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RESUMO

Até o0 momento ndo existem publicacdes sobre Eugenia pohliana, espécie
utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas doencas. Nesta
dissertacdo foi realizada pela primeira vez a determinagdo da composi¢cao
quimica do 6leo essencial de E. pohliana, por meio de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), determinacdo da taxa de
hemolise em diluicdes seriadas (156,25-5.000mg/mL). Além de avaliagdo do
potencial antinociceptivo (contor¢des, movimento de cauda e formalina) e anti-
inflamatoério (edema de pata e peritonite) em doses de 25, 50 e 100mg/kg. Uma
avaliacdo comportamental (1.000mg/kg) pelo teste de campo aberto e labirinto
em cruz elevado, também foi realizada. Foi descoberto que os principais
compostos do 6leo essencial de E. pohliana (OEEp) séo (E)-B-cariofileno (BCP)
(15,56%), 6-cadinene (11,24%) e a-cadinol (10,89). No teste de hemdlise, ndo
houve valores significativos para lise de eritrécitos que teve taxas entre 2,2 e
0,74%, quando comparados ao controle. Os resultados de atividade
antinociceptiva foram significativos quando comparados ao controle, nas doses
de 25, 50 e 100mg/kg, respectivamente as contor¢cdes abdominais diminuiram
em 42,95; 52,94 e 70,70%. No teste de movimento de cauda houve maior
eficiéncia no tempo de 90 minutos (69-86,5%) e no teste de formalina inibicdo da
dor neurogénica em 29,6; 65,6 e 61,75% e dor inflamatoria 37,3; 64,3 e 65,2%.
Como anti-inflamatério o OEEp reduziu o edema de pata apos trés horas 74,9;
78,4 e 81,4% e no teste de peritonite houve reducdo do niamero de leucdcitos
(51,86; 60,50; 70,38%) e neutrofilos (37,74; 49,06 e 71,69%). Apos alta dose do
OEEp, o teste de campo aberto nao teve resultados significativos de cruzamento
dos quadrados (20 £ 2) e autolimpeza (58 + 12) e o 06leo ndo promoveu
caracteristicas de ansiedade apresentando indice de 0.54 no testede labirinto
em cruz elevado. Com base nos resultados pode-se concluir que, o Gleo
essencial de E. pohliana ndo provoca lise celular in vitro e apresenta atividade

antinociceptiva e anti-inflamatoria in vivo sem afetar o SNC.

Palavras-chave: Caatinga; Myrtaceae; inflamacgao; nociceptivo.



ABSTRACT

So far there are no publications on Eugenia pohliana, a species used in folk
medicine for the treatment of various diseases. In this dissertation, the
determination of the chemical composition of the essential oil of E. pohliana was
performed for the first time, by means of gas chromatography coupled to mass
spectrometry (CG-MS), determination of the hemolysis rate in serial dilutions
(156.25-5,000 mg/ml). In addition to evaluating the antinociceptive (contortions,
tail movement and formalin) and anti-inflammatory (paw edema and peritonitis)
potential at doses of 25, 50 and 100mg/kg. A behavioral assessment
(1,000mg/kg) by the open field test and elevated plus-maze was also
performed. It was found that the main compounds of the essential oil of E.
pohliana (EpEO) are (E)-B-caryophyllene (BCP) (15.56%), &-cadinene (11.24%)
and a-cadinol (10, 89). In the hemolysis test, there were no significant values
for erythrocyte lysis, which had rates between 2.2 and 0.74%, when compared
to the control. The results of antinociceptive activity were significant when
compared to the control, at doses of 25, 50 and 100mg/kg, respectively,
abdominal contortions decreased by 42.95; 52.94 and 70.70%. In the tail
movement test there was greater efficiency in the time of 90 minutes (69-
86.5%) and in the formalin test, inhibition of neurogenic pain in 29.6; 65.6 and
61.75% and inflammatory pain 37.3; 64.3 and 65.2%. As an anti-inflammatory,
EpEO reduced paw edema after three hours 74.9; 78.4 and 81.4% and in the
peritonitis test there was a reduction in the number of leukocytes (51.86; 60.50;
70.38%) and neutrophils (37.74; 49.06 and 71.69%). After high dose of EpEO,
the open field test did not have significant Rearings (20 + 2) and Crossing (58 +
12) results and the oil did not promote anxiety characteristics, presenting an
index of 0.54 in the elevated plus-maze test. Based on the results, it can be
concluded that the essential oil of E. pohliana does not cause cell lysis in vitro
and presents antinociceptive and anti-inflammatory activity in vivo without
affecting the CNS.

Keywords: Caatinga; Myrtaceae; inflammation; nociceptive.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para tratar enfermidades acompanha a populacdo ha
milhares de anos, sendo essa pratica repassada a cada geracdo, € de grande
relevancia, com destaque em comunidades rurais, que inicialmente, devido ao alto
custo dos medicamentos, possuiam esta como a Unica maneira de sanar doencas.
Mesmo com desenvolvimento no semiarido brasileiro, a utilizacdo de plantas
medicinais continua sendo expressivas na regiao, ganhando espaco em todo territorio
nacional (SANTOS et al., 2020).

Por muito tempo as regides recobertas pela area fitogeogréafica do bioma da
Caatinga, foram consideradas areas pobres, sem perspectivas de conservacdo. A
partir de estudos realizados em todo territorio brasileiro, foi comprovada sua
relevancia, refutando a premissa em relacdo a falta de biodiversidade local. A
diversidade floristica que se encontra na Caatinga permitiu que a populacdo nesta
regiao se beneficiasse do uso de plantas nativas para sanar e tratar doencas, embora
sem comprovac&o cientifica (MAGALHAES et al., 2019).

A busca por novas formas terapéuticas vem ganhando forca, devido a
necessidade de novas descobertas tanto para sanar doencas até o momento sem
cura, como também diminuir os efeitos adversos provocados pelos farmacos (BRAGA;
SILVA, 2021; RANG et al., 2016).

Muitas familias botanicas sdo conhecidas pela grande relevancia na Medicina,
como € o caso das Myrtaceae, familia de angiospermas distribuida em diferentes
biomas, utilizada no tratamento de doencas gastrointestinais e infecciosas
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997), com 132 géneros e cerca de 5500 espécies
(STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016), sendo Eugenia um dos maiores géneros
com grande relevancia medicinal, como fonte de agentes anti-inflamatoério (SIEBERT
et al., 2020; SYAMA: THAMPI; LATHA, 2019), gastroprotetor (PERICO et al., 2019),
antioxidante (DA COSTA et al., 2020), antinociceptivo (VECHI et al., 2018), diurético
(MARINHO DE SOUZA et al., 2018), antifungico (KUJUR; KUMAR; PRAKASH,
2021) e antibacteriano (DE SOUZA et al., 2018).

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis constituidos por metabdlitos

secundarios extraidos de plantas (MIRANDA et al., 2016), geralmente por
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hidrodestilacdo. A composicao € muito variavel pois é influenciada pelo meio em que
a planta se encontra inserida (SANTOS et al., 2012). Oleos essenciais extraidos de
Eugenia possuem atividade farmacolégica como agente anti-inflamatdrio,
antinociceptivo, antipirético (COSTA et al., 2020), antimicrobiano, larvicida (SILVA et
al., 2021a) e antioxidante (CIPRIANO; MAIA; DESCHAMPS, 2021), incentivando a

realizacdo de estudos.

Devido aos incOmodos ocasionados pela dor e as reac¢des durante o processo
inflamatoério, existe uma busca por novas formas terapéuticas para essas
enfermidades, pois 0s prejuizos relacionados aos medicamentos sintéticos, anti-
inflamatorios e analgésicos provocam problemas no rim, figado, baco, sangue e
medula 6ssea. Dentre os sintomas mais comuns, durante o uso de analgésicos e anti-
inflamatérios estdo reagcfes cutaneas, problemas renais, distarbios gastrointestinais e
nauseas (RANG et al., 2016).

Estudos prévios mostraram auséncia de toxicidade aguda em camundongos,
tratados com 6leo essencial de E. pohliana (OEEp), incentivando a caracterizacdo dos
componentes quimicos e investigacdo do seu potencial farmacologico.Objetivou-se
identificar os compostos presentes no 6leo essencial de E. pohliana determinar a taxa
hemolitica em eritrocitos, avaliar a atividade antinociceptiva, anti- inflamatéria e

determinar efeitos comportamentais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar a composicao quimica do 6leo essencial de folhas de E. pohliana
e avalia-lo quanto as atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria e efeito no

comportamento.

2.2 ESPECIFICOS

e Extrair, quantificar e identificar os componentes quimicos do 6leo essencial
das folhas de E. pohliana;

e Estipular o potencial hemolitico do 6leo em eritrocitos de camundongos;

e Avaliar atividade antinociceptiva e anti-inflamatérias do 6leo essencial de E.

pohliana in vivo;

e Investigar o efeito no comportamentais apds dose do 6leo essencial de E.

pohliana in vivo.



16

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas de diversas formas sdo muito importantes para sobrevivéncia
humana, na producdo de oxigénio, alimentos (KNAPP, 2019), remédios (BRAGA,
SILVA, 2021), combustivel (VEIPA; KIRSANOVS; BARISA, 2020), além de sua
relevancia no ponto de vista religioso, cultural e ritualistico (DWIVEDI, 2017).

O uso da flora como tratamento de enfermidades é realizado desde o inicio dos
tempos (LEITE et al., 2013). Com a criacdo dos remédios sintéticos, a utilizacdo de
plantas como medicina era alternativa de tratamento apenas por comunidades com
déficit econbmico, mas nos ultimos anos tem ocorrido um aumento desse uso pela
populacdo em geral, partindo a premissa de produtos naturais serem menos Nnocivos
a saude (SILVA et al., 2017).

Plantas medicinais é “todo e qualquer material vegetal que possui, em um ou
mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos” (NAKABAYASHI; SAITO, 2015). Em
diversos locais, as plantas medicinais séo a principal fonte terapéutica, em destaque
regides com baixo desenvolvimento econdmico, por ser considerado um tratamento
de baixo custo, além de gerar renda, principalmente em zonas rurais (LADO et al.,
2020). Mas essa utilizacdo exacerbada de um recurso finito oferecido pela natureza,
tem diversas complicacdes. No que diz respeito as plantas medicinais, o uso indevido

pode acarretar em problemas de saude (CAMPOS et al., 2016).

Ao longo da evolucéo os organismos desenvolveram adaptacdes para afastar
0s seus predadores, as plantas em sua maioria, apresentam compostos que ajudam
nesta protecdo, os quais em diversos casos sdo téxicos aos humanos (HUANG;
OSBOURN, 2019). Os principais compostos presentes em plantas que afetam a saude
humana s&o os alcaloides, glicosideos, taninos, saponinas, oxalato de célcioe
albuminas (MACIEL et al., 2018). Segundo ultimo levantamento do Sistema Nacional
de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas- SINITOX nos anos de 2016 a 2017 existiram

2.028 casos de intoxicacdes por plantas registrados, onde quatro
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desses casos foram a 6bito (BRASIL, 2020).

A forma de uso das plantas € bem diversificada, garrafadas que sdo asplantas
preparadas com bebida alcodlica (FERREIRA; MARQUES, 2018), chas,lambedores
(DANTAS; TORRES, 2019) cataplasmas, maceracédo, infusdo, pomada, ingestao
direta (OLIVEIRA et al., 2011) e ainda existem as formas de uso sem consumo feita
através de rezas ou amuletos por benzedores (MACIEL; GUARIM NETO, 2006) . A
forma para se adquirir essas plantas também sé&o bem variaveis, parte da populacao
prefere cultivar (GOULARTE; SANTOS; DAHLEM, 2021), outros acabam preferindo
comprar, de erveiros. Em ambos os casos ha problematicas em relacdo a forma de
cultivo, identificacéo botanica, informacdes ao consumidor, qualidade, eficacia e uso
(ETHUR et al., 2011).

A natureza oferece meios para a sobrevivéncia de todos os organismos na
Terra, a diversidade quimica encontrada nas plantas, permite sua eficacia e corrobora
para descoberta de compostos, para producdo de medicamentos industrializados,
essa ligacao planta-farmaco, pode ser direta através do isolamento de moléculas da
fonte natural ou indiretamente, como resultado de sintese a partir de moléculas
observadas em plantas (BHUIYAN et al., 2020).

A primeira molécula isolada de planta foi a morfina proveniente da papoula,
antes da realizacdo desse isolamento a Papaver somnniferum era consumida inteira,
no tratamento de dores. Existem relatos também de que a maconha (Cannabis sativa)
para fins medicinais, era muito comum nessa mesma época (DUTRA et al., 2016).

A realizacao de trabalhos associando os conhecimentos tradicionais parainiciar
investigacbes cientificas tem resultados positivos, informacBes adquiridas em
pesquisas na area de etnobotanica e etnofarmacologia auxiliam na validacdo do
conhecimento popular. Essa ligacdo dos conhecimentos tem como base informacgdes
populares, o Brasil possui uma das maiores biodiversidade, permitindo que a
populacdo faca o uso de plantas encontradas somente neste territério (ARAUJO;
RODRIGUES; MOURA, 2021).

Nas grandes poténcias econémicas o uso de plantas medicinais por industrias
farmacéuticas € consolidado, enquanto no Brasil o uso de plantas nativas para fins

terapéuticos € um interesse recente (DUTRA et al., 2016). O numero de plantas que
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receberam atencdo da comunidade cientifica, devido ao conhecimento popular é
expressivo, existe uma séria preocupacado com a perda desses conhecimentos, que
nao estdo documentados (MARENA et al., 2021).

A P. guajava da familia das Myrtaceae, conhecida como goiabeira, € muito
utilizada na medicina popular no tratamento da diarreia e estudos realizados com
extratos de acetato de etila, n-butanol e aquoso, modelo de diarreia emcamundongos
comprovaram sua atividade (LU et al.,, 2020). A planta tem atividade antioxidante
(JANI; AZIZI; AMINUDIN, 2020), anticancer colorretal por meio da inibicdo da
angiogénese (LOK et al., 2020) e seu Oleo possui atividade antimicrobiana contra
microorganismos patogénicos humanos e fitopatogénicos (CHATURVEDI et al.,
2021). Ainda, nanoparticulas de prata feitas a partir de folhas de P. guajava
apresentam atividade contra cepas de fungos Aspergillus niger e Candida glabrata
(SHEHENSHA; VIJAYA, 2020).

A atividade biologica de plantas recebe muita atencdo devido aos efeitos
colaterais que muitos farmacos tem ocasionado, a busca por meios naturais de
tratamento que proporcionem menos riscos a saude é uma das principais metas
cientificas (BHATTACHARYA, 2017). Atualmente o Ministério da Saude (MS)
disponibiliza na rede publica de saude 13 fitoterapicos (BRASIL, 2020), tendo como
uma das principais vantagens o baixo custo (MARQUES et al., 2019).

Desde 2006 quando foi aprovada a Politica de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS (PNPIC) no Brasil, que esta area vem crescendo e
descobrindo novas terapias naturais (BRASIL, 2015). A intensificacdo de pesquisas
na medicina popular tende a proporcionar melhorias para profissionais e seus

pacientes no tratamento das mais diversas doengas (ALENCAR et al., 2020).

3.2 CAATINGA

No Brasil sdo encontrados 0s biomas: Amazonia, Mata atlantica, Cerrado,
Pampas, Pantanal e Caatinga. O ultimo estd localizado principalmente na regiao
nordeste do Brasil, com uma area de 912.000 km?, 10,1% do territério nacional, nos
estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do

Norte e Sergipe, com uma pequena distribuicdo no norte do Estado de Minas Gerais
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e Sudeste do pais (IBGE, 2019).

A area fitogeogréfica da Caatinga é caracterizada por uma heterogenia florestal
apresentando fragmentos de florestas tropicais, regides montanhosas e savanas
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018). A vegetacdo tipica da Caatinga esta englobada no
bioma global de Florestas e Arbustos Tropicais Sazonalmente Secos —FATSS,
representado principalmente por plantas suculentas e pouca presenca de gramineas.
Por motivos de adaptacdo para sobrevivéncia em longos periodos de seca, a
deciduidade e os ciclos reprodutivos curtos sdo caracteristicas marcantes
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018; MURPHY; LUGO, 1986).

As regibes de FATSS, sdo marcadas pelo endemismo, mas a Caatinga se
sobressai, sendo muito comum diferentes espécies de plantas em um curto espaco.
Apesar de toda a riqueza da flora, as FATSS em geral estdo sendo ameacadas,
principalmente devido a falta de interesse cientifico, pois a maior parte das pesquisas

estdo voltadas para estudos com florestas tropicais e savanas (MORO et al., 2016).

A diversidade do solo da Caatinga e o clima influenciam na diversidadefloristica
local, sendo identificados tipos diferentes de solo na regido, onde 70% do solo
corresponde a Caatinga do cristalino, conhecida como paisagem sertaneja. Devido a
fertilidade esse solo é um dos mais ameados pelo homem, devido ao desmatamento

para desenvolvimento agricola (MORO et al., 2014).

7

A Caatinga arenosa, localizada em bacias sedimentares é composta
principalmente por plantas restritas com caracteristicas lenhosas de porte pequeno
como é o caso das espécies descritas nos ultimos anos encontradas nas dunas do
Sao Francisco Copaifera coriacea, Mimosa xiquexiguense e Pterocarpus monophyllus
(DE QUEIROZ et al., 2017; MORO et al., 2014).

Em zonas com maior disponibilidade de agua se desenvolvem matas secas,
com vegetacdo lenhosa de grande porte como Cavanillesia umbellata, Aralia
warmingiana e Brasiliopuntia brasiliensis, existem ainda as areas rochosas graniticas,
onde ha predominancia de plantas resistentes devido a alta incidéncia solar como o
Encholirium spectabile e o Pilosocereus gounellei e as areas rochosas calcarias,
encontradas principalmente nas chapadas da Diamantina e do Araripe com plantas

como Luetzelburgia andrade-limae, Allamanda calcicola e Ficus
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bonijesulapensis; por fim outro ambiente sdo os formados por rios e lagos temporarios,
onde encontramos uma diversidade de macrofitas (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

A diversidade floristica encontrada na Caatinga baseada no solo e clima,
demonstra que a perda de uma pequena area pode significar a extingdo de espécies,
0 que acarretaria na perda de plantas nativas com atividade ou potencial nao
estudados (SILVA; FREIRE, 2010). Apesar da intensificacdo dos estudos da flora
nativa brasileira, a meta necessaria para conservacao e descobrimento de compostos
de espécies nativas ainda esta longe de ser o suficiente para se conhecer toda
exuberancia que o compde (ALBERGARIA; SILVA; SILVA, 2019).

A Caatinga tem grande potencial farmacoldgico, com vasta diversidade a
exploracdo de forma sustentdvel e a investigacdo cientifica de sua vegetacao
desencadeara em sua conservacao e desenvolvimento sustentavel, disponibilizando
a populacao formas terapéuticas seguras e eficazes (SILVINO; VIGLIO; FERREIRA,
2016). Os levantamentos etnofarmacoldgicos feitos nessas regibes ajudam a
comunidade cientifica a ter um embasamento para o inicio de pesquisas de
comprovacao do uso (COELHO et al., 2020).

S&o inlmeras as plantas medicinais provenientes da Caatinga, podendo ser
citada a umburana-de-cambdo (Commiphora leptophloeos), utilizada na medicina
popular no tratamento de doencas gastrointestinais. O extrato etandlico obtido das
folhas de C. leptophloeos tem efeito antidiarreico devido a inibicdo da motilidade
intestinal e efeito antiespasméddico, por meio do antagonismo de receptores
muscarinicos (PESSOA et al., 2021) e efeito anti-inflamatério em modelos in vivo

(DANTAS et al., 2021).

A Ximenia americana utilizada no nordeste para tratar infec¢des, inflamacéo,
ma circulacdo (BARROS et al., 2019) e feridas é conhecida como ameixa brava
(SOUSA CARVALHO et al.,, 2020) e o extrato hidroalcodlico das folhas de X.
americana apresenta atividade cicatrizante em camundongos (FLAVIA M. DA PALMA
et al., 2020) e extrato hidrometandlico do caule atividade antibacteriana contra cepas
de Staphylococcus aureus (AFFI et al., 2021).

A Libidibia ferrea é uma planta, conhecida como pau-ferro, usada

popularmente, no tratamento de diabetes, inflamacdes, feridas e doencas
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broncopulmonares. Em estudo o extrato em ciclohexano, cloroférmio e acetato de etila
de folhas inibiram o crescimento de Bacillus subtilis, S. aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris (LUNA et al., 2020), extrato etandlico
dos frutos inibiu a proliferacéo de células de cancer colorretal (GUERRA al., 2017) e
0s extratos hidroalcodlico, aquoso e em acetato de etila apresentaram atividades anti-

inflamatérias, antioxidantes e antinociceptivas in vivo (FALCAO et al., 2019).

A Anadenanthera colubrina (angico) é utilizada popularmente no tratamento de
distarbios renais, dores, inflamacédo e feridas (SOLDATI; ALBUQUERQUE, 2012).In
vitro ja foi comprovada atividade antifungica do extrato etandlico de seus frutos contra
Botrytis sp., Alternaria sp. e Rhizoctonia sp. (MEDEIROS et al., 2020). O extrato
alcodlico preparado a partir de casca apresentou atividade cicatrizante em
camundongos (PESSOA et al., 2012) e o extrato hidroalcodlico das folhas atividade
antimicrobianas contra S. aureus (ASCHRAFI et al., 2021).

A umburana de cheiro (A. cearenses) utilizada pela populacdo para tratar
resfriados, asma, colicas, derrame, dores. O extrato aquoso de sementes possuem
atividade comprovada contra cepas de C. albicans (OLIVEIRA et al., 2020) e atividade
antiedematogénico (LIMA et al., 2013).

A aroeira (Myracrodruon urundeuva), uma das mais ameacadas de extingéo
devido a exploracdo antropogénica (CASTRO et al., 2020), comumente usada para
sarar afec¢cfes cutneas, doencas urinarias, respiratérias e problemas ginecoldgicos.
O extrato aquoso de suas folhas apresentou atividade anti-inflamatéria em neutréfilos
humanos (AQUINO et al., 2019) e o extrato etandlico atividade antiviral (rotavirus)
(CECILIO et al., 2016). O 6leo essencial obtido a partir de suas folhas apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus, S. epidermidis,

E. coli, P. aeruginosa e Salmonella enteritidis (REBOUCAS et al.,, 2017). A
comprovacgédo da atividade dessas plantas contribuiu no tratamento da populagéo
(AQUINO et al., 2019).

3.3 MYRTACEAE

Myrtaceae é uma familia de plantas com flor, incluida na ordem Myrtales do

clado das Eudicotyledoneae. Agrupa 132 géneros (25 monoespecificos) e mais de
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5.950 espécies validamente descritas. Sado arbéreas ou arbustivas, geralmente
perenifdlias e aromaticas, muitas ricas em 0Oleos essenciais utilizados em perfumaria
e farméacia. E uma familia que apresenta grande potencial econdmico, muitas de
suas espécies sao utilizadas na alimentagdo, como por exemplo, as espécies de P.
guajava L. (goiaba) e E. uniflora L. (pitanga), que sdo geralmente consumidas em
forma de suco, doces, geleias e sorvetes (LOURENCO; BARBOSA, 2012).

E considerada uma das familias botanicas mais importantes, que constitui a
flora brasileira (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Sua distribuicdo ocorre em
praticamente todos os continentes, tendo predominancia nas regifes tropicais e
subtropicais (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). E tida como um
importante grupo que domina diversas formagdes naturais, inclusive a Mata Atlantica
(WAGNER; FIASCHI, 2020) e o semiarido brasileiro (DIOGO et al., 2021).

A familia Myrtaceae configura-se, como uma das mais importantes familias de
Angiospermas, representada no Brasil, uma vez que possui espécies distribuidas em
todos os biomas brasileiros (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). No
campo medicinal, diferentes espécies pertencentes a essa familia sdo popularmente
utilizadas como antimicrobianos (SANTOS et al., 2019), antidiarreicos (VIANA,
SANTANA; MOURA, 2012), antioxidantes (SIMAS FRAUCHES et al., 2021),
antifangico (LE et al., 2021), analgésico e anti-inflamatério (MONDAL et al., 2021).

A maioria dos géneros da familia Myrtaceae ja possui atividades biolégicas
comprovadas, como Rhodomyrtus (HUONG, 2019), Syzygium (CHAGAS et al., 2015),
Eucalyptus (MUNRO et al., 2015), Myrcia (CASCAES et al., 2021), Plinia (SOUZA et
al.,, 2019), Myrciaria (BORGES; CONCEICAO; SILVEIRA, 2014),

Malaleuca (ALMEIDA et al., 2020) e Psidium (SILVA et al., 2021b).

3.4 EUGENIA

Praticamente um terco das espécies que constituem as Myrtaceae, sao
pertencentes ao género Eugenia, compreendendo a cerca de 1050 espécies. Esse é
0 maior também em numero de espécies no Brasil, representado por cerca de 407
espécies descritas, onde mais da metade destas ocorre na Mata Atlantica, sendo a

segunda maior representacdo a Amazonia, e em seguida o bioma Cerrado (FLORA
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DO BRASIL, 2020). Esse género representa um dos mais abundantes, no que diz
respeito a composicao floristica de hotspots de biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2017).
Segundo EINBOND et al. (2004) este género € rico em compostos fendlicos, como
taninos e flavonoides. As plantas desse género, geralmente sdo arvores ou arbustos
perenes, que apresentam folhas opostas, seus frutos sdo em grande maioria
comestiveis, e possuem atributos especificos, como cor e odor caracteristicos
(FLORA DO BRASIL, 2020). Essas espécies se destacam por apresentarem enorme
potencial alimenticio e inimeras vém sendo relatadas, devido a presenca de
constituintes quimicos, que apresentam importantes caracteristicas medicinais,
sendo, portanto, amplamente utilizadas pela populacdo em geral, pelas propriedades
anti-inflamatéria (COSTA et al., 2016), antibacteriana, antioxidante (LAZZAROTTO et
al., 2021), antifingica (DE SOUZA et al., 2018) e antinociceptiva (FALCAO et al.,
2018).

A E. pohliana (Figura 1) possui como sinénimo E. cana, planta descrita por De
Camdolle, distribuida principalmente na Caatinga, e com preferéncia por ambientes
altos. E um arbusto com tricomas simples, caule com ritidoma descamante e folhas
elipticas lanceoladas e falciformes, sua inflorescéncia é composta por uma florisolada
dicasio, formando triades e possui botdo floral piriforme com pétalas brancas
(JUNIOR, 2014). N&o existem estudos sobre sua atividade bioldgica publicados até o
momento. Este trabalho contribui, para a comunidades que fazem uso da planta e para

comunidade cientifica com mais um achado.
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Figura 1 - Eugenia pohliana

Fonte: A autora (2020).

3.5 NOCICEPCAO

Segundo RAJA et al. (2020) “a dor € uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada ou semelhante a associada a uma leséo real ou potencial
do tecido ". A dor pode ser nociceptiva, neuropatica, rapida ou lenta. Ocasionada por
estimulos que sado detectados por receptores, a dor nociceptiva € causada por
problemas fisicos, quimicos ou patolégicos que resultam na dor, iniciada nas
terminacfes periféricas, sendo transmitidas até o sistema nervoso central (SNC).
Esses receptores, seletivos sdo terminacdes celulares, identificadas como fibras C e
fibras A (ZEGARRA, 2007). Apesar de estarem presentes em todo o corpo os lugares
mais expressivos sao periosteo, parede arterial, dentes e superficie articular
(GUYTON; HALL, 20086).
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Leucotrienos, bradicininas, serotonina, histamina, ions de potassio, acetilcolina,
tromboxanos, substancia P e fator de ativacdo plaquetaria, sdo os mediadores
guimicos responsaveis pelos estimulos nas terminagdes nociceptivas; esse processo
ainda pode ser potencializado por meio das prostaglandinas, que intensificam a
sensibilidades das terminacfes livres (JEFTINIJA et al., 1991). A liberacdo de
neurotransmissores ativa 0s receptores periféricos provocando uma cascata de
eventos que resultam na dor (MEYER et al., 1991). Caso ocorra a sensibilizagdo dos
neurotransmissores, pode ocorrer o que conhecemos como hiperalgesia, que € o

aumento continuo dos estimulos dolorosos.

Os neurénios amielinicos Fibras C (estimulos mecéanicos, térmico, quimico) e
neurdnios mielinicos Fibras delta (mecanicos de alta intensidade) estdo envolvidos
na sinalizacdo da dor. Os estimulos dos neurdnios periféricos sdo passados para
medula espinhal, para o talamo e finalmente para o cortex cerebral por meio de
aferentes primarios, através da liberacdo de neurotransmissores especificos como o
glutamato e a substancia P (MEYER et al., 1985).

Existem farmacos eficientes para dores nociceptivas, que surgiram antes
mesmo desse entendimento cientifico. O primeiro a ser descrito foi a morfina um tipo
de opioide, extraido da papoula. Atualmente existem varias formas sintéticas,
semissintéticas ou modificadas dessa molécula (RANG et al., 2016). A morfina é um
dos medicamentos mais eficientes tanto para dor aguda como crénica, por ocasionar
euforia, esta influencia no componente afetivo da dor. A a¢do dos opioides em geral,
ocorre através da ativacdo de receptores de proteinas G nas terminacgdes periféricas
gerando hiperpolarizacdo da célula e inibicdo da liberacdo de mediadores da dor a
partir do bloqueio dos canais de calcio e abertura dos canais de potassio (MEYER et
al., 1985; ZEGARRA, 2007).

Apesar de toda eficiéncia, os opioides causam perturbacbes como nauseas,
vomitos, constricdo pupilar, e problemas gastrointestinais, além de tolerancia e
dependéncia. Existem ainda outros adversidades, menos frequentes como: supressao

da medula 6ssea, tumor, necrose hepética e renal (RANG et al., 2016).

O extrato metandlico do caule de Tinospora crispa possui atividade
antinociceptiva em camundongos, sendo uma planta muito utilizada na medicina
popular para o tratamento da dor (RAKIB et al., 2020). Outra planta com grande

relevancia etnofarmacoldgica € Solanum lycocarpum o extrato etandlico de seus
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frutos possui atividade antinociceptiva (MORAIS et al., 2020).

Oleos essenciais extraidos de plantas que apresentarem atividade
antinociceptiva (GONCALVES et al., 2017;REIS SIMAS et al., 2019;0LIVEIRA DE
VERAS et al., 2020), sdo um grande passo para o avanco cientifico e o isolamentos
de compostos corroboram na descoberta de novas moléculas que podem agir como
antinociceptivos. Existem uma grande variedade de frutas citricas e muitas séo ricas
em naringenina, um flavondide com uma gama de propriedades farmacoldgicas,
grande potencial para tratamento de dores (CHUNG et al., 2019). Outros flavonoides

como o eriodictiol (DENG et al., 2020) s&o promissores nesta terapéutica.

Plantas da familia Myrtaceae sao muito utilizadas na medicina popular, e muitas
espécies possuem comprovacao cientifica em relacdo a atividade antinociceptiva. A
cambucé (P. edulis), muito utilizada popularmente, possui atividade antinociceptiva:
infusdo de suas folhas apresentou resultados significativos em testes com
camundongos (AZEVEDO et al., 2016), assim como extratos de diclorometano de
flores e folhas de Callistemon citrinus (RADULOVIC et al., 2015) Existem também
diversas plantas do género Eugenia que apresentam atividade antinociceptiva, como
E. punicifolia (BASTING et al., 2014), E. jambolana (SINGH et al.,, 2019) e E.
caryophyllata (DANIEL et al., 2009).

3.6 INFLAMACAO

Quando afetado por lesdo ou patdégeno, 0 organismo procura meios de reparar
o problema através de um processo complexo, que envolve diversos componentes. O
processo inflamatorio € a forma de defesa do organismo que busca reparar lesées ou
expulsar invasores indesejados, podendo ser infeccioso ou ndo. A sua forma de acao

ird depender do que esta ocasionando a inflamagéo (CHEN et al.,2018).

Na inflamag&o aguda, inicialmente ocorre o aumento do fluxo sanguineo por
dilatacéo dos vasos, para passagem de agentes que irdo solucionar a leséo (proteinas
plasmaticas e os leucocitos), seguida da segunda fase onde ocorre a liberagéo de
citocinas. Os principais sintomas sao vermelhiddo, inchacgo, dor e calor. O calor e a

vermelhidao estéo relacionados a dilatacao para passagem do plasma, o
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acumulo de liquidos provoca o inchago e substancias como as citocinas causam a dor.
Embora, necessario o processo inflamatorio excessivo, pode provocar choque séptico
(CHIU et al., 2012).

As células envolvidas na inflamacédo sdo os basofilos, eosindfilos, neutrdfilos,
mastécitos, macréfagos, células dendriticas e epiteliais. Os eosindfilos estdo
envolvidos na infeccdo por helmintos e os basofilos de alérgenos e parasitas. Ja o
processo inflamatério sem patdégeno se inicia com a liberagdo de mastocitos que
liberam histamina e serotonina, 0o que permite a vasodilatacdo. As quimiosinas,
agregam os neutrofilos, que liberam substancias inflamatorias, atraindo os macréfagos
gue aumentam a liberacdo de prostaglandinas, leucotrienos e citocinas. Estas
citocinas agregam os leucdcitos, ao solucionar o problema, ha o fim do processo
inflamatorio, permanecendo apenas as citocinas que estao envolvidas na cicatrizacao
do tecido (VASCULARES; BECHARA; SZABO, 1926).

Anti-inflamatorios séo os principais remédios utilizados para tratar os sintomas
relacionados a inflamagdo como dores, febres e edemas. Entre os mais utilizados
estdo os AINEs (anti-inflamatdérios ndo esteroidais) como a indometacina, ibuprofeno,
diclofenaco, aspirina, meloxicam e piroxican conhecidos como analgésicos
antipiréticos. Embora sejam diferentes, estes agem da mesma forma, através da
inibicdo da COX (Ciclo-oxigenase), diminuindo a producdo de prostaglandina, o que
reduz a vasodilatacdo e o edema, afetando também as termina¢des nociceptivas,

reduzindo assim tanto o processo inflamatorio como a dor (RANG et al., 2016).

A COX — 1 é uma enzima constitutiva envolvida em diversas atividades, sendo
expressa em uma grande quantidade de células humanas, jA a COX-2 é uma enzima
induzivel, que tem sua expressdo genica regulada por fatores de crescimento,
citocinas e estresse mecanico. Presente em células inflamatorias, esta € importante

na desagregacao de plaquetas (MORITA, 2002).

Segundo HOUCHEN; STENSON; COHN (2000), por a COX-1 estar envolvida
na citoprotecdo gastrica, muitos AINEs com ac¢éo principal na inibicdo desta néo
trazem prejuizos gastricos ao serem utilizados, ao contrario dos inibidores com acao
principal na COX-2 (MORITA, 2002).

Embora eficientes, os AINEs de modo geral sdo um grande problema
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principalmente em grupos de riscos: idosos, criancas e gravidas. Comumente este

causam disturbios gastrointestinais, cardiovasculares e renais (RANG et al., 2016).

A realizacdo de pesquisas, visando a potencial atividade de E. ponliana, é
promissor, além de ser uma planta inédita, descrita h poucas décadas, existe uma
variedade de plantas dessa familia, desse género, assim como plantas com
compostos semelhantes que possuem atividade anti-inflamatéria, como M.
glazioviana (PEREIRA et al., 2020), Campomanesia adamantium (VISCARDI et al.,
2017) E. brasiliensis (PIETROVSKI et al., 2010), E. candolleana (GUIMARAES et al.,
2009) e E. stipitata (COSTA et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao estdo apresentados na forma de artigo.

Oleo essencial de folhas de Eugenia pohliana DC. reduz a nocicepcéo e

inflamag¢&o em camundongos
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Resumo

Eugenia pohliana (Myrtaceae), embora utilizada na medicina popular por
comunidades da Caatinga, ndo existem relatos que comprovem nenhuma atividade
biolégica. O presente estudo identificou pela primeira vez os componentes do Oleo
essencial de E. pohliana (OEEp) e avaliou atividade antinociceptiva e antiinflamatoria
em modelo in vivo nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. O ¢6leo essencial (EO) foi obtido
por hidrodestilacdo, e a analise feita por cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas, atividade antinociceptiva avaliada pelos testes de

contorgfes, movimento de cauda e formalina (dor neurogénica e inflamatoria), teve o
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mecanismo de nocicepcdo determinado utilizando naloxona. Atividade anti-
inflamatoria foi realizada pelo teste de edema e peritonite. Nos resultados foram
encontrados (E)-B-cariofileno (BCP) (15,56%), ©-cadinene (11,24%) e a-cadinol
(10,89) como componentes majoritarios. No teste de contor¢gfes houve diminuicdo das
contor¢des em 42,95, 52,94 e 70,70%, no movimento de cauda aumento do tempo de
laténcia em 86,6 — 69,1%, e no teste de formalina houve reducéao de dor neurogénica
61,7, 65,5 e 29,5% e dor inflamatodria 64,8, 64,3 e 37,4%. O efeito antinociceptivo de
OEEp ocorre por meio da ativacdo dos receptores opioides. Além,de atividade
antinociceptiva e mecanismo, foi observada reducédo na inflamacao de 74.9-81,4% no
teste de edema de pata e inibicdo no influxo de leucécitos 51,86- 70,38% e neutrofilos
37,74-54,72% no teste de peritonite. Conclui-se que o OEEp apresenta propriedades
farmacoldgicas antinociceptiva com ac¢éo do tipo opioide e anti-inflamatéria e seu uso

nao causa danos hemoliticos ou comportamentais.

Palavras-chave: Caatinga, 8 (E)-cariofileno, antinociceptivo, anti-inflmatorio.

Introducao

A dor nociceptiva ocasionada por perturbacdes quimicas, fisicas ou patdégenos
€ detectada por terminacdes periféricas, transmitidas até o sistema nervoso, através
de estimulos, uma resposta do organismo que em diversos momentos € um fator
debilitante a qualidade de vida (McParland et al., 2021).Enquanto a inflamacéo, a
solucéo do sistema imunolégico para resolver lesdes e expulsar invasores (Matsuda
et al., 2019). Esta defesa do organismo, processo complexo, envolvendo diversas
células e substancias quimicas, em casos persistentes pode ocasionar Doencas

Inflamatodrias Cronicas (DIC) (Hirano et al., 2021).

Um grande numero de farmacos comumente, apresentam diversos efeitos
adversos que variam de leve até incidentes graves. Um dos principais analgésicos, a
morfina, pode promover depressdo respiratoria, constipacdo, nauseas, vOmitos,
tolerancia e dependéncia (Azevedo Neto et al., 2020) enquanto os anti-inflamatorios

nao esteroidais (AINES) como a indometacina, podem provocar reacdes cutaneas,
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problemas gastrointestinais, renais e cardiovasculares (Wongrakpanich et al., 2018).
Devido ocorréncia dessas restricbes, existe a necessidade de buscar medidas
alternativas para o tratamento da dor e inflamacéao, e os produtos medicinais naturais,
especialmente os provenientes de plantas, tem recebido grande destaque, por
possuirem grande diversidade quimica, apresentando diversas caracteristicas que

ajudam no tratamento de doencas (Lee et al., 2021; Russo et al., 2021).

Os compostos quimicos volateis extraidos de plantas, tem grande relevancia
farmacéutica, sua composicdo varia conforme caracteristicas do ambiente de
desenvolvimento e crescimento da planta (Mondal et al., 2021). Sdo descritas diversas
atividades para Oleos essenciais, anti-inflamatéria (Han and Parker, 2017),
antinociceptiva (Costa et al., 2020), antimicrobiana (Souza et al., 2021), leishmanicida
(Nunes et al., 2021), larvicida (Silva et al., 2021), antifungica (Kujur et al., 2021)
antioxidante e antiprotozoéario (Sampaio et al., 2021) que incentivam a descoberta de

metabolitos secundarios com aplicacao farmacologica (Jacoby et al., 2021).

A é&rea fitogeografica da Caatinga, exclusivamente brasileira, possui uma flora
diversificada e com vastos relatos de propriedades farmacolégicas, utilizadas na
medicina popular por comunidades (Saraiva et al., 2015). A familia Myrtaceae,
amplamente distribuida no bioma Caatinga é fonte de 6leos essenciais responsaveis

por importantes beneficios associados a saude (Macedo et al., 2021).

Um dos maiores géneros da familia Myrtaceae, compreende as Eugenia que
engloba cerca de 1.000 espécies (Mazine et al., 2014), que apresentam propriedades
antiviral (E. dysenterica) (Cecilio et al., 2012); antioxidante (E. patrisii) (Franco et al.,
2021); gastroprotetora (E. punicifolia) (Basting et al., 2014); citotéxica (E. calycina)
(Sousa et al., 2015); antimicrobiana (E. brejoensis) (Bezerra Filho et al., 2020);
atividade inseticida (E. sulcata) (Gonzalez et al., 2014); anti-inflamatoria e
antinociceptiva (E. stipitata) (Costa et al., 2020).

Para nosso conhecimento ndo ha relatos de estudos quimicos ou de
atividades farmacologicas de preparacdes de E. pohliana, com isso nosso objetivo foi
determinar pela primeira vez a composi¢ado quimica do 6leo essencial de folhas, bem
como as propriedades antinociceptiva e anti-inflamatorias motivadas pela acdo de

outras espécies do género utilizando modelos in vivo.
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Materiais e métodos

Material vegetal

Folhas de Eugenia pohliana DC, registrado (AO8B8E18B) no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) foram coletadas em junho de 2019 na Serra do Catimbau, ho municipio de
Buique, Pernambuco, Brasil (8° 30' 57" S 37° 20' 59" O) uma regido da Caatinga. A
identificacdo botanica e um espécime de numero 54.805 foi depositado no Herbério
Professor Vasconcelos Sobrinho (PEUFR) do Departamento de Biologia da

Universidade Federal Rural do Pernambuco (UFRPE).

Extracdo e composi¢ao quimica do 6leo essencial

Para obtencado do 6leo essencial de folhas de E. pohliana (OEEp), o material
vegetal foi lavado, rapidamente seco, triturado e submetido ao método de
hidrodestilacdo (600g, 4h). O 6leo essencial (EO) obtido, foi pesado e calculado o
rendimento em % (m/m) seguido de armazenamento em frasco escuro e

imediatamente resfriado (-5°C) até o uso.

A identificacdo dos componentes quimicos foi realizada através de comparacao
dos resultados obtidos através do teste de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas com resultados ja existentes na literatura, especificamente
na Biblioteca Espectral de Massa NIST08, biblioteca espectral de massa do sistema
GC-MS, Wiley RegistryTM da Relacéo Espectral de Massa 9a Edicéo e outros dados
publicados (Adams, 2007)

As condicdes de operacdo, o (CG-MS) modelo Shimadzu GCMS-QP2010.
Utilizou nitrogénio, como gas, do CG transportado por uma coluna capilar de silica
Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), em uma taxa de fluxo de 1 L/min e pressao
de entrada de 30 psi. e 0 MS foi otimizado da seguinte maneira: 70 eV, gas de extracao
(He) 13,6 mL.min-1 e pressdo de 53,5 KPa. Utilizando o seguinte programa de
temperatura: 100 °C (3 min) a 310°C (3,5 °C/min).
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Animais

Os Camundongos Swiss utilizados pesavam entre 30 e 40g com idade entre 8
e 10 semanas, e foram obtidos do Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA), da Universidade Federal do Pernambuco (UFPE). Sendo mantidos
sob condic¢des padrao ciclo claro/escuro de 12 horas, a 22 + 2 °C, com agua ad libitum
disponivel. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso Animal (CEUA) da UFPE protocolo n® 0070/2020. Os animais

permaneceram em jejum por 4 horas antes de cada teste.

Tratamentos utilizados

Solucéo salina (0,9%) empregada como controle negativo, foi aplicada viaoral,
uma hora antes, assim como o OEEp nas doses determinadas, diluido em solucao
salina (0,9%). O OEEp na avaliagdo do potencial hemolitico foi testado em diluicdo
seriada em quintuplicata (156.25-5000 mg/mL), ja nos testes de atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria em doses de 25, 50 e 100 mg/kg. Para avaliacéo
comportamental e investigacdo do mecanismo nociceptivo o OE foi utilizado apenas

na concentracao de 1000 mg/kg.

Administrados via intraperitoneal, trinta minutos antes, analgésico morfina (10
mg/kg) e anti-inflamatdério indometacina (20 mg/kg), foram selecionadas como controle
positivo por serem drogas padréo no tratamento da dor e inflamacéo, respectivamente.
A morfina nao foi utilizada nos testes de avaliacao anti-inflamatoéria e a indometacina
no teste de movimento de cauda, apenas nos outros testes de avaliacao
antinociceptiva. Os animais utilizados receberam ketamine 90 mg/kg/ip and xylazine

5 mg/kg/ip, seguido por deslocamento cervical, ao final dos testes.

Potencial hemolitico

O potencial hemolitico foi determinado seguindo protocolo de Jimenez et al.
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(2003). Foram utilizados eritrocitos de camundongos (2%), incubados em placas de
96 pocos juntamente com diferentes concentracdes de OEEp. Apds um periodo de 30
min de incubacao em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas. A partir
do sobrenadante coletado foi feito a dosagem da hemoglobina liberada em

espectrofotometro a 540 nm de absorbancia.

Atividade antinociceptiva

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva foram utilizados cento e catorze
camundongos, separados em grupos, receberam seus respectivos tratamentos, em
seguida os animais foram imobilizados e injetou-se agentes indutores de nocicepcao
0,1mL/10g de acido acético via intraperitoneal (0,85% v/v - Teste de contorcao
abdominal) e 20uL de formalina na superficie dorsal da pata traseira direita (2,5%, v/v
- teste da formalina). Dois litros de agua destilada aquecida (55 £+ 1 ° C), foram

necessarias para o teste de movimento de cauda.

A determinacédo do mecanismo de acado do OEEp foi realizada com naloxona

(2 mg/kg) antagonista ndo-seletivo do receptor de opioides.

Teste de contorcdo abdominal

O modelo de contor¢gdo abdominal, muito utilizado para determinar atividade
antinociceptiva de plantas foi realizado segundo Oliveira et al. (2018). Trinta e seis
animais, separados de maneira igual, com base no peso em seis gaiolas (n=6).
Individualmente foram imobilizados e receberam &cido acético. Com auxilio de um
cronbmetro observados durante 5 minutos e nos 10min seguintes, foram registradas

a quantidade de contor¢des realizadas por cada animal.

Movimento de cauda

Para a realizagéo do teste de movimento de cauda seguindo os protocolos de
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Khatun et al. (2015), os animais tiveram suas caudas imersas em recipiente de vidro,
com agua destilada (55 + 1 ° C). Os trinta animais que apresentaram reflexo de retirada
antes de 5 s, foram divididos em cinco grupos com base no peso (n=6).Apds vinte
e quatro seguido da administrados os tratamentos, novamente o mesmo procedimento
foi realizado nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min. Com cronémetro foi registrado o
tempo que o animal levou para realizar acao de reflexo (movimento da cauda),

ocasionada pelo calor, limitado a 20 s.

Teste da formalina

Seguindo protocolo de Hunskaar and Hole (1987) trinta e seis animais foram
separados de maneira igual, com base no peso em seis gaiolas (n=6). Imobilizados
individualmente, receberam formalina. A formalina causa nocicepcdo no local de
aplicacao, induzindo o animal a lamber a area. A quantidade de tempo gasto pelo
animal reagindo ao local de aplicacao foi contabilizada durante dois momentos (1:0-
5min/Il:15-30 min). A primeira fase € uma fase de dor neurogénica, causada por danos
de nervos periféricos e a segunda, uma fase de dor inflamatoria, dor mediada por

citocinas.

Investigagdo de mecanismos de atividade antinociceptiva

Doze camundongos separados de maneira igual, com base no peso em duas
gaiolas (n=6), receberam naloxona 30min apo0s aplicagdo dos respectivos
tratamentos. Observados por 30min, seguido do teste da formalina descrito no item
2.6.3.

Atividade anti-inflamatéria

Para avaliagdo da atividade anti-inflamatéria foram usados sessenta

camundongos Swiss. Trinta animais, para cada teste, separados de maneira igual,
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com base no peso em cinco gaiolas de polietileno (n=6), cada grupo recebeu seus
respectivos tratamentos e o tempo necessario foi aguardado para aplicacao de 15 pL
de carragenina a 2% (Edema de pata) que causa inflamag&o e consequentemente
dilatacdo dos vasos, ocorrendo um aumento de tamanho no localde aplicacéo e
carragenina a 1% (Peritonite) via intraperitoneal, induzindo a liberacdo de mediadores

da inflamacéo na regiéo.

Edema de pata induzido por carragenina

Seguindo Winter et al. (1962), para avaliacdo anti-inflamatéria a partir do edema
de pata foi necesséario determinar a variacdo média do volume da pata (%) medida
com pletismémetro, durante um periodo pré-determinado (0, 60, 120, 180 e 240 min).
O pletismometro foi utilizado para medir o volume basal das patas, seguidodos
tratamentos e da carragenina. Para os resultados foi utilizada a férmula: (Alteracéo
percentual (%) = ((Volume final da pata - Volume inicial da pata))/(Volumeinicial da
pata) x 100).

Peritonite

Seguindo Oliveira et al. (2016), apés a carragenina 1% 0s camundongos
foram colocados em gaiolas por 240min. Para realizagcdo da contagem, 2 ml de PBS
heparinizado, foram injetados na regido peritoneal, os exsudatos da lavagem
peritoneal dos trinta animais foram coletados e determinou-se a quantidade de

leucocitos em porcentagem, utilizando analisador automatico de contagem de células.

Avaliagdo comportamental

Para avaliacdo comportamental foram usados trinta e seis camundongosSwiss.

Dezoito animais para cada teste, separados de maneira igual, com base no
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peso em trés gaiolas de polietileno (n=6). Antes da realizacdo dos testes os animas

receberam seus respectivos tratamentos e o tempo necessario foi aguardado.

Campo aberto

Seguindo os protocolos de Archer. (1973), os dezoito animais foram colocados
individualmente por 5min em uma caixa, dividida em quadrados iguais, onde foi
monitorado seu comportamento. Quantas vezes cruzavam o0s quadrados e

autolimpeza.

Labirinto em cruz elevado

Diversas substancias embora eficientes causam ansiedade quando ingeridas,
o protocolo descrito por Kraeuter et al. (2019), permite determinar o nivel de ansiedade
de um animal submetido a uma plataforma central durante 5 minutos. Dezoito
camundongos, individualmente foram colocados na plataforma e através do registro
do nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, foi
possivel determinar o indice de ansiedade do animal, utilizando a seguinte equacao:
IA=1 - [{(tempo gasto nos bragos abertos/tempo total no labirinto)
+ (numero de entradas de braco aberto/total de entradas no labirinto)} / 2], quanto

mais préximo de 1 o valor, mais ansioso estava o animal durante o teste.

Analises estatisticas

A analise dos dados obtidos foi realizada no GraphPad Prism® versédo 8.0 e
expressos em valores médios com desvio padréao (+ DP). Usando andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) foram calculadas as diferencas estatisticamente significantes

(p<0,001) seqguidas pelo teste de Bonferroni ou Dunnett’'s (Quandonecessario).
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Resultados e discussao

Caracterizacao quimica

Os componentes quimicos e seus respectivos indices de Retencao (IR) e
guantidades relativas de OE extraido de folhas de E. pohliana, sdo mostradas na
(Tabela 1). O OEEp, apresentou coloracdo amarelada e a partir da caracterizacéo
quimica, foi evidenciado um total de 38 compostos, integralizando 98.73% do total.
Este é o primeiro relato de composicdo quimica para este 6leo destacando os
componentes majoritarios como sesquiterpeno: (E)-B-cariofileno (15,56%), ©&-
cadinene (11,24%), e a-cadinol (10,89%).

Tabela 1 - Composicdo quimica do 6leo essencial obtido das folhas de E. pohliana (OEEp).

Compone R RI°P % Compone RE RI° %
a-pinene 931 932 0.34 | y-cadinene 1515 1513 3.37
B-pinene 973 974 0.67 | d-cadinene 1526 1522 11.24
Limonene 1027 1024 0.06 | trans-cadina-1,4- 1534 1533 0.13
diene

o-elemene 1337 1335 3.19 | a-cadinene 1539 1537 1.02
a-cubebene 1349 1348 0.11 | a-Calacorene 1544 1544 0.70
a-ylangene 1371 1373 0.25 | Elemol 1550 1548 0.12
a-copaene 1375 1374 0.62 | Germacrene B 1558 1559 0.52
B-elemene 1392 1389 3.06 | Palustrol 1568 1567 0.78
a-gurjunene 1410 1409 1.73 | Spathulenol 1578 1577 1.69
B- (E) —cariofileno 1421 1417 12.56 | Globulol 1585 1590 2.57
a-humulene 1454 1452 3.09 | Guaiol 1593 1600 2.41
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Allo-aromadendrene 1461 1458 1.50 | Ledol 1604 1602 1.48
trans-candina-1(6),4-diene 1474 1475 1.63 | 1,10-di-epi-cubenol 1616 1618 0.74
y-muurolene 1477 1478 1.34 | 1-epi-cubenol 1629 1627 1.53
a-amorphene 1481 1483 4.51 | tau.-Muurolol 1645 1644 10.81
B-selinene 1487 1489 1.36 | a-cadinol 1659 1652 10.89
Bicyclogermacrene 1498 1500 8.13 | Shyobunol 1692 1700 0.10
a-pinene 931 932 0.34 |eudesm-7(11)-en- 1697 1700 0.10
4-a-ol
B-pinene 973 974 0.67 | y-cadinene 1515 1513 3.37
Total 98.73

Rl2= Taxa de retencdo determinada; RIP= Literatura especializada do indice de retencéo; % = area de

composto em relacdo ao OEEp.

A presenca de (E)-B-cariofileno (BCP), um sesquiterpeno biciclico odorifero, é
comum em plantas desta familia sendo relatado como componente em espécies de
E. brejoensis (Santana et al., 2020), E. caryophyllata (Wang et al., 2021), E. uniflora
(Mesquita etal., 2017), E. calycina (Silva et al., 2021; Sousa et al., 2015), E.brasiliensis
(Silva et al., 2019), E. pyriformis (Durazzini et al., 2019), E. dysenterica (Silva et al.,
2018), E. sulcata (Gonzalez et al., 2014) e E. egensis (Silva et al., 2017).

O BCP, é um fitocanabinoide, atua como ligante do receptor canabinoide-2 (CB-
2) (Gertsch et al., 2008), parte do sistema endocanabinoide, amplamente envolvido
na sinalizacéo celular (Meccariello et al., 2020). Este receptor produzidoem sistemas
periféricos, como o sistema imunoldgico, quando ativado inibi mediadores da
inflamacé@o contribuindo para alivio da dor e inflamacdo (Maayah et al., 2020).
Compostos que interagem com sistema endocanabinoide de modo em geral, tem se

mostrado promissor para o tratamento de diversas enfermidades (Shahet al., 2021).

BCP apresenta diversas atividades biolégicas comprovadas, tais como:
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antimicrobiano contra Staphylococcus mutans (Yoo and Jwa., 2018), eficaz no
tratamento de infeccBes por herpes (Astani et al.,, 2011), cicatrizacdo de feridas
(Koyama et al., 2019), anti-inflamatério (Brito et al., 2019) e tem efeito protetor contra
lesdo de isquémica cerebral (Chang et al., 2013).

Outro composto presente na composi¢cdo de OEEp foi o &-cadinene, existente
no oleo de E. caryophyllata (Wang et al., 2021) e E. brasiliensis (Silva et al., 2019). O
OE de E. caryophyllata apresenta atividade antinoceceptiva e anti-inflamatéria (Taher
et al., 2015). Nao existem teste com 6leo de E. brasiliensis para tais atividades, apenas
com extrato hidroalcodlico, que apresentou resultados significativos (Borges et al.,
2018). Quando isolado o 6-cadinene apresentou atividade acaricida contra Psoroptes
cuniculi (Guo et al., 2017).

Ja o sesquiterpeno oxigenado, a-cadinol € um termiticida (Morikawa et al.,
2014) relatado na composicao de E. brejoensis (Mendes et al. 2018) e E. pyriformis
(Durazzini et al., 2019), até o momento ndo ha relatos de atividade antinoceceptiva e
anti-inflamatéria para estas espécies, mas sao descritas outras atividades
farmacolégicas, como antimicrobiano (Bezerra Filho et al., 2020; Souza et al., 2021).
Outras espécies da familia Myrtaceae com atividade biolégica possuem a-cadinol
como Myrcia tomentosa (Sa et al., 2017), Eucalyptus occidentalis (Bande-Borujeni et
al., 2018) e Plinia trunciflora (Lago et al., 2011).

Hemolise

A hemodlise ocorre de modo geral pela lise de eritrcitos, permitindo eventos
gue ocasionam a anemia hemolitica, diversas substancias podem induzir hemdlise,
tornando esse teste de extrema importancia (Barros et al., 2016). Assim, em nossos
resultados as taxas de hemodlise variaram na faixa entre 0,74 e 2,2% nas
concentragOes testadas (156,25-5.000mg/mL). Esses dados, expressam uma baixa

toxicidade, por ndo apresentar atividade hemolitica expressiva (Jimenez et al., 2003).



41

Atividade antinociceptiva

Teste de contor¢céo abdominal

O modelo de contorcéo induzida pelo acido acético apesar de ndo especifico
€ um teste simples e sensivel, sendo padréo para avaliacdo de candidatos a farmacos
de acao antinocipeptiva (Hunskaar and Hole. 1987). O OEEp foi capaz de reduzir em
42,95, 52,94 e 70,70% das contor¢cdes em animais tratados nas doses de25, 50 e 100
mg/kg, respectivamente. As drogas padrao, morfina e indometacina, promoveram uma
reducdo de 98,83 e 85,88% respectivamente, quando comparadosao grupo controle

Figura 2.

Figura 2 - Efeito do éleo essencial de E. pohliana (OEEp) na contor¢do abdominal induzida por acido
acético
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OEEp: 6leo essencial de E. pohliana. Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em

comparacédo com o controle, ANOVA unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

O género Eugenia tem apresentado resultados positivos em testes de
contor¢cdes induzidas por acido acético, por exemplo, o extrato metanolico de folhas
de E. uniflora demonstrou 60% e 74% de reducao de contor¢cdes nas concentracoes
de 100 e 200 mg/kg respectivamente.

O OE das folhas de E. caryophyllata, inibiu significativamente contor¢cbes
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abdominais em camundongos, induzidas por acido acético em 89,6% na concentracao
de 100 mg / kg (Taher et al., 2015) e apresentando em sua composi¢cdo quimica o
majoritario BCP (Wang et al., 2021), este responsével por ativar receptores CB-2,
envolvido na transducao da dor (Valenzano et al., 2005).

Movimento de cauda

O teste de movimento de cauda é um teste altamente sensivel a drogas
opioides, sendo ideal para avaliacdo de farmacos que atuam sobre 0 sistema nervoso
central (Oliveira et al., 2018; Khatun et al., 2015). O OEEp promoveu maior acao
analgésica apds 90 minutos de administracdo com aumento do tempo de laténcia em
86,6 — 69,1% Figura 3.

Figura 3 - Efeito do 6leo essencial de E. pohliana (OEEp) no ensaio de imersdo na cauda.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparagdo com o controle, ANOVA

unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

Os tratamentos com 100 mg/kg de OEEp ou morfina apresentaram acao
antinociceptiva acima de 50% em todos os tempos avaliados. Esses resultados podem

indicar que OEEp apresenta efeito analgésico por via central, semelhante a
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Teste da formalina e Investigagdo de mecanismos de atividade antinociceptiva

No teste de nocicepcdo induzido por formalina, o OEEp revelou acao

antinociceptiva em todas as doses e em ambas as fases do teste. Uma reducao

significativa (p <0.001) no tempo gasto lambendo a pata foi de 61,7, 65,5 e 29,5% na

primeira fase (dor neurogénica) e em 64,8, 64,3 e 37,4% na segunda fase (dor

inflamatoria) nas doses de 100, 50 e 25 mg/kg respectivamente quando comparados

ao controle Figura 4. A morfina, medicamento padrao, reduziu o tempo de lambida em

ambas as fases (86,5-86,3%), enquanto a indometacina foi efetiva apenas na segunda

fase do teste (92%), quando comparado ao controle.

Figura 4 - Efeito do 6leo essencial de E. pohliana (OEEp) em ambas as fases do ensaio de formalina.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparag¢é@o com o controle, ANOVA

unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

O OE das folhas E. candolleana, inibiu o tempo de lambidas apds injecao de

formalina até 55,65% na primeira fase, no entanto, os resultados foram mais

significativos na segunda fase com inibicdo de até 96,7% na dose 100 mg/kg
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(Guimarées et al., 2009), na literatura BCP esta entre os compostos majoritarios desta
espécie (Neves et al., 2017). Santos et al. (2020) reportaram que extrato acetona de
frutos de Myrciaria floribunda reduziram em até 86,52% no tratamento com 100 mg/kg
na primeira fase e 82,58% na segunda. Analise quimica realizada com OE das cascas
dos frutos de M. floribunda apresentaram BCP e ©&-cadinene como compostos

majoritarios desta espécie (Barbosa et al., 2020).

O BCP isolado apresentou resposta significativa na dor inflamatoria, realizado
no teste da formalina, no entanto ndo apresentou nenhum efeito de tratamento na
dor neurogénica (Klauke et al., 2014), os resultados significativos na fase de dor

inflamatoria do OEEp, podem ter como precursor o BCP.

Para investigacdo do mecanismo de acdo, da atividade antinociceptiva por
meio do teste de formalina, realizamos o pré-tratamento com naloxona, antagonista
nao seletivo do receptor opioide, seguido do tratamento com OEEp 100 mg/kg ou
morfina. A acdo de OEEp foi inibida em quase a totalidade, assim como a morfina nas
duas fases do teste da formalina (Figura 3). Esses resultados sugerem que o efeito
antinociceptivo de OEEp ocorre por meio da ativacdo dos receptores opioides

(Lewanowitsch et al., 2006), como foi sugerido no teste de movimento de cauda.

Atividade anti-inflamatéria

Edema de pata induzido por carragenina

Como relatado anteriormente, ndo ha estudos de atividades bioldgicas para a
E. pohliana, entretanto baseado em evidéncias de acéo anti-inflamatéria do género
Eugenia, decidimos investigar o potencial anti-inflamatorio, utilizando o teste deedema
de pata para triar esse possivel efeito. O OEEp reduziu em 74.9-81,4% o edema de
pata induzido por carragenina, enquanto a indometacina inibiu em 81,1% no tempo de
3h em comparacao ao controle (Figura 5). A atividade do OEEp e da Indometacina se

mantiveram constante até o final do tempo de teste.
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Figura 5 - Respostas de diferentes concentracdes de 6leo essencial de E. pohliana (OEEp) ao
edema de pata induzido por carragenina.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparagédo com o controle, ANOVA

unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

Similarmente Costa et al., (2020), descreveram que um OE de E. stiptata,
apresentou efeito anti-inflamatério no edema de pata, reduzindo até 96,94% no
tratamento com 250 mg/kg, sendo encontrado o BCP em sua caracteriza¢ao quimica.
Segundo Sobeh et al. (2019) o teste de edema de pata com o extrato metanoico de
folhas de E. uniflora, reduziu o edema em 32%, neste estudo foi determinado o
potencial de inibicdo em Ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e Ciclo- oxigenase-2 (COX-2),
resultados apresentados foram significativos, com valores de IC50 de 5,63 pg/mL para
COX-1 e 0,18 pg/mL para COX-2.

A inibicdo destas enzimas impede a producdo de substancias inflamatorias,
meio de acao dos anti-inflamatorios AINES (Trinh et al., 2021). Existem relatos que o
BCP é um dos compostos quimicos volateis majoritarios extraidos de E. uniflora
(Mesquita et al., 2017), assim como da Myrtaceae, M. tenella que reduziu o edema
de pata em camundongos 56 e 89% nas doses de 50 e 100 mg kg—1, apresentando
valores significativos na inibicdo de COX-1 (IC50 de 41,88) e COX-2 (IC50 244,1 pug
/ mL) (Gongalves et al., 2021).
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Peritonite

Ap6s a confirmacdo de possivel acdo anti-inflamatoria pelo teste
edematogénico escolhemos o teste de peritonite induzido por carragenina como
modelo de inflamacao aguda. A administracéo oral de OEEp, promoveu uma reducao
significativa (p<0.001) doses de 51,86-70,38 e 37,74-54,72 no influxo de leucécitos e
neutrofilos, respectivamente, em todas as doses testadas. A indometacina inibiu

79.01% da migracéo dos leucocitos e 71.69% de neutrofilos Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito do 6leo essencial de E. pohliana (OEEp) na migracéo de leucécitos e migracéo de

neutréfilos na exsudacao peritoneal em induzida por carragenina.

Tratamentos Dose Leucdcitos L Neutrofilos L
Inibic&o (%) Inibicao (%)

(mg/kg) (10%/ml) (10%/ml)

Controle - 8.1+0.9 - 5.3x0.5 -

Indometacina 20 mg/kg 1.7+0.6* 79.01 1.5+£0.3* 71.69

OEEp 100 mg/kg 2.4+0.6* 70,38 2.4+0.3* 54,72
50 mg/kg 3.2+0.5* 60,50 2.7+0.3* 49,06
25 mg/kg 3.9+0.5* 51,86 3.3+0.2* 37,74

Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparagéo com o controle, ANOVA

unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

Lazarini et al. (2020) firma, que o tratamento oral com extrato etandlico das
frutas de E. selloi promoveu diminuicdo de neutrdfilos em 58% e 70%, nas
concentragfes de 3 e 10 mg / kg, respectivamente. J& 0os animais que receberam o
controle positivo (dexametasona) tiveram uma inibicdo de inibiu 74% dos neutrofilos.
Um extrato metandlico de folhas de E. uniflora (100 mg / kg), reduziu o numero de
leucdcitos para 4,84 £ 1,97 x 106 mL comparado com 0s animais nao tratados 10,04
+ 2,64 x 106 mL (Sobeh et al., 2019).
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O BCP, principal composto do OEEp, apresentou resultados significativos,
reduzindo a migragao peritoneal de neutréfilos em concentragdo de 100 uL (Brito et
al., 2019), estes efeitos podem estar relacionados com sua capacidade de ativacéo
dos receptores CB-2, testes com o isolado em camundongos sem a presenca de

receptores, nao apresentaram resposta inflamatoria (Gertsch et al., 2008).

Avaliacdo comportamental

Campo aberto e Labirinto em cruz elevado

De modo geral agentes analgésicos apresentam como efeitos colaterais acao
direta no sistema nervoso central (CNS). Para isso, ensaiamos os testes de campo
aberto e labirinto em cruz elevado (LCE), padrdo para medir ansiedade, sedacéo e
atividade ndo apenas de roedores, mas de diversos animais (Prut and Belzung, 2003).
A inatividade do comportamento exploratério por parte do animal, da indicios de que
a substéncia testada apresenta uma atividade sedativa e depressora (Fileand
Wardill, 1975; Mujumdar et al., 2000).

Assim, a fim de investigarmos a ocorréncia deste possivel efeito no tratamento
com OEEp, ensaiamos o teste de campo aberto e de LCE adotando a dose 1,000
mg/kg, ou seja, 10 x maior que a dose terapéutica utilizada em nossos testes
farmacolégicos. O tratamento utilizando OEEp no teste de campo aberto ndo teve
resultados significativos de cruzamento dos quadrados (20 + 2) e autolimpeza (58 +

12). O controle apresentou cruzamento dos quadrados 25 + 3 e autolimpeza 75 + 7.

No teste de LCE, o tratamento com OEEp ndo promoveu caracteristicas de
ansiedade apresentando indice de ansiedade de 0.54, ou seja, significativo quando
comparado ao controle (0.41). Assim, nossos resultados, revelaram que a atividade

exploratdria, ndo foram afetadas pelo tratamento com OEEp.



48

Conclusao

O OEEp nao apresentou alteragbes comportamentais e seu potencial
hemolitico ndo foi significativo. OE apresentou atividade bioldgica inibindo a dor e
inflamacé&o. Atividade antinociceptiva segundo os resultados tem mecanismo deacao
pela via opioide, mesma via da morfina. Com base nos seus composto e relatos na
literatura, a presenca do BCP, como majoritario, pode ser o precursor de sua atividade
no alivio da dor inflamatéria e inflamacéo, por ser um ligante do CB-2, que atua na

regulacéo dos mediadores da inflamacao.
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5 CONCLUSOES

O OEEp nado apresentou alteragcbes comportamentais e seu potencial
hemolitico ndo foi significativo. OE apresentou atividade bioldgica inibindo a dor e
inflamacé&o. Atividade antinociceptiva segundo os resultados tem mecanismo deacao
pela via opioide, mesma via da morfina. Com base nos seus composto e relatos na
literatura, a presenca do BCP, como majoritario, pode ser o precursor de sua atividade
no alivio da dor inflamatéria e inflamacéo, por ser um ligante do CB-2, que atua na
regulacdo dos mediadores da inflamagéo.
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6 SUMULA CURRICULAR

e Organizacao do IX workshop potencial biotecnologico da Caatinga.
e Escrita de revisao sobre antivirais.
e Participacao no projeto de pesquisa “Composi¢cao quimica e avaliagdo da

toxicidade aguda e atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias do 6leo
essencial das folhas de Eugenia gracillima Kiaersk.
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