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RESUMO

A familia Lamiaceae tem grande importancia econémica por ser fonte de Oleos
essenciais aromaticos, além de ser bem estudada do ponto de vista quimico.
Relatos de estudos farmacolégicos também sdo extensos na literatura cientifica,
pois as espécimes desta familia sdo encontradas em varias partes do mundo. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica e a atividade
antinociceptiva em camundongos dos Oleos essenciais obtidos das folhas de
Oocephalus nubicola e Leptohyptis macrostachys. O material vegetal foi coletado na
regido do semiarido do Estado da Bahia. Os 6leos essenciais foram obtidos por
hidrodestilacao (3 h), em um aparelho do tipo Clevenger. Os 6leos foram analisados
por cromatografia capilar gasosa, usando deteccdo de ionizacdo de chama e
espectrometria de massas. Dois testes farmacoldgicos gerais foram aplicados para
avaliacdo de possiveis efeitos das amostras no Sistema Nervoso Central dos
animais: triagem farmacolégica comportamental e teste da barra giratéria. Para
avaliacao da atividade antinociceptiva foram empregadas duas metodologias: o teste
das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético e o teste da formalina.
Ambos o0s Oleos apresentaram-se como uma mistura de monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo que Oocephalus nubicola apresentou predominéncia dos
constituintes sesquiterpénicos, enquanto que em Leptohyptis macrostachys os
monoterpenos foram majoritarios. As avaliacdes farmacoldgicas demonstraram que
as amostras ndo afetam a coordenacdo motora dos animais, além de possuirem
propriedades antinociceptivas nas trés doses experimentais, com indicios de
mecanismo de acédo central.

Palavras-chave: Atividade antinociceptiva. Composi¢do quimica. Oocephalus
nubicola. Leptohyptis macrostachys. Oleo essencial.



ABSTRACT

The Lamiaceae family has great economic importance as a source of essential oils,
in addition to being well studied from a chemical standpoint. Pharmacological studies
reports are also extensive in the scientific literature because the specimens of this
family are found in various parts of the world. This study aims to evaluate the
chemical composition and antinociceptive activity in mice of the essential oils
obtained from the leaves of Oocephalus nubicola and Leptohyptis macrostachys. The
plant material was collected in the semiarid region of Bahia. The essential oils were
obtained by hydrodistillation (3 h), on a Clevenger-type apparatus. The oils were
analyzed by capillary gas chromatography using flame ionization detection and mass
spectrometry. Two general pharmacological tests were used to assess possible
effects of the extracts on the central nervous system of animals: the screening
behavioral pharmacology and the rota-rod test. Antinociceptive effects were
assessed using acetic acid-induced writhing test and formalin test. Both oils were
presented as a mixture of monoterpenes and sesquiterpenes, and Oocephalus
nubicola showed predominance of sesquiterpene components, while in the
Leptohyptis macrostachys monoterpenes were major. The pharmacological
evaluations demonstrated that the samples did not affect motor coordination of
animals, besides their antinociceptive properties in the three experimental doses,
with evidence of central effects.

Keywords: Antinociceptive activity. Chemical composition. Oocephalus nubicola.
Leptohyptis macrostachys. Essential oil.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € reconhecido pela sua biodiversidade. Essa riqueza biolégica torna-
se ainda mais importante porque esta aliada a sua sociodiversidade que envolve
povos e comunidades, com visdes, saberes e praticas culturais proprias. Na questdo
do uso terapéutico das plantas, esses saberes e praticas estdo diretamente
relacionados aos territdérios e seus recursos naturais, como parte integrante da

reproducao sociocultural e econdmica destes.

Os recursos naturais, especialmente os vegetais, se caracterizam como uma
fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamento,
utilizadas nas mais variadas aplicacfes terapéuticas, gracas a diversidade de sua
constituicdo quimica. Os 6leos essenciais, como produtos obtidos das diferentes
partes vegetais, possuem diversas destas propriedades terapéuticas bem
estabelecidas. Muitas plantas medicinais ja tiveram suas acdes terapéuticas
validadas, tendo seu uso assegurado por estudos cientificos realizados, estando

inclusive incluidas no projeto Farmécias Vivas.

A investigacdo sobre produtos naturais com atividade antinociceptiva em
nosso pais tem aumentado significantemente nos ultimos anos. Podemos observar
uma crescente demanda para produtos naturais, tanto por industrias farmacéuticas
nacionais quanto internacionais, fato que vem impulsionando as investigacfes

cientificas e a busca por drogas naturais.

A dor pode ser conceituada como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel que esta associada a lesbes reaiso u potenciais. Ja 0 termo
nocicepcado estd relacionado com o reconhecimento de sinais dolorosos pelo
sistema nervoso, que formulam informagdes relacionadas a lesdo. Baseado nestes
conceitos, otermo dor seria melhor aplicado a seres humanos do que aos animais,
pelo fato deste termo envolver um componente emocional. Mesmo assim tornou-se
uma convengdo o uso do termo “dor’ para pacientes humanos e animais
(KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008).



A proposta de investigacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais de
espécies de Lamiaceae, aliada a testes de atividade antinociceptiva, podera levar a
ampliacdo do conhecimento quimico da familia e identificacdo de substancias
bioativas. Além disso, a identificacdo e o isolamento desses novos compostos com
atividade antinociceptiva poderdo ser utilizados na producdo de medicamentos

fitoterapicos ou como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos.

Baseando-se nas justificativas acima, este estudo tem como tema central o
estudo da composi¢do quimica e da atividade antinociceptiva de 6leos essenciais
das folhas de Oocephalus nubicola (Harley) Harley & J.F.B. Pastore e Leptohyptis
macrostachys (Benth.) Harley & J.F.BPastore oriundas do semiarido do estado da
Bahia. Como objetivo geral, avaliar a composicdo quimica e a atividade
antinociceptivaem modelos animais, dos 6leos essenciais obtidos de Oocephalus
nubicola e Leptohyptis macrostachys da regido do semiarido do Estado da

Bahia.Entre os objetivos especificos:

e Analisar a composi¢cdo quimica de 6leos essenciais obtidos das folhas de

Oocephalus nubicola e Leptohyptis macrostachys;

e Avaliar os possiveis efeitos dos 0leos essenciais sobre o Sistema Nervoso

Central (SNC) de camundongos;

e Verificar o efeito sobre a coordenacdo motora em roedores tratados com 0s

6leos essenciais;

e Investigar a atividade antinociceptiva dos 0leos essenciais obtidos das folhas

de Oocephalus nubicola e Leptohyptis macrostachys em camundongos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Os homens primitivos, assim como outros animais, usavam as plantas
medicinais através dos seus instintos de sobrevivéncia, com isso, observavam
determinados efeitos nelas contidas que minimizavam suas enfermidades. Assim,
foram acumulando conhecimentos a respeito dos seus efeitos sobre cada desordem.
Esta préatica milenar, por ter ultrapassado todas as barreiras e obstaculos durante o
processo evolutivo e chegado até os dias atuais, teve, portanto, seu devido

reconhecimento da ciéncia e daqueles que a executam (CAMPOS, 2006).

Ao longo do tempo tém sido registrados variados procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolucdo da medicina
alopética a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na
sua utilizacdo pelas populagdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros de
atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estesmotivos,
associados com a facil obtencdo e a grande tradicdo douso de plantas medicinais,
contribuem para sua utilizacdo pelas populacdes dos paises em desenvolvimento
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta — em torno de 15 a 20%
do total mundial, com destague para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade — que, associada a uma rica diversidade
étnica e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso
de plantas medicinais, tem o0 potencial necessario para o desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas. No entanto,
embora 0 nosso pais possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de
60.000 espécies vegetais superiores catalogadas, apenas 8% foram estudadas para
pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas
propriedades medicinais (BRASIL, 2009).



O semiérido brasileiro esta praticamente incluido no Nordeste do Brasil,
compreendendo parte dos estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, além do norte de Minas Gerais. Esta regido
corresponde a mais da metade da area do Nordeste e ocupa 11,5% do territorio
nacional, incluindo 1116 municipios. A vegeta¢do no semiarido nordestino apresenta
uma grande variagao fisiondmica e floristica, extremamente complexa e dificil de ser
caracterizada nos grandes dominios morfocliméaticos brasileiros, que esta
relacionada a grande heterogeneidade do clima, solo e relevo. Estima-se haver oito
mil espécies vegetais, sendo que destas, 318 espécies de 42 familias botanicas sédo
endémicas da caatinga, ainda pouco estudadas em relacdo a descoberta de novas
moléculas bioativas (NOVAIS et al, 2003; GIULIETTI; QUEIROZ, 2006).

Os fitoterapicos representam uma porc¢ao significativa do mercado mundial de
medicamentos, com crescimento nas vendas de 15% ao ano contra 4% do setor de
farmacos sintéticos. No Brasil, eles geram um faturamento de cerca de US$ 160
milhdes anuais, constituindo um mercado promissor e em franca expansao.
Observa-se que grande parte dos fitoterdpicos apresenta rentabilidade elevada,
desmistificando a justificativa das empresas se manterem ilegais devido a pouca

significancia econdmica desse mercado (CARVALHO, 2011).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacologica e o
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente com agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a
sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos. Além disso, as
pesquisas relacionadas estdo cada vez mais recebendo apoio total do poder publico,
pois além do fator econémico, deve-se destacar a importancia para a seguranca

nacional e preservacéo dos ecossistemas.

A partir do século XIX aprendeu-se a reconhecer as indicacdes terapéuticas
de uma planta em funcdo de seus compostos quimicos. Muitos destes compostos
podem hoje ser reproduzidos artificialmente por sintese; e durante um periodo estes
compostos sintéticos pareciam querer superar a utilizagdo dos fitoterapicos. Hoje se
reconhece que muitos compostos quimicos descobertos nas plantas e utilizados em

medicina ndo podem ser reproduzidos por sintese, por outro lado, alguns produtos



de sintese s6 podem ser obtidos por meio de precursores vegetais (CARVALHO,
2004).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que grande parte da
populacdo dos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para
sua atencdo primaria, tendo em vista que 88% desta populacédo utilizam praticas
tradicionais nos seus cuidados basicos de saude, principalmente plantas ou
preparacdes destas. Esta pratica estd bem estabelecida especialmente em paises
da Asia, América Latina e Africa, onde muitas dessas plantas ndo tém sido
estudadas e ainda podem ser avaliadas quanto a agdo antimicrobiana, em contraste
com as plantas nativas da Europa, que ja foram exaustivamente estudadas
(DUARTE, 2006).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundéarios de plantas, compostos de
misturas complexas de substancias liquidas de aparéncia oleosa em temperatura
ambiente, volateis, lipofilicas e geralmente odoriferas. Sua principal caracteristica é
a volatilidade, diferindo-se assim dos 6leos fixos, mistura de substancias lipidicas,
obtidos geralmente de sementes. O aroma € frequentemente agradavel e intenso,
sendo, por isso, também chamados de esséncias. Eles também sdo sollveis em
solventes organicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominacdo de
Oleos etéreos. Em agua, os 6leos volateis apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solu¢des aquosas, que sdo denominadas de hidrolatos
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Embora a constituicdo quimica dos 6leos volateis seja muito diferenciada,
eles possuem uma série de propriedades fisico-quimicas em comum: densidade
menor que a da agua, alto indice de refracédo, séo sensiveis a luz, ao ar, ao calor, a
umidade e a presenca de metais e a maioria é opticamente ativa. Sao relativamente
fluidos, podendo solidificar-se a temperaturas mais baixas. No que se refere a cor,

variam de totalmente incolores a fortemente dourados, passando por nuances



esverdeadas, ambarinas e amareladas. Possuem ainda sabor geralmente &cido e
picante (CORAZZA, 2002).

2.2.1 Composicao quimica e biogénese

As plantas apresentam, além do metabolismo primario, o chamado
metabolismo secundario. Enquanto o primeiro é responsavel pela producdo de
celulose, lignina, proteinas e outras substancias que realizam as principais funcdes
dos vegetais, o0 metabolismo secundario origina substancias de baixa massa
molecular, as vezes produzidas em pequenas quantidades e responsaveis por
funcdes nem sempre bem definidas, mas ndo menos importantes, e entre tais
substancias encontram-se o0s O6leos volateis. Os metabdlitos secundarios séo
compostos que possuem uma distribuicéo limitada na natureza, encontrados apenas
em organismos especificos, expressando a individualidade das espécies — esta € a

principal constatacdo que os distingue dos metabdlitos primarios (DEWICK, 2009).

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpénicos, cetonas, aldeidos, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, peroéxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos
com enxofre. Nesta mistura de compostos, normalmente um deles € o composto
majoritario, ou seja, aquele que se apresenta em maiores quantidades, enquanto os
outros estdo presentes em menores teores; e alguns ainda aparecem em
baixissimas quantidades, nestes casos diz-se que este composto é um constituinte-
traco (SIMOES; SPITZER, 2007).

De um modo geral, a grande maioria dos 6leos essenciais séo constituidos de
derivados fenilpropandides ou de terpendides, sendo que estes Ultimos
preponderam. Os metabdlitos secundarios séo originados a partir da glicose por dois
intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato, que por sua vez, formam
os derivados fenilpropandides e os terpendides respectivamente (Figura 1)
(AHARON!et al, 2006).
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Figura 1 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.
Fonte: SANTOS, 2007.

Os fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico, que forma as
unidades basicas dos acidos cindmico e p-cumarinico. Nas plantas, esses
compostos tém origem nos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina,
respectivamente. Tais compostos, por meio de reduc¢des enzimaticas, de oxidacdes
com degradacdo das cadeias laterais e por meio de ciclizacbes enziméaticas
intramoleculares, produzem propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, aldeidos
aromaticos e cumarinas (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). A Figura 2
exemplifica alguns fenilpropanoides encontrados como constituintes de oOleos

essenciais.
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Figura 2 — Exemplos de fenilpropandides de ocorréncia em 0leos essenciais.
Fonte: Autor, 2014.

Os terpendides constituem todos 0s compostos cuja origem biossintética
deriva das unidades do isopreno; a unidade isoprénica, por sua vez, origina-se do
acetato por via do acido mevalbnico. Os esqueletos carbonados dos terpendides sédo
formados pela condensacdo de um numero variavel de unidades isoprénicas
(unidades pentacarbonadas). Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza
e sdo encontrados em abundancia nas plantas superiores; além de ser encontrados
também em fungos, organismos marinhos, feroménios de insetos e em suas
secrecOes de defesa (SANTOS, 2007).

Dentre os terpendides, os compostos mais frequentes em 6leos essenciais
Sado 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Os principais constituintes, dentre os
monoterpenos, sao: hidrocarbonetos aciclicos (mirceno, linalol), monociclicos (a-
terpineol, terpinoleno) e biciclicos (a-pineno, canfora). Em cada um desses
subgrupos h& outras classificacfes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), alcoois
(mentol), aldeidos ou cetonas (mentona, carvona). Os sesquiterpenos podem ser
aciclicos (farnesol, nerolidol), monociclicos (acido abscisico), biciclicos (B-selineno,
y-bisaboleno) ou lactonas sesquiterpénicas — exemplos das estruturas de
monoterpenos e sesquiterpenos de ocorréncia em Oleos volateis podem ser
visualizados na Figura 3 (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; SIMOES; SPITZER,
2007).
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Figura 3 — Exemplos de monoterpenos e sesquiterpenos de ocorréncia em 6leos

essenciais.
Fonte: Autor, 2014.

A composicdo e a concentracdo dos constituintes do 6leo volatil de uma
planta é determinada geneticamente, sendo geralmente especifica para um
determinado 6rgao e caracteristica para seu estagio de desenvolvimento, porém, as
condicbes ambientais sdo capazes de causar variagdes significativas. O ambiente
no qual o vegetal se desenvolve, a temperatura, a umidade relativa, a duragéo total
de exposicao ao sol, o regime dos ventos, a presenca de micronutrientes no terreno
e o tipo de cultivo, exercem uma influéncia direta sobre a composicdo quimica dos
Oleos (LIMA, KAPLAN, CRUZ, 2003).

O dleo essencial da espécie Hyptis suaveolens, por exemplo, ja foi
caracterizado quimicamente em varios estudos, tendo sido verificada elevada
variabilidade na composicao e noteor dos constituintes majoritarios. Estas diferencas
foram atribuidasa origem geogréfica das plantas. Portanto, a procedénciadistinta de
plantas de H. suaveolens pode ser um fator devariabilidade genética, uma vez que a
biodiversidade envolve ometabolismo das plantas e seus produtos, ou pode indicar
umpadrao de variacdo geografica na composicdo do Oleo essencial (MARTINS;
SANTOS; POLO, 2006).




O método de escolha para separacdo, determinacdo e caracterizacdo de
substancias componentes de Oleos volateis é a cromatografia gasosa associada a
técnicas de espectroscopia para aumentar a resolucao e facilitar a identificacdo dos
terpenos. A técnica de cromatografia gasosa €é responsavel pela separacdo e
quantificacdo destas substancias. No entanto, para se ter mais seguranca na
identificag8o dos picos individuais e controlar a pureza de um pico cromatogréfico, €
recomendavel analisar um 6leo volatil também por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, método este que ird permitir, além da separacdo dos
componentes, um espectro de massas para cada pico. O espectro de massas, por
sua vez, indica a massa molecular e o padréo de fragmentac¢do: enquanto o primeiro
informa a classe da substancia, o segundo faz propostas de probabilidade quanto a
identidade da substancia analisada através de comparacdo com o banco de dados
do equipamento (SIMOES; SPITZER, 2007).

A identificacdo de componentes de 6leos volateis tem feito o usode CG e de
CG-MS em associacdo com a determinacdo do indice deKovats. Este procedimento
vem sendo aplicado com sucesso naidentificacdo de substancias de estruturas
conhecidas porque, em suamaioria, os dados gerados podem ser comparados
diretamente com osvalores de tempo de retencao (indice de retencédo) obtidos em
colunas depolaridades diferentes e com os espectros de massas dos constituintes
volateis publicados (ADAMS, 2007).

2.2.2 Localizacéao e funcdes biolbgicas

Os Oleos essenciais sdo encontrados, especialmente, no grupo das
Espermatdfitas. Além disso, os géneros capazes de produzir essas substancias se
reagrupam em um grupo bem restrito de familias das Angiospermas, principalmente
as dicotiledbneas, tais como as familias Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Piperaceae, Rutaceae entre outros. S&o raramente encontrados em
gimnospermas, e possuem ocorréncia relativamente baixa nas angiospermas
monocotileddneas(FLORAO, 2006; DUARTE et al, 2007).



De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de plantas
acumulam esses elementos volateis em 6rgdos anatémicos especificos. Os 6leos
essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como pélos
glandulares (Lamiaceae), células parenquimais diferenciadas (Lauraceae), tubos
oleaginosos chamados vittae (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizdégenas
(Pinaceae, Rutaceae). Podem ainda estar estocados em diversos 0rgaos, tais como
flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes
(BAKKALI et al, 2008).

Embora as diferentes partes vegetais de uma mesma planta possam
acumular 6leos volateis, a composi¢cdo quimica, as caracteristicas fisico-quimicas e
os odores destes podem ser bem distintos. Ainda mais, a composicdo quimica de
um Oleo extraido de um mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal, pode variar
de acordo com uma série de fatores ambientais, como a época da coleta, as
condi¢des climaticas e do solo, ja citados anteriormente (SIMOES; SPITZER, 2007).

As substancias odoriferas em plantas foram consideradas por muito tempo
como um desperdicio fisiol6gico, ou mesmo como produtos de desintoxicacao.
Porém, hoje ja se sabe que a volatilidade e o odor marcante dos 6leos essenciais
estdo associados a varias funcdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu
ecossistema, exercendo um papel fundamental na defesa contra microrganismos e
predadores, na atracdo de insetos e outros agentes fecundadores, como inibidores
da germinacdo, e também na protecdo contra a perda de agua e aumento de
temperatura (SIANI et al, 2000).

2.2.3 Propriedades farmacologicas

Primeiramente deve-se salientar que as propriedades farmacoldgicas de uma
droga vegetal rica em 6leos volateis ndo sdo as mesmas do Oleo isolado desta
mesma droga vegetal. Também deve-se levar em consideragdo que, se € possivel
estabelecer a atividade farmacolégica de uma substancia isolada, 0 mesmo néo é
tdo facil para um éleo volatil que, além de ser uma mistura complexa, pode ter sua

composicao quimica alterada por uma série de fatores.



Uma variedade de 6leos volateis fornecem compostos de partida para sintese
de outras substéncias Uuteis nas industrias quimica e farmacéutica; outros
componentes tém propriedades farmacologicas e sdo usados como antibacterianos,
analgésicos, sedativos, expectorantes, estimulantes e estomaquicos na composi¢ao
de diversos medicamentos (ARRUDA et al, 2006; NUNES et al, 2006).

Simbes e Spitzer (2007) também destacam as seguintes propriedades
farmacologicas de Oleos essenciais ja estabelecidas: acdo carminativa,
antiespasmadica, cardiovascular, irritante topica ou revulsiva, secretolitica,
estimulante do sistema nervoso central, anti-inflamatoria, anti-séptica entre outras.
Ja segundo Siani e outros (2000), sdo dignas ainda de mencdo as atividades
inibidoras de crescimento de células neoplasicas e de alguns tipos de virus,
incluindo herpes simples tipo 1 e influenza.

2.2.4 Métodos de extracao

Os métodos de extracdo de 6leos essenciais variam conforme a localizacao
do d6leo volatil na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo. Sédo basicamente
cinco métodos de extracdo: enfloracdo, prensagem, extracdo com solventes

organicos, extracao por CO; supercritico e arraste por vapor d’agua.

Na destilagao por arraste a vapor d’agua, também chamada hidrodestilacéo,
os Oleos volateis sdo arrastados pelo vapor d"agua, por possuirem tensao de vapor
mais elevado que a da agua.Neste método, o material vegetal € imerso em agua
sobaquecimento até a temperatura de 100 °C, resultando na formac&o devapores
gue arrastam os compostos mais volateis. A mistura de vapor esoluto passa por um
condensador e, apds a condensacao, 0s compostosseparam-se da fase aquosa por
decantacédo (BIASI; DECHAMPS, 2009).

Neste método, em pequena escala, a Farmacopeia Brasileira V preconiza o
uso de aparelhos do tipo Clevenger, e logo ap0s a obtencdo do Oleo, e apos

separar-se da agua, este deve ser seco com sulfato de sédio anidro. E uma técnica



de extremasimplicidade, facilidade de execucdo, bom rendimento e baixo custo
(CORAZZA, 2002).

2.3 A FAMILIA LAMIACEAE

Esta familia tem grande importancia econémica por ser fonte de 6leos
essenciais aromaticos, além de ser bem estudada do ponto de vista quimico.
Extensiva literatura a respeito da composi¢cdo quimica da familia Lamiaceae
apontam a presenca efetiva de monoterpenos e sesquiterpenos em espécies de
grande importancia econdmica. As inUmeras propriedades relatadas como
caracteristicas desta familia, inclusive as medicinais e antimicrobianas, deve-se em
grande parte a presenca desses compostos terpénicos presentes nos O0leos
essenciais dessas plantas (RICHARDSON, 1992). Em relacdo ao metabolismo
especial, apresenta uma grande variedade de classes de micromoléculas, existindo
representantes da via do acido acético, do acido chiquimico e provenientes de

biossintese mista (MENEZES, 1994).

Segundo Cole (1992) os metabdlitos secundarios que ocorrem com maior
frequéncia na familia Lamiaceae séo os flavondéides e os terpendides, estes ultimos
em sua maioria, detentores de propriedades inseticidas, antimicrobianas e
antifngicas. Os terpendides presentes nesta familia também apresentam
significativa importancia taxon6mica, haja visto que a divisdo de Labiatae nas
subfamilias Lamioideae e Nepetoideae de Erdtman € amparada em parte pela
presenca de iridoides em Lamioideae, e pela grande quantidade de Oleo essencial
em Nepetoideae em detrimento da outra subfamilia, salvo algumas excecbes de
especies de Lamioideae ricas em 6leos essenciais. Assim sendo, juntamente com a
morfologia, os terpendides volateis e os heterosideos iriddides sédo Uteis marcadores

dessas subfamilias.

Espécimes desta familia sdo encontrados em varias partes do mundo, seja
em campos rasteiros, e regides montanhosas sob climas tropical, sub-tropical e
temperado (FALCAO; MENEZES, 2003). Segundo Harley (1996), esta familia tem

preferéncia por savanas e montanhas, contudo algumas espécies do género



Hyptisvivem em areas mais umidas.O género Hyptis, pertencente a tribo Ocimeae e
a subtribo Hyptidinae, era considerado um dos maiores géneros desta familia, sendo
formado por aproximadamente 400 espécies distribuidas desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina. Composto por ervas, sub-arbustos, arbustos ou raramente
arvores pequenas, suas espécies apresentam geralmente caules quadrangulares,
folhas opostas, simples ou raramente partidas, pecioladas, sésseis ou curtamente

pedunculadas.

Recentemente Harley e Pastore (2012), através de evidéncias
cromossOmicas e anatomicas, sugeriram alteracdbes na subtribo Hyptidinae
(Lamiaeae), criando novos géneros e redefinindo outros, deixando-os
morfologicamente mais homogéneos e mais estritamente definidos. Desta forma, as
duas espécies aqui investigadas e que pertenciam ao género Hyptis passam a ser
denominadas de Leptohyptis macrostachys (Benth.) Harley & J..F.B. Pastore e

Oocephalus nubicola (Harley) Harley & J.F.B. Pastore.

Leptohyptis macrostachys (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinonimiaHyptis
macrostachys Bentham, Mesosphaerum macrostachyum (Benth) Kuntze) é um
arbusto ramificado na base com até 2 m de altura, possuindo flores brancas, e
popularmente conhecida como “alfavaca-brava” ou “hortela do mato”. Na medicina
popular, o cha das partes aéreas é usado para aliviar sintomas da asma, tosse e
bronquite (AGRA et al, 2008). De Souza e outros (2013) demonstraram gque o extrato
etandlico das partes aéreas desta espécie apresenta um efeito espasmolitico em

camundongos.

Oocephalus nubicola (Harley) Harley & J.F.B (sinonimia Hyptis nubicola
Harley) caracteriza-se como um arbusto com até 1 m de altura. Folhas arredondadas
a reniformes, fortemente perfumadas. Flores com corola lilas a rosa, reunidas em
inflorescéncia terminal de cimeiras pequenas. Ocorre nos campos rupestres das
regides mais elevadas da Chapada Diamantina (GIULIETTI et al, 2009), sem relatos

de estudos quimicos ou farmacologicos na literatura.



2.4 DOR E NOCICEPCAO

A dor é conceituada pelo Comité de Taxonomia da Associacéo Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) como uma experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel associada ou descrita em termos de lesfes teciduais, que apresentam
carater subjetivo e abstrato (BASBAUM; BUSHNELL, 2002).

A partir de suas caracteristicas fisiopatoldgicas, a dor pode ser classificada
como nociceptiva, neuropatica e/ou psicogénica,como também pode ser mista,
envolvendo mais de um destes trés mecanismos. A dor nociceptiva resulta da
ativacdo direta de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma lesao
tecidual,acompanhada de inflamacdo, a exemplo da dor pdés-operatéria e da
queimadura. J4 a dor neuropética € decorrente de alteracdo ou lesdo do sistema
nervoso central ou periférico, e manifesta-se na auséncia de agressoes teciduais; e
a dor psicogénica seria aguela em que o estimulo psiquico seria responsavel por
seu eliciar (ALVES NETO, 2009; KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008).

Nocicepcdo € o mecanismo que resulta na dor nociceptiva, € um termo
neurofisiolégico que se refere aos mecanismos neuroldgicos mediante 0os quais um
estimulo lesivo € detectado. O primeiro passo na sequéncia de eventos que originam
o fenbmeno sensitivo-doloroso é a transformacéo dos estimulos ambientais, fisicos
ou quimicos intensos em potenciais de acdo, que sao transferidos das fibras
nervosas do Sistema Nervoso Periférico (SNP) para o SNC. O processo de
transducdo dos eventos térmicos, mecanicos e/ou quimicos intensos em potenciais
de geracdo e de acdo nos aferentes primarios € limitado a regido da membrana
axonal, que ocupa poucas centenas de micrometros de terminacdo axonal distal e
que constitui 0 nociceptor ou a terminacédo nervosa livre (TEIXEIRA; FIGUEIRO,

2001).

A partir de um potencial gerado nos nociceptores, o estimulo seguira pelas
fibras aferentes primarias até a medula espinhal e, através das vias ascendentes,
sera projetado no cortex onde ocorre a percepgao consciente da dor, apds conexdes
com estruturas com talamo e formagdo reticular. A leséo tissular provoca formacéo e

liberacdo de substancias que sensibilizam e ativam o0s nociceptores (Figura 4),



seguidas de transmissdo do impulso para a medula espinhal e para os centros
supra-espinais (SAKATA; ISSY, 2004).
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Figura 4 — Leséo de tecido com ativagcado de nociceptores.
Fonte: SAKATA; ISSY, 2004.

A pesquisa da etiologia e da nosologia da dor, e a quantificacéo e qualificacdo
da sensacao dolorosa sao fundamentais para a instalagédo das medidas terapéuticas
apropriadas. Varias classes de farmacos sao utilizados para o tratamento da dor: o
tratamento farmacol6gico da dor nociceptiva envolve o uso de analgésicos
antipiréticos, anti-inflamatoérios ndo-hormonais e esteroidais ou opidides. Farmacos
antidepressivos e neurolépticos, anticonvulsivantes, antineuralgicos e miorrelaxantes
sdo os mais eficazes para o tratamento dos demais tipos de dores (TEIXEIRA;
FIGUEIRO, 2001).Atualmente, pesquisas sdo realizadas no intuito de elucidar os
mecanismos fisioldgicos e emocionais da dor, visando a descoberta de novos

farmacos que possam reduzir ou até eliminar o processo doloroso.

O estudo da atividade antinociceptiva de 6leos essenciais de plantas nativas é
bastante encontrado na literatura cientifica, tendo sido relatado em muitos paises
tais como Brasil, Cuba, india e México, que possuem uma flora diversificada
associada com uma rica tradicdo na utilizagdo de plantas medicinais. Pesquisas

voltadas para o estudo e avaliagdo de Oleos essenciais como terapéuticos sédo



constantemente estimuladas para além do intuito de criar novas drogas, como

também para aperfeicoar as ja existentes.

A atividade biologica dos Oleos essenciais esta diretamente ligada aos seus
componentes quimicos, a configuragdo estrutural e os grupos funcionais dos
componentes, e ainda a possibilidade de interacdes sinérgicas entre 0s
componentes. Em relacdo as particularidades do 6leo, algumas pesquisas a respeito
de sua composicdo mostram que fatores ambientais, proveniéncia do material da
planta (fresco ou seco) e técnica de extracdo, afetam a composi¢cdo quimica deles,
podendo provocar também alteracdes na atividade antinociceptiva.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

As plantas foram coletadas na regido do semiarido do estado da Bahia. Todo
o tratamento convencional de herborizacdo seguiu o descrito em MORI et al. (1989).
As exsicatas foram depositadas no herbario do Departamento de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), onde foram
identificadas pelo Prof. Dr. José Floriano Baréa Pastore (Figura 5). Os locais de

coleta, periodo e a identificacdo no herbario estdo apresentados abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados da coleta.

Espécie Local Periodo Identificacéo
Leptohyptis macrostachys Mucugé 15/08/2011 HUEFS-184484
Oocephalus nubicola Rio de Contas 15/09/2011 HUEFS-184495

Fonte: Pesquisa Experimental.

Figura 5 — Exsicatas depositadas no herbario. A) Oocephalus nubicola (Harley)
Harley & J.F.P. Pastore, B) Leptohyptis macrostachys (Benth.)Harley & J.F.B.
Pastore.

Fonte: Pesquisa Experimental



3.2 DETERMINACAO DE UMIDADE DA BIOMASSA

Para a obtencdo do teor de umidade presente nas folhas das espécies em
estudo, aproximadamente 1g do material vegetal fresco foi pesado e submetido a
um determinador de umidade com fonte de calor infravermelho (Figura 6). O teste foi
realizado em triplicata e a média aritmética dos resultados foi utilizada como

resultado.

A determinacdo de umidade auxiliard na determinacdo do rendimento da
extracdo dos 6leos essenciais, pois o desconhecimento da quantidade de umidade
presente na biomassa pode concorrer para diminuir drasticamente o valor real do

teor dedleo presente na biomassa.

Figura 6 — Determinador de umidade (Série ID Versédo 1.8 - Marte®)

3.3 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Apés trituracdo das folhas, o 6leo essencial foi extraido por meio da
hidrodestilacao, utilizando um aparelho tipo Clevenger, conforme especificacdo da
Farmacopeia Brasileira V (2010), com duracdo de trés horas. Ao 6leo bruto foi
adicionada uma pequena quantidade de sulfato de sodio anidro, para absorver as

moléculas de agua que possam estar presentes no 6leo; e por fim este foi



armazenado em baixa temperatura, para evitar a degradacdo e manter a

reprodutibilidade das analises.

3.3.1 Calculo do teor de 6leo

Para o célculo do teor de 6leo essencial, utilizou-se a relacdo entre o volume

de 6leo obtido e a biomassa vegetal livre de umidade, conforme a equagéo abaixo:

Vo
TO = "Bmxu']xmﬁ
Bm-
L 100

onde,

TO = teor de 6leo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento
de extracao (%).

Vo = volume de 6leo extraido (mL).

Bm = biomassa (Q)

Bm xU = quantidade de umidade ou dgua presente na biomassa.
100

O valor calculado expresso em porcentagem corresponde ao volume (mL de
6leo essencial por 100 g de biomassa seca) e indicao valor correto do teor de Gleo

contido na biomassa seca.

3.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Os 6leos essenciais foram analisados por GC/MS no sistema Shimadzu
QP5050A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com um amostrador
automatico AOC-20i sob as seguintes condi¢cdes: J&W Scientific DB-5MS com
coluna capilar silica (espessura: 30 m x 0,25 mm i.d., x 0,25 um, composta de 5%-
fenil-95%-metilpolisiloxano) operando no modo elétrico de impacto a 70 eV. Hélio
(99.999%) como gas arrastador a um fluxo constante de 1.2 mL/min. O volume de

injecao foi 0.5 pL (proporgdo de 1:100), a temperatura de injegéo foi de 250 °C e a



temperatura da fonte-ion foi de 280 °C. A temperatura do forno foi programada para
50°C (isotérmica para 1.5 min), com um aumento de 4 °C/min para 200 °C, entdo 10
°C/min para 300 °C, finalizando com 10 min. isotérmico para 300 °C. Espectros de
massa foram tomados a 70 eV com intervalos de varredura de 0,5 s e fragmentos de
40 a 500 Da.

Andlise quantitativa dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (FID), usando um aparelho Shimadzu
GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), sob as seguintes condi¢cbes
operacionais: coluna capilar ZB-5M5 (5%-fenil-arileno-95%-metilpolisiloxano) coluna
capilar silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um de espessura), sob as mesmas
condicbes relatadas para o CG-MS. A quantificacdo de cada constituinte foi
estimada por area de normalizacdo (%). As concentracdes de componentes foram
calculadas de areas de pico de CG e foram organizadas pela ordem de eluicdo de
CG.

A identificacdo de componentes individuais dos 6leos essenciais foi realizada
por correspondéncia informatizada adquirida para espectro de massa com
aguelasarmazenadas em bibliotecas de espectro de massa WILEY8, NIST107 e
NIST21 do sistema de dados do GC/MS. indices de retencédo (RI) para todos os
componentes foram determinados de acordo com a literatura como previamente
descrito (ADAMS, 2007).

3.5 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos suicos
(Mus musculus, Linnaeus, 1758) machos, adultos, com aproximadamente dois
meses de idade, peso corporal variando entre 25 a 35g, provenientes da colénia do
Biotério Central da UEFS.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de cama de
serragem selecionada, com garrafa acoplada a um bico de inox para agua, e cocho

para racao do tipo peletizada. Os animais tiveram livres acesso a alimentagéo e



agua.A sala foi mantida a uma temperatura de 20 a 22° C e com ciclos de 12 h claro
/ 12 h escuro, de acordo com os padrbes recomendados para roedores
(GHIRALDINI, 1995; MERUSSE; LAPICHICK, 1996).

As gaiolas foram transferidas para a sala de experimentacdo com pelo menos
umahora antes do iniciodos experimentos, a fim de promover uma adaptacdo do
animal ao novo ambiente e evitar possiveis alteracdes fisiologicas e
comportamentais decorrentes do estresse causado pela remo¢do e manuseio dos

animais.

Antes da realizacdo dos experimentos, as bancadas e aparelho foram
higienizados com uma solucdo de etanol a 70%, para evitar qualquer tipo de

influéncia nos resultados.

Osexperimentos foram conduzidos de acordo com as orientagcbes para
oscuidados com animais de laboratério e consideracdes éticas com 0s
protocolosexperimentais aprovados pelaComissdo de Etica em Uso Animal (CEUA)
daUEFS, sob oprotocolo n.°006/2012/CEUA/UEFS (Anexos A e B).

3.6 TESTES FARMACOLOGICOS GERAIS

Para a triagem farmacolégica foram utilizados 24 camundongos divididos em
quatro grupos de seis animais, ja parao teste da barra giratoria utilizou-se 60
camundongos divididos em cinco grupos de doze animais. Ambos os testes foram
formados por: trés grupos tratados com OE nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg; e
um grupo controle que recebeu o veiculo (NaCl a 0,9% 10 mL/Kg). A droga padrao,
utilizada em um dos grupos do teste da barra giratéria, foi o Diazepam na dose de

1,5mg/kg de peso corporal.



3.6.1 Triagem farmacol6gica comportamental

A partir do método descrito por Almeida e Oliveira (2006), onde sé&o
estabelecidos critérios comparativos para uma série de comportamentos
normalmente exibidos pelos animais (Tabela2), foi realizada a andlise dos
parametros estabelecidos no protocolo utilizado na triagem farmacoldgica
comportamental para observacdo de possiveis alteracdes induzidas pelosOE e que

possam estar relacionadas com a atividade no SNC.

Apés a administracéo intraperitonial dos OE e do veiculo, os animais foram
observados aos 30, 60, 120 e 240 minutos, seguindo o protocolo experimental
padrdo de comportamento. Apds as quatro primeiras horas do experimento, 0s
animais foram mantidos em observacdo por um periodo de até 72 horas, para
registro da possivel ocorréncia de mortes.

Tabela 2 - Protocolo utilizado na triagem farmacol6gica comportamental

) Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido,
(1) (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular




¢ — Outros comportamentos
Ambulacédo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorc¢des abdominais
Abducéo das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo
Defecacdo aumentada
Respiracao forcada
Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 — MORTES

Observa¢cdes complementares:

Fonte: ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006.

3.6.2 Teste da barra giratéria

O teste da barra giratéria foi realizado para verificar uma possivel interferéncia
sobre a coordenacdo motora dos roedores apds administracdo dos Oleos
essenciaisO aparelno Rota Rod é constituido de uma barra giratdria nao
escorregadia, com 5cm de diametro, dividida em quatro segmentos iguais, distante
40 cm de pranchas que interrompem automaticamente o contador digital de tempo,
guando em contato com 0s animais que caem da barra. A velocidade de rotacao do
cilindro por minuto (r.p.m.), o tempo de permanéncia dos animais na barra, bem
como o0 numero de possiveis quedas sao controlados e registrados por dispositivos

que integram o aparelho (Figura 7).



Figura 7 — Aparelho Rota Rod (modelo EFF 411 - INSIGHT®)

Para evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados devido a uma
incapacidade natural dos animais em manter o equilibrio e a movimentacéo na barra
giratéria, 24 h antes do teste foi realizada uma pré-selecdo dos animais (sem
administragdo de substancias), na qual foram considerados aptos a participarem
agueles animais que permaneceram na barra giratoria (com velocidade de 7 r.p.m.)
durante 180 segundos, em até trés tentativas (MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002;
PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006; SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007).

No dia seguinte, os camundongos pré-selecionados foram tratados com os
Oleos essenciais, o veiculo e a droga padrao, e submetidos ao teste 60 minutos apos
o tratamento, para registro do tempo de permanéncia de cada animal na barra

giratéria nas mesmas condicfes do pré-teste.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Para os testes de avaliagdo da atividade antinociceptiva dos OE foram
utilizados 60 camundongos divididos em cinco grupos de doze animais:trés grupos
tratados com OE nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg; um grupo controle, que
recebeu o veiculo (NaCl a 0,9% 10 mL/Kg) eum grupo padrdo, tratado com
indometacina na dose de 10 mg/kg de peso corporal. A indometacina € um farmaco
derivado do &cido indolacético que apresenta importantes atividades analgésica,

anti-inflamatéria e antipirética. E um dos farmacos mais utilizados para o tratamento



da dor leve ou moderada, aguda ou crbnica, e das inflamacdes associadas a
diversas sindromes dolorosas (SAKATA; ISSY, 2008).

A escolha das dosagens dos 0leos utilizados neste trabalho foi baseado em
artigos cientificos de antinocicepcdo (MENEZES, et al. 2007; ARRIGONI-BLANKet
al., 2008). Os 6leos e o veiculo foram diluidos com adicdo de Tween 80 a 0,2%,

como agente solubilizador.

Apés 30 minutos da administragdo intraperitoneal, os animais entraram em
contato com os indutores de nocicep¢ao (quimicos), dando inicio a observacao para
registro dos parametros especificos de cada metodologia.A preparacdo das doses
administradas foi realizada imediatamente antes da realizacdo dos experimentos,
utilizando técnicas de solubilizacdo e solventes adequados para cada substancia
utilizada.

3.7.1 Teste das contor¢fes abdominais induzidas pelo acido acético

Neste teste foi adotada, com algumas alteracdes, a metodologia descrita por
Koster; Anderson; Debeer (1959).0 experimento baseia-se na inducdo de uma
resposta nociceptiva por irritacdo peritoneal, apds administracdo intraperitoneal de
acido aceético (0,85%), sendo o efeito nociceptivo caracterizado por contor¢ées
abdominais seguidas de extensdes dos membros posteriores.

O acido acético é considerado um agente quimico que irrita a membrana
peritoneal do animal provocando comportamentos caracterizados com contracdes
abdominais, movimentos do corpo como um todo (especialmente das patas
traseiras), torcdo dos musculos abdominais e a reducdo da coordenacdo motora
(COLLIER et al. 1968).

Apos trinta minutos da administracdo intraperitonial dos Oleos essenciais, do
veiculo e da droga padréo, os animais receberam a administracdo intraperitoneal de

uma solugéo de acido acético 0,85% (0,1 mL/10 g), seguido de um intervalo de 10



minutos para inicio da observagcdo dos animais por um periodo de 10 minutos, para

registro do numero de contor¢des abdominais exibidas por cada individuo.

3.7.2 Teste da formalina

O teste da formalina € um método valido e seguro para o estudo da atividade
antinociceptiva em camundongos, sendo considerado um modelo bifasico de
comportamento indicativo de dor persistente, produzida pela injecéo intraplantar do
agente nociceptivo (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

O teste possui duas fases distintas, possivelmente refletindo diferentes tipos
de dor: a de origem neurogénica (fase inicial) e a de origem inflamatéria (fase
tardia). A primeira fase acontece com inicio imediato, logo apés a injecdo de
formalina com duracdo de 0 a 5 minutos, na qual ha estimulos dos nociceptores
locais, principalmente as fibras C (HEAPY, JAMIESON, RUSSEL, 1987). Nessa
fase, o animal apresenta sacudidas da pata que recebeu a injecdo bem como o
comportamento de lamber e/ou dar leves mordidas na regido. Em seguida, existe um
periodo de 10 a 15 minutos no qual os animais mostram pouquissimo
comportamento nociceptivo, envolve um periodo de sensibilizacdo durante o qual a
inflamacédo ocorre. Ela estd associada a liberacdo de diferentes mediadores, como
oxido nitrico, substancia P, glutamato, entre outros (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Este teste sugere que drogas analgésicas com mecanismo de acao central
inibem ambas as fases, enquanto drogas que atuam perifericamente inibem apenas
a segunda fase (OLIVEIRA, DE SOUZA, ALMEIDA, 2008).

Trinta minutos apos a administracdo intraperitonial dos Oleos essenciais, da
droga padrdo ou do veiculo, os animais receberam uma injecdo de 20 pL de
formalina (solucdo de formaldeido 2,5%) na regido intraplantar da pata posterior
direita. Em seguida, foram individualmente colocados na caixa de observacao para
registro do tempo de lambida da pata (em segundos) por cinco minutos (primeira
fase). Apés um intervalo de 10 minutos, esse mesmo parametro foi registrado

durante 15 minutos (segunda fase).



O dispositivo de contencdo do animal apresenta uma base triangular, com
uma parede de vidro transparente e duas paredes espelhadas, com lados e altura
medindo 30 cm e dispostas de forma a propiciar um bom campo de visdo para o

observador (Figura 8).

Figura 8 — Caixa de contencao usada no teste da formalina.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se analise de variancia
(ANOVA) seguido do poés-teste de Dunnett, Foram considerados significativos os
resultados quando p<0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism verséo 5.0,
para  Windowns, GraphPad Software, San Diego California  USA,

www.graphpad.com.



4. RESULTADOS

4.1 OLEO ESSENCIAL

A Tabela 3 demonstra o rendimento das hidrodestilagbespara cada
espécie,considerando-se ONU: folhas de Oocephalusnubicola eLMA: folhas de
Leptohyptis macrostachys.

Tabela 3 - Rendimento das hidrodestilagdes.

Amostra | Massa (g) | Oleo coletado (mL)
ONU 107,41 3,8
LMA 228.40 1,5

ONU = O. nubicola; LMA = L. macrostachys.
Fonte: Pesquisa Experimental.

As folhas de O. nubicolae L. macrostachysapresentaram, respectivamente,
umidade de 10,91% e 8,12%. AFigura 9 apresenta o comparativo do teor de Oleo
para as espécies em estudo, indicando que as folhas de O. nubicola possuem um

maior teor de 6leo essencial (volume de éleo para cada 100g de biomassa seca).

0,7

ONU LMA
Amostras

Figura 9—Teor de 6leo essencial das espécies emestudo.

ONU = O. nubicola; LMA = L. macrostachys.
Fonte: Pesquisa Experimental.



Os resultados da avaliacdo da composicdo quimica dos Oleos estédo

apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de O. nubicola.

Pico Composto Alcac? | Alil® | %°
1 a-pineno 936 | 932 | 0,95
2 sabineno 976 969 | 0,35
3 B-pineno 979 974 | 1,34
4 mirceno 993 988 | 0,45
5 limoneno 1031 | 1024 | 2,13
6 1,8-cineol 1034 | 1026 | 7,20
7 fenchona 1093 | 1083 | 16,09
8 canfora 1150 | 1141 | 0,54
9 a-gurjujeno 1424 | 1409 | 0,61
10 E-cariofileno 1432 | 1417 | 39,15
11 aromadendreno 1450 | 1439 | 1,38
12 a-humuleno 1466 | 1452 | 13,23
13 viridifloreno 1506 | 1496 | 3,11
14 NI 1549 - 3,10
15 oxido de cariofileno 1598 | 1582 | 2,70
16 epoxido de humuleno I 1625 | 1608 | 0,41
17 NI 1677 - 7,26

Total de picos identificados 89,64

Total de picos néo identificados 10,36

% Indice Aritmético calculado; ° Indice Aritmético literatura; ° Percentual calculado
pela &rea atravésdo método da normalizacdo no cromatograma do CG/FID.
Fonte: Pesquisa Experimental.

O oleo essencial das folhas de O. nubicola é composto por uma mistura de

monoterpenos e sesquiterpenos. Na fragdo monoterpénica, fenchona é o constituinte

majoritario (16,09 %), enquanto que na fracdo sesquiterpénica E-cariofilenoé o

composto majoritario (39,15 %), seguido peloa-humuleno (13,23 %).



Tabela 5 - Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de L. macrostachys.

Pico Composto Alcac® | Alil® | %°
1 a-pineno 936 932 | 12,27
2 sabineno 976 969 | 1,79
3 B-pineno 980 974 | 2,06
4 mirceno 994 988 | 28,52
5 p-menta-1(7),8-dieno 1007 | 1003 | 1,36
6 p-cimeno 1027 | 1020 | 0,61
7 B-felandreno 1032 | 1025 | 14,86
8 1,8-cineol 1034 | 1026 | 5,96
9 (2)-B-ocimeno 1039 | 1032 | 0,64

10 (E)-B-ocimeno 1050 | 1044 | 3,89
11 y-terpineno 1062 | 1054 | 0,37
12 Terpinoleno 1092 | 1086 | 0,79
13 terpinen-4-ol 1182 | 1174 | 0,50
14 Timol 1305 | 1289 | 0,68
15 a-copaeno 1384 | 1374 | 0,34
16 B-elemeno 1399 | 1389 | 1,14
17 E-cariofileno 1430 | 1417 | 5,57
18 (2)-B-farneseno 1461 | 1440 | 0,84
19 a-humuleno 1465 | 1452 | 0,63
20 | trans-muurola-4(14),5-dieno | 1493 | 1493 | 11,62
21 biciclogermacreno 1508 | 1500 | 3,72
22 d-amorfeno 1533 | 1511 | 0,40
23 espatulenol 1591 | 1578 | 1,43
Total de picos identificados 99,99

% Indice Aritmético calculado; ° Indice Aritmético literatura; ° Percentual calculado
pela area atravésdo método da normalizagao no cromatograma do CG/FID.
Fonte: Pesquisa Experimental.



O oleo essencial das folhas de L. macrostachys também é composto por uma
mistura de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo que houve um aumento
consideravel na proporcdo dos constituintes mais volateis, os monoterpenos, nas
folhas desta espécie (Figura 10). Na fracdo monoterpénica, mirceno € o constituinte
majoritario (28,52 %), seguido pelo B-felandreno (14,86 %); j& na fracao

sesquiterpénica trans-muurola-4(14),5-dienoé o composto majoritario (11,63 %).

80 - 74,3

70 -
60,59

50 -
40 -

29,05 B Monoterpenos
30 + 25,69

Concentragdo (%)

Sesquiterpenos
20 -

ONU LMA

Amostras

Figura 10 — Comparacao entre a concentracdo dos monoterpenos e sesquiterpenos
nas amostras de 6leos essenciais.

ONU = O. nubicola; LMA = L. macrostachys.
Fonte: Pesquisa Experimental.

4.2 TESTES FARMACOLOGICOS GERAIS

4.2.1 Triagem farmacoldgica comportamental

De acordo com os parametros descritos no protocolo utilizado neste
experimento, pode-se observarque apés a administracdo dos 6leoshouve diminuigéo
na hiperatividade e irritabilidade dos animais, bem como notou-se a presenca de um

efeito analgésico, nas trés doses experimentais. Este ultimo efeito, apés 60 minutos



de observacéao, foi mais acentuado quando administrado o 6leo de L. macrostachys,
em comparacao ao Oleo de O. nubicola.

Os animais ndo demonstraram nenhuma mudanca em relacdo aos demais
parametros presentes no protocolo. E importante também ressaltar que, em até
72horas de observacdo, nenhuma morte foi registrada, bem comonenhum sinal
clinico de toxicidade.

4.2.2 Teste da barra giratéria

Os animais tratados com os 6leos ndo mostraram alteracées no desempenho
motor, permanecendo na barra giratéria em sessdes de 3 minutos de duracdo. As
figurasll el2mostram o tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratoria
(em segundos). Conforme esperado, o diazepam, droga depressora do SNC,

diminuiu significativamente o tempo de permanéncia dos animais no aparelho.

@ 2001

©

‘O

S 1504

e

£

= 1004

o

S

o

% *%%

e ol i

& $

& &
c® %4

Tratamentos (mg/kg)

Figurall — Efeito do Oleo essencial das folhas de O. nubicola (100, 200 e 400
mg/kg) no teste da barra giratéria em camundongos. Resultados expressos como

média + e.p.m.*** p < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.
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Figural2 — Efeito do 6leo essencial das folhas de L. macrostachys (100, 200 e 400
mg/kg) no teste da barra giratéria em camundongos. Resultados expressos como
meédia + e.p.m.*** p < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.

4.3AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.3.1 Teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético

Os resultados obtidos por meio do teste demonstraram que os O6leosdas
folhas de O. nubicola e L.macrostachysapresentaram efeito significativo de

antinocicep¢cao em camundongos.

ApOs o tratamento dos animais com o 6leo de O. nubicola nas doses de 100,
200 e 400 mg/kg ocorreu uma reducéo significativa nas contor¢des abdominais,
apresentando valores de 14,2+ 3,7; 2,6 + 1,5 e 9,8 + 1,8 respectivamente, quando
comparados ao grupo controle, que apresentou valor de 36,5 = 3,6 contor¢des
(Figura 13).
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Figura 13 — Efeito do 6leo essencial das folhas de O. nubicola sobre a nocicepgéo
induzida pelo acido acéticoem camundongos. Resultados expressos como média +
e.p.m. ** P < 0,001(ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.

Os estudos envolvendo o 6leo de L. macrostachys nas doses de 100, 200 e
400 mg/kg também provocou uma reducéo significativa nas contor¢cdes abdominais
nos animais tratados, apresentando valores de 04 = 04; 0 £ 0 e O £ O

respectivamente, quando comparados aos animais do grupo controle com valor de
31,5+ 1,9 contorcdes (Figura 14).
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Figura 14 —Efeito do Oleo essencial das folhas de L. macrostachys sobre a
nocicepcao induzida pelo acido acéticoem camundongos. Resultados expressos

como média = e.p.m. ** P < 0,001.(ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.

A indometacina, droga padrdo utilizada no experimento, conforme esperado,
reduziu de forma significativa as contor¢des abdominais nos animais, com valores
de 0,1 £+ 0,1 e 1,7 £ 0,6 contor¢cdespara os 6leos de O. nubicola e L. macrostachys

respectivamente.

4.3.2 Teste da formalina

Com o intuito de confirmar a atividade antinociceptiva dos 6leos essenciais,
assim como investigar uma possivel atividade anti-inflamatéria dos mesmos, foi

realizado o teste da formalina.

A Figura 15 traz os resultados para os animais tratados com os 6leos de O.
nubicola, mostrando uma reducéao significativa no tempo de lambida da pata nas trés
doses experimentais quando comparados ao grupo controle. Na primeira fase

(painel A), o tempo de lambida apresentou valores de 10,9 + 1,8; 2,1 £+ 0,7 e 14,7



2,2 segundos para as doses de 100, 200 e 400 mg/kg respectivamente. Na segunda
fase (painel B) este mesmo parametro apresentou valores de 27,2 +5,6; 0 £+ 0 e 16,9
* 2,8 segundos nas doses acima. O grupo controle apresentou valores de 37,9 + 2,0

e 94,6 + 9,8 na primeira e segunda fase respectivamente.
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Figura 15 — Efeito do 6leo essencial das folhas de O. nubicola sobre a nocicepc¢éo
induzida por formalina em camundongos. A nocicepcao foi observada na primeira
fase (0-5 min painel A) e na segunda fase (15-30 min painel B). Resultados
expressos como média + e.p.m. ** P < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.

O 6leo de L. mascrostachys também reduziu o tempo de lambida da pata dos
animais tratados de forma significativa, nas trés doses experimentais e em ambas as
fases, quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 16). Na primeira
fase (painel A) o tempo de lambida foi de 5,9 £ 0,7; 7,6 £ 1,0 e 22,7 + 1,9 segundos
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg respectivamente, enquanto que o grupo controle
apresentou valor de 43,7 £+ 2,5 segundos. Ja na segunda fase (painel B), este
mesmo parametro variou entre 2,7 + 0,7; 1,2 £ 0,6 e 21,9 £ 4,1 segundos nas doses
acima relatadas. O grupo controle nesta fase apresentou o valor de 109,6 + 2,3

segundos.
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Figura 16 — Efeito do 6leo essencial das folhas de L. macrostachys sobre a
nocicepc¢ao induzida por formalina em camundongos. A nocicepcéo foi observada na
primeira fase (0-5 min painel A) e na segunda fase (15-30 min painel B). Resultados

expressos como média + e.p.m. *** P < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Dunnet).

Fonte: Pesquisa Experimental.



5. DISCUSSAO

Ha diversos estudos na literatura que demonstram as acdes de terpenos
sobre a nocicepc¢ao. Por exemplo, terpenos do tipo cetona (carvona), aldeido
(citronelal), &cido carboxilico (acido kaurendico) e éster (jasmonato de metila)
apresentam significativa atividade antinociceptiva em roedores (BLOCK et al, 2008).

As analises quimicas das espécies neste estudo também seguem o padrédo
de compostos comumente identificadas em Oleos essenciais. Os compostos
guimicos das espécies investigadas neste trabalho estdo, em sua grande maioria, de
acordo com os relacionados na literatura para subtribo Hyptidinae. Compostos como
a-pineno, sabineno, B-pineno, mirceno, p-cimeno, 1-8-cineol, limoneno, Y-
terpineno,a—copaeno e espatulenoltambém foram identificados por Franco e outros
(2011) em Eplingiella fruticosa. Terpinen-4-ol, fenchona, aromadendreno, a-
humuleno e canfora foram relatados por Martins e outros (2006) em um estudo de

variacdo quimica do 6leo essencial de Mesosphaerum suaveolens.

A triagem farmacoldgica comportamental, primeiro teste farmacol6gico
aplicado aos 6leos das espécies em estudo, e importante para avaliacdo de
possiveis efeitos destes no SNC, mostrou alteragces comportamentais sugestivas e
relevantes, pois diminuiu alguns sinais estimulantes como irritabilidade e

hiperatividade. Esse procedimento € util para determinacdo de procedimentos

especificos a serem realizados para a correta avaliacdo dos efeitos de uma droga.

Notou-se também, através deste experimento, a presenca de um efeito
analgésico nas trés doses experimentais, em ambas as espécies, sendo mais
acentuado quando administrado o 0leo de L. macrostachys em comparacéo ao 6leo
de O. nubicola. Esta importante observagdo, embora priméria, ja nos aproxima de

alguns dos objetivos tracados no estudo.

O teste no aparelho Rota Rod, que avalia a influéncia das drogas na
coordenacdo motora em roedores, trata-se de um meétodo eficiente para avaliar a

integridade do sistema motor possibilitando detectar enfraquecimento neurolégico,



incluindo ataxia e relaxamento muscular, efeitos caracteristicos de neurotoxicidade
provocados pelas drogas depressoras sobre o0 SNC (PULTRINI, GALINDO, COSTA
2006). As espécies em estudo ndo promoveram nenhuma alteracdo na coordenacéo
motora dos animais submetidos ao teste, sugerindo auséncia de atividade

miorrelaxante.

A partir das constatacdes observadas nos testes farmacoldgicos acima,
seguiu-se a avaliagdo da atividade anticnociceptiva por meio do teste das
contor¢cdes abdominais. Os estudos de nocicepgao utilizam modelos animais de
laboratério para verificar a atividade analgésica de compostos sintéticos ou naturais.
De uma maneira geral, tais modelos apresentam caracteristicas proprias, como
simplicidade, boa reprodutibilidade e viabilidade dos resultados obtidos e
principalmente, a possibilidade de serem correlacionados com estudos
clinicos(ROCHA, 2010).

O teste das contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético tem sido
amplamente utilizado como um modelo da nocicepgdo visceral quimicamente
induzida. A injecéo intraperitoneal de acido acético induz hiperalgesia mecéanica e
tem demonstrado que os eicosandides e aminas simpatomiméticas estao envolvidas
na geracao da dor neste modelo. Além disso, o0 acido acético intraperitoneal induz a
liberacdo de citocinas, que tém demonstrado desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de processos inflamatérios locais e sistémicos, tais como a
migracao das células, edema, e hiperalgesia (HONORE, 2002). A eficacia dos anti-
inflamatorios ndo-hormonais (AINES) em reduzir a dor é resultado da capacidade
em inibir as ciclooxigenases 1 e 2, enzimas importantes na sintese das
prostaglandinas, que contribuem para a sensibilizagdo do nociceptor (RODRIGUES;
FRACASSO; SIQUEIRA, 2007).

Utilizando a metodologia do acido acético, foi possivel verificar que ambos os
Oleos evidenciaram uma Otima atividade antinociceptiva. O efeito inibitorio nas
contor¢cdes abdominais provavelmente ocorreu pela inibicdo direta da liberacdo dos
mediadores inflamatérios. No entanto, apesar deste teste ser uma boa ferramenta
em ensaios farmacologicos, ele apresenta baixa especificidade, uma vez que

diferentes classes de drogas podem inibir as contor¢des (VANE; BOTTING, 1998).



Para confirmar o efeito antinociceptivo dos Oleos foi realizado o teste da
formalina. Este segundo teste possui interpretacdo em duas diferentes fases, que
caracterizam tipos diferentes de dor: a de origem neurogénica (primeira fase),
resulta da estimulagdo quimica direta das fibras aferentes nociceptivas mielinizadas
e ndo mielnizadas (fibras C), e a de origem inflamatéria (segunda fase) que resulta
da acdo de mediadores inflamatérios liberados no tecido periférico. E considerado
ainda um teste mais especifico, uma vez que os analgésicos de acao central inibem
as duas fases, enquanto que drogas de ac¢do periférica, como os anti-inflamatérios e
corticéides, inibem somente a segunda fase (OLIVEIRA, DE SOUZA, ALMEIDA,
2008).

Como os 0leos essenciais das folhas das duas espécies em estudo inibiram
ambas as fases, podemos deduzir que 0 mecanismo analgésico observado é de
acao central. Além disso, como a segunda fase € caracterizada por um processo
inflamatorio, a qual tem alta sensibilidade aos AINES, como a indometacina, 0s
resultados observados nessa fase fornecem fortes indicios também de acéo anti-

inflamatoria.

A diminuicdo do efeito antinociceptivo quando aumentada a dose
administrada, fenbmeno observado em ambos os testes farmacoldgicos aplicados,
pode ser explicado pelo chamado efeito hormesis. Este fendmeno caracteriza a
dose-respota como estimuladora em baixas doses e inibidora em doses elevadas,
conduzindo a uma curva bifasica, ou em forma de “U” (BALDWIN; CALABRESE,
2001).

Outras espécies pertencentes a subtribo Hyptidinae ja mostraram atividade
antinociceptiva frente a modelos animais, como o 6leo essencial e 0 extrato aquoso
de H. Fruticosa (MENEZES et al, 2007; SILVA et al, 2006). O oOleo essencial de
Hyptis pectinata apresentou efeito antinociceptivo, provavelmente mediado por
opidides e receptores colinérgicos, além de atividade anti-inflamatoria através da
inibicdo do oxido nitrico e producéo de prostaglandinas PGE2 (ARRIGONI-BLANK et
al, 2008; RAYMUNDO et al, 2011). Bravim (2008) demonstrou que o 6leo de Hyptis

crenata apresenta atividade antinociceptiva provavelmente através da acdo direta



sobre as fibras nociceptivas, além de sugerir uma atividade anti-inflamatéria de

origem periférica.

Muitos metabdlitos secundarios derivados de plantas ja foram descritos na
literatura por possuirem efeito terapéutico benéfico em diferentes desordens da dor
(FALCAO et al, 2005; RODRIGUES, DUARTE-ALMEIDA, PIRES, 2010; ZHAO et al,
2012). Alguns dos compostos identificados nas espécies em estudo ja foram
descritos na literatura por apresentar importantes atividades analgésicas e/ou anti-
inflamatdrias, corroborando desta forma com os resultados encontrados nas analises

farmacoldgicas deste trabalho.

O monoterpeno limoneno, comumente encontrado em plantas medicinais,
mostrou inibicdo significante da nocicep¢do induzida pelo &cido acético
intraperitonial e na segunda fase do teste da formalina em camundongos (AMARAL
et al, 2007). O monoterpeno p-cimeno também ja apresentou propriedades
farmacoldgicas relacionadas a inflamacédo e processos relacionados a dor, sendo
potencialmente Gtil no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, foi o que
constatou Quintans-Junior e outros (2013) através de testes especificos em

camundongos.

Estudos recentes ja definiram, inclusive, um possivel mecanismo de acédo do
monoterpeno a-felandreno no efeito antinociceptivo em camundongos, envolvendo
0s sistemas glutamatérgicos, opioides, nitrérgicos, colinérgicos e adrenérgicos(LIMA
et al, 2012). Mirceno, o constituinte majoritario do 6leo essencial das folhas de L.
macrostachys neste estudo, ja teve seu potencial antinociceptivo descrito por
Lorenzetti e outros (1991), sendo seu efeito semelhante aos opiaceos de acédo
periférica ou dipirona (CALIXTO et al, 2000).

Tendo em vista os resultados obtidos, sdo necessarios mais estudos que
realizem a correlagdo entre a constituicdo quimica das espécies, a atividade
antinociceptiva e seu mecanismo de acdo, possibilitando assim uma melhor
compreensao da influéncia dos compostos na atividade, inclusive com a

determinacdo do(s) composto(s) responsavel(eis) pela mesma.



Nenhum dado etnofarmacolégico foi encontrado na literatura para a espécie
O. nubicola, ao passo em que foram encontradas algumas evidéncias de uso de L.
macrostachys na medicina popular, especialmente no tratamento de patologias
associadas as vias respiratorias. Desta forma, os resultados evidenciados neste
trabalho, poderdo abrir novas perspectivas no campo da pesquisa com 6leos
essenciais extraidos de plantas oriundas do semiarido do Estado da Bahia.

E interessante, portanto, que estudos na area de produtos naturais de uma
maneira geral sejam estimulados no intuito de se conhecerem melhor suas
atividades biologicas, uma vez que, além da sua atividade individual, podem ser
associados a outros produtos, auxiliando entdo no desenvolvimento de novos

farmacos.



6. CONCLUSAO

- Os Oleos essenciais extraidos das folhas das espécies em estudo sdo compostos
por misturas de monoterpenos e sesquiterpenos, com variagdes quantitativas e

qualitativas entre si.

- Os 6leos causaram alteracdes comportamentais em trés parametros estabelecidos
no protocolo experimental utilizado:diminuigdo da hiperatividade e irritabilidade, além

de uma consideravel atividade analgésica;

- Os 6leos essenciais ndo afetaram a coordenacdo motora dos animais, diante do

teste da barra giratéria.

- O estudo sugere que ambos os 6leos possuem propriedades antinociceptivas, nas

trés doses experimentais.
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APENDICE A - Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de
O. nubicola
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APENDICE B - Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de

L. macrostachys
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Anexo A — Declarag&o da Comisséo de Etica em Uso Animal (CEUA-UEFS)

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA'
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o projeto de pesquisa: “Rede de
pesquisa em bioprospeccao e uso sustentavel de espécies vegetais
nativas do semiarido para a producdao de compostos bioativos”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores: Prof. Dr. Lenaldo Muniz de Oliveira e
Prof? Dr2 Marilene Lopes da Rocha e Prof? Dr? Angelica Maria Lucchese e Prof?
Carla Cardeal Mendes, deu entrada na CEUA/UEFS, para ser analisado, em
novembro de 2012, tendo sido registrado sob protocolo de nimero 006/2012.
Entretanto, a conclusdo da sua analise s6 foi possivel apds os responsaveis
pelo projeto terem enviado em 13 de junho de 2013, os esclarecimentos,
retificacdes e justificativas sobre o niumero de animais a serem utilizados no
projeto e nos subprojetos. Subprojeto 1: Avaliagédo da atividade antinociceptiva
e inflamatoria do extrato e fragées de Hyptis leucocephala Marth (LAMIACEAE)
em modelo animal. (orientanda: Valéria Silva Goes’). Subprojeto 2: Estudo da
composicao quimica e da atividade antinociceptiva dos 6leos essenciais de trés
espécies do género Hyptis. Orientando: (Robson Dias). Subprojeto 3:
Investigacdo de atividade quimica e biolégica de plantas do género Lippia.
(Orientanda: Carine Oliveira dos Santos). Os termos de compromisso e as
folhas de rosto foram assinadas e entregues na CEUA em 08 de julho de 2013,
a fim de que todas as pendéncias tivessem sido atendidas pelos pesquisadores
para a finalizagao do parecer.

Esta declaracdo vai por mim assinada, visto que o parecerista foi
favoravel a execugao do projeto.

PARECER FAVORAVEL A EXECUGCAO DO PROJETO, pois esta em
consonancia com as normas éticas no uso de animais na experimentagao,
assim como foi considerado relevante por ser um projeto amplo,
interinstitucional e multidisciplinar, que ird gerar conhecimento. O parecer foi
aprovado pela CEUA ad referendum em 05 de agosto de 2013./

Feira de Santana, 05 3e agosto de 2013.

g%\a es_ o “@Eﬁ’)ju»u

4
Iragi Gomes Bonfim 4
Coordenadora em exercicio da CEUA-UEFS
Portaria n°® 878/2012



Anexo B - Parecer final da Comiss&o de Etica em Uso Animal (CEUA-UEFS)

PARECER FINAL
Protocolo n° 006/2012

Ao analisarmos o projeto de pesquisa: “Rede de pesquisa em bioprospecg¢ao
e uso sustentavel de espécies vegetais nativas do semiarido para a
producdo de compostos bioativos” e seus subprojetos, verificamos que a
pesquisa estd em consonancia com as normas éticas no uso de animais na
experimentacéo, assim como consideramos que o projeto € relevante por ser
um projeto amplo, interinstitucional e multidisciplinar, que vai gerar
conhecimentos, formar jovens pesquisadores. Além de serem exequiveis, seus
objetivos buscam responder cientificamente se as espécies vegetais nativas do
semiarido tém potencial para a produgao de compostos bioativos para alivio da
dor. Pelo exposto, salvo melhor juizo, sou FAVORAVEL a execugdo do
projeto.//






