espinhal, ativando a via de controle
descendente da dor; em parte, por ativar os canais de potassio e inibir canais de
calcio dependentes de voltagem (MILLAN, 1999).

Outra acdo de controle da dor é feita agonistas dos receptores y, que sdo 0s
mais significativos na acdo analgésica, inibem a ativacdo da adenilato ciclase em
neurénios aferentes primarios, enquanto agonistas de receptores & e K opidides
inibem a secrecdo de substancias pré-inflamatérias por neurdnios simpaticos (KIM et
al, 2006).

Pode-se citar ainda outro sistema, o0 sistema colinérgico, no qual, esta bem
estabelecido que agonistas colinérgicos e inibidores da acetilcolinesterase, 0s
chamados colinomiméticos, sdo eficazes em causar antinocicepcdo em diversos
modelos animais, 0 que sugere potencial terapéutico para essas drogas. Essas
substancias agiriam sobre receptores nicotinicos (canais i6nicos) e muscarinicos
(acoplados a proteina G), os quais podem exercer acao central por ativar a
substancia cinzenta periaquedutal, e, assim, ativar a via de controle descendente da
dor. Tanto na periferia, quanto no SNC, sabe-se também que agonistas colinérgicos
sdo capazes de estimular a secrecdo de GABA, e, sendo assim, promover
antinocicepc¢éo (JONES & DUNLOP, 2007).

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em: neurogénica,
nociceptiva, psicogénica, neuropatica e inflamatéria. A dor nociceptiva deve-se a
estimulacdo excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros
tecidos. A dor neurogénica reflete dano de tecido neuronal na periferia ou no SNC.
Quando ha disfuncdo ou dano de um nervo ou grupo de nervos, resultando em
quadro algico, denomina-se dor neuropatica. No entanto, quando a dor ndo é
proveniente de fonte somatica identificavel e pode refletir fatores psicologicos, diz-se

dor psicogénica (MILLAN, 1999). Por fim, na dor inflamatoria, ocorre significativo
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dano tecidual, com dor geralmente mais persistente e acompanhada de inflamagéo.
Nestas circunstancias, geralmente ocorre quadro de hipersensibilidade causado pela
ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por mediadores quimicos,
produzidos pela leséo tecidual e pela inflamacao (JONES & DUNLOP, 2007).

1.3.5 Inflamacgéo

A inflamagé&o corresponde a cadeia de alteragfes fisiolégicas, imunologicas
e bioquimicas e tem como gatilho diversos fatores como lesbdes, infec¢cdes ou
reacfes imunologicas (COSTA et al, 2012). Sua principal funcdo € a defesa de
tecidos com intuito de eliminar a causa da lesdo ou minimizar os danos causados
pelo mesma (SILVA et al, 2014).

Quando ocorre uma agressao que leva ao estimulo inflamatério, o sistema
imunoldgico aciona os mediadores quimicos que participam da homeostase do
organismo (ROSENBLAT et al, 2014). A formacédo e liberacdo desses mediadores
pro-inflamatoérios podem ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, o fator
de ativacdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres, 0xido nitrico,
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, ou de origem plasmatica, como os dos
sistemas de coagulacdo, do complemento e das cininas (RUBIN, 2006). Diferentes
células estdo envolvidas na inflamacéo, tais como, mastocitos, plaquetas, neutrofilos
e mondcitos/macréfagos. Elas participam da sintese dos mediadores que estao
relacionadas a formacdo do edema e ao surgimento da dor (ROSENBLAT et al
2014; COSTA et al, 2012; CLAUDIANO et al, 2013). Todavia, a intensidade ou
duracdo do agente inflamatério e o tempo de permanéncia do mesmo é o que
determina a gravidade da lesdo caracterizando-a como fase aguda (minutos até
dias) ou cronica (semana até anos) (SILVA, et al, 2014; WALEAVA et al, 2007).

A formacgédo do processo inflamatorio € caracteriza por rubor, edema, calor e
dor (COSTA et al, 2012). Quando liberados, os mediadores proé-inflamatoérios ativam
receptores especificos de células-alvo, desencadeando respostas diferentes como

aumento da permeabilidade vascular que promove o recrutamento e migracéo
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celular de neutréfilos e mastécitos através da quimiotaxia, além de favorecer a
contracdo da musculatura lisa, induzindo a dor ou mediando o dano oxidativo
promovido por diferentes substancias, tais como, citocinas, oxido nitrico dentre
outros produtos oriundos do metabolismo do acido araquidénico (COLEMAN, 2002;
SANTANGELO et al, 2007; COSTA et al, 2012).

O processo inflamatoério pode ser observado em diferentes patologias, tais
como artrite, artrose, doenca de Alzheimer, diabetes, doencas cardiovasculares,
aterosclerose, dentre outros. Assim, a resposta inflamatoria dada pelo organismo
pode ser por meio de defesa a estimulos nocivos, infecgdes ou até mesmo traumas.
Essa reacdo pode ser responsavel pelo surgimento de doencgas. Dessa forma, essa
defesa pode se dada na forma benéfica, quando ha controle na formacéo e liberacéo
de mediadores quimicos responsaveis pela resposta fisioldgica, imunoldgica e
bioguimica na presenca de uma acdo que pode ser fisica, quimica ou bioldgica.
Quando essa acao se torna duradoura, essa defesa se da na forma maléfica ao
organismo, uma vez que, dependendo da quantidade de substancias produzidas, as
consequéncias podem ser reversiveis ou ndo, visto que o sistema de defesa podera

controlar ou atenuar essa manifestacdo (COSTA et al, 2012).

1.3.6 Inflamacgéo aguda e crbnica

A formacéo do processo inflamatoério é caracteriza por rubor, edema, calor e
dor (COSTA et al, 2012). Quando liberados, os mediadores pré-inflamatorios ativam
receptores especificos de células-alvo, desencadeando respostas diferentes como
aumento da permeabilidade vascular que promove o0 recrutamento e migracao
celular de neutréfilos e mastécitos através da quimiotaxia, além de favorecer a
contracdo da musculatura lisa, induzindo a dor ou mediando o dano oxidativo
promovido por diferentes substancias, tais como, citocinas, 6xido nitrico dentre
outros produtos oriundos do metabolismo do acido araquidénico (COLEMAN, 2002;
SANTANGELO et al, 2007; COSTA et al, 2012).
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O processo inflamatoério pode ser observado em diferentes patologias, tais
como artrite, artrose, doenca de Alzheimer, diabetes, doencas cardiovasculares,
aterosclerose, dentre outros. Assim, a resposta inflamatéria dada pelo organismo
pode ser por meio de defesa a estimulos nocivos, infeccées ou até mesmo traumas.
Essa reacdo pode ser responsavel pelo surgimento de doencas. Dessa forma, essa
defesa pode se dada na forma benéfica, quando ha controle na formacao e liberagcéo
de mediadores quimicos responsaveis pela resposta fisioldgica, imunoldgica e
bioquimica na presenca de uma acdo que pode ser fisica, quimica ou biologica.
Quando essa acao se torna duradoura, essa defesa se d4 na forma maléfica ao
organismo, uma vez que, dependendo da quantidade de substancias produzidas, as
consequéncias podem ser reversiveis ou ndo, visto que o sistema de defesa podera

controlar ou atenuar essa manifestacéo (COSTA et al, 2012).

1.3.7. Planta utilizada

A familia Myrtaceae é uma das familias botanicas de maior expressdo nos
ecossistemas brasileiros, tanto em numero de individuos quando de espécies.
Segundo Mendonca et al (1998), das 6062 espécies citadas no serrado 214
pertencem a familia Myrtaceae, correspondendo a 3,5% do bioma local. Estudo dos
componentes fitoquimicos de diversas Eugenias revelou a presenca de diversos
compostos como taninos, flavonodides, Oleos essenciais e terpendides
(OLIVEIRA,2007).

Os flavondides séo polifendis bem abundantes no reino vegetal; apresentam
atividades interessantes a utilizacdo do homem. Podemos citar a atividade
antioxidante, inibicdo da enzima lipoxigenase-5, que converte 4cido araquidbnico em
leucotrienos e sdo mediadores de asma, alergias e 33 inflamagéo, e também a
inibicdo da via da COX (SIMOES, 1984; LANDOLFI et al, 1984).
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Quercetina e luteolina inibem a ativacdo do sistema complemento,
diminuindo a adesdo de células inflamatérias ao endotélio, e por consequéncia,
obtém reducdo da resposta inflamatéria (FRIESENECKER et al, 1995). Além do
potencial anti-inflamatério dos flavondides, esses flavonodides também apresentam
comprovada atividade gastroprotetora (SANNOMIYA et al, 2005).

Do ponto de vista farmacolégico, o género Eugenia, apresenta um vasto
potencial, citando a atividade anti-inflamatoria, antibacteriana (ADEBAJO, OLOKE &
ALADESANMI, 1989; KUSKOSKI et al, 2006; OUSSALAH et al, 2007; BENFATTI et
al, 2010), citotoxica, antioxidante (ROESLER, LORENCINI & PASTORE, 2010),
antitumoral, tripanocida, antiviral, hipoglicemiante (BRUN & MOSSI, 2010) e
estimulante da liberacdo de insulina (JUNGES, 1997; CONSOLINI & SARUBBIO,
2002; BRAGA et al, 2007; MAGINA ET AL., 2010) e mais recentemente a atividade
larvicida contra o aedes egyptis ( SILVA et al, 2015).

Eugenia brejoensis, uma espécie brasileira conhecida como cutia, tem esse
nome devido ao seu local de descoberta, florestas Umidas do estado de
Pernambuco, popularmente conhecida como “brejos”, cuja populacdo descreveu
sua utilizacao principal em forma de cha contra diarreia (MAZINE, 2008). O 6leo
essencial das folhas da cutia apresentou efeito larvicida contra e antimicrobiano,

segundo estudo conduzido por Silva et al (2015).
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2.1 RESUMO

Introducao

No Brasil, a familia Myrtaceae estd representada por 24 géneros, e
aproximadamente 1000 espécies, dando destaque ao género Eugenia, onde
podemos dar destaque a Eugenia brejoensis, planta descoberta em 2008 nas

florestas Umidas de pernambuco.

Proposta: Levando em consideragdo dados farmacoldgicos de outras espécies
congéneres de Eugenia, é proposto neste projeto a avaliacdo da acao
antinociceptiva e anti-inflamatoria do 6leo essencial extraido de folhas da Eugenia
brejoensis (OEEB) e o0s possiveis mecanismos envolvidos nas acoes

farmacoldgicas detectadas.

Métodos: A averiguacdo da capacidade toxicolégica do dleo foi feita através da
aplicacao por via oral de uma dose de 3000 mg/kg, de acordo com a diretriz 425
da OECD. Para os demais experimentos, foram utilizadas doses de 30 mg/kg, 100
mg/kg e 300 mg/kg. A atividade antinocioceptiva do Oeeb foi avaliada através de
modelos como contorcdo abdominal para averiguacdo da capacidade analgésica
do composto, aplicacdo intraplantar de formalina para avaliar a ativade
antinocioceptiva na fase neurogénica e na fase inflamatéria da dor e aplicacdo de
capsaicina intraplantar para observar se ha participacéo dos receptores TRPV1 na
modulacdo da dor. A averiguacao da atividade motora foi feita através do modelo
de campo aberto para garantir que o0s resultados encontrados nao estavam
relacionados com a diminuicdo do nivel de consciéncia do animal e nem com
alteracdo da tonicidade muscular. J& na atividade anti-inflamatéria foi utilizada o
modelo de inflamacdo induzida por 6leo de créton, com aplicacdo Unica para
simulagédo de inflamagéo aguda, sendo o tratamento feito através de via tdpica e

também por via oral.

Resultados: O Oeeb ndo apresentou atividade toxica (DL > 3000 mg/kg) no modelo
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de contorcdes. Apresentou resultado satisfatorio em todas as doses utilizadas: no
teste de formalina, apresentou resultados na fase neurogénica (100 mg/kg e 300
mg/kg) e na fase inflamatéria apresentou resultado na dose de 300 mg/kg; no teste
de capsaicina obteve resultado satisfatorio em todas as doses utilizadas e no teste
do campo aberto ndo houve diferenca entre o grupo tratado com o éleo e o

controle negativo.

Conclusédo: O 6leo essencial de Eugenia brejoensis ndo apresenta toxicidade,
causa alivio da dor e diminuicdo da inflamacdo em modelos experimentais, onde
sua forma de atuacdo pode estar relacionada com a diminuicdo do estimulo na
fase neurogénica e inflamatéria da dor, além de modulacao por receptores TRPV1
em fibras sensoriais, demostrando ser uma alternativa viavel e segura ao uso de

medicacodes pela populacédo do sertdo de Pernambuco.

Palavras-chaves: Antinocioceptivo. Anti-inflamatério. Cutia. Myrtaceae.

2.2 INTRODUCAO

No Brasil a familia Myrtaceae estd representada por 24 géneros, e
aproximadamente 1000 espécies, dando destaque ao género Eugenia, um dos
maiores da familia compreendendo cerca de 400 familias, muitas delas de valores
econdbmicos consideraveis, tanto por sua utilizacdo na saude da populacao,
alimenticia e ornamental.

Do ponto de vista farmacolégico, o género Eugenia apresenta um vasto
potencial, citando a atividade anti-inflamatéria, antibacteriana (ADEBAJO, OLOKE
AND ALADESANMI, 1989; KUSKOSKI et al, 2006; BENFATTI et al, 2010;
OUSSALAH et al, 2007), citotoxica, antioxidante (ROESLER, LORENCINI &
PASTORE, 2010), antitumoral, tripanocida, antiviral, hipoglicemiante (BRUN &
MOSSI, 2010) e estimulante da liberagao de insulina, entre outros (JUNGES, 1997;
CONSOLINI & SARUBBIO, 2002; BRAGA et al, 2007; MAGINA et al, 2010) e mais

recentemente, a atividade larvicida (SILVA et al, 2015).
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Mais recentemente em 2008, outra espécie de Eugenia foi descoberta e
descrita no nordeste brasileiro. Essa espécie foi denominada como Eugenia
brejoensis, devido ao seu local de descoberta, florestas Umidas do estado de
Pernambuco, popularmente conhecida como “brejos”. A populacdo descreveu sua
utilizacéo principal em forma de ché& contra diarreia (MAZINE, 2008)

Portanto, levando em consideracdo dados farmacoldgicos de outras espécies
congéneres de Eugenia, é proposto neste projeto a avaliagdo da acao
antinociceptiva e anti-inflamatéria do 6leo essencial extraido de folhas da Eugenia
brejoensis (OEEB) e os possiveis mecanismos envolvidos nas ac¢des farmacoldgicas

detectadas.

2.3 MATERIAL E METODOS

Drogas e Reagentes

O 4cido aceético e formaldeido 37 % foram da Merck (Brasil, Sdo Paulo). A
capsaicina , indometacina , ( Cremophor ) foram da Sigma ( EUA , St. Louis ) .
Morfina e naloxona foram adquiridos de Cristalia (Brasil, Sdo Paulo ), enquanto
diazepam era de Unido Quimica (Brasil, Sdo Paulo). Todos 0s outros reagentes e

substancias eram de grau analitico .

Animais

Todos os experimentos com uso de animais foram submetidos a aprovacao
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE) e aprovados de acordo com o processo n°
23076.023319/2013-58.

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos, procedentes do Biotério
do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e do biotério da Universidade

Federal de Pernambuco - Centro académico de Vitoria (UFPE-CAV), mantidos no
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biotério do Centro Académico de Vitéria e no departamento de Antibidticos no
Biotério do Laboratoério de etnofarmacologia aplicada (LEA), em ciclo claro/escuro de
12 h, a temperatura de 22 + 2° C, recebendo agua e comida ad libitum.

AVALIACAO TOXICOLOGICA

Determinacao da DL50

Para a determinacdo da toxicidade aguda do Oleo essencial de Eugenia
brejoensis foi realizado o teste de dose limite de 3000 mg/kg de acordo com a
diretriz 425 da OECD (OECD, 2001).

A dose testada foi fracionada em 4 aplicacdes e administradas no periodo de
12h. Um animal foi testado na dose de 3000 mg/kg do Gleo essencial por via oral
(v.0) e observado se algum iria a 6bito nas 48h seguintes. Apés este periodo, outros
4 animais foram testados sequencialmente com a mesma dose e sob as mesmas

condi¢des e observados por 14 dias.

AVALIACAO ANTINOCIOCEPTIVA

Contorcédo abdominal induzida por acido acético

Foram utilizados cinco grupos contendo 6 camundongos cada. O OEEB foi
submetido a este modelo geral para avaliacdo de caracteristicas analgésicas de
acordo com o método descrito por Kroster et al (1959) e adaptado por Nogueira et
al (2015).

Todos os grupos foram tratados por via oral (v.0). Um grupo recebeu o veiculo
(Cremophor 0,5%), outros trés grupos receberam o Oleo essencial de Eugenia
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brejoensis, nas seguintes doses: 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente, e por fim,
um grupo recebeu a indometacina a 10 mg/kg.

Apo6s 1 hora do tratamento, foi injetado em cada animal por via intraperitoneal,
0,1ml/10g de acido acético 0,6% e apds 10 min de sua administracao as contorcdes

abdominais foram contadas durante vinte minutos.

Formalina intraplantar

Foram utilizados cinco grupos contendo 8 camundongos cada. Neste modelo,
o OEEB é utilizado para medir sua efetividade como agente antinociceptivo de
método, descrito por Hunskaar; Hole et al (1987) e adaptado por Nogueira et al
(2015).

Neste experimento os animais foram tratados por via oral (v.0). Um grupo
recebeu o veiculo (Cremophor 0,5%), outros trés grupos receberam o 6leo essencial
de E. brejoensis; cada grupo com uma dose diferente (30, 100 e 300 mg/kg,
respectivamente) e, por fim, um grupo recebeu a Morfina a 7,5 mg/kg.

Aposs 1 hora do tratamento, foi injetado em cada animal por via intraplantar, 20
uL de formalina 2% e imediatamente iniciaram-se as contagens de lambidas da pata

entre 0-5 minutos e 20-25 minutos, apos administracéo da formalina 2%

Capsaicina intraplantar

Foram utilizados cinco grupos contendo 8 camundongos cada, a fim de
avaliar a participagdo dos receptores TRPV 1 na modulagédo da dor, através do
método descrito por Santos et al, (2003) e adaptado por Nogueira et al (2015).

Todos os grupos foram tratados por via oral (v.0). Um grupo recebeu o veiculo
(Cremophor 0,5%), outros trés grupos receberam o 6leo essencial de E. brejoensis,

cada grupo com uma dose diferente (30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente).
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Apés 1 hora do tratamento, foi injetado em cada animal por via intraplantar, 20
puL de capsaicina (1,6 ug preparada em PBS) e imediatamente iniciaram-se as
contagens de lambidas de pata entre 0-5 minutos apdés a administracao,

contabilizando o tempo de lambidas como indicativo de nociocepcéo.

Teste do campo aberto

Para este experimento, os animais foram divididos em trés grupos (n = 8), e
tratados com Oleo essencial de Eugenia brejoensis na maior dose utilizada nos
experimentos, correspondente a 300 mg/kg (v.0), Cremophor a 0,5% (v.0) e
Diazepam 2 mg/Kg. A atividade motora dos animais foi verificada por meio de um
campo aberto de 30 x 30 x 15 cm, com paredes transparentes de Vidro e piso preto
dividido em nove quadrantes iguais, baseado no modelo descrito por Nogueira et al
(2015).

Apos 1 hora dos tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde o numero de cruzamentos com as quatro patas
(atividade locomotora espontanea), o nimero de comportamentos de autolimpeza
(Grooming) e o numero de levantamentos do animal sobre as patas traseiras sem
encostar-se a parede (rearing), foram observados durante o tempo de 5 minutos,

apos 1 min de aclimatac&do no aparato.
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AVALIACAO ANTI-INFLAMATORIA

Edema de orelha induzido por 6leo de créton com tratamento sistémico

Para o experimento foram utilizados 5 grupos com n= 8 animais. Os animais
foram tratados por via oral e apds 1 hora foram anestesiados com Halotano para a
aplicacdo de 20 uL oleo de créton a 2% diluido acetona na superficie interna e
externa da orelha direita dos animais, orelha esquerda recebeu somente acetona
que funciona como controle negativo. A resposta inflamatoria foi avaliada apds seis

horas retirando as orelhas dos camundongos e pesando-as.

Edema de orelha induzido por 6leo de croton com tratamento topico

Para o experimento, foram utilizados 5 grupos com n=8 animais. Os animais
foram anestesiados com Halotano. Um grupo recebeu apenas 20 uL 6leo de croton
a 2% em acetona, sendo aplicado na superficie interna e externa da orelha direita
dos animais. Em seguida, os demais grupos receberam o OEEB e o farmaco-
padrdo (indometacina) diluidos no mesmo volume de acetona e aplicado na orelha
direita. A orelha esquerda recebeu somente acetona que funciona como controle
negativo. A resposta inflamatoria foi avaliada apos seis horas retirando e pesando

as orelhas.
Analise Estatistica
Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média e com

intervalo de significancia fixado em p < 0,05 analisados por ANOVA, com pds teste

de Bonferroni através do software estatistico GraphPad Prism verséao 5.0.
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2.4 RESULTADO

Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial extraidos das folhas da Eugenia brejoensis

Ne Indetificagdo do Determinado® literatura® Conteudo

componente? (em%b do total
de 6leo)

1 a-Cubebene 1351 1348 0.25

2 a-Copaene 1377 1374 0,79

3 B-Elemene 1393 1389 1,22

4 a-Gurjunene 1411 1409 2,83

5 B-(E)-Caryophyllene 1421 1417 34,4

6 B-Copaene 1431 1430 0,36

7 B-Gurjunene 1434 1431 0,05

8 Aromadendrene 1441 1439 1,2

9 trans-Muurola-3,5-diene 1452 1451 0,11

10 a-Humulene 1455 1452 1,5

11 Caryophyllene <9-epi-(E)-> 1463 1464 2,33

12 trans-Cadina-1(6),4-diene 1475 1475 1,25

13 y-Muurolene 1478 1478 1,14

14 B-Selinene 1490 1489 0,34

15 trans-Muurola-4(14),5-dien 1494 1493 0,02

16 Bicyclogermacrene 1502 1500 7,93

17 y-Cadinene 1516 1513 5,94

18 6-Cadinene 1526 1522 2,60

19 trans-Cadina-1,4-diene 1534 1533 0,63

20 a-Cadinene 1540 1537 1,06

21 a-Calacorene 1545 1544 0,19

22 Palustrol 1570 1567 0,13

23 Spathulenol 1580 1577 3,28

24 Viridiflorol 1594 1592 0,08

25 Guaiol 1600 1600 1,61

26 Cubenol <1,10-di-epi-> 1618 1618 0,31

27 Cubenol <1-epi-> 1627 1627 0,92

28 a-Muurolol 1644 1644 9,34

29 a-Cadinol 1652 1652 8,49

30 Bulnesol 1670 1670 0,08

31 Shyobunol 1688 1688 0,07
Sesquiterpenes hydrocarbons 62,66
Oxygenated sesquiterpenes 26,64
Unidentified compounds 9,92
Total 99,22

2Constituintes listados por ordem de eluicdo em um ndo- polar coluna DB-5 P indices de retengdo ( Rl )
calculada a partir tempos de retengdo em relagdo aos de uma série de C9 - C30 n -alcanos em uma coluna capilar
DB-5 de 30 m; ¢ Os valores retirados de Adams , 2007 ; -: N&o detectado
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Determinacao da DL50

Apés 14 dias de observacdo apOs a aplicagdo de 3000 mg/kg, nenhum dos 5
animais testados veio a o6bito. No atestado ficou indicado que a dose letal média
(DL50) é superior a 3000 mg/kg.

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Contorcao abdominal

Apods 20 minutos de contagem, 0S grupos apresentaram os seguintes valores
para contorcdo abdominal: o grupo que recebeu cremophor 0.5% obteve média de
24,80 + 2,26 contor¢Bes enquanto o tratado com indometacina apresentou média de
8,00 =+ 3,26 contor¢cdes; ja os grupos de oleo essencial 30, 100 e 300 mg/Kg
apresentaram meédias de 17,20 + 1.51, 10,60 + 2,69 e 10.00 + 1.93 contorcdes

respectivamente.
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Figura 1 - Atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Eugenia brejoensis, v.o. e indometacina 10mg/Kg, v.o

no modelo de contorgdo abdominal induzida por acido acético 0,6% em camundongos.
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Fonte: Autor. (*) Diferencga significativa em relagdo ao grupo veiculo. Dados expressos como média + EPM, e analisados por
ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

Teste da formalina intraplantar

Na andlise da primeira fase, o grupo controle (Cremophor 0.5%) obteve um
tempo médio de lambida de 86.34 + 6.210, ja o grupo morfina obteve 9.512 + 1.213.

Os grupos experimentais de OEEB, apresentaram os seguintes resultados: o
grupo 30mg obteve média de 85,75 + 5,361; o grupo 100mg obteve 64,43 + 2.515; j4
0 grupo 300mg obteve 42,00 + 2,930.

Ja& na segunda fase do experimento, o grupo controle (Cremophor 0.5%)
apresentou uma média de 94,13 + 2.432, o grupo morfina apresentou 2.250 + 0.591.

O grupo experimental de 30mg apresentou média de 94.33 + 3.528; o grupo
100mg obteve média de 86.83 + 2.344 ja o grupo 300mg apresentou 53.43 + 6.897.
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Figura 2 - Atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Eugenia brejoensis, v.0. e Morfina 7,5mg/Kg, v.0 no

modelo de formalina intraplantar para avaliagdo de dor.
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(*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo;
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pdés-teste de Bonferroni

Teste da capsaicina intraplantar

Apés a contagem dos grupos foram obtidos os seguintes tempos de lambida: o
grupo veiculo obteve uma média de 53.33 + 3.879; ja 0s grupos experimentais
obtiveram as seguintes médias: o grupo 30mg apresentou 39.35 + 2.044, o grupo
100mg obteve 31.71 = 1.554 e o grupo 300mg 20.67 + 2.376.
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Figura 3 - Atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Eugenia brejoensis, no modelo de capsaicina

intraplantar para avaliacdo de dor.
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(*) Diferenca significativa em rela¢do ao grupo veiculo;
Dados expressos como média = EPM, e analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni

Teste do campo aberto

ApOs o termino do experimento, 0s grupos obtiveram os seguintes valores no
parametro de cruzamento espontaneo: o grupo Cremophor 0.5% obteve média de
76,57 + 2,287 cruzamentos; o grupo Diazepam obteve uma média de 31,67 + 7,482
e 0 grupo 6leo essencial obteve 72,67 + 6,642 em numeros de cruzamento conforme
a figura 3.

Ja no quesito autolimpeza o grupo controle obteve uma média de 1,429 *
0,3689, o grupo Diazepam obteve os seguintes valores de média 0,1667 + 0,1667,

enquanto o grupo experimental OEEB obteve 3,000 = 1,095 conforme a figura 4.
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Figura 4 - Efeito do tratamento com 6leo essencial de Eugenia brejenses e diazepam e cremophor 0,5% no

namero de cruzamentos executados por camundongos submetidos ao teste do campo aberto.
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Fonte: Autor
O.E dleo essencial de Eugenia brejoensis (*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo; (a) Diferenca
significativa em relagéo ao O.E 300 mg; Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com
pos-teste de Bonferroni
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Figura 5 - Efeito do tratamento com 6leo essencial de Eugenia brejoensis e diazepam e cremophor 0,5% no

namero de comportamento de auto-limpeza no teste do campo aberto.
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Fonte: Autor

O.E: 6leo essencial de Eugenia brejoensis(*) Diferenca significativa em relagéo ao grupo veiculo; (a) Diferenca
significativa em relagdo ao O.E 300 mg; Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com
pos-teste de Bonferroni
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Figura 6 - Efeito do tratamento com 6leo essencial de Eugenia brejoensis e diazepam e cremophor 0,5% no
numero de Levantamentos
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Fonte: Autor
O.E: dleo essencial de Eugenia brejoensis (*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo; (a) Diferenca
significativa em relagéo ao O.E 300 mg; Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com
pos-teste de Bonferroni

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Edema de orelha por 6leo de Cro6ton com tratamento sistémico

Apés o termino do experimento, as orelhas foram pesadas e obtiveram os
seguintes valores na pesagem: o grupo veiculo obteve uma média de 8,271 *
0,5559; o grupo indometacina obteve média de 3,861 + 0,7273.

J& os grupos que receberam 6leo essencial por via oral obtiveram os seguintes
valores:
0 grupo 30mg obteve média de 7,843 = 0,2471; o grupo 100mg obteve 6,452 +
0,8188 e, por fim, o grupo 300mg, que teve como média 2,623 + 0,5283.
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Figura 7 - Atividade anti-inflamatoria do 6leo essencial de Eugenia brejoensis e indometacina 10mg/Kg v.o no

modelo de edema de orelha por dleo de créton com tratamento sistémico em camundongos.

104

(=]
1

Ear edema (mg)
*

- 30 100 300 10
oeeb " Indo

L ]
] |}
6leo de créoton 2%

Fonte: Autor
(*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo (Cremophor 0,5%) Dados expressos como
média = EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

Ear = External auditory

Edema de orelha por 6leo de Cro6ton com tratamento topico

Apos o termino do experimento, as orelhas foram pesadas e obtiveram os
seguintes valores, o grupo veiculo obteve uma média de 9,666 + 0,3087 ja o grupo
dexametasona obteve média de 1.852 + 0,2027.

J& os grupos que receberam o6leo essencial por via topica obtiveram o0s
seguintes valores, o grupo 1 ul obteve média de 9.084 + 0,5527, jA o grupo 3 ul

obteve 7.297 + 0,5084 e por fim o grupo 10 ul que teve como média 7.508 + 0.6383.
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Figura 8 - Atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de Eugenia brejoensis e indometacina 10mg/Kg V.T no
modelo de edema de orelha por 6leo de créton com tratamento topico em camundongos.
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Fonte: Autor
(*) Diferenca significativa em rela¢éo ao grupo tratado com veiculo (Cremophor 0,5%)
(a) Diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com dexametasona, Dados expressos como média +
EPM, e analisados por ANOVA com pos-teste de Bonferroni.

Ear = External auditory

2.5 DISCUSSAO GERAL

A andlise quimica do OEEB permitiu identificar 31 componentes, sendo o Beta-
cariofileno o marjoritario, com 34,4% do total do 6leo, Silva et al (2015) no estudo da
composicdo quimica e atividade larvicida do 6leo essencial de eugenia brejoensis,
identificou 30 quimiotipos, porém havendo grande semelhanca entre as duas
analises observando-se basicamente 0s mesmos compostos majoritarios, porém em
concentracOes diferentes

O beta-cariofileno € um sesquiterpeno biciclico da familia do cariofileno cuja
presenca € demostrada em diversos 6leos esséncias de plantas onde podemos citar
o cravo ( Eugenia caryophllaya ), resina da copaiba (copaiba sp.) (Pimenta-preta (
piper negrum ), maconha ( cannabis sativa) erva de sao joao ( aregantum

conyzoides ), onde essas plantas apresentaram atividades anti-inflamatorias e
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antinocioceptivas em estudos, dando indicios que a eugenia brejoensis também
poderia apresentar atividade em tais parametros

Em estudo conduzido Ghelardini et al ( 2001 ) demostrou que o beta-cariofileno
apresenta uma potente atividade anestésica local em carater de dose-resposta
através da reducdo da excitabilidade elétrica das células, Klauke et al ( 2014 )
demostrou que o beta-cariofileno atua nos receptores canabinoides CB2, assim
possuindo um efeito antinocioceptivo e anti-inflamatorio, sendo seu efeito contra a
dor por bloqueio de vias descendentes e o efeito anti-inflamatorio relacionado a sua
atuacdo no sistema imunolégico e bloqueando a producdo de interleucinas pro-
inflamatodrias através da producdo de IL-10 responsavel pela modulagdo de
macrofagos ativados e inibicdo de IL-12 e TNF

No ensaio de toxicidade aguda tentou se caracterizar os provaveis efeitos
toxicos da administracdo da dose de 3000 mg/kg do OEEB, onde nao se observou
nenhuma alteracgdo toxicoldgica relacionada a dose administrada. Esse teste torna-
se uma avaliacdo importante para o inicio de qualquer pesquisa com materiais ou
extratos oriundos de plantas, pois serve para fornecer subsidios sobre o0 modo de
acdo toxico da substancia testada e determinante para a continuidade da pesquisa
de produtos naturais (BRITO, 1994).

A utilizacdo do modelo de contorcdo abdominal serve como modelo quimico
de triagem ndo seletivo para drogas analgésicas, tanto de carater narcética quanto
nao-narcoticos, através da inducdo de vaso constricdo generalizada de vasos da
parede abdominal que leva a contorcdo muscular da regido (KOSTER; ANDERSON,;
DE BEER, 1959).

A administracdo de acido acético por via |I.P acarreta a liberacdo de
mediadores necessarios e presentes no processo inflamatoério, como as citocinas IL-
1B, IL-6, TNF-a, prostaglandinas, BK entre outros, sendo considerado, portanto, um
tipico modelo de nocicepcéo inflamatdria visceral (RIBEIRO et al, 2000).

O resultado obtido neste modelo demostra uma aparente dose-resposta do
OEEB utilizado e também corrobora com outros achados da literatura para a agédo
antinocioceptiva da familia eugenia, como em Guimaraes et al (2012), que demostra
a atividade analgésica do Oleo essencial de Eugenia candolleana no modelo de

contorcdo abdominal. Podemos citar também Daniel (2008), que utiliza o 6leo
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essencial da Eugenia caryophyllata nesse mesmo modelo, obtendo resultados
satisfatorios para 0 mesmo.

O teste de formalina intraplantar foi criado e apresentado a comunidade
cientifica em 1977 por Dubuisson e Dennis. Esse teste demostra diferencas quando
comparado o modelo de contor¢cdo abdominal, acreditando-se que os resultados
obtidos sdo os mais proximos a dor clinica, j& que o animal € exposto a uma dor
moderada e continua, ocasionada pela lesdo tecidual diferentemente da contorcdo
gue se baseia em estimulos fasicos de alta intensidade e curta duracéo, dificultando
a visualizacdo de mecanismos modulatérios (DUBUISSON & DENNIS, 1977).

O teste de formalina é dividido em duas fases distintas. A primeira fase que se
inicia logo apos a administracao intraplantar da formalina, dura proximamente 3 a 5
minutos. A dor envolvida nesta fase esta ligada a ativacdo quimica direta dos
nocioceptores e consequente ativacao das fibras aferentes primarias e subsequente
liberacdo de substancias como SP e GPRC (TJOLSEN et al., 1992). ApoOs essa 12
fase, em um periodo de 10 a 15 de auséncia quase total de respostas nocioceptivas,
cujo periodo é conhecido como periodo de quiescéncia, as vias descendentes
inibitérias da dor atuam fazendo bloqueio quase total do estimulo. Por fim; inicia-se a
segunda fase ou fase inflamatéria da dor, esta fase esté relacionada a sensibilizacéo
periférica através de substancias como serotonina, histamina, bradicinina, 6xido
nitrico e prostaglandinas est&o envolvidos na fase inflamatéria (GARCIA et al, 2004).

Os resultados obtidos neste estudo apontam para um efeito antinocioceptivo
do OEEB, tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatéria. Em relacdo a
primeira fase, as doses de 100mg e 300mg apresentaram um resultado em dose-
resposta; ja na segunda fase apenas a dose de 300mg obteve atividade
antinocioceptiva. Esse resultado corrobora com o estudo de Basting (2012), no qual
foi testado o extrato da Eugenia punicifolia, que demostrou também atividade
antinocioceptiva nas duas fases do teste.

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) € o principio ativo da pimenta
vermelha, Capsicum annuum L. cujo uso tem sido bem aceito na farmacoldgica, pois
demonstra-se util para o estudo de subtipos de fibras sensoriais primarias, incluindo

0S nociceptores polimodais e termoreceptores (JANCSO, 1978).
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Foi demonstrado em estudos que a nocicep¢do produzida pela capsaicina é
modulada majoritariamente pela ativagéo do receptor TRPV1 que promove o influxo
de cations causando estimulacdo nociceptiva direta das fibras aferentes primarias.
(SZALLASI et al, 1993; CATERINA et al, 1997; TOMINAGA et al, 1998).

A ativacdo do TRPV1 também acarreta a liberacdo de neuropeptideos,
aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e mediadores inflamatérios, os quais
contribuem para a sensibilizacdo e ativacdo das fibras aferentes nociceptivas
(SZALLASI et al, 1993; SAKURADA et al, 2003).

O presente estudo demostrou que o tratamento sistémico do éleo essencial da
eugenia brejoensis em todas as doses diminuiu a nociocepcdo causada pela
administracdo intraplantar de capsaicina, 0 que sugere que seu efeito
antinocioceptivo pode estar relacionado a uma acao antagonista oriunda do receptor
trpv 1.

O edema de orelha produzido por um agente flogistico, o caso deste estudo, o
Oleo de crotén através de aplicacdo unica € um modelo bem esclarecido e utilizado
para averiguacdo de substancias anti-inflamatdrias tanto de carater esteroidais (por
V.0 ) quanto DAINES ( por V.T ), fornecendo dados quanto a atividade
antiedematogénica de uma substdncia num processo inflamatério agudo
(SCHIANTARELLI et al 1982).

O edema causado pela administracdo do 6leo de croton é decorrente da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular induzida pelo TPA (acetato
de tetradecanoil-forbol), no qual ha a liberacdo de substéncias mediadoras
inflamato6rias como prostaglandinas, serotonina e histamina (SCHIANTARELLI et al.
1982;)

Neste estudo, foi utilizado tanto o tratamento tdépico quanto o sistémico para
averiguar sob qual via o OEEB poderia exercer uma melhor atividade anti-
inflamatéria. No estudo com tratamento por via oral, 0 OEEB obteve resultado na
dose de 300 mg/kg, porém, este demostrou uma atividade anti-inflamatéria melhor
do que a droga padrdo utilizada (indometacina). JA com o tratamento topico,
obtiveram-se resultados discretos nas doses de 100 mg e 300 mg, 0 que sugere que

0 Oleo pode atuar sobre enzimas como a cox e lox.
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O teste do campo aberto é um modelo experimento comportamental e
neuromotor desenvolvido por Hall (1939), onde o camundongo é posto em um
ambiente novo e controlado, a fim de averiguar sua resposta a ele, tornando
evidente p seu nivel de ansiedade. Algumas drogas, porém, tém a capacidade de
alterar essa resposta por diminuir a tonicidade muscular ou diminuir a atividade do
SNC, como é o caso dos relaxantes musculares e compostos sedativos,
camuflando, assim, o resultado (ARCHER, 1973; NOGUEIRA et al, 2015).

No estudo realizado por Colla et al (2012), verificou-se a atividade sobre o
sistema nervoso de 5 géneros de Eugenia (Eugenia uniflora, Eugenia
beaurepaireana, Eugenia catharinae, Eugenia umbeliflora e a Eugenia brasiliensis).
Esse processo foi realizado através do teste de campo aberto e observou-se que
estas Eugenias ndo alteravam os parametros de tonicidade muscular e nivel de
consciéncia, demostrando, assim, que a atividade antinocioceptiva da Eugenia
brejoensis ndo estd relacionada com a alteracdo do nivel de consciéncia dos
camundongos e nem com alteracéo da tonicidade muscular.

A analise dos resultados do OEEB na concentracdo de 300mg demonstrou que
sua capacidade analgésica, observada no teste de contor¢cdes abdominais, formalina
e capsaicina ndo esta relacionada com alteracbes de tonicidade muscular ou de
sedacdo, tendo em vista que ndo houve diferenca estatistica entre o grupo
experimental e o controle e nenhum dos parametros avaliados (cruzamentos,

autolimpeza e levantamentos).

2.6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados demostrados neste trabalho, é possivel sugerir que o
Oleo essencial extraido das folhas de Eugenia brejoensis apresentou:
e DL 50 > 3000 mg/kg demonstrando seguranc¢a no de uso.
e Atividade antinociceptiva para estimulos nociceptivos diretos e inflamatorios.
¢ Inibicdo dos Efeitos do envolvimento dos receptores TRPV, na modulacéo da
dor.

¢ Nao apresenta efeito estimulante ou sedativo do sistema nervoso central.
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e Boa atividade anti-inflamatéria por via oral, sugerindo participacdo da via do
acido araquidénico

e Baixa atividade anti-inflamatoria topica.
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