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RESUMO

Plantas aromaticas do género Lippia (Verbenaceae) sdo muito utilizadas pela
medicina tradicional no tratamento de distlrbios relacionados ao sistema respiratério
e a problemas gastrointestinais. Algumas espécies de Lippia podem ser encontradas
na caatinga, localizado na regido Nordeste do Brasil. Dentre essas espécies Lippia
bromelyana Moldenke, € endémica do estado da Bahia. Este trabalho procurou
investigar a composi¢cdo quimica, o efeito toxico agudo, antinociceptivo e anti-
inflamatério do O6leo essencial das folhas de L. bromelyana (OELB) em
camundongos. A composicdo quimica do OELB avaliada por CG/EM e CG/DIC,
detectou limoneno (29,90%) e Oxido de piperitenona (26,91%) como compostos
majoritarios. A administracdo intraperitoneal do OELB na dose 300 mg/kg néo
causou efeitos toéxicos agudos nem mortes nos camundongos. Nas doses 75, 150 ou
300 mg/kg OELB néo causou altera¢des na atividade motora dos camundongos no
teste do rota-rod, mas promoveu significante efeito antinociceptivo no teste de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, em ambas as fases do teste da
formalina, nos testes de nocicepcdo induzida por glutamato ou cinamaldeido e no
teste de Randall-Selitto. No teste da placa quente, OELB (150 ou 300 mg/kg)
provocou o aumento na laténcia aos 30, 60 e 120 min apés sua administracdo; na
dose 300 mg/kg a acdo do OELB revertida pela naloxona, sugere a participacao da
via opidide. Além disso, OELB (75, 150 ou 300 mg/kg) reduziu significativamente o
efeito inflamatério da carragenina no teste de edema de pata. Esses resultados
sugerem, portanto, que OELB promove ac¢&o antinociceptiva e anti-inflamatoria por

acao central e periférica.

Palavras-chave: Lippia bromelyana. Efeito antinociceptivo. Efeito anti-inflamatario.

Toxicidade aguda. Limoneno. Oxido de piperitenona.



ABSTRACT

Aromatic plants of the genus Lippia (Verbenaceae) are widely used in traditional
medicine. A number of Lippia species can be found in the Caatinga biome in
Northeastern Brazil, such as Lippia bromelyana Moldenke, endemic to the state of
Bahia. This study investigated the chemical composition, acute toxicity,
antinociceptive and anti-inflammatory effect of the leaf essential oil of L. bromelyana
(EOLB) in mice.The chemical composition of EOLB, assessed by gas
chromatography with flame ionization detection (GC/FID) and gas chromatography-
mass spectrometry (GC/MS), detected limonene (29.90%) and piperitenone oxide
(26.91%) as major compounds. Intraperitoneal administration of 300 mg/kg of EOLB
caused no acute toxic effects or deaths in the mice. At doses of 75, 150 and 300
mg/kg caused no changes in their motor activity in the rotarod test, but promoted a
significant antinociceptive effect on abdominal contortions in the acetic acid-induced
constriction test, in both phases of the formalin test, glutamate or cinnamaldehyde-
induced nociception tests and the Randall-Selitto test. In the hot plate test, EOLB
(150 or 300 mg/kg) increased latency at 30, 60 and 120 min after administration; at a
dose of 300 mg/kg, the action reversed by naloxone suggests participation of the
opioid pathway. Moreover, EOLB (75, 150 or 300 mg/kg) significantly reduced the
inflammatory effect of carrageenan in the paw edema test. Thus, these results
suggest that EOLB promotes antinociceptive and anti-inflammatory activity by central

and peripheral action.

Keywords: Lippia bromelyana. Antinociceptive effect. Anti-inflammatory effect. Acute

toxicity. Limonene. Piperitenone oxide.
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1 INTRODUCAO

A grande biodiversidade da natureza tem sido fonte de riquezas incalculaveis
para a humanidade ao longo de sua histéria. Os produtos naturais extraidos dessa
imensa fonte tém sido utilizados com a finalidade medicinal pelo ser humano. Ha
milénios, a humanidade utiliza as plantas por meio do conhecimento empirico de
certas propriedades medicinais para prevenir, tratar e curar diversas doencas. A
partir do conhecimento popular sobre as propriedades das plantas medicinais, a

ciéncia tem desenvolvido diversos medicamentos oriundos dos produtos naturais.

Muitas drogas amplamente utilizadas para o tratamento de doencas graves,
derivam desses produtos: metformina (derivada de Galega officinalis) — utilizada
para o tratamento da diabetes; digitoxina (proveniente de Digitalis purpurea) —
empregada para tratar doencas cardiovasculares; atropina (extraida de Atropa
belladonna) — usada no tratamento de desordens neurolégicas (SHARMA; GUPTA,
2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo do planeta, nos paises em desenvolvimento, dependem essencialmente
das plantas como a sua principal fonte de assisténcia médica (WHO, 1999). No
Brasil, 0 uso de plantas como recurso terapéutico € bastante difundindo tanto nas
zonas rurais quanto nas areas urbanas e em grande parte foi influenciado pela
tradicdo popular das culturas indigenas nativas, africana, asiatica e europeia
(MACIEL et al., 2002; MARTINS et al., 2000; RATES, 2001).

No Nordeste brasileiro, por exemplo, sdo conhecidas muitas espécies de
plantas medicinais da caatinga (bioma exclusivo do Brasil de clima semiarido), que
sdo utilizadas na medicina popular e na fabricacdo de produtos fitoterapicos
comerciais (ALBUQUERQUE et al., 2005). Dentre essas espécies, podemos citar as
do género Lippia (Verbenaceae), muitas das quais sdo empregadas tradicionalmente
no tratamento de diversas doencas, principalmente as relacionadas ao sistema

respiratorio e a problemas gastrointestinais (PASCUAL et. al., 2001).

Nas Uultimas décadas, houve relativo aumento no numero de estudos

investigando a composicdo quimica dos oleos essenciais e algumas propriedades
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farmacolbgicas de certas espécies de Lippia, como por exemplo, atividade
antimicrobiana, analgésica, sedativa e anti-inflamatéria (GOMES, et al.,, 2011;
GUILHON et al., 2011; GUIMARAES et al., 2012; HALDAR et al., 2012; MENDES et
al., 2010; PEREIRA et al., 2013; RIELLA et al., 2012).

Porém, mesmo a caatinga possuindo rica biodiversidade com elevado
potencial biotecnolégico e econdmico, ha, ainda, muitas espécies de plantas
endémicas pouco ou nunca estudadas cientificamente, desconhecendo-se por
completo o grande potencial biolégico e farmacolégico destas. Além disso, o
tratamento da dor constitui atualmente, um grande desafio para a medicina moderna,
0 que estimula busca pelo desenvolvimento de novas substéncias capazes de
cessa-la, ou mesmo a descoberta de farmacos com eficacia semelhante, ou maior
gue agueles usados na terapéutica atual, mas com menor incidéncia de efeitos
colaterais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006), sendo as plantas grandes alvos nessa

procura.

Mesmo com o0 aumento no numero de estudos referentes a fitoquimica e a
atividade biolégica de plantas do género Lippia, inexistem dados publicados na
literatura descrevendo as propriedades farmacoldgicas para a espécie Lippia
bromelyana Moldenke. Esta planta, endémica do Brasil, ocorre na regido do
semiarido baiano (Morro do Chapéu) (SALIMENA; MULGURA, 2015a) e, portanto,
constitui uma espécie promissora a ser estudada do ponto de vista fitoquimico e

farmacoldgico.

Diante disso, a realizacdo deste trabalho se justifica na necessidade de
investigar as propriedades farmacolégicas do 6leo essencial desta planta no que se
refere a analgesia, a atividade anti-inflamatoria e seu efeito toxico, com a finalidade
de compreender qual mecanismo de acgdo pode estar envolvido no processo
antinociceptivo, além da necessidade de caracterizacdo da composi¢cao quimica do
Oleo essencial extraido das folhas, fornecendo dados importantes como ponto de
partida para o isolamento de um principio ativo com potencial biotecnolégico e de

interesse econdmico.

Portanto, o principal objetivo deste trabalho foi investigar a composicao

quimica e o potencial biolégico do Oleo essencial de Lippia bromelyana em
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camundongos. Para isso, foi necessério, entdo, além de obter o 6leo essencial das
folhas de L. bromelyana:

» Analisar sua composi¢ao quimica do 6leo essencial obtido;

» Investigar preliminarmente seus aspectos toxicologicos;

» Observar sua acdo farmacoldgica sobre o Sistema Nervoso

Central em camundongos;

» Avaliar sua potencial atividade antinociceptiva em modelos de

nocicepcao em camundongos;

» Diagnosticar o possivel mecanismo de agdo envolvido na acao

antinoceptiva em modelo animal e

» Contribuir para o estudo fitoquimico e farmacologico desta

espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA DA BIODIVERSIDADE E DOS PRODUTOS NATURAIS NA
DESCOBERTA DE SUBSTANCIAS FARMACOLOGICAMENTE ATIVAS

Os produtos naturais e seus derivados ainda representam importante papel
no processo de descoberta e de desenvolvimento de novos farmacos, pois a
natureza continua influenciando o desenho de pequenas moléculas (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Destacam-se as plantas que produzem muitas substancias
derivadas do seu metabolismo que podem, além de serem utilizadas como
alimentos, causar efeitos nos seres vivos. Além dos metabolitos primarios,
provenientes das vias priméarias de sintese e modificagdo de carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucléicos, alguns organismos, inclusive algumas plantas
sintetizam, sob condi¢cdes especiais, compostos conhecidos como metabdlitos
secundarios. Tais metabdlitos sado as principais fontes de produtos naturais
farmacologicamente ativos (DEWIK, 2009), ou seja, sdo considerados compostos
bioativos, isto é, que provocam efeitos farmacol6gicos ou toxicolégicos nos animais
ou no ser humano (SHARMA; GUPTA, 2015). Alguns exemplos de compostos
bioativos produzidos pelas plantas sdo vitaminas, macromoléculas, glicosideos,
alcaldides, taninos, 6leos essenciais, flavonoides, saponinas, fendéis, dentre outros
(LEJA; CZACZYK; 2016).

E fato que o impacto dos produtos naturais no tratamento de uma série de
doencas vem sendo documentado ha muitos anos (DECORTE, 2016; NEWMAN;
CRAGG, 2016), pois o interesse por esses produtos é decorrente da grande
demanda populacional do planeta. Visto que, tanto em paises desenvolvidos como
nos subdesenvolvidos, um grande namero pessoas conta com produtos de plantas
medicinais para prevenir ou tratar doencas, por exemplo (CALIXTO, 2005; SMITH-
HALL; LARSEN; POULIOT, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) os sistemas de
medicina tradicional se tornaram um tema de importancia global, pois uma grande

parcela (cerca de 80%) da populacdo dos paises em desenvolvimento depende
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guase exclusivamente de plantas e da medicina tradicional para suprir as demandas
primarias de cuidado com a saude, mesmo que a medicina moderna esteja
disponivel nesses paises (WHO, 1999, 2011). Ao mesmo tempo em que 0 uso de
fitoterapicos por essas populacdes é mantido por razdes historicas e culturais, as
terapias alternativas ou complementares, inclusive o uso de ervas medicinais

ganhou espaco também nos paises desenvolvidos (WHO, 1999).

Entre as décadas de 1981 e 2014, o numero calculado de pequenas
moléculas aprovadas como medicamentos derivados de alguma fonte natural
(drogas derivadas de plantas, derivados de produtos naturais ou produto natural ndo
alterado) foi de aproximadamente 33% das novas drogas disponiveis (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Nesse patamar, as ervas medicinais desempenham um papel
fundamental, pois a maior parte da terapia tradicional envolve o uso de plantas
(HAWKINS, 2008) o que conduz ao interesse na bioprospec¢do de pequenas
moléculas derivadas de plantas com atividade farmacoldgica.

Contudo, embora a biodiversidade seja uma fonte primordial de substancias
terapéuticas, a exploracdo inapropriada dos recursos naturais tem levado ao
desaparecimento de muitas espécies. Na América Latina, um dos mais importantes
e ricos centros de biodiversidade do planeta, por exemplo, os paises ndo utilizam de
forma adequada seus recursos naturais em beneficio de seu préprio
desenvolvimento (CALIXTO, 2005). Além disso, muitas plantas medicinais estao
entrando em extingdo devido a uma taxa de destruicdo sem precedentes
(HAWKINS, 2008).

Estima-se que apenas 15% das 300.000 espécies de plantas que existem no
mundo foram estudadas do ponto de vista farmacoldgico, e, por esse motivo, o
desenvolvimento de novos produtos a partir de fontes naturais deve ser estimulado
(PALHARES et al., 2015). Além disso, plantas que ndo foram ainda descritas ou
estudadas podem se revelar como a fonte de cura para muitas doengas (HAWKINS,
2008). A medicina moderna, por sua vez, tem muitos de seus medicamentos
alopaticos derivados de plantas medicinais. Um dos mais importantes opidides
utilizados no tratamento da dor, a morfina, bem como a codeina, sdo extraidas da
papoula (Papaver somniferum) e a aspirina do acido salicilico, da casca do salgueiro
(Salix spp.) sdo exemplos classicos de drogas derivadas de plantas (HAWKINS,
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2008; RISHTON, 2008). Na Tabela 1 estdo elencados mais exemplos de drogas
derivadas de produtos naturais.

Tabela 1 - Drogas derivadas de fontes naturais amplamente utilizadas pela medicina

moderna

Droga Fonte Utilizacao
Metformina Galega officinalis Diabetes
Vincristina Vinca rosea Céncer

Taxol Taxus brevifolia Céncer

Acetildigoxina Digitalis lanata Doencas cardiovasculares

Digitoxina Digitalis purpurea Doencas cardiovasculares
Berberina Berberis vulgaris Disenteria bacilar
Atropina Atropa belladonna Desordens neurolégicas

Fonte: Adaptado de Sharma e Gupta (2015)

2.1.1 Biodiversidade no semiarido brasileiro: a caatinga como fonte de plantas

medicinais

O maior patrimbnio da biodiversidade genética de plantas do mundo esta
contido no Brasil, que conta atualmente com uma flora de mais de 46 mil espécies
catalogadas (Tabela 2), incluindo fungos (FLORA DO BRASIL, 2016; MMA, 2016).

A regido Nordeste brasileira abriga uma vasta area vegetacional conhecida
como caatinga, um bioma exclusivo deste pais, de aproximadamente 734.478 km?
(GIULIETTI et al., 2004). Representa 60% do territorio nordestino que se estende até
uma pequena parte da regido sudeste do estado de Minas Gerais e é caracterizada
por deficiéncia hidrica originada por baixas chuvas, evapotranspiracdo de alto
potencial e distribuicdo irregular da precipitacdo (ALBUQUERQUE; ANDRADE;
SILVA, 2005; SAMPAIO et al, 2003).
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A diversidade da vegetacdo desse bioma é muito vasta, sendo reconhecidos
12 tipos diferentes de caatingas, o que, de certa maneira, esté relacionado a farta
diversidade de espécies de plantas, inclusive abrigando muitas espécies endémicas
(GIULIETTI et al., 2004). Contudo, a maioria das informac¢des coletadas em estudos
sobre a vegetacdo de Caatinga sé se aplica a um pequeno numero de areas devido
a grande dificuldade em formular generalizacées sobre a dinamica da vegetacéo
desta regido por causa da falta de replicacdo, que é comum para outros tipos de
vegetacdo em todo o mundo (ALBUQUERQUE et al., 2012).

Tabela 2 - Numero catalogado de espécies da flora brasileira

Grupo N° de espécies
Algas 4.751
Briofitas 1.544
Flora
Samambaias e licofitas 1.314
Gimnospermas 30
Angiospermas 33.001
Fungos 5.726
Total 46.366

Fonte: Sistema Flora do Brasil 2020

Por ser um bioma muito rico em espécies vegetais, a caatinga tem atraido
notavel interesse relativo as plantas medicinais dessa regido, pois as comunidades
locais utilizam muitas ervas medicinais de forma tradicional e na produgéo comercial

de produtos fitoterapicos néo oficiais (ALBUQUERQUE et al., 2007; CARTAXO;
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SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010), inclusive Myracrodruon urundeuva Allemao,
Amburana cearenses (Arr. Cam.) A.C. Smith.,, Erythrina velutina Willd.,
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) Altschul, e Sideroxylon
obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn (ALBUQUERQUE et al.,, 2007). Além
dessas espécies, levantamentos etnofarmacoldgicos realizados por Albuquerque et
al. (2007) e Cartaxo et al. (2010) baseados em fontes secundarias, apontaram por
exemplo, Amburana cearensis, Cereus jamacaru, Bauhinia cheilantha, Caesalpinia
ferrea, Caesalpinia pyramidalis, Capparis jacobinae, Operculina spp., Cnidoscolus
phyllacanthus, Ziziphis joazeiro e Sideroxylon obtusifolium como espécies nativas
promissoras em estudos fitoquimicos e farmacolégicos juntamente com outras
exodticas, tais como Lippia alba, Carica papaya, Plectranthus amboinicus,
Plectranthus barabatus e Cymbopogon citratus.

Em vista desses fatos, torna-se crucial o investimento em estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos das espécies nativas da caatinga, a fim de fortalecer o
desenvolvimento cientifico e tecnolégico nessa regido, que fomentem as politicas de
preservacdo e protecdo dessas espécies e do conhecimento etnobotanico das
comunidades locais. Garantindo assim, ndo somente 0 uso seguro das ervas
medicinais como também o desenvolvimento econdmico sustentavel do semiarido

brasileiro.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Os oOleos essenciais sao liquidos volateis oleosos extraidos de plantas
aromaticas, como metabdlitos secundarios biossintetizados em diferentes 6rgaos
como flores, frutas, casca, semente, madeira, rizoma e raizes (ASBAHANI et al.,
2015; RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Apresentam complexa mistura de compostos de
baixo peso molecular (frequentemente menores que 500 daltons), principalmente
terpenos, além de outros compostos nao-terpénicos como fenilpropandides
(ASBAHANI et al., 2015; EDRIS, 2007; RAUT; KARUPPAYIL, 2014). A sua

composicdo quimica também depende de muitos fatores como a diversidade
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genética, ecotipo ou variedade da planta, o0 modo de cultivo, uso de fertilizantes, a
localizac@o geogréfica, clima, solo, variacdes sazonais e tipo de estresse ambiental
ao qual a planta é submetida durante seu crescimento, além de fatores pds-colheita
como secagem e armazenagem (DO et al., 2015; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Na industria, os 6leos essenciais sdo amplamente utilizados em cosméticos,
perfumes e produtos de limpeza doméstica, bem como para aromatizar alimentos e
bebidas (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; DO et al., 2015; EDRIS, 2007; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Entretanto, também apresentam propriedades medicinais
diversas e sao tradicionalmente utilizados no tratamento de infecgdes, como anti-
inflamatorios, estimulantes ou relaxantes (FIRENZUOLI et al.,, 2014). Nos ultimos
anos, esses produtos naturais ganharam interesse em diferentes areas, pois além de
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas interessantes, com altos valores
agregados respeitando o meio ambiente, tém demonstrado relevantes atividades
biolégicas como acdo antimicrobiana (bactericidas, virucidas e fungicidas)
(ASBAHANI et al.,, 2015), anticancer, antidiabetes, antioxidantes, antiviral, anti-
inflamatoria, antiprotozodrios e antinociceptiva (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010;
EDRIS, 2007; FIRENZUOLI et al., 2014; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; SARMENTO-
NETO et al., 2016).

O conceito de dor em si diz respeito a uma experiéncia sensorial complexa
gue envolve ndo apenas a transducdo de estimulos ambientais nocivos, mas
também o processamento cognitivo e emocional pelo cérebro, enquanto o
componente fisiologico que permite um individuo detectar e evitar estimulos
potencialmente nocivos através de mecanismos de transducao de sinais € conhecido
como nocicepcdo (JULIUS; BASBAUM, 2001). Um nociceptor € um receptor
sensorial especializado presente nas terminacgdes livres das fibras nervosas
aferentes que ira responder a tais estimulos enviando os sinais nervosos para a
medula espinhal e cérebro (BURGESS et al., 1967; FURST, 1999; MILLAN, 1999).
Dessa forma, um efeito antinociceptivo esta relacionado com a redugdo da
sensibilidade algésica no interior dos neurbnios quando a endorfina ou uma
substancia similar opidide se combina com um receptor (ADORJAN; BUCHBAUER,
2010).
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Com relacdo a atividade antinociceptiva de produtos naturais, diversos
estudos vém salientando a eficacia dos 6leos essenciais de diferentes plantas no
tratamento da dor (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; ANAYA-EUGENIO et al., 2016;
DONALD; FERNANDES; BOYLAN, 2016; QUITANS et al., 2017; SARMENTO-
NETO et al.,, 2016; SUN et al., 2016). A busca por novos compostos com
propriedades analgésicas, mas com efeitos colaterais menos danosos do que os do
mercado atual tém impulsionado muitas pesquisas, pois a medicina moderna
enfrenta grandes desafios no que se refere ao tratamento da dor, principalmente a
do tipo crénica (BORSOOK; KALSO, 2013). Nesse sentido, os 6leos essenciais
desempenham papel promissor como agentes antinociceptivos em modelos animais,
sendo muitas vezes seu mecanismo de acdo evidenciado, como pode ser verificado
em alguns exemplos na tabela abaixo (Tabela 3). Esses estudos possibilitam melhor
compreensao sobre os efeitos desses produtos naturais no organismo, direcionando

as pesquisas para o desenvolvimento de candidatos a novos fitoterapicos.

Tabela 3 - Oleos essenciais de plantas com atividade antinociceptiva (continua)

Espécie Modelo Animal Mecanismo de Acéo Referéncia

Citrus limon Contorgdes induzidas Central Campélo et al. (2011)
por acido acético/ teste
da formalina/ placa

quente

Eucalyptus citriodora  Contor¢6es induzidas N&o informado Gbenou et al. (2012)
por acido acético/

retirada da calda

Hyptis fruticosa Contorcdes induzidas Periférico/ central Franco et al. (2011)
por acido acético/

formalina
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(continuacéo)

Espécie Modelo Animal Mecanismo de Acéo Referéncia
Lippia gracilis Contorgdes induzidas Periférico Mendes et al. (2010)
por acido acético
Ocimum basilicum Contorcdes induzidas Periférico/central Venancio et al.
por acido acético/ (opidide) (2010)
teste da formalina/
placa quente
Pimenta Contorcdes induzidas Periférico De Paula et al.

pseudocaryophyllus

Senecio rufinervis

Valeriana wallichii

Zingiber oficinalle

por acido acético

Contor¢des induzidas
por acido acético/

placa quente

Contorcdes induzidas
por acido acético/

retirada da cauda

Contor¢des induzidas

por acido acético

Periférico/ central

Periférico

Periférico

(2012)

Mishra et al. (2010)

Sah; Mathela;
Chopra (2010)

Jeena; Liju; Kuttan
(2013)

Fonte: Adaptado de Sarmento-Neto (2016)

2.3 TOPICOS RELEVANTES SOBRE O GENERO LIPPIA (VERBENACEAE)

Verbenaceae J. St-Hil consiste numa familia relativamente grande e de

plantas economicamente importantes, pois muitas espécies sdo ornamentais, além

de fornecer madeira, sdo muito utilizadas como especiarias (MARX et al., 2010). A

familia pode ser reconhecida por apresentar plantas de habito arbustivo e herbaceo,
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mas também podem ser arvores ou lianas com menos frequéncia (SALIMENA et al.,
2013), e, em sua maioria sdo aromaticas (SALIMENA; FRANCA; SILVA; 2009). As
folhas e flores sdo opostas com simetria ligeiramente bilateral (zigomorfa) da corola;
os frutos sdo carnosos ou secos, geralmente com 2 ou 4 sementes, muitas vezes
dividindo-se em 2 ou 4 segmentos e 0s Ovulos se encaixam diretamente nas

margens dos falsos septos dos carpelos (O’LEARY et al., 2012).

Cerca de 36 géneros e 1.000 espécies sdo conhecidas em Verbenaceae com
distribuicdo nos trépicos, principalmente a regiéo neotropical (ATKINS, 2004* apud
SALIMENA; MULGURA, 2015b; SALIMENA et al., 2013; SOUZA; LORENZI, 2012),
constituindo importante elemento da flora na América do Norte e do Sul (MARX et al,
2010). O Brasil é considerado o centro de maior diversidade da familia, abrigando
cerca de 16 géneros e 286 espécies, sendo 187 endémicas (SALIMENA et al., 2015)
e 55 consideradas raras (SALIMENA; FRANCA; SILVA, 2009).

Os principais géneros de Verbenaceae que ocorrem no territério brasileiro séo
Lippia L., Stachytarphita Vahl., Verbena L., Lantana L., Citharexylum L. e Glandularia
J. F. Gmel, sendo os dois primeiros 0os que apresentam maior diversidade na flora do
Brasil (SALIMENA et al., 2015) (Lippia contendo por volta de 82 espécies, destas 61
endémicas; e Stachytarphita incluindo cerca de 79 espécies, com 73 endémicas e 13
subespécies endémicas) (SALIMENA; MULGURA, 2015c; SALIMENA, 2015). Outros
géneros que ocorrem no Brasil incluem Aloysia Juss., Bailonia Bocg., Bouchea
Cham., Cassaleia Nees & Mat., Petrea L., Phyla Lour, Pitraea Tucz., Priva Adans,
Recordia Moldenke e Tamonea Abl. (SALIMENA; MULGURA, 2015c).

O genéro Lippia esta incluido na tribo Lantanae Endl. e junto com Lantana
representa aproximadamente 80% das espécies (MARX et al, 2010). Embora haja
problemas taxondmicos entre Lippia, 0 género apresenta por volta de 150-200
espécies principalmente distribuidas geograficamente entre as regides das Américas
Central e do Sul, territorios tropicais da Africa, América do Norte e Australia
(ATKINS, 2004 apud SALIMENA; MULGURA, 2015a; GOMES et al., 2011; MUNIR,

2 ATKINS, S. Verbenaceae. In J. W. Kadereit (ed.). The families and genera of flowering plants, vol.
7. Springer. Berlin, p. 449 — 468, 2004.
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1993; PASCUAL et al, 2001; SOUZA; LORENZI, 2012; TERBLANCHE;
KORNELIUS, 1996).

O Brasil € um dos maiores centros de diversidade de Lippia, estando as
espécies distribuidas em todo territério do pais, ocorrendo principalmente nas areas
de vegetacdo campo-rupestre e cerrados, regides de elevado endemismo
(SALIMENA et al., 2013), inclusive a caatinga (SALIMENA et al., 2015c). O maior
centro de diversidade do género no Brasil é a Cadeia do Espinhaco (Minas Gerais e
Bahia) onde ocorre mais da metade das espécies, embora a urbanizacdo e aumento
da atividade agricola tenham colocado muitas espécies sob ameacas de extincdo
(SALIMENA et al., 2013).

As espécies de Lippia podem aparecer como arbustos eretos ou subarbustos,
com caule ramificado, arborizado, muitas vezes hirsuto ou tomentoso. As folhas séo
simples, opostas decussadas ou cruzadas, raramente alternas, deciduas, inteiras a
dentadas ou lobadas, estipuladas, pecioladas ou sésseis, membrandceas a
coridceas, na maior parte peninérveas. A inflorescéncia é espiciforme ou
capituliforme, solitaria ou fasciculada nas axilas das folhas ou agregada em corimbo
terminal ou panicula; picos pedunculados, na maioria contraidos em cabecas ou
cilindricos, as vezes alongados em frutos, densamente floridos. As bracteas séo
visiveis, ndo deciduas, decussadas ou muito classificadas como herbaceas,
geralmente dobradas, por vezes cbncavas ou planas, imbricadas, principalmente
ovadas ou lanceolada. Com relacdo as flores, estas sdo pequenas, sésseis,
suportadas individualmente nas axilas de bracteas, muitas vezes classificadas como
tetrameras, com calice persistente, membranaceo, gamossépalo, ovoide-
campanulado ou comprimido, alado, induplicado, inconspicuo. A corola é
gamopétala, hipcrateriforme ou infundibular, tetralobada, zigomorfa; tubo cilindrico,
reto ou curvo, ligeiramente exserido do calice; I6bulos obliquos, se espalhando, com
2 labios, sendo o anterior mais largo que o posterior. Os estames séo 4, didinamos,
inseridos em torno do meio do tubo da corola, incluidos ou ligeiramente exseridos;
as anteras sdo ovadas, ndo apontadas, as células paralelas. Os ovarios sao
biloculares, cada l6culo com 1 o6vulo; estilete frequentemente curto com estigma

obliquo ou sublateral. Os frutos sdo secos, ovoides, rodeados pelo calice de

29



frutificacdo, algumas vezes agregados a ele, em 2 mericarpos ou “nutlets” na
maturidade; pericarpo papiradceo ou duro. As sementes ndo apresentam endosperma
(MUNIR, 1993).

2.3.1 Importancia socio-econémica

Muitas espécies de Lippia séo frequentemente utilizadas na medicina popular
e na culinaria (GOMES et al., 2011; JUDD et al., 2009; PASCUAL et al., 2001), além
disso, algumas espécies tém sido utilizadas no reflorestamento de areas degradadas
pela mineracdo (GOMES et al., 2011). Por serem plantas aromaticas que produzem
Oleos essenciais, muitas espécies do género sao de relevante interesse
biotecnoldgico, visto que diversos compostos podem ser precursores de novos
medicamentos fitoterapicos, que consistem em uma alternativa as drogas alopéticas

convencionais, com a vantagem de produzirem menos efeitos colaterais.

A respeito disso, 0 uso medicinal de espécies de Lippia vem sendo
investigado nas ultimas décadas e corroborando as propriedades terapéuticas ja
difundidas pela medicina popular. Pascual et al. (2001) em uma revisdo sobre o uso
tradicional, farmacologia e composicdo quimica do género Lippia, constatou que a
composicdo dos Oleos essenciais tém sido minuciosamente estudada, sendo o perfil
quimico do género, bem como atividades farmacolégicas e uso tradicional
consistentes. Esses autores apontaram também o uso comum dessas espécies para
o tratamento de doencas respiratérias (preparadas como decoto) e disturbios
gastrintestinais, dores de estdbmago e uso como carminativo (nestes casos Sao
preparadas na forma de infusdes e decocgdes), sendo utilizadas as partes aéreas,

folhas ou flores e administradas oralmente.

Nas Uultimas décadas, o numero de estudos realizados com os o6leos
essenciais extraidos de plantas do género Lippia, relacionados a composicdo
guimica e suas atividades biolégicas, tem crescido em diversas éareas do
conhecimento, embora no que diz respeito a atividade analgésica/antinociceptiva e
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anti-inflamatoria, ainda existam poucos trabalhos. Além disso, a maioria dos estudos
estdo concentrados em poucas espécies (e.g. L. alba,L. multiflora e L. sidoides), o
que denota a necessidade de maior investigacdo do potencial desse género,

principalmente das espécies que ocorrem no Brasil (SILVA, 2012).

No prisma das espécies do género mais estudadas, L. alba, popularmente
conhecida como “cidreira” no Brasil €, sem duvidas, a que ocupa o primeiro lugar.
Estudos etnofarmacolégicos com essa espécie apontam o uso tradicional no
tratamento de desordens diversas, desde resfriados a dores de estdmago, bem
como sedativa, anti-hipertensiva, analgésica, anti-inflamatéria, digestiva e
cicatrizante (FRANCO; BARROS, 2006; GAZZEANO; LUCENA; ALBUQUERQUE;
2005; HANNEBELLE et al., 2008; PASCUAL et al., 2001). Diante disso, pesquisas
realizadas com o 6leo essencial de L. alba tém comprovado o uso tradicional dessa
espécie, como o efeito ansiolitico (HATANO et al., 2012), vasorrelaxante (MAYNARD
et al., 2011), amebicida (SANTOS et al., 2015), antiespasmddica et al. (BLANCO et
al.,, 2013), além de atividade antimicrobiana (JUIZ et al., 2015) e antifingica
(TOMAZONI et al., 2016), dentre outras como pode ser verificado na Tabela 4, que
relaciona algumas espécies de Lippia, suas propriedades biologicas e a composicao

dos 6leos essenciais.

L. sidoides ou “alecrim pimenta”, nativa da regido semiarida do Nordeste
brasileiro, é utilizada popularmente para tratar infeccdes na pele e nas mucosas
(SOARES et al.; 2016; VERAS et al., 2013). Algumas dessas propriedades tém sido
comprovadas cientificamente em estudos sobre a atividade antimicrobiana do o6leo
essencial desta espécie (FONTENELLE et al., 2007; FREIRES et al. 2015). Além
disso, o0 6leo essencial dessa espécie apresenta atividade antiparasitaria (BORGES
et al., 2012; SANTOS et al., 2015; SOARES et al., 2017), antimalaria (MOTA et al.;
2012), inseticida contra Aedes aegypty (DE LIMA, 2013), anti-inflamatoria
(MONTEIRO et al.; 2007; VERAS et al.; 2012) e gastroprotetora (MONTEIRO et al.,
2007).

Outra espécie amplamente estudada, L. gracilis, comumente conhecida na
regido do semiarido nordestino como “alecrim-da-chapada”, “alecrim-da-serra”, é

tradicionalmente utilizada na medicina popular para tratar ndo somente desordens
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do trato respiratorio tais como gripes, resfriados, tosse, congestao nasal, bronquites
e sinusite, mas também dores de cabeca, ictericia e inclusive paralisia
(ALBUQUERQUE et al.,, 2007, RIELLA et al., 2012). Além disso, essa espécie
também € aplicada topicamente para tratar doencas cutaneas, feridas, Ulceras e
gueimaduras (PASCUAL et al.,, 2001). O estudo realizado por Riella et al. (2012)
comprovou que tais propriedades cicatrizantes de L. gracilis, podem estar
relacionadas ao componente majoritario do 6leo essencial, timol, que foi eficaz no
processo de regeneracdo da pele lesionada em ratos. Estudos investigando a
atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva, antioxidante (GUILHON et al., 2011,
MENDES et al., 2010) e antimicrobiana (BITU et al., 2014) do OE de L. gracilis
corroboram a eficacia no uso medicinal dessa planta. Além disso, o OE dessa
espécie possui propriedades amebicida (SANTOS et al., 2015), acaricida (COSTA-
JUNIOR et al., 2016), antileishmania (MELO et al., 2013) e inseticida, contra larvas
de Aedes aegypty (DIAS et al., 2015).

Tabela 4 - Atividade e composicao quimica do OE de espécies de Lippia (continua)

Espécie Atividade Principais compostos Referéncia
do OE
L. alba (Mill.)N.E.Br. Acaricida carvona, limoneno e Peixoto et al. (2017)
(Rhipicephalus citral (geranial e neral)
microplus)
Amebicida limoneno e carvona Santos et al. (2015)
(Acanthamoeba
polyphaga)
Anestésica citral Sousa et al. (2015)
Ansiolitica carvona, limoneno Hatano et al. (2012)
Antiespasmaddica quimiotipos citral e Blanco et al. (2013)
linalol
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(continuacéo)

Espécie Atividade

Principais

compostos do OE

Referéncia

L. alba (Mill.)N.E.Br Antimicrobiana (P.
gingivalis/ B. fragilis/ F.

nucleatum.)

Tripanocida (Leishmania
chagasi/ Trypanosoma

cruzi)

Vasorrelaxante

citral, carvona,

limoneno

geranial, neral,
geraniol, trans-f3-
caryophyllene 6-
methyl-5-hepten-2-

one, geranial, neral

geranial, citral

Juiz et al. (2015)

Escobar et al. (2010)

Maynard et al. (2011)

L. chevalieri Moldenke. Antimicrobiana
(Staphylococcus aureus/
Enterococcus
hirae/Candida

albicans/Saccharomyces

Folhas: B-cariofileno,
elemol, oxido de
cariofileno,

germacreno D

Flores: B-cariofileno,

Mevy et al. (2007)

cerevisiae)
germacreno D, elemol,
1-8-cineol
L. citriodora Kunth. Antibacteriana (MRSA N&o informado Ansari et al. (2012)
Staphylococcus
aureaus)

Antimicrobiana

(Helicobacter pylori)

Tripanocida (Leishmania
chagasi/ Trypanosoma

cruzi)

Neral, limoneno,
geranial, B-cariofileno,
farneseno, germacreno

D, trans-B-ocimeno,

sabineno, 1,8-cineol

geranial, neral,
limoneno, nerol, 1,8-

cineol e espatulenol

Ohno et al. (2003)

Escobar et al. (2010)
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(continuacéo)

Espécie Atividade

Principais compostos
do OE

Referéncia

L. dulcis Trev. Antiespasmaddica

Tripanocida
(Leishmania chagasi/
Trypanosoma cruzi)

Canfora, hernandulcina

trans-B-cariofileno, &-
cadineno, a-copaeno,
a-bisabolol,
biciclogermacreno

Gornemann et al.
(2008)

Escobar et al. (2010)

L. gracilis Schauer. Acaricida

(Rhipicephalus
microplus)

Amebicida
(Acanthamoeba

polyphaga)
Antifungica
(Trichophyton rubrum)/
Antileishmania

(Leishmania chagasi)

Antimicrobiana
(Staphylococcus

aureus)

Antinociceptiva/ anti-

inflamatoria

Antinociceptiva/ anti-
inflamataria/

antioxidante

Inseticida/larvicida

(Aedes aegypti)

timol, carvacrol

p-cimeno, y-terpineno,

carvacrol

Carvacrol, Timol, metil
timol, B-cariofileno, p-
cimeno, y-terpineno

Timol, carvacrol, p-

cimeno, a-pineno

0-cimeno, y-terpineno,
2-isopropil-5-
metilanisole, timol,

carvacrol, B-cariofileno

Timol, p-cimeno, metil
timol, y-terpineno, B-
cariofileno, carvacrol,

1,8-cineol, mirceno

1,8-cieneol, a-
terpineol, 3-pineno,
terpinen-4-ol, y-
terpineno, trans-

pinocarveol

Costa-Junior et al.
(2016)

Santos et al. (2015)

Melo et al. (2013)

Bitu et al. (2014)

Guilhon et al. (2011)

Mendes et al. (2010)

Dias et al. (2015)
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(continuacéo)

Espécie

Atividade

Principais

compostos do OE

Referéncia

L. grata Schauer. (+

B-ciclodextrina)

L. graveolens H. B. K

L. integrifolia
(Griseb.) Hieron

L. microphylla Cham.

L. multiflora
Moldenke.

Antinociceptiva

Acaricida (Rhipicephalus

microplus)

Antimicrobiana (Bacillus
subtilis/ Staphylococcus
aureus/ Escherichia
coli/Salmonella typhi)/

espasmolitica

Antifungica (Microsporum

gypseum/

Trichophytonmentagrophytes/

T. rubrum/ repelente

(Triatoma infestans)

Antioxidante

Antitumor

Anti-inflamatéria/

Antioxidante/ antiproliferativa

canfeno, canfora,
borneol, (E)-
cariofileno,

biciclogermacreno
timol, carvacrol, p-

cimeno, y-terpineno

caracrol, 6xido de

cariofileno, -

cariofileno, p-cimeno,

m-cimeno

borneol, lippifoli-1(6)-

en-5-nona, a-pineno,

terpinen-4-ol, canfeno,

A%-Africaneno,
limoneno, a-terpinil

acetato

B-Cariofileno,

terpineno-4-ol,

espatulenol, oxido de

cariofileno, cis-
sabineno hidrato,
trans-davonona, f3-

bisaboleno,

biciclogermacreno, p-

cimeno

timol, carvacrol, p-

cimeno, y-terpineno

p-cimeno, B-

cariofileno, timol, y-

terpineno, acetato de

timila

Siqueira-Lima et al.
(2014)

Matinez-Velazquez
et al. (2011)

Rivero-Cruz et al.
(2011)

Lima et al. (2011)

Barbieri et al. (2015)

Xavier et al. (2015)

Bayala et al. (2014)

35



(continuacéo)

Espécie Atividade

Principais compostos
do OE

Referéncia

L. multiflora Moldenke. Anti-inflamat6ria

a-pineno, geraniol,
eraniale, timol, neral,
a-terpineol, d-terpineol,
linalol, 1-8-cineol, (E)-
B-farneseno,
germacreno D, -
cariofileno, oxido de

cariofileno

Soro et al. (2016)

L. origanoides Kunth. Antimicrobiana
(Candida albicans/
Candida parapsilosis/
Candida guilliermondii/
Cryptococcus
neoformans/
Trichophyton rubrum/
Fonsecaea pedrosoi/
Staphylococcus
aureus/ Lactobacillus
caseil Strepto- coccus

mutans)

Antioxidante

Tripanocida

(Trypanosoma cruzi)

carvacrol, timol, p-

cimeno, y-terpineno

carvacrol, p-cimeno, y-
terpineno, linalol, B-
cariofileno,

Biciclogermacreno

timol, carvacrol, y-
terpineno, (E)-

cariofileno, mirceno

Oliveira et al. (2006)

Teles et al. (2014)

Borges et al. (2012)

L. pedunculosa Hayek. Amebicida
(Acanthamoeba

polyphaga)

Larvicida/ repelente

limoneno, rotundifolona

oxido de piperitenona,

limoneno

Santos et al. (2015)

Nascimento et al.
(2016)
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(continuacéo)

Espécie Atividade

Principais

compostos do OE

Referéncia

L. pedunculosa Larvicida/ repelente (Aedes

Hayek. aegypti L.)

Tripanocida (Trypanosoma

cruzi)

L. sidoides Cham. Amebicida (Acanthamoeba

polyphaga)

Antifungica (Candida
albicans/ Candida
tropicalis/ Microsporum

canis)

Anti-inflamatoéria

Anti-

inflamatGria/gastroprotetora

Antimalaria (Plasmodium
falciparum/ Plasmodium
berghei)

Antimicrobiana
(Streptococcus mutans/

Candida albicans)

Antiparasitéria
(Anacanthorus spathulatu/
Notozothecium
janauachensis/

Mymarothecium boegeri)

Inseticida (Aedes aegypti
L.)

Tripanocida (Trypanosoma

cruzi)

oxido de piperitenona,

limoneno

limoneno,

rotundifolona
Carvacrol, p-cimeno,
y-terpineno

Timol, E-cariofileno, p-

cimeno

Timol, p-cimeno, etil-

metil carvacrol
Timol, E-cariofileno, p-
cimeno, y-terpineno

Timol, p-cimeno, timil-

metil-eter

Timol

Timol, p-cimeno, (E)-
B-cariofileno, carvona,

y-terpineno

Timol, tans-
cariofileno, p-cimeno,

oxido de cariofileno

Timol, (E)-cariofileno

Nascimento et al.
(2016)

Menezes et al. (2014)

Santos et al. (2015)

Fontenelle et al.

(2007)

Veras et al. (2012)

Monteiro et al. (2007)

Mota et al. (2012)

Freires et al. (2015)

Soares et al. (2017)

De Lima et al. (2013)

Borges et al. (2012)
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(cntinuacao)

Espécie Atividade Principais compostos Referéncia
do OE
L. thymoides Mart. & Antimicrobiana B-cariofileno, borneol, Silva et al. (2015)
Schauer. (Staphylococcus canfora, canfeno,
aureus/ Micrococcus germacreno D

luteus/ Candida
albicans)/
vasorrelaxante/

tocolitica

L. turbinata Griseb. Antioxidante Limoneno, 6xido de Barbieri et al. (2015)
piperitenona, oxido de
cariofileno, -

cariofileno

Fonte: Levantamento da pesquisa (2017)

Levando em consideracdo os estudos relativos a fitoquimica das espécies de
Lippia, a maioria esta concentrada na quimica dos constituintes volateis, limitando
em parte as informacdes sobre o0s compostos nao volateis (CATALAN; DE
LAMPASONA?, 2012 apud OMBITO et al., 2014). A composicéo quimica dos 6leos
essenciais de espécies do género tem sido diagnosticada pelo método de
cromatografia gasosa (CG) e identificado principalmente limoneno, B-cariofileno, p-
cimeno, canfora, linalol, a-pineno e timol (PASCUAL et al., 2001; TERBLANCHE;
KORNELIUS, 1996). Outras substancias como os terpenos y-terpineno e carvacrol
também tém sido encontradas no 6leo essencial de algumas espécies de Lippia
(BAYALA et al., 2014; BITU et al., 2014; BORGES et al., 2012; COSTA-JUNIOR et
al. 2016; DIAS et al., 2015; GUILHON et al., 2011; MATINEZ-VELAZQUEZ et al.,
2011; MELO et al., 2013; MENDES et al., 2010; MONTEIRO et al., 2007; OLIVEIRA

2 CATALAN, C.A.N., DE LAMPASONA, M.E.P. The chemistry of the genus Lippia (Verbenaceae). In:
Kintzios, S.E. (ed.) Oregano: The genera Origanum and Lippia. 1st ed. London: Taylor &
Francis.2002.
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et al., 2006; RIVERO-CRUZ et al., 2011; SANTOS et al., 2015; SOARES et al., 2017
TELES et al., 2014; XAVIER et al., 2014), como pode ser observado na Tabela 1.

De forma geral, o teor e a composi¢cdo quimica do Oleo essencial de
diferentes espécies de Lippia variam em relacdo aos componentes majoritarios, no
entanto, de forma geral, estdo presentes monoterpenos e sesquiterpenos (SOARES;
TAVARES-DIAS, 2013). Algumas espécies apresentam variedade intraespecifica na
composicdo do Oleo essencial, o que frequentemente as difere em diversos
quimiotipos (PASCUAL et. al, 2001), como é o caso de L. alba, que apresenta varios
quimiotipos como citral (geranial e neral), canfora e linalol, por exemplo. Tal
diversidade de substancias presentes nos 6leos essencias de uma mesma espécie
esta diretamente relacionada a fatores ambientais, como origem geografica, tipo de
solo, temperatura, irrigacéo, etc. (LARIBI et al., 2013; MARCIAL et al., 2015).

2.3.2 Lippia bromelyana

Lippia bromelyana Moldenke (Figura 1) é uma planta endémica do Brasil,
ocorrendo na regido do cerrado e da caatinga no estado da Bahia (Figura 2)
(SALIMENA; MULGURA, 2015a). As principais caracteristicas morfolégicas (Figura
3) dessa espécie sdo: habito arbustivo, com ramos eretos; folhas ovadas, opostas,
craspedrédomas, com limbo cartaceo, glabro, com base decorrente, apice atenuado
e margem crenada; as bracteas sdo verde-claras e elipticas; a inflorescéncia é do
tipo racemosa e axilar; as flores apresentam pétalas lilases-claro, o perianto labiado

com tricomas incano na face abaxial e glabro na face adaxial (OLIVEIRA, 2014).
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Figura 1 - Detalhe da inflorescéncia (A), folha (B) e ramo de Lippia bromleyana
Moldenke (C) cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, UEFS, Feira de
Santana, Bahia. (OLIVEIRA, 2014)

Fonte: Oliveira (2014)

De acordo com a Portaria do Ministério do Meio Ambiente N° 433 de 17 de
dezembro de 2014, L. bromelyana esta incluida na "Lista Nacional Oficial de
Espécies da Flora Ameacadas de Extingao” e classificada como uma espécie em
perigo (BRASIL, 2014). Muito provavelmente esse fato decorre do desmatamento e
da atividade mineradora na regido, que consequentemente causam processos
erosivos que conduzem a fragmentacéo do habitat dessa espécie (CNCFlora, 2012).
Além disso, essa espécie apresenta rarissimos relatos na literatura (SALIMENA;
MULGURA, 2015a; OLIVEIRA, 2014) além de ainda nao ter sido estudada do ponto
de vista farmacologico.
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Figura 2 - Mapa de ocorréncia geogréfica de Lippia bromelyana Moldenke no estado
da Bahia, Brasil
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Fonte: CNCFlora (2012)

Esses fatos atestam a necessidade de estudos que conduzam a preservacao
e conservacdo da espécie em seu habitat bem como o desenvolvimento de
estratégias de cultivo que possibilitem estudos fitoquimicos e farmacolégicos com a
finalidade de ressaltar ainda mais sua importancia nao apenas ecoldgica/biolégica,
mas também sdécio-econdmica, visto que a producdo de metabdlitos secundarios por
essa planta € um fator para a bioprospeccdo de novas substancias de interesse
biotecnoldgico.
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Figura 3 - Detalhes da espécie Lippia bromleyana Moldenke: Ramo, flor, folha,
bractea, estames. Prancha: Carla Teixeira (OLIVEIRA, 2014)

Fonte: Oliveira (2014)
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

Exemplares de L. bromelyana foram coletados no campo experimental do
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (12° 14’ 21” S latitude
e 38° 58’ 46” W longitude) em junho de 2015, seguindo o método de herborizacao
descrito por Mori et al. (1989). O espécime foi identificado pela Dra. Tania Regina
dos Santos Silva e a exsicata (Figura 4) depositada no herbario da UEFS, sob
voucher n°® 216826.

Figura 4 - Exsicata de Lippia bromelyana Moldenke

Fonte: Arquivo pessoal

43



3.2 EXTRAGCAO DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial das folhas de L. bromelyana (OELB) foi obtido por meio de
hidrodestilacdo utilizando o aparelho de Clevenger (Figura 5) em triplicata. O
material vegetal, ap0s a coleta, foi secado a temperatura ambiente (24° C). Em
seguida foi pesado e dividido em trés partes iguais (com massa = 70 g cada). Cada
parte foi submetida a trituracéo e em seguida, colocada em um baldo contendo 1000
mL de agua destilada no aparelho de Clevenger, durante 180 minutos contados a
partir do inicio da destilacdo. ApGs a extracao do Oleo essencial, foi adicionado ao
mesmo sulfato de sédio anidro para retirada da agua residual e evitar perdas por
hidrolise durante o armazenamento. Em seguida, o Oleo foi recolhido e
acondicionado em recipientes de vidro escuro e pesados em balanca de precisédo. O
calculo do teor de éleo foi realizado utilizando-se a relacao entre o volume de 6leo
coletado e a massa de material vegetal seco utilizada na extragcdo (TELES et al.,
2014).

Figura 5 - Hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger

i 1..'3;’.. -
Fonte: Adaptado de Oliveira (2014).

Para a obtencdo do teor de umidade residual presente nas folhas,

aproximadamente 1 g do material vegetal foi analisado em triplicata em um
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Determinador de Umidade Série ID Versao 1.8 Marte® e o calculo foi obtido de
acordo com a seguinte fomula (GOUVEA; FOLLETTO; BERRETA-HURTADO,
2013):

% umidade = massa inicial — massa final x 100
massa inicial

3.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

OELB foi analisado por cromatografia a gas com deteccdo por ionizacao de
chama (CG/DIC) e por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), para determinar os constituintes, o nUmero e a concentracdo destes. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo com o banco de dados
(NIST 21 e NIST107) do CG/EM, com padrBes auténticos e através do calculo do
indice de Kovat's (calculado pela co-injecdo da amostra com uma série homéloga de
n-alcanos C8-C24) (ADAMS, 2007).

Nas analises por CG/DIC foi utilizado um Cromatodgrafo Varian® CP-3380,
com detector de ionizacdo de chama (DIC) e coluna capilar DB -5 (30 m x 0,5 mm X
0,25 um), temperatura do injetor de 220°C e do detector de 240°C, split 1:50, hélio
como gas de arraste na vazao de 1 mL/min, com programa de temperatura do forno
de: 60°C a 240°C (3°C/min), mantendo por 240°C durante 20 minutos.

As analises por CG/EM foram realizadas em Cromatografo Shimadzu® CG-
2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna
capilar BPX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), temperatura do injetor 220°C, gas de
arraste hélio na vazdo de 1 mL/min, split 1:100, temperatura da interface de 240°C,
temperatura da fonte de ionizagcédo de 240°C, energia de ionizacdo 70 eV, corrente
de ionizacao: 0,7 kV e programa de temperatura do forno: 60°C a 240°C (3°C/min),

mantendo a 240°C por 20 minutos.

Antes da injecdo, 20 mg de cada amostra de Oleo essencial foi dissolvida em
1 mL de diclorometano e 0,2 uL desta solugdo foi injetado. Apds andlises, um pool
dos 6leos essenciais foi compilado para testes subsequentes.
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3.4 TESTES FARMACOLOGICOS GERAIS

3.4.1 Animais de experimentacao

Para a realizacdo dos testes farmacolégicos in vivo, foram utilizados
camundongos Mus musculus (LINNAEUS, 1758), machos e fémeas, adultos,
pesando entre 25 e 35 g, obtidos da colénia do Biotério Central da UEFS.

No biotério, os animais foram alojados em caixas de polipropileno completas
com grade aramada em aco inoxidavel, comedouro e encaixe para o bebedouro, nas
dimensdes 32 x 20 x 13 cm para camundongos, providas de cama de serragem
selecionada. Os camundongos foram mantidos no sistema Open Cage — no qual as
gaiolas ficam alocadas em estantes metalicas abertas, sendo o controle de
temperatura, umidade e filtragem do ar feito em toda a sala (climatizada:
temperatura de 22 + 2°C e umidade relativa (UR) do ar em 50 = 10%) de
manutencdo do Biotério da UEFS. Nesta sala, foram armazenadas quatro gaiolas
por prateleira, totalizando doze por estante. Cada gaiola foi trocada duas vezes por

semana.

Os animais foram mantidos em fotoperiodo de 12h claro/12h escuro
controlado por temporizador digital, sendo a fase clara iniciando as 06h e a escura
as 18h, de acordo com os padrdes recomendados para roedores (GHIRALDINI,
1995; MERUSSE; LAPICHICK, 1996). Até o momento da realizacdo dos

experimentos, 0s camundongos tiveram acesso a agua e comida ad libitum.

As gaiolas com os animais foram, entdo, transferidas para a sala de
experimentacéo, onde foram realizados os experimentos, com pelo menos uma hora
de antecedéncia a execucdo dos mesmos, com a finalidade de reduzir o estresse e
consequentes alteragcdes comportamentais decorrentes da mudanca de ambiente,
bem como permitir uma adaptacao a sala de experimentagdo, onde 0s experimentos
foram realizados entre 08h e 12h ou 13h e 17h (periodo correspondente a fase
clara). Antes de cada experimento, a bancada foi higienizada com etanol 70%. Os
animais foram utilizados uma Unica vez e, em seguida, eutanasiados seguindo as

normas do Biotério. Todos os procedimentos experimentais foram analisados e
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previamente aprovados pela Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA-UEFS,
protocolo n® 02/2015).

3.4.2 Avaliacdo da toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi baseado no protocolo estabelecido pela
Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD 420, 2001) e de
acordo com Da Silva et al. (2015), com algumas adaptacdes. Os animais
(camundongos fémeas, n=5 por grupo) foram distribuidos em dois grupos e
receberam OELB na dose fixa 300 mg/kg (em solucdo aquosa + 80 0,2% v/v) , via
intraperitoneal (i.p.) ou veiculo (salina + Tween 80 0,2% v/v, 0,1 mL/10 g, i.p. - grupo
controle negativo). Os camundongos permaneceram em jejum durante a noite
antecedente ao teste e 3h apds as asministragdes.

Ao receberem o0s respectivos tratamentos, os animais foram observados
durante um periodo de 24h (principalmente as quatro primeiras) para monitoramento
de sinais comportamentais gerais (alteracbes nos pélos, olhos, membranas
mucosas, sistema respiratério, circulatorio e digestivo; comportamento anormal,
atividade anormal, atividade motora, tremores, convulsdo, salivacdo, diarreia,
letargia ou sonoléncia, dentre outros). Além disso, 0s animais permaneceram em
observacdo durante quatorze dias consecutivos para verificar a possivel ocorréncia
de mortes e a massa corporal foi monitorada no 1° (apd6s a administracdo das
substéancias), 7° e 14° dias. Ao final do experimento, os animais foram eutansiados e
0s oOrgaos (coracdo, pulmdes, figado, baco intestino, esttmago e rins) foram
excisados, pesados e analisados macroscopicamente a olho nu, a fim de observar
algum sinal de patologia grosseiramente visivel nos mesmos. Tal analise seguiu

como paramentro de comparacgao os orgaos dos camundongos do grupo controle.
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3.4.3 Teste para investigacao da atividade motora na barra giratoria (rota-rod)

A fim de verificar o efeito do relaxamento muscular ou de alteragcbes na
coordenacao motora produzidas pelo OELB, os animais foram submetidos ao teste
proposto por Dunham e Miya (1957) no aparelho rota-rod (Insight Ltda., Brasil),
Durante a execugéo deste teste, os animais foram colocados em um cilindro que gira
a uma velocidade constante (rota-rod), a fim de verificar se sdo capazes de se
equilibrarem sobre o mesmo (MATTEI; FRANCA, 2006).

Para evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados devido a uma
incapacidade natural dos animais em manter o equilibrio e a movimentacao na barra
giratoria, 24h antes da realizacdo do teste foi feita uma pré-selecdo dos animais
(sem administracdo de substancias), na qual foram considerados aptos a
participarem aqueles animais que permaneceram na barra giratoria (com velocidade
de 7 r.p.m.) durante 180 segundos (s), em até trés tentativas (BONJARDIN et al.
2011; CARLINI; BURGOS, 1979; DE SOUSA et al.,, 2007; MENDES; MATTEI,
CARLINI, 2002; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).

No dia seguinte, os camundongos pré-selecionados foram divididos em cinco
grupos (n=6-8 cada): controle negativo (salina + Tween 80 0,2% v/v 0,1 mL/10 g,
I.p.), padréo (Diazepam - DZP, 5 mg/kg, i.p.) e experimentais (75, 150 ou 300 mg/kg,
i.p.) e, antes da realizacdo do tratamento, foi realizada uma leitura basal, medindo-se
o tempo de permanéncia no aparelho conforme descrito anteriormente. Apds a
administragdo dos respectivos tratamentos, os animais foram submetidos ao teste
com registro do tempo (segundos) de permanéncia na barra giratoria nos intervalos

0, 30, 60 e 120 minutos para o registro do tempo de permanéncia ja mencionado.

3.5 TESTES FARMACOLOGICOS ESPECIFICOS PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Os testes de avaliacdo da atividade antinociceptiva do 0leo essencial de L.

bromelyana seguiram o mesmo padrdo de agrupamento, com 0s camundongos
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(n=6-8 por grupo), distribuidos em: grupo controle negativo (veiculo), grupo padrao
(morfina ou indometacina, 10 mg/kg, i.p.) e grupos experimentais (OELB 75, 150 ou
300 mg/kg, i.p.). ApOs trinta minutos da administracdo, os animais receberam os
indutores quimicos de nocicepcdo, dando inicio a observacdo para registro dos

parametros especificos de cada metodologia.

3.5.1 Teste das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

O teste das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético consiste na
inducdo de nocicepgdo pela injecdo de um agente quimico irritante na cavidade
peritoneal levando a caracteristicos movimentos de estiramento da regido abdominal
(contorcdes), seguidas de extensdo dos membros posteriores (WHITTLE, 1964).

Neste teste, adaptado da metodologia descrita por Koster, Anderson e Debeer
(1959), os animais foram randomicamente distribuidos nos grupos (n=8 cada)
tratados com OELB, veiculo ou indometacina (10 mg/kg, i.p.). Aos trinta minutos
posteriormente a administracdo dos respectivos tratamentos, cada camundongo
recebeu uma injecao de solucdo de acido acético a 0,85% (0,1 mL/10 g, i.p.). Em
seguida, logo apos intervalo de cinco minutos, foram colocados em uma caixa de
polipropileno sem maravalha e observados durante quinze minutos para registro

(contagem) do numero de contor¢cdes abdominais exibidas por cada individuo.

3.5.2 Teste da Formalina

O experimento foi adaptado da metodologia descrita por Hunskaar e Hole
(1987), que consiste num modelo bifasico de avaliagdo para diversas classes de
drogas analgésicas. ApOs 0s animais serem randomicamente distribuidos nos
grupos (n=8 cada), receberam os respectivos tratamentos (OELB, veiculo ou
indometacina (10 mg/kg, i.p.)) e, depois de trinta minutos, foram administrados com
uma injecao de 20 pL de formalina 2,5% (v/v) na regido intraplantar (i.pl.) da pata
traseira direita. Em seguida, os camundongos foram individualmente colocados
numa caixa de observacao triangular espelhada (25 x 25 x 25 cm) para registro do
tempo (segundos) de lambida da pata durante cinco minutos (12 fase, aguda), e

49



apos um intervalo de dez minutos, esse mesmo parametro foi registrado durante

quinze minutos (22 fase, inflamatdria) com o auxilio de um cronémetro digital.

3.5.3 Teste da Placa Quente

O teste da placa quente consiste no emprego de um estimulo térmico agudo
constante e de alta intensidade sobre a pele capaz de sensibilizar as fibras
sensoriais de elevado limiar, consistindo numa ferramenta Gtil para medir a resposta
nociceptiva de acdo central em camundongos (WOOLFE; MacDONALD, 1944;
EDDY; LEIMBACH, 1953).

O procedimento foi realizado de acordo com o método adotado por Jacob e
Ramabadran (1978) com algumas alteracfes. Os animais foram colocados numa
placa quente (Insight Ltda., Brasil) mantida a uma temperatura constante de 50 = 1
°C (PIETROVSKI et al., 2006). A placa quente apresenta dispositivos que controlam
automaticamente a temperatura e possui uma caixa de acrilico transparente, que
mantém o animal sobre a placa durante o periodo de observacéo, sendo o registro
do tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico feito através de um crondmetro
acoplado ao aparelho, que é acionado por meio de um pedal externo.

Para evitar possiveis erros de leitura decorrentes da inadaptacao do animal a
placa, os mesmos foram submetidos a uma triagem 24h antes da realizacdo do
experimento (sem administracdo de substancia), onde a laténcia basal foi registrada
usando o tempo de corte de dez segundos, e avaliada a sensibilidade ao estimulo
térmico. Os camundongos que apresentaram um tempo de reacao (definido como
laténcia para levantar ou lamber as patas) maior que dez segundos foram excluidos.

No dia seguinte, os animais foram distribuidos nos grupos (n=6 cada) tratados
com OELB, veiculo ou morfina (10 mg/kg, i.p.) e, apos 30, 60 e 120 minutos do
tratamento inicial com as substancias, foram colocados na placa (50 + 1 °C) e
expostos ao estimulo térmico e observados individualmente para o registro da
laténcia obtida pelo tempo (segundos) decorrido entre a colocagdo dos mesmos na

placa e a ocorréncia de lambida das patas ou comportamento de pular, sendo o
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tempo maximo de permanéncia na placa de trinta segundos, para evitar danos aos
individuos (SILVA et al., 2005).

Além disso, para avaliar o possivel envolvimento do sistema opidide na acao
antinociceptiva produzida pelo OELB, outros grupos receberam naloxona (NAL) (1,5
mg/kg, i.p.) quinze minutos antes da administragcdo de OELB 300 mg/kg, i.p ou de
morfina (10 mg/kg, i.p.), e, apos 30, 60 e 120 minutos, foram colocados na placa
guente para registro dos mesmos parametros conforme descrito no paragrafo

anterior.

3.5.4 Teste de Randall e Selitto

Seguindo uma adaptacdo do método de hipernocicepc¢ao descrito por Randall
e Selitto (1957), os camundongos foram submetidos a hiperalgesia aplicando-se
uma pressao (no maximo 500 g) crescente na pata direita traseira por meio de um
aparelho analgesimetro (Insight Ltda, Brasil). Neste modelo de hiperalgesia, um
agente flogistico € injetado na regido intraplantar da pata traseira do animal, que
causara um edema de pata. Ap6s a formacdo do edema, o limiar de laténcia do
reflexo de retirada da pata edemada, €, entdo, registrado a partir da pressao
exercida sobre esta no analgesimetro.

Trés dias antes da realizacdo do experimento, os animais foram colocados
uma unica vez no analgesimetro, sem qualquer administracdo de substancias, para
adaptarem-se a este equipamento e evitar resultados falsos, em decorréncia de
naturalmente retirarem a pata antes mesmo de a presséao ser aplicada efetivamente.
Apbés esse momento de adaptacdo, os camundongos foram randomicamente
distribuidos nos diferentes grupos (n=8 cada) de tratamento: OELB, veiculo e
morfina (10 mg/kg, i.p.) e mantidos na sala de experimentos até a realizacdo do
teste.

No dia em que o experimento foi executado, 0s grupos receberam a
administracdo das respectivas substancias. ApOs trinta minutos, foi injetado o
volume de 50 pL de A-carragenina lambda (1% wl/v, i.pl.) na pata traseira direita de
cada animal para induzir a inflamacéo (edema). A dor induzida pela inflamacéo foi
aferida pelo analgesimetro, pelo limiar nociceptivo (em gramas), que consiste na

51



forca necesséria a ser aplicada pelo aparelho na superficie dorsal da pata até que o

animal vocalize ou retire.

3.5.5 Teste de nocicepcao induzida por glutamato

O teste realizado foi adaptado do método proposto por Beirith, Santos e
Calixto (2002), no qual a injecdo de glutamato na pata traseira do camundongo
produz comportamento do tipo nociceptivo de inicio rapido e de curta duracdo. Este
ensaio possibilita avaliar drogas capazes de agirem sobre o sistema glutamatérgico,
o qual desempenha um papel significativo no processamento nociceptivo
(FUNDYTUS, 2001).

Para a realizacdo desse experimento, os camundongos distribuidos
randomicamente nos grupos (n=8 cada) tratados com OELB, veiculo ou morfina (10
mg/kg, i.p.) receberam, apds trinta minutos da administracdo dos tratamentos,
injecdo no volume de 20 L (i.pl.) de glutamato (20 umol/pata, em solucédo salina) na
pata direita traseira. Logo em seguida, os animais foram colocados numa caixa de
observacédo triangular espelhada (25 x 25 x 25 cm) para a contagem do tempo
(segundos) em que passaram lambendo a pata (indicativo de nocicep¢ao) durante

quinze minutos.

3.5.6 Teste de nocicepcdo induzida por cinamaldeido

Este teste permite verificar a acdo de uma substéncia nos canais iGnicos
receptores de potencial transitério relacionados a proteina anquirina do tipo 1
(TRPA1), relacionados a nocicepcdo provocada pelo frio nocivo, pois o
cinamaldeido € a principal ativador desses canais (CORDOVA et al., 2011).

O procedimento foi realizado seguindo Cordova et al. (2011), com algumas
adaptacbes. Os camundongos, trinta minutos apos serem distribuidos
aleatoriamente nos grupos (n=6-8 cada) e receberem a administracdo das
respectivas substancias, foram submetidos a uma injecdo de cinamaldeido (10

nmol/pata, i.pl.) na pata direita traseira. Em seguida, os animais foram colocados
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numa caixa de observacgéo triangular espelhada (25 x 25 x 25 cm) para serem
individualmente observados durante 5 minutos, nos quais foi contabilizado o tempo
(segundos) em que passaram lambendo a pata, considerado como parametro de

nocicepcao.

3.5.7 Teste do edema de pata induzido por carragenina

O teste edema de pata induzido por carragenina é considerado importante
meio de avaliacdo da atividade anti-inflamatéria aguda de substancias promissoras,
pois permite verificar 0 quanto essa substancia pode inibir os mediadores da
inflamacdo aguda e da imunidade nata (HUSSAIN et al., 2015; LAAVOLA et al.
2016). O agente flogistico utilizado neste experimento € um polissacarideo extraido
das algas vermelhas e que pode ser fracionado em k-Carragenina e A-Carragenina,
sendo esta Ultima mais ativa e irritante para a inducdo de inflamacédo aguda e
cronica (Di ROSA, 1972). Além disso, a carragenina é amplamente utilizada nos
testes de atividade anti-inflamatoéria devido ndo ser muito antigénica, o que garante a
auséncia de efeitos secundarios sistémicos que poderiam resultar em falsos
positivos (HUSSAIN et al., 2015).

Dessa forma, a atividade anti-inflamatéria do OELB foi estudada seguindo o
procedimento adotado por Winter, Risley e Nuss (1962) com poucas modificacdes.
Posterior a formacdo aleatéria dos grupos (n=8 cada), os camundongos foram
tratados com OELB, indometacina (20 mg/kg, i.p.) ou veiculo (i.p.). ApOs trinta
minutos da administracdo dos respectivos tratamentos, foi injetado o volume 50 pL
de solucao de A-carragenina (2% w/v em salina, i.pl.) na pata direita traseira e 50 pL
de solucgao salina (NaCl 0,9%, i.pl.) na pata esquerda traseira dos camundongos. Em
seguida, o edema foi medido em volume utilizando-se um pletismémetro de pata
(Insight Ltda., Brasil) nos intervalos entre 0, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apoés a
administracdo da carragenina. O efeito anti-inflamatério do OELB foi calculado de

acordo com a seguinte equagao:

Percentual de Inibicédo (%) = (C-D/C) x 100,
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onde D = diferenca entre o volume das patas direita e esquerda apdés a
administracdo de carragenina no grupo tratado com OELB; e C = diferenca entre o
volume das patas direita e esquerda apds a administracdo de carragenina no grupo

tratado com veiculo.

3.5.8 Tratamento estatistico dos dados

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey utilizando o software GraphPad
Prism, versao 5.0 para Windows, e expressos como meédia + erro padrao da média
(e.p.m). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram calculadas
pela aplicacdo de analise de variancia (ANOVA - one ou two —way) seguido do teste
de Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando o valo de p < 0,05
(WINER et al., 1991).

O percentual de inibicdo por um agente antinociceptivo foi determinado pela

seguinte férmula, de acordo com Bonjardin et al. (2011):

% inibicdo = [controle — experimental ] x 100
controle
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

O rendimento médio do OELB foi de 2,5 + 1,65% (V/m) e o teor de umidade
residual presente nas folhas foi de 15,05 + 0,28%. Foram identificados vinte e nove
compostos (aproximadamente 90,19% da composicdo total dos Oleos), sendo
limoneno (29,89%), 6xido de piperitenona (rotundifolona) (26,90%), B-bisaboleno
(8,02%) vy-terpineno (3,52%), biciclogermacreno (2,9%) e p-cimeno (2,29%) os
compostos principais (Tabela 5). A presenca majoritaria dos monoterpenos
limoneno e oOxido de piperitenona foi observada nos 06leos essenciais de outras
espécies de Lippia, como L. turbinata (BARBIERI et al., 2015). Em L. alba (SANTOS
et al., 2016) e L. pedunculosa (MENEZES et al., 2014) limoneno também foi um dos

compostos majoritarios identificados.

Além disso, este monoterpeno foi identificado ainda em L. thymoides (SILVA
et al., 2015) e L. sidoides (MORAIS et al., 2016). A andlise do 6leo essencial de L.
pedunculosa (MENEZES et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2016; SANTOS et al.,
2016) revelou Oxido de piperitenona (rotundifolona) como um dos compostos
majoritarios desta espécie apresentando importante similaridade com os resultados
agui apresentados. Adicionalmente, a composicdo quimica do OELB esta de acordo
com dados da literatura que reportam espécies de Lippia exibindo em suas
composic¢des alguns terpenos identificados na referida espécie, como p-cimeno e y-
terpineno em L. origanoides (OLIVEIRA et al.; 2007; TELES et al.; 2014), L. sidoides
(FONTENELLE et al., 2007; LIMA et al., 2013; VERAS et al., 2013), L. microphylla
(XAVIER et al., 2015), L. multiffiora (SORO et al.,, 2016) e L. gracilis (COSTA-
JUNIOR et al., 2016); p-bisaboleno e biciclogermacreno em L. origanoides (TELES
et al.; 2014) e L. integrifolia (MARCIAL et al., 2015).

Conforme observado, os constituintes do OELB podem ser encontrados nos
Oleos essenciais de outras espécies de Lippia, variando apenas nas propocoes. Tal
fato revela perfis quimicos ligeiramente parecidos entre as espécies, estando as

diferencas na composicdo desses Oleos condicionadas aos fatores ambientais,
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geograficos, edaficos, climaticos, genéticos, sazonalidade etc., de cada planta (DO

et al., 2015; RAUT,; KARUPPAYIL, 2014).

Tabela 5 - Analise da composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos das folhas

de Lippia bromelyana (continua)

Composto IKjit IKcalc MédiatDP
a-tujeno 930 928 0.40+0.08
a-pineno 939 936 0.11+0.01
sabineno 975 974 0.11+0.01

octen-3-ol + B-pineno 977 979 tracos

B-mirceno 990 989 0.32+0.04
p-cimeno 1026 1025 2.29+0.27
l[imoneno 1029 1031 29.89+3.14

y-terpineno 1059 1060 3.52+0.33

linalol 1096 1097 1.79+0.09
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 1122 1119 0.61+0.14
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 1137 1134 0.44+0.04
mircenona 1149 1147 0.13+0.01
trans-carveol 1216 1218 0.39+0.03

timol 1290 1285 0.81+1.15

carvacrol 1298 1298 1.98+2.57

acetato de trans-carvila 1342 1336 0.61+0.09
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(continuacéo)

Composto IKjit IKcalc MédiatDP
piperitenona 1343 1339 1.52+0.10
a-cubebeno 1348 1351 0.18+0.02

oxido de piperitenona 1368 1367 26.90+3.09
E-cariofileno 1419 1421 1.48+0.86
E-B-farneseno 1456 1457 0.77+0.09
biciclogermacreno 1500 1497 2.90+0.23
B-bisaboleno 1505 1508 8.02+0.68
d-cadineno 1523 1524 1.27+0.07
espatulenol 1578 1578 1.32+0.14

oxido de cariofileno 1583 1584 0.43+0.04
benzoato de benzila 1760 1762 0.56+0.07

Total de compostos identificados 90.19+0.18

!indice de Kovats descrito na literatura. %indice de Kovats determinado na coluna.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

4.2 TESTES FARMACOLOGICOS GERAIS

4.2.1 Avaliacéo da toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda possibilitou avaliar, de forma geral, o potencial

téxico agudo do OELB na dose fixa 300 mg/kg (i.p.) em camundongos. Apés a

administracdo do OELB e o monitoramento diario durante os 14 dias subsequentes
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de duracdo do experimento, constatou-se que o 6leo em questdo nado foi capaz de
causar mortes na dose testada, tampouco efeitos toxicos relevantes na alteracédo do
comportamento dos roedores. A massa corporea dos animais tratados com OELB
300 mg/kg (i.p.) ndo sofreu alteracdes significativas (p > 0,05) em comparagédo aos
animais do grupo controle ap6s o 7° e 14° dias desde o inicio do experimento
(Grafico 1A). Também ndo foram observadas alteragbes no crescimento ou
anormalidades nos orgdos dos camundongos durante a analise macroscopica
(Gréfico 1B). OELB, na dose testada, ndo causou, portanto, sinais patolégicos

visiveis nos 6rgaos observados comparados aos dos animais do grupo controle.

Gréfico 1 - Efeito do OELB (300 mg/kg i.p.) no teste de toxicidade aguda em

camundongos.
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(A) Diferenca entre ganho de massa (g) dos animais do grupo controle e OELB 300 mg/kg (i.p.) apés
0 7° e 14° dias do experimento. (B) Diferenca entre a massa dos érgdos dos animais do grupo
controle e OELB 300 mg/kg no final do experimento. Os dados foram expressos em média + e.p.m.
(n=5). P>0,05 foram considerados ndo significativos quando comparados com o grupo controle.
(ANOVA duas vias seguido do teste de Tukey).

Rim D — Rim direito. Rim E — Rim esquerdo.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Estudos realizados com o Oleo essencial de Lippia sidoides Cham

demonstraram auséncia de toxicidade aguda em camundongos quando
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administrado por via oral ou intraperitoneal até a dose 3000 mg/kg (FONTENELLE et
al. 2007). Esses resultados podem estar relacionados aos compostos de cada 6leo,
qgue devido a sua complexidade pode ou ndo apresentar efeitos toxicos a depender

da presenca ou auséncia de um composto chave.

A auséncia de efeito toxico agudo apresentado pela administracdo do OELB,
na dose 300 mg/kg todavia, ndo é suficiente para garantir o uso continuo seguro
desse Oleo, sendo necessario, dessa forma, estudos mais amplos acerca da sua
toxicidade, o qual ndo constituiu objetivo deste trabalho. No entanto, a partir do teste
realizado, foi possivel estabelecer uma dose limite segura para o0s testes
farmacoldgicos subsequentes.

4.2.2 Teste para investigacdo da atividade motora na barra giratoria (rota-rod)

O teste do rota-rod foi utilizado para investigar o efeito do OELB sobre a
coordenacdo motora dos camundongos. Os animais tratados com OELB
permaneceram na barra giratoria pelo tempo de corte maximo (180 segundos) em
até trés tentativas em todas as doses testadas (75, 150 ou 300 mg/kg) 30, 60 e 120
min apdés as administracdes, isto €, OELB nado reduziu de forma significativa (p >
0,05) o tempo de permanéncia na barra giratéria quando comparado ao grupo
controle negativo, como pode ser visto no Grafico 2. Entretanto, diazepam, droga
padrdo, de efeito depressor do sistema nervoso central (SNC), reduziu
significativamente (p < 0,05) o tempo de permanéncia na barra giratoria conforme o

esperado.

O teste do rota-rod € um importante método de avaliacdo da integridade do
sistema motor, visto que a diminuicdo da ambulagdo é um pardmetro para verificar
possivel acdo depressora de alguma substancia sob o SNC. Devido a essas
provaveis acdes, com o teste do rota-rod torna-se possivel verificar a presenca de
efeitos caracteristicos de neurotoxicidade (enfraquecimento neuroldgico, ataxia e
relaxamento muscular) provocados pelas drogas depressoras do SNC que poderiam

afetar os testes farmacologicos comportamentais devido a consequente diminuicao
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da coordenagdo motora (De SOUSA et al, 2007; PULTRINI; GALINDO; COSTA,
2006).

Gréfico 2 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste do rota-rod.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). *p<0,05 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Assim, a auséncia de efeito relaxante na musculatura e coordenacdo motora
dos animais na atividade do OELB pode indicar auséncia de efeito depressor sobre
o SNC. Em conformidade parcial com esses dados, o estudo realizado por Do Vale
et al. (2002), revelou que limoneno um dos compostos isolados de um quimiotipo do
OE de L. alba em dose baixa (50 mg/kg, i.p.) ndo alterou a atividade motora em
camundongos, em contrapartida, em doses maiores (100 ou 200 mg/kg, i.p.) essa
substancia apresentou efeito contrario, indicando que doses elevadas desse
monoterpeno na composicdo do Oleo essencial podem causar relaxamento
muscular. No entanto, essa diferenca entre os dados aqui apresentados pode ser

explicada pelo fato de o estudo supracitado ter sido realizado com a substancia
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isolada, enquanto o OELB consiste numa complexa mistura de substancias

terpénicas, ndo apresentando apenas limoneno em sua composi¢ao.

4.2.3 Teste das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

O teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético foi realizado
para avaliar a acdo antinociceptiva do OELB. Os resultados obtidos indicam que este
composto foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,001) o nimero de contor¢cées
abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos em todas as doses
testadas (Gréfico 3), quando comparados aos animais pertencentes ao grupo
controle (tratados com veiculo). Os animais tratados com OELB nas doses 75, 150
ou 300 mg/kg tiveram valores médios de contor¢des 4,87 + 1,11; 0,63 + 0,42 ou 0,13
+ 0,13 contor¢cBes; respectivamente, enquanto o numero de contor¢des
apresentadas pelos animais do grupo controle foi 23,5 + 3,20. A indometacina, droga
padrdo utilizada, reduziu de forma significativa as contor¢cdes abdominais, como
previsto. O percentual de inibicdo médio do OELB foi de 90% (75 mg/kg: 79,27%;
150 mg/kg: 97,31%; 300 mg/kg: 99,44%).

Modelo de dor padréo simples, o teste das contor¢cbes abdominais induzidas
por acido acético é bastante sensivel e Util para identificar atividade analgésica
central e periférica de novas substancias uma vez que as contor¢des podem ser
inibidas tanto por opidides quanto por analgésicos de acao periférica, como alguns
anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) (COLLIER et al., 1968, LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001), embora também possa ser empregado como um
modelo de dor inflamatéria visceral (BARBER; GOTTSCHLICH, 1992; GUIMARAES
et al., 2012)

A sensacao dolorosa causada pelo acido acético esta relacionada com a
liberacdo de algumas substancias enddgenas, tais como serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e substancia P. Tais substancias sdo responsaveis por estimular as
terminagcbes nervosas e 0S receptores peritoneais, causando, como resposta,
contor¢des abdominais (HUSSAIN et al., 2015).
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Gréfico 3 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste das contor¢cdes
abdominais induzidas por &cido acético em camundongos.
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Os dados foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

O efeito antinociceptivo do OELB observado neste experimento foi
semelhante a acdo da indometacina, visto que OELB inibiu em média 90% das
contorgdes e a indometacina reduziu 96,80%. Estudos realizados com Lippia gracilis
Schauer em roedores (GUILHON et al., 2011; MENDES et al., 2010) revelaram que
a administracdo (via oral) do 6leo essencial desta planta foi capaz de inibir as
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. O 6leo essencial de Citrus limon,
rico em limoneno (52,77%), também demonstrou significante efeito analgésico no
teste do &cido acético, indicando que a presenca majoritaria desse composto pode
atuar na inibicao da dor periférica (CAMPELO et al., 2011). Com base nestes dados,
supde-se, entdo, que a acao analgésica do OELB deve resultar da inibicdo da
sintese e/ou da liberacdo de mediadores inflamatorios derivados do processamento
de metabdlitos do acido araquidénico pela via da COX e biossintese de
prostaglandinas (DUARTE; NAKAMURA,; FERREIRA, 1988), resultando numa ac¢ao

periférica.
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4.2.4 Teste da Formalina

Uma vez que o teste das contor¢des abdominais apresenta inespecificidade
respondendo tanto aos analgésicos centrais como aos AINES, foi necessario realizar
um teste mais especifico para melhor delineamento da atividade antinociceptiva do
OELB. Dessa forma, o teste da formalina foi empregado por ser considerado um
importante método para a avaliacdo clinica da dor, pois consiste em um modelo
bifasico, isto é, ha uma fase neurogénica (12 fase), caracterizada pela dor aguda, na
qual os nociceptores sdo ativados diretamente pelo Receptor Potencial Transiente
Anquirina 1 (TRPAL), localizados nas fibras C sensoriais, refletindo assim uma dor
mediada centralmente e uma fase cronica ou inflamatoria (22 fase), em que a

liberacdo de mediadores inflamatérios participam da sensibilizacdo dos nociceptores
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; ; McNAMARA et al., 2007; TIGLSEN et al., 1991). As

respostas da 12 fase sdo mediadas pela liberacdo de substancia P e bradicinina,
enquanto na 22 ocorre a mediacdo provocada pela histamina, serotonina,
prostaglandinas e bradicinina (PARADA et al.,, 2001; TJGLSEN et al., 1992).
Farmacos analgésicos de acao central inibem tanto a 12 quanto a 22 fase, enquanto

os anti-inflamatérios tendem a diminuir a resposta nociceptiva na 22 fase (BARROT,
2012).

Os dados obtidos neste teste corroboram a acdo antinociceptiva do OELB
observada no teste do acido acético. OELB foi capaz de reduzir de forma
significativa (p < 0,001) o tempo de lambida da pata nos camundongos tratados, em
todas as doses testadas, em relacdo aos animais do grupo controle em ambas as
fases. Na primeira fase (Grafico 4), OELB reduziu o tempo de lambida de forma dose
dependente, apresentando valores de 38,63 + 4,21; 20,50 + 4,07 e 10,38 + 4,91 s,
respectivamente nas doses 75, 150 e 300 mg/kg, comparados aos animais do grupo
tratado com veiculo (60,00 + 2,62 s). OELB inibiu em média 61,38% da resposta
nociceptiva (75 mg/kg: 35,61%; 150 mg/kg: 65,83%; 300 mg/kg: 82,70%).
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Gréfico 4 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste da
formalina em camundongos.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). **p<0,01 e ***p<0,001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Conforme pode ser observado no Grafico 5, na segunda fase do teste, OELB
reduziu significativamente (p < 0,001) o tempo de lambida da pata em todas as
doses testadas (75 mg/kg: 37,43 £ 12,97 s; 150 mg/kg: 2,25 + 1,48 s; 300 mg/kg:
1,12 + 1,12 s) quando comparadas ao grupo controle negativo (105,10 + 9,12 s).
Nesta fase, OELB inibiu em média 87,05% da resposta nociceptiva (75 mg/kg:
64,38%; 150 mg/kg: 97,85%; 300 mg/kg: 98,93%). A indometacina, como esperado,
também reduziu de forma significativa (p < 0,001) o tempo de lambida da pata em

ambas as fases.

Estes resultados demostraram que o OELB foi capaz de diminuir
significativamente a algesia em ambas as fases, sendo o efeito analgésico mais
pronunciado na segunda fase, ndo havendo diferenca entre as doses 150 e 300
mg/kg. OELB em ambas as fases se mostrou tdo eficaz quanto a indometacina,
anti-inflamatorio inibidor ndo seletivo da COX, o que indica o provavel efeito anti-
inflamatorio desse 6leo, bem como atividade antinociceptiva de efeito central e
periférico, sendo que, sua acdo foi mais evidente na reducdo do processo
inflamatorio agudo. Além disso, OELB pode atuar na dor neurogénica (12 fase) pela
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ativacdo direta dos receptores TRPAL1l, mas principalmente pela inibicdo de
mediadores inflamatérios diretos e indiretos, afetando também as vias de

neurotransmissao no SNC.

Gréfico 5 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste da
formalina em camundongos.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Em conformidade com esses dados, Passos et al. (2015) encontraram
idénticos resultados para y-terpineno. Outros estudos realizados com Oleos
essenciais de outras espécies de Lippia, como Lippia gracilis (GUILHON et al, 2011;
GUIMARAES et al, 2012; MENDES et al, 2010), Lippia nodiflora (AHMED et al.,
2004), bem como com os monoterpenos R-(+)-limoneno (AMARAL et al., 2007) e
a,p-Epoxy-carvona (ROCHA et al, 2013), obtiveram resultados similares
evidenciando as propriedades anti-inflamatorias e antinociceptivas de plantas deste
género e dos terpenos encontrados em diversos 6leos essenciais de plantas

aromaticas.
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4.2.5 Teste da Placa Quente

Como OELB apresentou efeito antinociceptivo na 12 fase do teste da
formalina, sugerindo efeito central no processo antinociceptivo, foi realizado o teste
da placa quente, a fim de melhor elucidar a acdo central desse 6leo. O OELB
apresentou efeito antinocieptivo no teste da placa quente, visto que apos trinta
minutos da administracdo dos tratamentos, foi observado aumento significativo (p <
0,001) no tempo de laténcia para o comportamento de pular ou lamber a pata
traseira, nos grupos tratados com OELB nas doses 150 ou 300 mg/kg (i.p.), com
valores 19,33 £ 1,38 segundos e 21,83 = 2,06 segundos, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle negativo (8,17 = 0,48) tratado com veiculo (Grafico
6).

Grafico 6 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de laténcia no
teste da placa quente 30 min apds os tratamentos.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=6). ***p<0,001 foram considerados significativos
guando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey). O simbolo +
representa os niveis de significAncia em comparagdo com morfina ou OELB (300 mg/kg) versus os
grupos tratados com morfina mais naloxona ou OELB mais naloxona (1,5 mg/kg). +p < 0,05, +++p <
0,001.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

66



O aumento do tempo de laténcia na placa quente permaneceu significativo (p
< 0,01) apds sessenta e cento e vinte minutos da administracdo (Graficos 7 e 8) do
OELB nas doses 150 ou 300 mg/kg, com respectivos valores aos sessenta minutos:
18,17 + 2,12 segundos e 21,83 + 0,79 segundos; e aos cento e vinte minutos: 20,50
*+ 2,06 segundos e 24,33 + 1,56 segundos, quando comparados ao grupo tratados
com veiculo (aos 60 minutos: 9,83 + 0,87 segundos; 120 minutos: 10,17 + 0,54

segundos). A morfina, droga padrao utilizada teve sua acdo conforme esperado.

Gréfico 7 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de laténcia no
teste da placa quente 60 min apds os tratamentos.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=6). **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey). O
simbolo + representa os niveis de significancia em comparacdo com morfina ou OELB (300 mg/kg) vs
0s grupos tratados com morfina mais naloxona ou OELB mais naloxona (1,5 mg/kg). ++p < 0,01,
+++p < 0,001.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Inversamente, a associacdo do OELB (300 mg/kg, i.p.) com naloxona, um
antagonista ndo seletivo do receptor opibide, diminuiu significativamente (p < 0,05) o
tempo de laténcia na placa quente (aos 30 minutos: 14,00 = 2,191 s; 60 minutos:
13,5 = 1,70 s; 120 minutos: 16,67 + 1,40 s), o que indica a possibilidade de
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envolvimento do sistema opididergico no mecanismo de acdo do OELB (Gréficos 6,
7 e 8). A naloxona também reverteu a acado da morfina, conforme esperado aos 30
minutos (8,83 + 0,91 s), 60 minutos (9,17 + 0,66 s) e 120 minutos (8,17 + 1,14 s)
(Gréficos 6, 7 e 8).

O emprego de um estimulo térmico agudo de alta intensidade sobre a pele,
no teste da placa quente, densencadeia a ativagao das fibras sensoriais de elevado
limiar que enervam esse tecido (ALLEN; YAKSH, 2004). Este estimulo é
responsavel pelo comportamento de lambida das patas traseiras ou pulo, respostas
essas consideradas espinhal ou supraespinhalmente integradas (LE BARS et al.,
2001).

Neste trabalho, foi possivel verificar, por meio deste teste, que OELB alterou a
laténcia da resposta nociceptiva ao calor significativamente nas doses 150 e 300
mg/kg, comparado ao grupo controle negativo, corroborando o efeito analgésico
central. O efeito sobre 0o aumento da laténcia observado pela administracdo do
OELB nas doses 150 e 300 mg/kg permaneceu inclusive apés 60 e 120 min,
entretanto OELB 75 mg/kg ndo foi capaz de alterar a laténcia neste teste. Efeitos
similares foram encontrados por Quintans-Jr et al. (2011), em estudo realizado com
o monoterpeno a-terpineol (TPN). R-(+)-limoneno, entretanto, ndo apresentou
eficacia na supressédo da nocicepgdo supraespinhal, pois ndo demonstrou qualquer
influéncia significativa na laténcia da reacdo ao calor da placa (DO AMARAL et al.,
2007).

Os resultados positivos do OELB nesse teste indicam a eficacia desse 0leo na
promocdo de analgesia central espinhal e supraespinhal integrada, indicando a
complexidade de mecanismos envolvidos na acao antinociceptiva dos compostos
presentes no OELB. Dessa forma, o possivel envolvimento do sistema opiddergico
durante o efeito analgésico do OELB foi avaliado por meio da administracao
associada com naloxona, farmaco antagonista opidide. Os resultados encontrados
indicam que o pré-tratamento dos animais com naloxona (1,5 mg/kg) foi capaz de
reverter o efeito antinociceptivo do OELB na dose 300 mg/kg, o que provavelmente
esta relacionado a participacdo do sistema opidide na acdo antinociceptiva deste

Oleo.
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Gréfico 8 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de laténcia no
teste da placa quente 120 min apds os tratamentos.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=6). *p < 0,05, **p < 0,01 e **p < 0,001 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de
Tukey). Os simbolos + representam os niveis de significAncia em comparacdo com morfina ou OELB
(300 mg/kg) vs os grupos tratados com morfina mais naloxona ou OELB mais naloxona (1,5 mg/kg).
++p < 0,01, +++p < 0,001.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Ao contrario dos resultados aqui apresentados, no estudo realizado por
Guilhon et al. (2011) o Oleo essencial de Lippia gracilis aumentou a laténcia da
resposta nociceptiva, porém seu efeito ndo foi revertido pela naloxona. Essa
diferenca pode estar relacionada, mais uma vez, aos componentes majoritarios e a
proporcao dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais que diferem nas espécies

e gque, por sua vez, podem estar envolvidos em mecanismos de acao divergentes.

4.2.6 Teste Randall-Selitto

O teste Randall-Selitto (1956) permitiu verificar a acdo do OELB sobre a
hiperalgesia em camundongos, que consiste na reducdo do limiar da dor e o
aumento desta por estimulos supraliminares (TREEDE et al., 1992). Assim, foi
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possivel avaliar o limiar de retirada da pata inflamada por carragenina, baseado no
principio de que a inflamag¢@o aumenta a sensibilizacdo ao estimulo doloroso e que
essa sensibilizacdo esta sujeita a acdo de drogas de efeito analgésico (RANDAL;
SELITTO, 1957).

Apés a formacdo do edema de pata, induzido pela administracdo de
carragenina, OELB foi capaz de aumentar o limiar de hiperalgesia quando a pressao
(g) foi aplicada pelo analgesimetro. Todas as doses testadas apresentaram
significativa (p < 0,001) acdo sobre a reducdo da resposta hiperalgésica, quando
comparadas ao grupo tratado com veiculo (Grafico 9). OELB 75 mg/kg aumentou o
limiar para 237,10 + 25,91 g; a dose 150 mg/kg aumentou para 285,10 + 10,26 g e
300 mg/kg para 300 + 0 g. O grupo controle, por sua vez, apresentou limiar no valor
134,40 = 12,27 g, enquanto a morfina aumentou o limiar para 300 £ 0 g conforme
esperado. Os resultados evidenciam a eficacia do OELB na reducdo da resposta
hiperalgésica induzida pela pressao aplicada no tecido inflamado. A acdo do OELB

foi idéntica ao efeito da morfina quando administrado na dose 300 mg/kg.

Gréfico 9 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste Randall-Selitto.
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Os valores foram expressos em média = e.p.m. (n=8). ***p < 0,001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)
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No estudo conduzido por Macedo et al. (2016), o monerpeno terpinoleno
(TPL) foi capaz de aumentar o limiar da dor no teste Randall Selitto, além disso, TPL
em associacdo com diclofenaco, potencializou o efeito anti-inflamatério desse
farmaco, evidenciando o efeito sinérgico desse monoterpeno e este AINE. Nesse
sentido, a acdo conjunta dos compostos do OELB podem proporcionar também tais
efeitos sinérgicos em relacdo a reducao da hiperalgesia provocada pela pressédo na
pata inflamada, agindo, possivelmente, sobre os mediadores inflamatorios e
consequentemente aumentando o limiar de retirada da pata, conforme foi verificado

no teste.

4.2.7 Teste de nocicepcdao induzida por glutamato

O Gréfico 10 mostra os resultados obtidos sobre a acdo do OELB no teste do
glutamato. Todas as doses do OELB testadas foram capazes de reduzir
significativamente (p < 0,001) o tempo de lambida da pata dos camundongos em
comparacao ao grupo tratado com veiculo (24,83 + 1,64 s). A morfina teve sua acao
conforme esperado para uma droga padrao. OELB 75 mg/kg foi capaz de inibir a
resposta nociceptiva provocada pelo glutamato cerca de 88,00% (3 + 1,46 s),
enquanto OELB 150 e 300 mg/kg inibiram em 97,34% (0,66 £ 0,21 s) e 98% (0,5 +
0,22 s), respectivamente. Pode-se observar, entdo, que a atividade antinociceptiva
do OELB foi semelhante ou igual (ha dose 300 mg/kg) a da morfina neste
experimento, isto &, ndo houveram diferencas estatisticas (p > 0,05) entre as doses

testadas ou quando comparadas a morfina.

O glutamato é um importantissimo aminoacido excitatério que atua como
neurotransmissor nos processos de transmissdo sinptica referentes a dor e como
coadjuvante na inflamacédo (FUNDYTUS, 2001; BEIRITH et al, 2002; MILLER et al,
2011). O efeito nociceptivo causado pela injecdo de glutamato na pata traseira do
camundongo envolve sitios de acdo periférica, espinhal e supraespinhal, sendo
fortemente mediada pela liberagdo de 6xido nitrico, mas também tanto pela ativagéo
de receptores NMDA como ndo-NMDA e sitio modulador de glicina (BEIRITH et al,
2002, MILLER et al, 2011). Os resultados aqui apresentados apontam para a
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eficacia do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) na diminui¢cdo da resposta nociceptiva
induzida pela injecéo de glutamato na pata traseira dos camundongos.

Gréfico 10 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste do glutamato.
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=6). ***p < 0,001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

Monoterpenos como geraniol (LA ROCCA et al, 2016), orto-eugeniol
(FONSECA, 2016) e mirtenol (SILVA, et al., 2014) encontrados no 6leo essencial de
plantas aromaticas mostraram resposta semelhante no teste do glutamato. Esses
resultados sugerem que a presenca de monoterpenos encontrados no OELB pode
estar diretamente relacionada ao efeito antinociceptivo avaliado no teste do
glutamato, possivelmente pela inibicdo da sintese de 6xido nitrico ou pela inativacdo
dos canais NMDA (N-metil D-Aspartato).

4.2.8 Teste de nocicepcdao induzida por cinamaldeido
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Os dados mostrados no Gréfico 11 indicam que administracdo do OELB 75,
150 ou 300 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,001) o tempo de
lambida da pata nos camundongos em relacdo ao grupo tratado com veiculo (29,29
+ 1,47 s). O percentual de inibicdo da resposta nociceptiva foi de 78,40% (6,33 *
2,25) para OELB 75 mg/kg; 95,00% (1,5 £ 1,31 s) para OELB 150 mg/kg e 99,00%
(0,33 £ 0,21 s) para OELB 300 e morfina (p < 0,001) em comparagdo ao grupo
controle. E possivel inferir, a partir da analise desses dados, que OELB é tdo eficaz
guanto morfina para a reducdo da resposta nociceptiva provocada pela

administracéo de cinamaldeido.

O cinalmadeido € o principal agente quimico ativador de um tipo de canal
ibnico conhecido como receptor de potencial transitorio relacionado a proteina
anquirina do tipo 1 (TRPAL), provocando a excitacdo de subconjuntos de neurdnios
termossensiveis envolvidos na percepcao do frio nocivo, além de causar nocicepcéo
em camundongos (BANDELL et al., 2004; PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009;
KOIVISTO et al, 2014).

Gréfico 11 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste do
cinamaldeido
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=6-8). ***p < 0,001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)
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Os canais TRPAL1 fornecem transdugdo de estimulos nocivos por meio de
sinais elétricos nos terminais periféricos de fibras nociceptivas aferentes, enquanto
amplifica a transmissao para interneurénios espinhais e neurdnios de projecao nas
terminacbes centrais no corno dorsal da medula (KOIVISTO et al, 2014). Em
publicacdo recente, a aplicacdo sisttmica do monoterpeno limoneno em
camundongos exerceu efeitos inibidores sobre a nocicep¢do causada pela ativagao
dos canais TRPA1 induzida por estresse oxidativo (KAIMOTO et al., 2016). Dessa
forma, é possivel que o limoneno, composto majoritario do OELB, possa atuar como
antagonista do canal TRPA1, e, consequentemente, inibindo a agao nociceptiva
provocada pela ativacao desse canal.

4.2.9 Teste do edema de pata induzido por carragenina

O teste de edema de pata induzido por carragenina foi utilizado para melhor
elucidar o efeito anti-inflamatério do OELB observado na segunda fase do teste da
formalina. Os resultados obtidos em relacéo a atividade do OELB sobre o edema de
pata podem ser vistos no Gréfico 12. Aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apos a
administracdo da carragenina, houve diferenca significativa (p < 0,001) entre o
tamanho do edema observado nos grupos tratados com OELB (75, 150 ou 300
mg/kg) quando comparados ao grupo tratado com veiculo. A droga referéncia
utilizada neste teste, indometacina, também reduziu o edema de forma significativa

(p < 0,001) conforme esperado.

Nos animais tratados com OELB (75, 150 ou 300 mg/kg), observou-se
reducdo do edema mais pronunciada apos 120 e 180 minutos da administracdo da
carragenina, sendo o percentual de inibicdo do OELB 150 e 300 mg/kg de 80,55% e
84,83%, respectivamente, aos 180 min. Indometacina, nesse mesmo intervalo, inibiu
em 85,78% o edema de pata, valor este bem proximo aos obtidos pelo OELB (150
ou 300 mg/kg) j& mencionados. A Tabela 6 contém os percentuais de inibicdo de

todas as doses do OELB testadas e indometacina.
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A resposta inflamatoéria observada na pata traseira dos camundongos neste
experimento, por sua vez, envolve uma série de mediadores pro-inflamatorios
liberados em sequéncia e é dividida em trés fases apés a injecdo de carragenina: na
primeira (1,5 h), ocorre a liberacdo de histamina e serotonina, enquanto na segunda
fase (1,5-2,5 h) bradicinina é liberada; a terceira fase (2,5-6 h) esta relacionada a
producdo local de 6xido nitrico e prostaglandinas, bem como com o aumento da
expressdo de COX-2 e dos niveis de IL-6, IL-1B,TNF-a, e MCP-1 (DI ROSA, 1972;
GANGWAR et al., 2015; VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969). Por outro lado, é
possivel, também, que OELB possa induzir a sintese de interleucinas anti-
inflamatorias, como TGF-B, IL4, IL10 e IL13, as quais atuam no sitema imunologico
inibindo a producdo de quimiocinas, bem como inibindo a acdo das células T
auxiliares (T-helper) (Th)1 (RANG; DALE, 2011).

Grafico 12 - Efeito do OELB (75, 150 ou 300 mg/kg, i.p.) no teste do edema de pata
induzido por carragenina
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Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p < 0,001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo controle. (ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).

Fonte: Dados da pesquisa (2017)
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Por esse motivo, conforme dados apresentados neste estudo, a acdo do
OELB (75-300 mg/kg) na reducéo do edema de pata induzido pela carragenina pode
estar relacionada a inibicdo da enzima COX-2 e, consequentemente, a sintese de
prostaglandinas, visto que OELB reduziu a inflamacdo na primeira e segunda fase
do teste. Propriedades similares foram relatadas para Lippia alba (Mill.) N.E.Brown
(HALDAR et al. 2012) e para o monoterpeno timol presente no 6leo essencial de
Lippia gracilis Schauer (RIELLA et al, 2012). Esses dados sugerem, ainda, que a
acao anti-inflamatéria do OELB pode estar relacionada ao bloqueio dos canais
TRPAL (como demonstrado no teste de nocicepcédo induzida por cinamaldeido), os
quais foram recentemente relacionados a mediacdo do processo inflamatério

induzido por carragenina (MOILANEN et al. 2012).

Tabela 6 - Percentual de inibicdo do edema de pata pelo OELB (75, 150 ou 300

mg/kg)
Tempo OELB OELB OELB Indometacina
75mg/kg 150mg/kg 300mg/kg
0) 12,43% 10,71% 10,71% 12,43%

30 57,89% 49,12% 43,86% 46,46%

60’ 69,73% 66,93% 58,31% 68,04%
120 68,04% 79,17% 79,21% 86,32%
180 66,83% 80,55% 84,84% 85,78%
240’ 52,89% 68,89% 70,67% 79,56%

Os valores foram calculados a partir dos dados expressos no Gréafico 12 conforme férmula
apresentada na péagina 55.

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

76



5 CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial de Lippia bromelyana mostrou efeito antinociceptivo tanto
por acdo central, quanto pela inibicdo de vias periféricas (pela inibicdo da sintese de
mediadores quimicos proé-inflamatérios ou sintese de agentes anti-inflamatoérios) em
diversos modelos de dor em camundongos. Também ha evidéncias de que OELB
apresenta acdo anti-inflamatéria conforme resultados apresentados. Essas
propriedades estdo relacionadas a composicdo do 6leo essencial, provavelmente a
presenca majoritaria de limoneno, o qual apresenta grande atividade antinociceptiva,
e também 6xido de piperitenona. Além disso, OELB pode ser considerado nao toxico

em doses iguais ou menores a 300 mg/kg por via intraperitoneal.

Embora os mecanismos envolvidos nos processos antinociceptivo e anti-
inflamatério do OELB necessitem de maior aprofundamento, este trabalho foi
importante no sentido de fornecer dados preliminares e diretivos para futuros
estudos farmacologicos mais especificos com esta espécie. Esses dados sugerem,
assim, o grande potencial biotecnolégico do OELB como um produto promissor para

o tratamento da dor e inflamag&o.
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