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RESUMO

O género Myrcia apresenta cerca de 700 espécies distribuidas desde o México até o sul do
Brasil. As a¢des antimicrobiana in vitro, antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva ja
foram descritas, entretanto os estudos envolvendo o potencial farmacoldgico dos seus
componentes volateis sdo incipientes. O presente trabalho objetivou analisar a composicéo
quimica e avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, em modelo animal, dos
6leos essenciais provenientes das folhas frescas de Myrcia rostrata e Myrcia splendens. Os
6leos foram obtidos, em triplicata, por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e analisados
por Cromatografia Gasosa acoplada a um Detector de lonizacdo em Chama (CG/DIC) e
Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrometro de Massas (CG/EM). Para a avaliagdo da
atividade antinociceptiva foram realizados os testes das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acetico, da nocicepcdo espontanea induzida pela formalina e da placa quente. A
atividade anti-inflamatdria foi avaliada mediante o teste do edema de pata induzido pela
formalina e pelo glutamato. Foram feitos testes para avaliar a toxicidade oral aguda e a
interferéncia dos 6leos sobre 0 SNC dos animais, além da investigacdo do envolvimento dos
receptores TRPAI, oz-adrenérgicos, muscarinicos e opioides na analgesia. Os resultados
indicaram que ambos os 6leos apresentaram expressiva a¢do nos modelos de nocicepcdo e
inflamacdo executados sem provocar sinais de toxicidade nem interferir na coordenagéo
motora dos animais apresentando-se como uma fonte promissora para o desenvolvimento de
novos farmacos com propriedades anti-inflamatdria e analgésica.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Folhas. Terpenos. Dor. Inflamagcéo.



ABSTRACT

(PROSPECTION OF ACTIVE INGREDIENTS WITH ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-
INFLAMMATORY ACTION IN Myrcia DC MYRTACEAE SPECIES). The genus Myrcia
contains around 700 species distributed from Mexico to Southern Brazil. Although in vitro
antimicrobial, antioxidant and antinociceptive action has been described, studies involving the
pharmacological potential of their volatile components are incipient. The present study aimed
to analyze the chemical composition, antinociceptive and anti-inflammatory activities of
essential oils from fresh Myrcia rostrata and Myrcia splendens leaves in an animal model.
The oils were obtained in triplicate by hydrodistillation in a Clevenger apparatus and analyzed
by Gas Chromatography/Flame lonization  Detection (GC/FID) and  Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). Acetic acid-induced abdominal writhing,
formalin-induced nociception and hot plate tests were conducted to evaluate antinociceptive
activity. Anti-inflammatory activity was assessed using the formalin and glutamate-induced
paw tests. Tests were conducted to evaluate acute oral toxicity and the interference of oils in
the central nervous system (CNS) of animals, in addition to investigating the involvement of
TRPAL, ap-adrenergic, muscarinic and opioid receptors in analgesia. The results indicated
that both oils exhibited significant nociceptive and inflammation action with no signs of
toxicity or interference in the motor coordination of animals, representing a promising source
for the development of new drugs with anti-inflammatory and analgesic properties.

Keywords: Essential oils. Leaves. Terpenes. Pain. Inflammation.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os registros histéricos apontam que 0s processos dolorosos sempre acometeram a
humanidade. A principio, as doengas eram atribuidas a entidades sobrenaturais e seu alivio
consistia, por exemplo, no uso de amuletos ou na pratica de exorcismos. Mais tarde, na Idade
Média, acreditava-se que a sensacdo dolorosa era um “castigo” enviado por Deus, pelos
pecados cometidos, como uma forma de purificacdo da alma. Ainda que a correlacdo entre a
dor e o sistema nervoso tenha sido sugerida remotamente, no ano 175, por Galeno, somente
no século XIX comegaram os avangos tanto no conhecimento dos processos relacionados a
sua fisiopatologia como no seu tratamento (CALCAGNOTTO, 2011).

Ao longo dos anos, houve uma busca incessante dos laboratdrios de pesquisa e da
industria farmacéutica para o desenvolvimento e a producdo de analgésicos e anti-
inflamatorios, que apesar de eficazes, suscitam reacOes adversas, principalmente nos
portadores de doencas cronicas. O advento do AAS (desenvolvido a partir da salicina extraida
de Salix sp.) e da morfina (oriunda do 6pio, Papaver somniferum) corrobora a prospeccao por
novos agentes para o tratamento da inflamagéo e da dor a partir dos metabolitos secundarios
de plantas, os quais reinem uma fonte promissora para a descoberta de substancias com
menores riscos de tolerancia, toxicidade e ocorréncia de efeitos adversos (TJOLSEN; HOLE,
1997; BASBAUM, et al., 2009; BERGER et al., 2011; TSUCHIYA, 2017).

As espeécies de Myrcia, assim como outros representantes de Myrtaceae possuem 6leos
essenciais, com predominio de sesquiterpenos, e extratos ricos em compostos fendlicos e
flavonoides responsaveis por uma ampla gama de atividades bioldgicas (CASCAES et al.,
2015). Mais especificamente sobre os efeitos antinociceptivo e/ou anti-inflamatério, a
literatura reune estudos com Campomanesia adamantium (VENDRUSCOLO et al., 2005;
VISCARDI et al., 2017), Eugenia candolleana (GUIMARAES et al., 2009; QUINTAS-
JUNIOR, et al., 2009), E. caryophyllata (DANIEL et al., 2009) e E. dysenterica (SILVA et
al., 2019). Todavia, para o género Myrcia s.l., apenas M. pubiflora DC. (ANDRADE, et al.,
2012) e M. ovata Cambess (SANTOS et al., 2014) foram investigadas até entéo.

Assim, o potencial farmacologico dos representantes da familia Myrtaceae e a
escassez de estudos envolvendo as espécies de Myrcia impulsionaram a consecugdo da
presente pesquisa, a qual teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica e as atividades

antinociceptiva e anti-inflamatéria dos 6leos essenciais obtidos das folhas frescas de M.
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rostrata e de M. splendens, com a finalidade de identificacdo de ativos com potencial para o

tratamento da dor e da inflamacao.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dor e nocicepgao

A dor é uma experiéncia subjetiva, dificil de ser definida com exatiddo e caracterizada,
por vezes, como uma resposta direta a um acontecimento indesejavel associado a injuria
tecidual, em geral um trauma, processo inflamatério ou cancer (RANG et al., 2011). Para a
International Association for the Study of Pain (IASP) é uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada ndo somente a lesbes reais como também potenciais.
Assim, é possivel que a sensacdo dolorosa seja espontanea, evocada por estimulos indcuos e
normalmente ndo dolorosos (alodinia), ou percebida como sendo mais intensa e duradoura do
que o habitual quando se aplicam estimulos algicos (hiperalgesia) (FORNASARI;
COACCIOLI, 2014).

O processamento da dor consiste em cinco etapas essenciais: transducdo, conducdo,
transmissdo, modulacdo e percepcdo; sendo considerado, fundamentalmente, como uma
cadeia de trés neurbnios (Figura 1, p. 22). O neurbnio de primeira ordem localiza-se na
periferia e projeta-se para a medula espinhal, o de segunda ascende pela medula e o de
terceira ordem projeta-se para o cortex cerebral, local onde a sensacdo dolorosa é perceptivel
(TRANQUILLI, 2004).

Durante a transducdo, estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos sdo convertidos em
um sinal elétrico que, por sua vez, disparard o inicio de um potencial de agdo. Isso ocorre nos
terminais periféricos das fibras nociceptivas somaticas e viscerais primarias, tais neurdnios
sensoriais, de alto limiar e especializados em responder a estimulos fortes e potencialmente
prejudiciais aos tecidos, sdo conhecidos como nociceptores. Na transmissao, 0s potenciais de
acdo se propagam ao longo dos ax6nios para alcangar a medula espinhal, através da
comunicacdo sindptica, principalmente glutamatérgica, entre os neurénios de primeira

(nociceptor) e de segunda ordens (neurdnio espinotalamico). Assim, a partir da estimulacéo
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dos receptores na medula espinhal, a transmissao dos impulsos nociceptivos alcanga o tdlamo,
e eventualmente o cortex onde ocorre a percepcdo consciente da dor (FORNASARI;
COACCIOLI, 2014).

Cortex

Neurodnio de terceira
ordem

Cerebelo
Talamo

Tronco cerebral

Neurodnio de segunda
ordem

Medula espinhal

Neuronio de primeira
ordem

Fibras aferentes
primarias

A
Periferia \{ |

Figura 1: Via nociceptiva conectando a periferia ao cortex cerebral de um animal.
Fonte: SCHOLZ; WOOLF, 2002.

A nocicepgdo pode ser definida como a atividade de um nociceptor, de vias
nociceptivas ou de outros processos neurofisiolégicos induzidos por um estimulo nocivo
(Figura 2, p. 23). Ou seja, € um mecanismo pelo qual o Sistema Nervoso Central (SNC) capta
um estimulo desencadeado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados existentes na
pele, vasos, musculos, articulagdes e visceras (FURST, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001).

Avangos obtidos através de estudos farmacoldgicos, bioquimicos, e principalmente,
das técnicas de biologia molecular permitiram conhecer uma série de mediadores quimicos
nociceptivos e seus receptores correspondentes. Isso favoreceu um melhor entendimento da
participacdo de neurotransmissores opioides, substancia P, aminas biogénicas (histamina e
serotonina), fatores de crescimento, 6xido nitrico (NO), além de diversas vias de sinalizacao
intracelular nos mecanismos relacionados & nocicepcdo (QUINTAO; CAMPOS; CALIXTO,
2011).

Dentre os mediadores mais relevantes estdo incluidos citocinas como interleucina 1-f
(IL1-B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6); além de quimiocinas,

cininas, neuropeptidios, glutamato (principal neurotransmissor excitatorio dos nociceptores),
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endocanabinoides, prostaglandinas e leucotrienos (OKUSE, 2007). Tais mediadores quimicos
fazem com que o nociceptor seja estimulado, transportando o impulso doloroso até a medula
espinhal, o qual se desloca ao longo de fibras nervosas aferentes, fibras Ad mielinizadas ou
fibras C ndo-mielinizadas (HEINRICHER et al., 2009).

E importante destacar também a participacdo da superfamilia de receptores catidnicos
ndo seletivos de potencial transitorio (TRP) nas etapas do processamento nociceptivo (Figura
2), a exemplo da expressdo dos receptores TRPV1 em neurbnios sensoriais periféricos por
estimulos algicos como prétons (H*), calor e pela capsaicina (BASBAUM et al., 2009).
Nesse sentido, as fibras nociceptivas podem ser distinguidas pela expressdo diferenciada de
seus receptores, 0s quais podem apresentar sensibilidade seletiva ao calor (TRPV1), ao frio
(TRPMB), a diminuicdo do pH (ASICs), ou ainda, a varios irritantes quimicos (TRPAL)
(QUINTAO; CAMPOS; CALIXTO, 2011).

T
Sl Dor

L — =3P Reacio

\\’"j emocional

Ganglio da
Raiz Dorsal

}

Reflexo
de

° —_
{J remocéo

Medula
espinhal

Figura 2: Processo de conversdo de estimulos periféricos em dor. Onde: TRPV = Receptor de potencial
transitério vaniloide; TREK = Canais de potassio sensiveis a estimulos mecénicos; ASIC = Canais ibnicos
sensiveis a acido; DRASIC = Canais iénicos sensiveis a acido da raiz do ganglio dorsal; MDEG = Canais

degenerina de mamiferos; TRPM = Receptor de potencial transitério melastatina
Fonte: SCHOLZ; WOOLF, 2002.

Em sintese, como a dor € uma experiéncia fisioldgica subjetiva e pessoal, 0os eventos
dolorosos podem ser melhor mensurados em animais, apenas indiretamente, através da
observacao das suas respostas comportamentais frente a estimulos nociceptivos. Assim, testes

de analgesia na pesquisa pré-clinica devem ser mais adequadamente denominados como
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sendo modelos de nocicepgdo ou de antinocicepgdo, levando em conta que durante a
experimentacdo, ndo existem meios para avaliar 0s aspectos emocional e cognitivo dos
animais (TJOLSEN; HOLE, 1997; LE BARS; GOZARIUM; CADDEN, 2001; CARLINI;
MENDES, 2011).

2.1.1 Tipos de dor

A dor transcende as tentativas de conceituacdo por ser uma experiéncia que envolve
tanto uma sensacdo fisiologica quanto emocional. Em funcdo dos neurotransmissores e/ou
tipo de dano, pode-se classifica-la em: nociceptiva (pela ativacdo aumentada dos
nociceptores), neuropética (provocada por disfuncdo neural como consequéncia direta de
doencas que afetem o sistema somatossensorial), neurogénica (vinculada a lesdo neural) ou
psicogénica (relacionada a fatores psicolégicos, como a dor do membro fantasma) (FURST,
1999; MILLAN, 1999; IASP, 2014).

A dor fisioldgica desempenha um papel protetor e adaptativo integral como parte dos
mecanismos normais de defesa do corpo. Surge como um sistema de alerta do contato de um
tecido (cuténeo ou visceral) com estimulos nocivos do ambiente, potencialmente prejudiciais,
sendo também, frequentemente, referida como dor nociceptiva ou dor inflamatdria
(KAZANOWSKI; LACCETTI, 2005).

Danos ou disfungdes do SNP (como na sindrome do tanel do carpo) ou do SNC (ap6s
um AVC, por exemplo), assim como lesbes traumaticas na medula espinhal estdo
relacionados com a dor neuropatica. Semelhante aos estados de dor inflamatdria, nas
manifestacdes dolorosas neuropaticas ocorre um processamento sensorial alterado de
estimulos que resulta em hipersensibilidade. Os individuos acometidos geralmente
experimentam sensac¢des de queimacéo persistente, formigamento, perda parcial ou focal de
sensibilidade e alodinia (SCHOLZ; WOOLF, 2002).

A dor também pode ser classificada como aguda ou crbnica, a primeira é
biologicamente benéfica e protetora, visto que funciona como um alerta, pois além de ser um
sintoma que auxilia no diagnostico de uma doenga, é geralmente o que impulsiona o
individuo a buscar um tratamento (SBED, 2017). Para a Organizacdo Mundial de Salde

(OMS), a dor cronica (seja nociceptiva, neuropatica ou funcional) € definida como aquela que
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se prolonga por mais de trés meses fazendo com que os portadores tenham até quatro vezes
mais propensdo em desenvolver quadros de depressdo e ansiedade, além de alteracGes do
sono, problemas nutricionais, dependéncia de medicamentos e incapacidade para o trabalho
(QUINTAO; CAMPOS; CALIXTO, 2011).

De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (2017), ainda néo foi
realizado um estudo epidemioldgico que englobe todas as regides do pais, mas no geral, a
média da populacdo gque sofre com algum tipo de dor crénica € de cerca de 30%. Apesar de
ser um percentual bastante semelhante ao de paises com indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) mais elevado, existe um agravante, que é o fato de até entéo, ndo haver no Brasil, uma
politica de salde publica que leve em consideracdo a questdo da dor, tampouco das doencas
em que a sensacdo dolorosa é a dimensdo agravante. Destarte, é premente e prioritario tanto
conhecer os mecanismos fisiopatologicos da dor, como buscar novas alternativas

farmacoldgicas para o seu tratamento.

2.1.2 Bases farmacoldgicas da analgesia

O alivio da sensacdo dolorosa é um dos grandes alvos da farmacologia moderna, a
qual busca o desenvolvimento de drogas com eficacia semelhante ou superior as ja
disponiveis, porém com uma incidéncia menor de efeitos adversos (ALMEIDA; OLIVEIRA,
2006). Apesar de os estudos realizados nas ultimas décadas terem proporcionado avancos
notaveis na compreensao de algumas das bases farmacoldgicas da analgesia (BASBAUM, et
al.; 2009; BERGER et al., 2011), as duas principais classes de medicamentos utilizadas no
tratamento da dor, tradicionalmente (TJOLSEN; HOLE, 1997) e ainda nos dias em curso sdo
os opioides e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE’s).

No caso da dor inflamatoria aguda e, especialmente, crbnica, a sensibilizacdo
periférica € um alvo importante para a farmacologia da dor porque os AINE’s, como também
os esteroides podem ser usados principalmente para reduzir a presenca periférica de
prostaglandinas. Ha evidéncias de que os efeitos analgésicos dessas classes de farmacos
estejam relacionados & capacidade de inibir a atividade da enzima ciclooxigenase (COX),
reduzindo a sintese de prostaglandinas e, por consequéncia, a percep¢do do nociceptor
periférico (FORNASARI; COACCIOLI, 2014).
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Os opioides sdo um grupo diversificado de drogas naturais e sintéticas utilizadas
extensivamente no controle das dores pds-operatdria e relacionadas ao cancer, tanto em seres
humanos como em animais. O sistema de opioides endogenos (B-endorfina, encefalinas e
dinorfinas), localizado na periferia, medula espinhal e nas estruturas supraespinhais, fornece o
local de acdo (receptores | e kappa) para opioides administrados exogenamente. Essa classe
de medicamentos minimiza a transmissdo nociceptiva periférica e central aferente e, portanto,
é extremamente eficaz no tratamento da dor aguda. No entanto, eles ndo sdo igualmente
eficientes na gestdo de todos os tipos de dor, como as neuropaticas que sdo caracterizadas por
uma resposta fraca ou de curta duracdo a opioides (SCHOLZ; WOOLF, 2002).

Embora altamente eficazes, os analgésicos de acdo central ndo podem ser dissociados
de efeitos indesejaveis importantes como sedacdo e dependéncia, ja aqueles de acdo periférica
tém seus usos limitados devido as lesdes do trato gastrintestinal e complicacdes renais
(FERREIRA, 1993; CHAHADE et al., 2008; DINARELLO, 2010).

Os anestésicos locais agem de duas formas: bloqueando os canais de sddio, o que evita
a transmissdo de impulsos nervosos e a excitagdo do nociceptor, ou inibindo o processamento
nociceptivo de modulacdo quando administrado centralmente. Além dos seus conhecidos
efeitos topicos, locais e regionais, ja foi documentada a eficacia das infusdes de lidocaina por
via intravenosa de baixa dose no manejo da hiperalgesia e da dor neuropatica. Ja 0s
anestésicos gerais ndo atuam como analgésicos, eles agem impedindo a percepcéo da dor (por
intermédio da incosciéncia) ao impossibilitar que a informacao nociceptiva alcance o cortex
cerebral (ARAUJO; PAULA; FRACETO, 2008).

Nesse sentido, € de extrema importancia a realizacdo de estudos que possibilitem o
entendimento dos mecanismos bioquimicos e moleculares da nocicepgéo, a fim de encontrar
ativadores ou inibidores especificos das vias e/ou receptores envolvidos. Assim como, é
amplamente aceito que existe a necessidade do desenvolvimento de novas moléculas com
farmacodindmica e farmacocinética inovadoras para combater a dor (FORNASARI,
COACCIOLI, 2014).
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2.2 Inflamacéo e agentes anti-inflamatdrios

A inflamacdo, do latim inflammatio (atear fogo), é uma resposta ndo especifica da
microcirculacdo de um tecido lesionado promovido por estimulos de natureza fisica, quimica
ou infecciosa, ou ainda pela combinagéo destes (NATHAN, 2002). Para Moldoveanu et al.
(2009), é um mecanismo complexo, benéfico e fisioldgico pelo qual o organismo se defende
de patégenos e tenta reparar danos teciduais. E uma resposta fundamentalmente protetora,
destinada a livrar os organismos tanto da causa inicial da injuria celular quanto das
consequéncias desta (KUMAR et al., 2010).

O processo inflamatdrio, de grande importancia para a homeostasia, € dependente de
diversos mecanismos celulares complexos que envolvem uma cascata de sinalizacdo de
citocinas e ativacdo das mesmas. A importancia do estimulo dessas moléculas sinalizadoras se
deve ao fato de que, atraves das mesmas, ocorre a liberacdo de outros fatores pro-
inflamatorios, resultando em uma resposta imune e consequente reparo tecidual (BEAULIEU
etal., 2010).

De maneira geral, a inflamacéo caracteriza-se pelo aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, seguido da dilatagdo venular e do acumulo de células especificas.
Tais eventos determinam o aparecimento de quatro sinais tipicos: rubor (hiperemia), calor
(aumento da temperatura local), tumor (edema) e dor devido a compressdo das terminagdes
nervosas pelo exsudato (GILROY et al., 2004; FARIA, 2010). Recrutamento de leucdcitos,
necrose, piroptose, apoptose e liberacdo de mediadores quimicos (histamina, citocinas e
metabolitos do &cido araquidbnico) também sdo alteracOes fisioldgicas que se associam aos
sinais classicos (VIVIER; MALISSEN, 2005).

Bioquimicamente, os mecanismos da inflamacao sdo iniciados a partir da hidrolise de
fosfolipidios de membrana (em especial, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) e sua
conversdo em acido araquidonico por acdo da fosfolipase A2 (PLA2) (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011). O &cido araquiddnico (Figura 3, p. 28), por sua vez é substrato para a
acao da ciclo-oxigenase 1 (também conhecida como COX constitutiva, por ser responsavel
por funcdes fisioldgicas e de homeostase), da ciclooxigenase 2 (a isoforma induzida em
condigdes inflamatorias), e da lipoxigenase. As isoformas da COX convertem o &cido
aragquidénico em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos e a LOX, o converte em
leucotrienos (Figura 4, p. 29) (FITZPATRICK, 2004).
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Figura 3: Conversao do &cido araquidonico em prostaglandinas.
Fonte: BEAULIEU et al., 2010.

De modo geral, as prostaglandinas sdo responsaveis pela manutencéo da homeostase de
diversos 6rgdos e sistemas do organismo, incluindo a protecdo e o bom funcionamento do
trato gastrointestinal (TGI), assim como a regulacdo das funcdes renais e vasculares. Além
disso, medeiam mecanismos patogénicos, incluindo a resposta inflamatdria. As prostaciclinas
sdo potentes agentes vasodilatores e atuam também como inibidoras da agregacdo plaquetaria,
0s tromboxanos participam dos mecanismos da coagulacdo sanguinea e os leucotrienos, das
respostas alérgicas (RAINSFORD, 2007).

Mesmo sendo um mecanismo de defesa natural do organismo contra agentes
perniciosos, com envolvimento do sistema imune inato e adaptativo, no momento em que
ocorre um descontrole dos fatores inerentes a resposta inflamatdria, surgem disfungdes como
artrite, asma, cancer, doencas auto-imunes e neurodegenerativas (DINARELLO, 2010).

E justamente o processo inflamatorio crénico que requer uma intervengio
farmacoldgica, e nesse caso, o tratamento consiste, fundamentalmente, na utilizacdo de uma
variedade de anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINE’s), incluindo o acido acetilsalicilico
(desenvolvido, no final do século XIX, a partir do &cido salicilico isolado da casca do
salgueiro, Salix alba), a indometacina e a fenilbutazona. Via de regra, os AINE’s atuam
inibindo as COX-1 e COX-2, bloqueando, por consequéncia, a producdo de prostaglandinas,
em particular, a PGE2 (RAO; KNAUS, 2008; DINARELLO, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Salix_alba

29

Como a inibicdo ndo seletiva das ciclooxigenases ocasasionava a reducdo de
prostanglandinas envolvidas na sintese de substancias protetoras do TGI, no final do século
XX, houve a introducdo de inibidores seletivos de COX-2, conhecidos como coxibs
(celecoxib e rofecoxib), os quais apresentavam acgdo anti-inflamatéria com reducdo de efeitos
adversos como gastrite e pirose. Entretanto, em 2004, alguns coxibs foram retirados do

mercado devido a alta incidéncia de danos cardiovasculares graves (RAINSFORD, 2007).
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Figura 4: Esquema com enzimas e respectivos substratos do processo inflamatério.
Fonte: BEAULIEU et al., 2010.

Os glicocorticoides sdo também empregados para tratar muitas doencas inflamatérias,
e apesar dos seus efeitos adversos, continuam sendo uma estratégia para reduzir a inflamacao
crénica. No entanto, ainda € um desafio para a industria farmacéutica desenvolver
medicamentos mais eficazes e menos toxicos para tratar os sintomas da inflamacdo aguda
bem como, as consequéncias a longo prazo da inflamacgéao cronica (RAO; KNAUS, 2008).

Diante do exposto, tanto o alivio da sensacdo dolorosa quanto a busca por novos
agentes anti-inflamatdrios sdo um dos objetivos da medicina moderna na incessante tentativa
de desenvolver substancias que sejam eficazes, mas com menor incidéncia de reacOes
adversas (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Sendo assim, os esforcos para descobrir
ferramentas inovadoras para tratar a inflamagdo continuam a ser um importante desafio nos
estudos de design de drogas (RAO; KNAUS, 2008).
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Numerosos compostos, obtidos de fontes naturais, de grande diversidade quimica
como: terpenos, esteroides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas e alcaloides tém
demonstrado atividade anti-inflamatoria em varios modelos de inflamacéo, atuando sobre
diferentes mediadores desse processo (RECIO et al., 1995; LYSS et al., 1997; RAO et al.,
2008; SALMINEN et al., 2008). Nesse sentido, a natureza figura como uma fonte de
descobrimento de novas drogas, com mecanismos de acdo distintos daqueles apresentados
pelos farmacos ja disponiveis na terapéutica, e com possibilidade de minimizacédo dos efeitos

adversos.

2.3 Importancia dos estudos fitoquimicos para o desenvolvimento de novos farmacos

Os recursos naturais, historicamente, sdo uma rica fonte de constituintes quimicos para
a descoberta de novos medicamentos. Apesar disso, 0 uso de plantas como fonte de
substancias terapéuticas foi sendo reduzido em virtude da preferéncia da industria
farmacéutica por prototipos moleculares sintéticos (ATANASOV et al., 2015). De certa
forma, os programas de prospeccdo baseados no isolamento guiado por bioensaio e na
elucidacdo da estrutura para a ulterior produgdo de um farmaco enfrentaram, no decorrer dos
anos, uma desvantagem competitiva quando comparados com abordagens que fazem uso de
bibliotecas quimicas sintéticas (KOEHN; CARTER, 2005).

Por outro lado, parte da populacdo mundial, principalmente os habitantes dos paises
em desenvolvimento, depende de plantas para os cuidados primarios de salude. Doravante, nas
Gltimas décadas o interesse pelas propriedades medicinais dos recursos genéticos vegetais
aumentou nos paises industrializados, com o uso crescente da etnobotanica (FONGANG et
al., 2017). Uma andlise das drogas regulamentadas pela Food and Drug Administration
(FDA) entre 1981 e 2010 revelou que 34% das substancias aprovadas naquele periodo foram
obtidas diretamente de elementos da natureza ou de seus derivados, incluindo agentes
antimicrobianos, drogas anticancer e imunossupressoras (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012;
NEWMAN, CRAGG, 2012).

Diante disso, ainda que a elaboracdo de medicamentos pela via sintética seja mais
rapida e economicamente viavel, a natureza figura como detentora da maior fonte de

estruturas moleculares e sua diversidade quimica explica o restabelecimento do interesse das
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companhias pelo potencial terapéutico dos produtos naturais ocorrido mais recentemente
(HARVEY et al., 2015).

A correlacdo entre a estrutura quimica dos constituintes ativos isolados de plantas e a
sua respectiva acao fisiologica favoreceu, ao longo dos anos, a descoberta de moléculas
naturais de elevada atividade farmacolégica. O desenvolvimento da quimica analitica, através
dos métodos cromatograficos e espectrométricos, atrelado ao advento de equipamentos
sofisticados permitiram um melhor conhecimento da composi¢do quimica das drogas vegetais
e da estrutura dos seus componentes ativos (CUNHA, 2007). Embora a descoberta de
candidatos a farmacos baseada em bioprospeccdo necessite de uma abordagem
interdisciplinar altamente integrada, os avancgos tecnologicos mais recentes indicam que 0s
produtos naturais estardo entre as fontes mais importantes de novos medicamentos também no
futuro (NEWMAN, CRAGG, 2012).

De acordo com Harvey e colaboradores (2015), o uso da metabolémica e da

metagendmica na identificacdo de novas classes de metabdlitos secundarios, 0os avangos na
guimica combinatoria e na bioinformatica e a sensibilidade das técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para o isolamento e a elucidagcdo estrutural de substancias
contribuiram para a reemergéncia da bioprospec¢ao de farmacos a partir de extratos, fracdes
ou compostos purificados.
Assim, a pesquisa fitoquimica, tradicionalmente, favoreceu tanto o conhecimento dos
constituintes quimicos de espécies vegetais como a constatacdo da sua presenca. E as terapias
que envolvem o uso de produtos naturais derivados de plantas mostraram, ao longo tempo,
potencial promissor, embora muitos desses ainda ndo tenham sido testados a respeito do seu
modo de acdo, contra-indicages, toxicidade, possiveis reacdes adversas e interagdes com
substancias farmacéuticas convencionais (EKOR, 2014). Portanto, é crucial obter informacdes
detalhadas sobre a composicdo quimica das espécies vegetais, bem como uma avaliacdo
minuciosa dos seus potenciais farmacoldgicos, visto que a pronunciada diversidade dos
metabolitos secundarios é uma fonte relevante para a busca de novos medicamentos
(HARVEY et al., 2015).
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2.4 Estudos quimicos e bioldgicos em Myrcia spp. (MYRTACEAE)

A familia Myrtaceae € uma das mais representativas, em riqueza e abundancia, nas
florestas tropicais e subtropicais do globo (JUDD et al., 1999), distribuindo-se em todos 0s
continentes do hemisfério sul com cerca de 145 géneros e 5970 espécies (WCSP, 2019). No
Brasil, ocorre de forma mais expressiva na Mata Atlantica (SOBRAL et al., 2015), com todos
os exemplares pertencentes a subfamilia Myrtoideae, a qual retine plantas frutiferas, algumas
exploradas comercialmente a exemplo da goiabeira, Psidium guajava L.; da jabuticabeira,
Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg.; e da pitangueira, Eugenia uniflora L. (GRESSLER;
PIZO; MORELLATO, 2006).

Os primeiros estudos fitoquimicos com representantes da familia Myrtaceae revelaram
a presenca de triterpenos, flavanonas, acetofenonas e flavonois (GOTTLIEB et al., 1972;
YOSHIKAWA et al., 1998). Outros trabalhos demonstraram a eficacia dos seus Oleos
essenciais e extratos como: acaricida (CHAGAS et al., 2002); antimicrobiana frente a
diversos micro-organismos (FRANCO et al., 2005); leishmanicida in vitro (BEZERRA et al.,
2006); antinociceptiva e anti-inflamatéria (QUINTANS-JUNIOR et al., 2009).

O género Myrcia é um dos maiores da familia, com mais de 700 espécies distribuidas
do México até a regido sul do Brasil, seus representantes caracterizam-se pela presenca de
individuos subarbustivos a arboreos, com folhas geralmente evidenciando nervura marginal e
pontos transldcidos no limbo, devido a presenca de glandulas oleiferas (SOBRAL, 2003).

Suas plantas séo usadas na medicina popular no tratamento de diarreia, enterite, aftas,
Ulceras, hipertensdo, e principalmente diabetes. Destacam-se no referido género os compostos
fenolicos, responsaveis pela elevada atividade antioxidante de suas espécies (SOUZA,;
MULLER, 2006). Além do uso etnoboténico, foram descritas as propriedades: hipoglicémica
(MATSUDA et al., 2002); hepatoprotetora em modelo animal (FERREIRA et al., 2010);
antimicrobiana (CANDIDO et al., 2010; SILVA; UETANABARO; LUCCHESE, 2013);
antioxidante (PEREIRA et al., 2011; MORESCO, 2011); hipolipidémica em modelo animal
(VAREDA et al.,, 2012); anti-inflamatoria e antinociceptiva (OLIVEIRA et al., 2009;
ANDRADE et al., 2012).

As pesquisas com metabolitos secundarios de plantas, demonstram que os terpenoides,
compreendem uma variedade de compostos com acles: sedativa, ansiolitica,

anticonvulsivante e antinociceptiva (POSER et al., 2009). Experimentos com sesquiterpenos
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indicaram sua agdo analgésica do tipo opioide, em modelo animal (DATTA et al., 2004) e
alguns estudos realizados com espécies de Myrcia (ANDRADE et al., 2012; SANTOS et al.,
2014) revelaram que seus Oleos essenciais sdo, em sua maioria, ricos em sesquiterpenos, e
apresentam atividade de antinocicep¢cdo além de reduzir os processos inflamatorios em
animais. Diante das informacGes supracitadas, nota-se que as espécies de Myrcia sdo fontes
promissoras para a prospeccdo de ativos com possibilidade de agdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria.

Vale ressaltar que apenas dois estudos foram publicados, até 0 momento, a respeito
dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio dos Oleos essenciais obtidos das folhas de
Myrcia. Em Andrade e colaboradores (2012), o 6leo de M. pubiflora, constituido
majoritariamente pelo 6xido cariofileno (22,16%), foi testado em trés modelos de nocicepcéo
(acido acético, formalina e placa quente) e um de inflamagdo (migracdo de leucécitos para a
cavidade peritoneal). Os resultados indicaram sua capacidade para minimizar a dor e a
inflamag&o sem afetar a coordenagdo motora dos animais.

No trabalho de Santos et al. (2014), os 6leos essenciais obtidos das folhas de Myrcia
ovata ricos em citral, neral e geranial, constituintes conhecidos por seus efeitos analgésicos,
foram testados em animais através de modelos de dor aguda (teste das contor¢des abdominais
induzidas pelo &cido acético e teste da formalina) e de inflamagdo aguda (teste do edema de
pata induzido pela carragenina). Os resultados mostraram que o 6leo exibiu um efeito anti-
inflamatorio e antinociceptivo consideravel nas doses de 200 mg/Kg e 300 mg/Kg, sem alterar
a performance motora dos camundongos.

Em se tratando de Myrcia rostrata, os estudos restringem-se a analise quimica dos
6leos essenciais, a qual revelou a predominéncia de sesquiterpenos (93,3%), principalmente
dos grupos cadinanos e germacranos (LIMBERGER et al., 2004), ndo havendo mencéao de
trabalhos que investiguem seu potencial antinociceptivo e ati-inflamatorio, tampouco para a
Myrcia splendens. Diante do exposto, o potencial biolégico e farmacoldgico dos
representantes da familia Myrtaceae e a escassez de estudos envolvendo as espécies de

Myrcia citadas impulsionaram a realizacéo da presente pesquisa.
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CAPITULO 1-POTENCIAL ANTINOCICEPTIVO E ANTI-INFLAMATORIO DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE MYRTACEAE: UMA REVISAO
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ABSTRACT

(ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY POTENTIAL OF ESSENTIAL
OILS OF MYRTACEAE: A REVIEW). The family Myrtaceae is one of the most important
in richness and abundance in Brazil. Its species stand out for producing sesquiterpene-rich
volatile compounds. This study aimed to conduct a review of articles discussing the
antinociceptive and anti-inflammatory properties of their essential oils. To that end, a detailed
search in the main databases was carried out, and twenty articles were selected after inclusion
and exclusion criteria were applied, three focusing on plants of the genus Myrcia. Species
name, popular use, chemical constituents identified, pharmacological tests used and results
obtained were briefly described for each article. Analysis of the material showed that the
sesquiterpenes present in myrtaceae exhibit significant action in different pain and
inflammation models and are a promising source for discovering bioactive compounds with
potential to alleviate pain and inflammatory processes.
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1.1 Introducéo

A familia Myrtaceae destaca-se como uma das maiores em nimero de espécies no
territério brasileiro e mais notadamente na Mata Atlantica (DESCHAMPS et al., 2017), suas
plantas sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de disturbios gastrointestinais,
doencas infecciosas, inflamacéao, diabetes e na diminui¢do do colesterol (CRUZ; KAPLAN,
2004). Alem disso, € reconhecida pela producdo de compostos volateis com propriedades
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria que desperta o interesse econdmico
(STEFANELLO; PASCOAL,; SALVADOR, 2011).

Os 6leos essenciais sdo caracterizados como um produto do metabolismo secundério
de plantas sendo dotados de uma composicdo quimica complexa, tal variedade de
constituintes possibilita 0 uso tanto pela industria de alimentos e cosmeéticos como a
farmacéutica (MIRANDA, et al., 2016). Muitos estudos abordando as atividades
antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante e citotoxica dos 6leos obtidos de diferentes
espécies de Myrtaceae foram descritos (STEFANELLO et al., 2011). Entretanto, as ac0es
antinociceptiva e anti-inflamatéria ainda sdo pouco estudadas, principalmente no que
concerne as plantas do género Myrcia (ANDRADE et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2014;
SILVA et al., 2018).

Os efeitos significativos dos 0leos essenciais em modelos de dor e, principalmente,
inflamacdo tem sido atribuidos aos terpenos (SIANI et al., 2013). Assim, na busca por
produtos naturais bioativos, os dleos e seus isolados sdo cada vez mais citados como uma
fonte rica e promissora, podendo ser usados sozinhos ou como adjuvantes de medicamentos ja
disponiveis na terapéutica (SA et al., 2013). No Brasil, um exemplo de sucesso é a Cordia
verbenaceae DC. (Boraginaceae) utilizada para o desenvolvimento de um anti-inflamatorio de
uso topico e que teve sua acdo atrelada a presenga de dois sesquiterpenos: a-humuleno e (-)-
trans-cariofileno (AMORIM et al., 2009).

Partindo da premissa que a maioria dos 6leos essenciais de Myrtaceae analisada até o
momento caracteriza-se pela predominancia de sesquiterpenos, a possibilidade de descoberta
de substancias com potencial antinociceptivo ou anti-inflamatorio em suas espécies é factivel.
Diante disso, esse estudo prop0s realizar um levantamento de dados no tocante a acdo dos

referidos metabdlitos secundarios em modelos de dor e inflamacéo.
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Para tanto, deu-se preferéncia aos trabalhos realizados exclusivamente com plantas
nativas do continente americano, ou com aquelas utilizadas de modo tradicional pela
populacdo brasileira, ainda que tenham sido introduzidas, a exemplo do cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L. syn Eugenia caryophyllata Thunb). Todos os artigos publicados na
literatura até fevereiro do presente ano foram compilados com destaque para 0 nome de cada
espécie, o 6rgdo vegetal do qual o 6leo foi obtido, o uso popular, os testes farmacologicos

realizados, os constituintes quimicos identificados bem como os resultados dos experimentos.

1.2 Material e métodos

A revisdo da literatura a respeito das propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias
dos 6leos essenciais de espécies da familia Myrtaceae foi executada mediante a busca de
artigos cientificos nas bases de dados Bireme, Cochrane Library, DARE, Lilacs, PubMed,
ScienceDirect e SCiIELO. Foi pesquisado todo o periodo até fevereiro de 2019, utilizando-se
as palavras-chaves: “Myrtaceae and pain”, “Myrtaceae and inflammation”; “Myrtaceae and
nociception”; “Myrtaceae and anti-inflammatory activity”’; “Myrtaceae and antinociceptive
activity”; “Myrcia and pain”; “Myrcia and inflammation” e “Myrcia and essential oil”.

Apos o levantamento inicial excluiu-se, de imediato, as replicatas com o auxilio do
programa EndNote Web versdo X8. Por intermédio da leitura do titulo de cada publicacdo
foram excluidos os estudos com extratos vegetais, fragdes ou seus isolados; trabalhos com
mirtdceas ndo-americanas, a exemplo dos géneros: Eucalyptus, Melaleuca e Taxandria;
artigos de revisdo e também aqueles que envolviam outras atividades biologicas ou
farmacologicas.

Portanto, foram incluidos nessa revisdo apenas os trabalhos com os 6leos essenciais ou
0s majoritarios isolados de espécies americanas de Myrtaceae (subfamilia Myrtoidea). Além
disso, optou-se por descrever, sucintamente, 0 nome de cada uma das espécies, Seus usos
populares (se informados), os testes de atividades antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria
realizados, os constituintes quimicos identificados que apresentaram percentuais relativos
superiores a 4% (quando informados), assim como os resultados obtidos, os autores e 0 ano

de publicacéo.
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1.3 Resultados e discussao

A busca inicial resultou num total de 896 artigos e destes, 104 tratavam de
experimentos com espécies de Myrcia. O programa EndNote Web removeu 294 replicatas,
reduzindo para 602 o numero total de trabalhos para a familia Myrtaceae, e deste, 62

relacionados ao género Myrcia (Tabela 1).

Tabela 1: Levantamento dos artigos relacionados as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria de espécies de Myrtaceae, em geral, e de Myrcia publicados nas principais bases
de dados antes e ap0s a remocao de replicatas.

Artigos publicados*

Bases de dados Myrtaceae Myrcia
Antes Apo6s Antes Apos
BIREME 215 120 2 0
Cochrane Library 2 2 0 0
DARE 0 0 0 0
Lilacs 25 18 2 2
PubMed 289 184 2 0
Science Direct 331 274 97 59
SciELO 34 4 1 1
Total 896 602 104 62

*Publicacdes até fevereiro de 2019.

Os titulos de todos os 602 artigos remanescentes foram lidos, a fim de que apenas
aqueles relacionados as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de 6leos essenciais
fossem mantidos. Essa tarefa foi de extrema importancia uma vez que possibilitou identificar
e compilar trabalhos abordando as acgfes anti-leishmania, antiviral, antimicrobiana,
antioxidante, anti-neoplasica, hipoglicémica, hipolipidémica, espasmolitica, hepato e
gastroprotetora, imumoduladora, tanto de Oleos essenciais como de extratos, fracbes e
substancias isoladas de diferentes espécies da familia, o que favorecerd a publicacdo de
trabalhos futuros.

A Tabela 2 reline os artigos separados por plataforma de busca apds a aplicacdo dos
critérios de inclusio e exclusdo. E possivel observar que de um universo de 602 trabalhos, 21
tratavam especificamente da acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria dos 6leos essenciais de
Myrtaceae, e desses Ultimos, apenas trés foram referentes as plantas do género Myrcia, sendo

um dos artigos produto do nosso grupo de pesquisa.
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Tabela 2: Levantamento dos artigos relacionados as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria dos Oleos essenciais obtidos de espécies de Myrtaceae, em geral, e de Myrcia
publicados nas principais bases de dados ap6s a aplicacdo dos critérios de inclusao e excluséo.

Artigos publicados*

Base de dados Myrtaceae Myrcia
BIREME 11 1
Cochrane Library 0 0
DARE 0 0
Lilacs 4 1
PubMed 1 0
Science Direct 3 0
SCiELO 2 1
Total 21 3

* Publicados até fevereiro de 20109.

Realizando uma breve analise dos dados reunidos na Tabela 3 nota-se que além dos
trabalhos terem sido publicados recentemente, a maioria dos pesquisadores utilizou as folhas
como fonte de obtencdo dos Oleos essenciais e 0s achados referentes a sua composicdo
quimica confirmam a predominancia de sesquiterpenos tdo amplamente descrita na literatura
para as espécies de Myrtaceae (HENRIQUES et al., 1997; LIMBERGER et al., 2004;
STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011; SILVA et al., 2013).

Ainda a respeito da composicdo quimica, vale ressaltar que sete trabalhos tiveram o -
cariofileno e cinco o a-humuleno como constituintes majoritarios. O primeiro sesquiterpeno
contribuiu para a inibicdo tanto da produgdo do NO quanto da migracdo leucocitéria (SILVA
et al., 2019) assim como apresentou efeito analgésico no teste da placa quente (AMORIM et
al., 2009) minimizando também a sensa¢do dolorosa neurogénica e inflamatoria induzidas por
formalina (APEL et al., 2010). Ja o a-humuleno, um dos constituintes do Acheflan®, primeiro
anti-inflamatério desenvolvido a partir de uma planta nativa brasileira (AMORIM et al.,
2009), auxiliou na diminuicdo da resposta hipernociceptiva induzida pela lesdo ciatica
(QUINTAO et al., 2010).

Foi relatado também que alguns sesquiterpenos do tipo cariofileno foram capazes de
atuar de forma sinérgica potencializando o efeito de 0leos essenciais ricos em monoterpenos
(SIANI et al., 2013). Portanto, esses achados corroboram a notoriedade dos sesquiterpenos
como responsaveis pelos importantes efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo atribuidos as
espécies da familia Myrtaceae e apontam que a mesma € uma fonte promissora para a

descoberta de novos medicamentos.
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Tabela 3: Levantamento dos dados referentes a composicdo quimica e as atividades antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria dos 0leos

Percentual dos

Referéncia

essenciais ou de seus isolados obtidos de espécies da familia Myrtaceae

Testes realizados

majoritarios (>4%b) Resultados

e/ou isolados

Guaiol (13,1%); O 6bleo (50 mg/Kg) reduziu em 93% a

Migracéo leucocitaria

migracao leucocitaria comparado ao
controle. Além de diminuir o edema
em 61,3; 58,2; 61,1 e 61,9% aos 60,

p-cariofileno (8,6%);
a-cadinol (7,9%); iso-
espatulenol (7,3%);

in vitro;
Edema de pata espatulenol (6,6%) e t- 120, 180 e 240 min apds o
induzido pela muurolol; 6xido de tratamento, com resultados
semelhantes a indometacina na dose

cariofileno (4,4%);

globulol (4,1%) de 10 mg/kg

carragenina

Casca dos frutos:
Os 0leos da casca e das sementes

APEL et al.,
2010

limoneno (13%);

Edema de pata
(300 mg/kg) inibiram a migracdo

induzido por thujopseno (6,96%);
carragenina e biciclogermacreno leucocitaria em 89 e 80%; reduziram
formalina; (4,91%); B-pineno 0 edema induzido por carragenina em
Pleurisia; (4,82%); a-pineno 72 e 74%; o edema induzido por
Nocicepcao (4,67%) e globulol formalina em 53 e 79%,
respectivamente; além de atenuarem

(4%). Sementes:
limoneno (20,89%); B-
pineno (11,48%); a-
pineno (8,5%);
thujopseno (6,82%) e
E-B-ocimeno (4,12%)

espontanea induzida
por formalina e
sensibilidade ao frio

a hipersensibilidade ao frio e serem
efetivos em ambas as fases do teste
da formalina

ZUNTINI et al.,
2017

Espécie Parte da Uso popular
planta
Calycorectes
sellowianus Folhas Né&o informado
0. Berg
Usada como
antirreumatica,
antidiarreico,
Casca hipocolesterolémico,
Campomanesia dos anti-inflamatério
adamantium frutos e (RAMOS et al.,
(Cambess.) O. Berg  sementes 2007) e no tratamento
secas da cistite e uretite
(PASCOAL et al.,
2014)
A infusdo das folhas
Folhas frescas é utilizada no

Eugenia candolleana

DC.
da febre

tratamento da dor e

Reducdo dose dependente no nimero
de contorcBes, com percentual de
inibicdo de 89,6% (100 mg/Kg);
inibicéo da fase 2 do teste da
formalina (96,7% para a dose de 50
mg/Kg do 6leo); decréscimo da

Contorgoes
abdominais induzidas
pelo &cido acético;
Teste da formalina;
Placa quente e
Migragéo de
leucdcitos para a
cavidade peritoneal

Dados ndo informados

mg/kg), porém ineficaz no teste da
placa quente.

migragdo leucocitaria em 52,6% (100

GUIMARAES
et al., 2009
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Uso popular

Testes realizados

Percentual dos
majoritarios (>4%)
e/ou isolados

Resultados

Referéncia

Espécie Parte da
planta
Eugenia Botbes
caryophyllata florais
Thunb.

Dor e inflamacéo

Contorc¢oes
abdominais induzidas
pelo acido acético;
Placa quente; Edema
de pata induzido por
carragenina e
Pleurisia induzida por
carragenina

Eugenol

O eugenol (400 mg/Kg v.0) inibiu o
edema de pata; reduziu o
extravasamento de liquido na
pleurisia em 41,1%, mas ndo
interferiu na migragdo leucocitaria.
Reduziu o nimero de contor¢Ges em
61,6; 64,8 e 88,3% quando
administrado nas doses de 50, 75 e
150 mg/Kg, respectivamente.
Entretanto, foi incapaz de aumentar a
laténcia no teste da placa quente.

DANIEL et al.,
2009
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Nao informado

Teste da formalina e
Teste de retirada da
cauda

Eugenol (87,34%) e
acetato de eugenila
(5,18%)

Na dose de 0,1 mL/Kg houve redu¢do
da resposta dolorosa em ambas as
fases do teste da formalina. No teste
de retirada da cauda, o 6leo aumentou
a laténcia com reversdo da analgesia
pela administracdo prévia de
naloxona.

HALDER et al.,
2012

Antiespasmodico e
carminativo

Edema de pata
induzido por
carragenina,;
Contorcgoes
abdominais induzidas
pelo &cido acético;
Placa quente e
Atividade antipirética

Nao informado

O 6leo na dose de 33 mg/Kg
provocou a diminui¢do do edema de
pata em 50,6%; a reducdo das
contorgdes abdominais em 87,7%
comparada ao controle; 0 aumento no
tempo de laténcia na placa quente de
82,3% e a diminuicdo da temperatura
retal.

TAHER et al.,
2017

Nao informado

Analise de 17

biomarcadores

relacionados a
inflamacéo, resposta
imune e processos de
remodelacdo tecidual

Nao informado

Atividade antiproliferativa em
fibroblastos dérmicos humanos,
Diminuicédo dos
niveis de biomarcadores
inflamatorios.

HAN;
PARKER, 2017
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Percentual dos
Espécie Parte da Uso popular Testes realizados majoritarios (>4%) Resultados Referéncia
planta e/ou isolados
Teste de cicatrizacdo; Inibicdo da producdo de NO;
Efeito na producéo de  B-cariofileno (24,36%) promocao da angiogénese; inducdo
Eugenia dysenterica Folhas N4o informado NO, induzida, por e a-humuleno (19,3%) da migrac&o celular com efeito na SILVAet al.,
DC. lipopolissacarideos; cicatrizacdo e possibilidade de 2019
Atividade de producdo de produtos dermatoldgicos
angiogénese capazes de promover reparo de
tecidos danificados.
Infusdes ou decoctos
usados para tratar Contorcdes Espatulenol; B- O 6leo reduziu em 48% as contor¢des
inflamacoes, dores abdominais induzidas  elemeno; y-elemeno; abdominais e a fracdo contendo os
reumaticas e febre, pelo &cido acético; globulol; ledeno e B- sesquiterpenos em 70%;
como Placa quente e cariofileno. A fracdo pentano provocou o
Eugenia uniflora Folhas hipoglicemiante, Atividade Sesquiterpenos aumento do tempo de laténcia na AMORIM et al.,
L. diurético e em hipotérmica identificados na fracdo placa quente e a diminui¢do da 2009
problemas estomacais pentano: atractilona e temperatura corporal dos animais
(AURICCHIO; furanoeudesmeno.
BACCHI, 2003)
Contorc¢oes
abdominais induzidas Para a dose de 300 mg/Kg, houve
por &cido acético; reducéo de 51% no nimero de
Teste da formalina; 4 monoterpenos contorcdes; diminuicdo de 59% e
Infusdes das folhas Teste de retirada da oxigenados (91,78%).  54% no tempo de lambida da pata nas
para o tratamento de  cauda; Edema de pata Nomes dos fases 1 e 2, respectivamente; aumento
Myrcia ovata Folhas doengas gastricas e induzido por constituintes na laténcia de 91% no teste de DOS SANTOS
Cambess. diarreia (ANDRADE carragenina,; identificados ndo retirada da cauda; reducdo do edema etal., 2014
et al, 2012). Permeabilidade informados. em 50%; inibicdo de 77% da
vascular de migracdo leucocitaria e supressao em

47 e 69% da producdo de IL-1B e

leucocitos; Medida
TNF-a, respectivamente.

dos niveis de IL-1f e
TNF-a
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Espécie

Parte da
planta

Uso popular

Testes realizados

Percentual dos
majoritarios (>4%)
e/ou isolados

Resultados

Referéncia

Myrcia pubiflora
DC.

Folhas

N&o informado

Teste da formalina;
Placa quente;
Migracdo leucocitéria
para a cavidade
peritoneal

Oxido de cariofileno
(22,16%); mustacona
(11,34%); 1,8-cineol
(5,35%); tricicleno
(5,27%); trans-
pinocarveol (4,71%);
mirtenol (4,31%)

No teste da formalina, o dleo ndo
inibiu o tempo de lambida na fase 1,
mas provovou uma reducédo de
98,56% na fase 2 (dose 100 mg/Kg);
na placa quente, o 6leo foi ineficaz,
em todas as doses, quando
comparado ao controle. J& a migracdo
leucocitéria foi inibida nas trés doses.

ANDRADE et
al., 2012

Myrcia rostrata
DC.

Folhas
frescas

Naéo descrito

Contorc¢oes
abdominais induzidas
pelo acido acético;
Teste da formalina;
Placa quente.

Carotol (17, 68%);

germacreno B (7,28%);
E-cariofileno (6,45%);

germacreno D (5,68%);
amorfa-4,7(11)-dieno

(4,98%); a-trans-

bergamoteno (4,75%);

biciclogermacreno
(4,73%); dauceno

(4,7%) e B-bisaboleno

(4,46%)

Para a dose de 300 mg/Kg, o nimero
de contorc¢Bes abdominais foi
reduzido em 94,18%. Na fase 1 do
teste da formalina, o tempo de
lambida foi reduzido em 61,5% e na
fase 2 em 91,5%. Na placa quente,
houve aumento da laténcia aos 30,
60, 90 e 120 min, com valores
semelhantes a morfina (10 mg/kg).

SILVA et al,,
2018

Myrciaria tenella
(DC.) O. Berg

Folhas

N&o informado

Migracéo leucocitaria
in vitro;
Edema de pata
induzido pela
carragenina.

B-cariofileno (25,1%);

espatulenol (9,7%);

globulol (5,9%) ¢ a-

cadinol (5,2%); a-

selineno (4,4%) ¢ a-

humuleno (4,2%).

O 6leo (50 mg/Kg) reduziu em 91% a

migragdo leucocitaria comparado ao

controle. Porém ndo elicitou redugéo
do edema em comparacdo ao

controle.

APEL et al.,
2010

Pimenta
pseudocaryophyllus
(Gomes) L. R.
Landrum

Folhas

As folhas tém acOes
calmante; diurética;
sdo usadas no
tratamento de
resfriados; problemas
digestivos e
menstruais (SANTOS
et al., 2009)

Contorc¢oes
abdominais induzidas
por éacido acético;
Edema de orelha
induzido por bleo de
Croton

Quimiotipo I: (E)-metil
isoeugenol (93,9%);
Quimiotipo Il: neral
(27,59% ) e geranial

(36,49%)

Os quimiotipos I e 11 testados nas
doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg
inibiram as contor¢Bes abdominais e
apresentaram acdo anti-
edematogénicade modo dose
dependente quando comparado ao
controle. N&o foi possivel inferir se 0
mecanismo analgésico foi periférico

ou central.

PAULA et al.,
2012
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Percentual dos

Espécie Parte da Uso popular Testes realizados majoritarios (>4%) Resultados Referéncia
planta e/ou isolados
Psidium guajava
apresentou alto teor de
Foi avaliado o efeito  sesquiterpenos (85%),  Os 0leos essenciais de P. guajava e S.
sinérgico dos 6leos com predominio de: B- cumuni inibiram a migracéo
de ambas espécies, cariofileno, o- leucocitéria em 67%. A presenca dos
bem como de 4 humuleno, B-selineno, sesquiterpenos isolados: limoneno,
terpenos isolados no a-selineno e a- ocimeno, a-pineno e cariofileno
Psidium guajava teste da pleurisia muurulol. Com contribuiu para a atividade anti- SIANI et al.,
L. e Syzygium Folhas Né&o informado induzida por LPS Syzygium cumuni rico inflamatoria do 6leo rico em 2013
cumuni com contagem de em monoterpenos monoterpenos. Além disso, o a-
(L.) Skeels leucdcitos totais, (69%), sendo 0s pineno foi capaz de atuar de forma
neutréfilos, majoritarios: a-pineno, sinérgica tanto com o 6leo rico em
eosindfilos e células B-pineno, limoneno, mono quanto em sesquiterpenos.
mononucleares cis-p-ocimeno, trans-p-
cimeno, a-terpineol, B-
cariofileno ¢ -
humuleno.
As folhas sdo usadas Edema de pata O 6leo inibiu 0 edema em até
no tratamento da induzido por 59,46%. O bleo essencial (nas doses  NASCIMENTO
Psidium guineense Folhas inflamacéo carragenina; Pleurisia  espatulenol (80,71%) de 30 e 100 mg/Kg) e o espatulenol et al., 2018
Sw. (FRANZON et al., induzida por isolado (100 mg/Kg) reduziram a
2009). carrragenina; migracdo leucocitaria em 45,33;
77,70 e 75,2%, respectivamente.
Nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg,
houve reducéo do tempo de lambida
1,8-cineol (63,3%); p- da pataem 25, 45 e 84% (na fase 1) e SANTOS;
Psidium pohlianum Folhas Né&o informado Teste da formalina; cimeno (14,1 %); p- de 31, 95 e 100% (na fase 2); RAO;
Berg frescas Placa quente e eudesmol (8,8%); a- aumento da laténcia na placa quente, SILVEIRA,
compressdo caudal terpinil acetato (7,2%)  ndo antagonizado pela naloxona. No 1996

teste de compressdo caudal apenas a
maior dose foi significativa em
comparagdo ao controle.
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Percentual dos

Espécie Parte da Uso popular Testes realizados majoritarios (>4%) Resultados Referéncia
planta e/ou isolados
Atividade anestésica
Syzygium Botbes no teste do reflexo Reduc&o dose dependente do reflexo
aromaticum florais Né&o informado conjuntival de pB-cariofileno conjuntival e das contracbes do nervo  GHELARDINI
(L.) Merr. & L.M. Secos coelhos e Atividade isolado frénico et al., 2001
Perry anestésica in vitro do
nervo frénico de rato
O 06leo essencial na dose de 100
Nocicepgao Hg/pata reduziu a nocicepgao em
espontanea induzida 74,55%. O eugenol isolado ou
Syzygium por formalina do 6leo associado ao AINE, assim como o BELTRAN-
aromaticum Botbes essencial, do eugenol eugenol (79,2%) 6leo em associacdo com o AINE VILLALOBOS
L.) Merr. & L.M. florais N&o informado isolado e do dleo reduziram de forma significativa, em et al., 2017
Perry associado ao AINE comparagéo ao controle, a
cetorolaco nocicepcdo induzida por formalina,
indicando o efeito sinérgico na
resposta antinociceptiva.
Andlise do padrao
Usada no tratamento  inflamatorio induzido  a-cariofileno (25,24%); O oleo foi capaz de interromper a
do diabetes; pela linhagem BCG  B-cariofileno (16%); a-  proliferagdo de M. bovis in vitro e 0
Syzygium cumuni Folhas distUrbios gastricos e Pasteur terpineol (9,08%); desenvolvimento da inflamacéo MACHADO et
(L.) Skeels renais (AYYANAR; (Mycobacterium epiglobulol (5,23%); granulomatosa no parénquima al., 2013
SUBASH-BABU, bovis) no tecido iso-cariofileno (4,9%);  hepatico dos animais ap6s 21 dias da
2012) hepatico de ratos B-humuleno (4,82%) infec¢do.
Houve inibicéo da resposta
Hipernocicepgéo a-pineno (52,1%); 1,8-  hipernociceptiva em 56% na dose de
mecanica induzida cineol (11,9%); a- 10 mg/Kg; Diminuicdo da resposta
por carragenina e humuleno (4,6%); hipernociceptiva induzida pela lesdo
Ugni myricoides Folhas N4o informado avaliada com oxido de cariofileno +  ciatica, com inibicdes de 60; 79; 68 e  QUINTAO et
(Kunth) O. Berg filamentos de Von globulol (4,5%); 30% nas doses de 5; 10; 12,5 e 25 al., 2010

Frey; avaliacéo da
dor neuropatica pela
ruptura e religamento

do nervo ciatico

epoxido de humuleno
11 (4,2%)

mg/Kg, respectivamente. Os autores
atribuiram eficacia semelhante entre
0 6leo e a indometacina e a
gabentina.
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1.4 Conclusao

A presente revisdo da literatura possibilitou a elaboracdo de um panorama do potencial
das mirtaceas para a descoberta de compostos bioativos com acBes antinociceptiva e anti-
inflamatdria além de confirmar a escassez de trabalhos envolvendo os 6leos essenciais de suas
espécies. Ademais, a estratégia de busca utilizada possibilitou tanto a cria¢cdo de um banco de
referéncias sobre diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas das espécies nativas e
introduzidas da familia Myrtaceae quanto o conhecimento de diferentes métodos de
experimentacdo o0 que favorecerd a consecucdo de futuros estudos pelo nosso grupo de

pesquisa.
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CAPITULO 2 - COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO
OLEO ESSENCIAL DE Myrcia rostrata DC. (MYRTACEAE)

Aline do Nascimento Silval”, Horéacio Freitas Bomfim?, Acsa Oliveira Magalhaes!, Marilene
Lopes da Rocha!, Angélica Maria Lucchese?

ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF ESSENTIAL
OIL FROM Myrcia rostrata DC. (MYRTACEAE) IN ANIMAL MODELS. There are
approximately 300 Myrcia DC. species in Brazil. The antimicrobial, anti-inflammatory and
antinociceptive activities of some of these species have been described in the literature. The
present study aimed to analyze the chemical composition and evaluate the antinociceptive
activity of essential oil from fresh Myrcia rostrata DC. leaves. The oil was obtained by
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus and chemical analysis was conducted by
GC/FID and GC/MS. The acute oral toxicity and the rota rod tests were executed beforehand.
The nociceptive tests (acetic acid-induced writhing, formalin and hot plate) were performed
with the oil at doses of 75, 150 or 300 mg.kg™. Of the constituents identified, 95.24% were
sesquiterpenes, carotol (17.68%) being the major compound. The essential oil caused no
obvious signs of toxicity, nor did it affect the motor coordination of the animals. In
conclusion, the animals that received the oil, especially at 300 mg.kg™, demonstrated a lower
number of writhes (1.62 versus 27.88+2.75), a decrease in paw-licking time in both phases of
the formalin test, and increased latency on the hot plate when compared to the control group.

Keywords: sesquiterpenes; pain; inflammation.
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2.1 Introducéo

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional, essas caracteristicas, a fazem dificil de
ser definida com exatiddo.! E um processo fisiologico e protetor, uma vez que atua como um
sistema de alerta associado ndo somente a lesdes reais como também potenciais.?

Mesmo sendo um mecanismo de defesa natural, a persisténcia dos processos
dolorosos, comum em portadores de artrite, cancer e doengas neurodegenerativas, requer
muitas vezes uma intervencdo farmacolOgica constituida, predominantemente, por anti-
inflamatorios e analgésicos de ac¢éo periférica ou central.>®

A familia Myrtaceae é uma das mais representativas, em riqueza e abundancia, nas
florestas tropicais e subtropicais do globo, compreendendo entre 3.100 e 4.600 espécies
distribuidas em 144 géneros,® alguns desses com relatos de ages antimicrobiana in vitro’® e
antioxidante,*® assim como antinociceptiva e anti-inflamatéria em roedores, a exemplo de
Campomanesia adamantium Camb.,'* Marliera tomentosa Camb.,*? Eugenia candolleana
DC.,*® Eugenia caryophyllata Thunb* e Syzygium cumini L.*°

O género Myrcia DC. é um dos maiores da familia, com mais de 300 espécies
distribuidas do México até a regifo sul do Brasil.*® A literatura aponta alguns estudos
envolvendo os efeitos antinociceptivo, em modelo animal, dos 6leos essenciais obtidos das
folhas de M. pubiflora DC.1” e M. ovata Cambess,*® entretanto, nenhum estudo foi realizado
com M. rostrata DC. Assim, esse trabalho teve como objetivo analisar a composicao quimica

e avaliar o potencial antinociceptivo do 6leo essencial de M. rostrata DC. em modelo animal.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Coleta

As folhas de Myrcia rostrata DC. foram coletadas em janeiro de 2016 num
remanescente de Floresta Ombrofila, localizado no Campus Il da Universidade do Estado da
Bahia (UNEB), municipio de Alagoinhas, estado da Bahia (12° 10° 37 S e 38° 24° 35” W).
Apos a expedicdo de coleta, o material fértil foi herborizado para a confecgéo da exsicata, a
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qual foi depositada no Herbario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de
Feira de Santana (HUEFS) sob o nimero 155.923. A identificacdo taxonémica foi realizada

por Aline do Nascimento Silva.

2.2.2 Obtengé&o do oleo essencial

O oleo essencial de M. rostrata (OEMr) foi obtido, em triplicata, por hidrodestilagcdo
das folhas frescas em um aparelho de Clevenger, por um periodo de 3 h. Em seguida, foi seco
com sulfato de sodio anidro (Na2SOs), transferido para frascos de vidro @mbar e armazenado a
— 22 °C, até a realizacdo da analise quimica e dos testes farmacoldgicos. O teor de Gleo
essencial foi determinado pela relacdo entre o volume de 6leo obtido e a biomassa vegetal

livre de umidade.

2.2.3 Analise quimica

A anélise da composicdo quimica foi realizada pela utilizacdo de duas técnicas: a
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a um Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC)
para a quantificacdo dos constituintes e a Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) para a avaliacdo qualitativa dos 6leos essenciais. Na
analise por CG/DIC foi usado um Cromatografo Varian® CP-3380, equipado com DIC e
coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm), espessura do filme 0,25 um, temperatura do injetor
220 °C e do detector 240 °C, He como gas de arraste e vazdo de 1 mL.mint, programa de
temperatura do forno de: 60 a 240 °C (3 °C.min™), mantendo uma isoterma de 240 °C durante
20 min. Ja na analise por CG/EM foi utilizado um Cromatégrafo Shimadzu® CG-2010
acoplado a Espectrémetro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms
(30 m x 0,25 mm), espessura do filme 0,25 um, temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste
He na vazdo de 1 mL.min, temperatura da interface e da fonte de ionizagdo 240 °C, energia
de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo 0,7 kV e programa de temperatura do forno: 60 a

240 °C (3 °C.min™), mantendo uma isoterma de 240 °C por 20 min.
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A identificagdo dos constituintes foi realizada através do célculo do indice de Kovats e
do indice Aritmético de cada um dos picos, obtidos pela co-inje¢do da amostra com uma série
homologa de n-alcanos (C8 a C24), além da comparagdo com dados da literatural® e com os

espectros de massa da biblioteca do equipamento.

2.2.4 Testes farmacoldgicos

2.2.4.1 Animais

Em todos os experimentos, com excecdo do teste de toxicidade, foram utilizados
camundongos machos (Mus musculus L., 1758), jovens 3-4 meses (25-35 g), da linhagem
Swiss, obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os animais
foram mantidos a 22 £ 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 h e livre acesso a comida e agua.
Duas horas antes de cada teste, foram submetidos ao jejum. Todos os procedimentos
experimentais foram previamente submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Feira de Santana e aprovados conforme protocolo nidmero
008/2017.

2.2.4.2 Avaliacdo da atividade motora na barra giratoria (rota rod)

Para evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados devido a uma incapacidade
natural dos animais em manter o equilibrio e a movimentagdo na barra giratdria, 24 h antes da
execucdo do teste foi realizada uma pré-selecdo dos animais (sem a administracdo de
substancias) na qual foram considerados aptos a participar aqueles que permaneceram no
equipamento (com velocidade de 7 r.p.m.) durante 180 s, em até trés tentativas. No dia
seguinte, os camundongos pré-selecionados foram divididos aleatoriamente em 5 grupos
(n=8), sendo um grupo controle (os animais receberam o veiculo, ou seja, solucdo salina a

0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% por via intraperitoneal), um grupo padrdo (0s animais



60

foram tratados com diazepam Hipolabor/Sanval® na dose de 4 mg.kg?, via i.p.) e trés grupos
experimentais (0s animais receberam as doses de 75, 150 ou 300 mg.kg™ do dleo essencial de
M. rostrata diluido no veiculo por via i.p.). Ap6s a administracdo das substancias, 0s
camundongos foram submetidos ao teste aos 30, 60 e 120 min, para o registro do tempo de

permanéncia na barra giratoria.

2.2.4.3 Teste de toxicidade oral aguda

Para a realizacdo do teste de toxicidade oral aguda foram utilizados camundongos
fémeas,?® jovens (25-30 g), nuliparas e ndo gravidas. Os animais foram marcados para
permitir a identificacdo individual e separados em cinco grupos (n=6), sendo um controle (0s
camundongos receberam, por via oral, solugdo salina a 0,9% com 100 puL de Tween 80 a 5%,
num volume de 0,1 mL/10 g de massa corporal) e quatro experimentais, nos quais foram
administradas (v.0) as doses de 300, 500, 1000 ou 2000 mg.kg? do 6leo essencial de M.
rostrata solubilizados em solugéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5%, respeitando
também o volume de 0,1 mL/10 g por animal.

Os animais foram observados durante as quatro primeiras horas apds a administracao
das substéncias, seguindo alguns dos parametros reunidos em um protocolo padrdo,?* sendo, a
posteriori, mantidos em gaiolas durante 14 dias para avaliacdo diaria de sinais de toxicidade.
A massa corporal de cada animal foi mensurada no primeiro, sétimo e décimo quarto dias,

sendo a mesma comparada com os animais do grupo controle.

2.2.4.4 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Esse teste se baseia no fato de que uma injecao intraperitoneal do acido acético a 0,8%
provoca uma reacdo nociceptiva, caracterizada por contorgdes abdominais seguidas de
extensdes dos membros posteriores.?? Para a realizacdo do experimento, cinco grupos (n=8)
foram formados: o controle (animais tratados com o veiculo, solugéo salina a 0,9% com 100

pL de Tween 80 a 5% via i.p.), 0 padrdo (animais tratados com indometacina Sigma® na dose
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de 20 mg.kg?, via i.p.) e trés grupos experimentais (animais tratados com o dleo essencial de
M. rostrata nas doses de 75, 150 ou 300 mg.kg™?, diluidos no veiculo, por via i.p.). Apos 30
minutos da administracdo das substancias, os animais receberam uma solucéo de &cido acético
a0,8% (0,1 mL.10 g) também por via i.p, sendo a posteriori colocados, individualmente, em
caixas de observacdo, para o registro do nimero total de contor¢fes abdominais apresentadas

durante 15 minutos, contados a partir dos 5 min iniciais ap6s a injecdo do agente algico.

2.2.4.5 Teste da formalina

Considerado um modelo de dor associado a lesdo tecidual provocada pela injecdo de
formalina (2,5% de formaldeido em solucdo salina) na pata do camundongo, esse teste segue
um padrdo bifasico constituido por uma fase inicial aguda (primeira fase), e um periodo mais
prolongado (segunda fase) de atividade comportamental aumentada.” Para a realizagdo do
mesmo, cinco grupos (n=8) foram formados: o controle (os animais receberam o veiculo,
solucdo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.), 0 padrdo (os animais foram
tratados com indometacina Sigma® na dose de 20 mg.kg?l, via i.p.) e trés grupos
experimentais (os animais foram tratados com o 6leo essencial de M. rostrata nas doses de
75, 150 ou 300 mg.kg?, diluidos no veiculo, por via i.p.). Decorridos 30 minutos da
administracdo das substancias, os animais receberam 20 pL de formalina na regido subplantar
da pata posterior direita, sendo imediatamente colocados em caixas individuais de observacédo
providas de espelhos para a contagem do tempo total gasto, em segundos, em que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada. Tal afericdo foi realizada entre 0 e 5 min

(fase 1) e entre 0s 15 e 30 min (fase 2) ap0s a injecdo do agente flogistico.

2.2.4.6 Teste da placa quente (hot plate)

Esse metodo visa avaliar o tempo de permanéncia dos animais sobre uma placa
metélica aquecida a uma temperatura de 54 + 1 °C até reagirem ao estimulo térmico com o

comportamento de saltar ou lamber as patas.?* A fim de evitar uma interpretacdo equivocada
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dos resultados, um dia antes do experimento, os camundongos foram pré-selecionados (sem a
administracdo de substancias), sendo considerados aptos, aqueles que permaneceram na placa
aquecida por mais de 10 e menos de 30 s. No dia do teste, os animais foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos (n=8), o controle (os camundongos receberam o veiculo,
solucéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5%, via i.p.), o padréo (foi administrada
morfina Cristalia® na dose de 10 mg.kg™?, via i.p.) e trés grupos experimentais (0s animais
foram tratados com as doses de 75, 150 ou 300 mg.kg™ do dleo essencial de M. rostrata).

Em seguida, os camundongos foram colocados, individualmente, na superficie da
placa aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracdo das substancias. O intervalo
decorrido entre a colocagédo do animal na placa e a ocorréncia de lambida das patas ou
comportamento de pular foi registrado em segundos. Um tempo de corte de 30 s foi utilizado

para indicar analgesia completa e evitar leséo tecidual.

2.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia de uma via, seguida pelo pos teste
de Dunnett. Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média e

considerados significativos quando p<0,05.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Andlise do 6leo essencial

O dleo essencial de M. rostrata apresentou um rendimento de 0,42% (m/v), mais do
que o dobro do obtido (0,2%) a partir das folhas frescas dessa mesma espécie coletadas em
populagBes nativas do Rio Grande do Sul.?® A analise da composi¢do quimica revelou que do
total dos constituintes quimicos identificados (87,62%); 4,76% corresponderam a

monoterpenos e 95,24% a sesquiterpenos. Dentre estes Gltimos, destacaram-se o dauceno
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(4,7%), germacreno D (5,68%), E-cariofileno (6,45%) e o germacreno B (7,28%), sendo o
carotol (17,68%), o composto majoritario (Tabela 1). Esta composi¢do quimica difere da
descrita para 0 Gleo essencial da espécie nativa do Rio Grande do Sul, com 93,3% de
sesquiterpenos, tendo o-cadinol (4,6%), 6-cadineno (5,7%) e oxido de cariofileno (13,1%)
como constituintes majoritarios,? assim a populagdo oriunda da Bahia pode se tratar de um

novo quimiotipo de M. rostrata.

Tabela 1: Anéalise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais obtidos das folhas frescas de
Myrcia rostrata DC.

Composto IKiit 1K calc Percentual relativo (%)
a-pineno 939 943 1,97+0,31
B-pineno 979 989 1,1+0,21
[-mirceno 990 994 0,4+0,09
Limoneno 1029 1041 0,27+0,04
a-terpineol 1188 1212 0,41+0,05
a-cubebeno 1348 1357 0,15+0,13
Isoledeno 1376 1383 0,27+0,01
a-COpaeno 1376 1387 3,02+0,14
dauceno 1381 1389 4,7+0,54
B-elemeno 1389 1399 0,26+0,01
a-cis-bergamoteno 1412 1423 0,300,005
E-cariofileno 1419 1436 6,45+1,31
a-trans-bergamoteno 1434 1443 4,75+0,31
aromadendreno 1441 1451 0,42+0,3
epi-a-santaleno 1447 1455 0,79+0,02
B-farneseno 1456 1459 3,72+0,26
a-humuleno 1454 1472 0,71+0,06
dauca-5,8-dieno 1472 1476 0,97+0,02
amorfa-4,7(11)-dieno 1481 1487 4,98+0,49
germacreno D 1485 1496 5,68+0,84
viridifloreno 1496 1506 3,35+0,09
biciclogermacreno 1500 1512 4,7310,22
B-bisaboleno 1505 1520 4,46+0,42
y-cadineno 1513 1533 3,33+0,31
B-sesquifelandreno 1522 1537 3,34+0,22
germacreno B 1561 1580 7,28+2,65
espatulenol 1578 1598 0,36x0,1
Oxido de cariofileno 1583 1600 t
viridiflorol 1592 1608 1,6740,03
carotol 1594 1627 17,68+1,45
Total de compostos identificados 87,36

Resultados expressos como médiatdesvio padrao, t = tracos.

A predominancia de sesquiterpenos nos 6leos essenciais de outras espécies de Myrcia
também foi anteriormente destacada.’”?%-? Do 6leo essencial de M. cuprea coletada no Para,
por exemplo, obteve-se como constituintes majoritarios B-cariofileno (38,1%), germacreno D

(21,8%) e germacreno B (19,5%).° Num estudo comparativo com os 6leos essenciais de
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diferentes espécies de Myrcia foi detectada a predominancia de sesquiterpenos ciclicos,
principalmente os derivados das vias de ciclizacdo do cadinano, germacrano e cariofilano.?
Por outro lado, o 6leo obtido das folhas de M. ovata Cambess apresentou 0s monoterpenos
oxigenados como a mais abundante classe de compostos, correspondendo a 91,78% do total
de identificados.®

2.3.2 Avaliacéo da coordenacdo motora na barra giratoria (rota rod)

Os camundongos tratados com as doses de 75, 150, ou 300 mg.kg? do OEMr ndo
exibiram diferenca estatistica significativa quanto ao tempo de permanéncia na barra giratoria,
ao serem comparados com o grupo que recebeu apenas o veiculo, nos trés tempos avaliados
(Figura 1). Levando em consideragdo que esse método avalia a integridade do sistema motor,
permitindo a deteccdo de enfraguecimento neuroldgico, abrangendo incoordenagdo motora e
relaxamento muscular, consequéncias comuns de neurotoxidade,*3! pode-se afirmar que os
constituintes quimicos presentes no 6leo ndo interferiram na capacidade motora dos animais
nem provocaram acdo miorrelaxante. Como esperado, 0s murinos que receberam diazepam na
dose de 4 mg.kg? (i.p), droga conhecida por sua atividade depressora do SNC, tiveram seu
tempo médio de permanéncia na barra giratoria reduzido aos 60 e 120 min (46,755,811 s e
71,13£14,04 s, respectivamente) e de forma mais acentuada apds 30 min da administracao
(26,63£13,46 s) quando comparado aos valores médios do grupo controle (T3 = 165,5; Teo =
180 e T120 = 165,4 s).

2.3.3 Toxicidade oral aguda

Os resultados indicaram que mesmo para 0s animais que foram tratados com a dose de
2000 mg.kg* do OEMr ndo houve sinais de toxidade evidente nem mortes durante os 14 dias
de observacdo. A massa corporal dos animais no inicio, no sétimo dia e no final do teste, ndo
apresentou diferenga estatistica significativa na analise de variancia ao nivel de 5% de

significancia, quando comparada com o grupo controle.
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Figura 1: Efeito do 6leo essencial de Myrcia rostrata DC. na coordenagao motora dos camundongos aos 30, 60
e 120 min apos a administra¢do das substancias. Resultados expressos como média + e.p.m. **** p<0,0001
indica diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. (ANOVA seguido de Dunnett, n = 8 por

grupo).

2.3.4 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético

Os dados exibidos na Figura 2 demonstram que o OEMr apresentou efeito de

antinocicepgdo bastante significativo (p<0,0001), com numeros de contor¢bes abdominais

iguais a 6,87; 1,75 e 1,62 nos grupos tratados com as doses de 75, 150 ou 300 mg kg7,

respectivamente, valores bastante reduzidos quando comparados a média do grupo controle

(27,88+2,75). A indometacina, na dose de 20 mg.kg™? (i.p.), ocasionou uma reducio também

significativa (p<0,0001) e semelhante a maior dose do 6leo essencial, com valor médio de

1,60+2,75 contorgdes. A andlise de variancia também revelou que ndo houve diferenca
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estatistica entre os tratamentos entre si, tampouco entre os tratamentos e a indometacina, num

intervalo de confianca de 95%.
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Figura 2: Efeito do 6leo essencial de Myrcia rostrata DC. no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético. Resultados expressos como média £ e.p.m. **** p<0,0001 e comparados com o grupo controle.
(ANOVA seguido de Dunnett).

A literatura descreve que a dor inflamatdria est intimamente relacionada a ativagéo de
nociceptores polimodais sensiveis tanto a protons (a exemplo dos canais iénicos sensiveis a
acido, conhecidos pela sigla em inglés ASICs), quanto a bradicinina, prostaglandina e
citocinas.®?3® Sabe-se que tal estimulagio segue pela via aferente (mediada por fibras tipo C)
até os impulsos atingirem o SNC.8

Alguns autores consideram a resposta nociceptiva mediada pelo &cido acético como
inespecifica e de baixa seletividade, ademais tanto drogas de acdo central quanto periférica
podem atuar inibindo o numero de contor¢des, assim como anti-histaminicos e anti-
colinérgicos,***® o que de certa forma dificulta eleger determinada substancia como
analgésica sem que testes com modelos mais especificos, a exemplo do teste da formalina,
sejam realizados.

Além disso, seria pretensioso atribuir a proeminente acdo do OEMr na reducdo do
numero de contor¢des abdominais a inibicdo de substancias endégenas que atuam no estimulo
de fibras nervosas associadas a nocicep¢do, ao bloqueio dos nociceptores ASICs ou a via dos
prostanoides pela inibicdo da COX (mecanismo pelo qual a indometacina atua), sem que

testes mais especificos fossem realizados.
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2.3.5 Teste da formalina

O OEMr nas doses de 150 e 300 mg.kg? reduziu de forma significativa o tempo de
lambidas e mordidas na pata dos animais, na fase 1 (neurogénica), com valores de 26,88 e
21,5+8,3 s, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (55,88 s). Na fase 2
(inflamatdria), as trés doses foram capazes de inibir o tempo total gasto em lambidas com
valores de 18,13; 9,75 e 4,75+12,75 s, respectivamente (Figura 3), quando comparadas aos

animais do grupo controle (64,75 s).
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Figura 3: Efeito do dleo essencial de Myrcia rostrata DC. no teste da formalina. Resultados expressos como
média + e.p.m. ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. (ANOVA seguido de Dunnett).
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Vale ressaltar que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados
com o 6leo e o grupo tratado com a indometacina na dose de 20 mg.kg? (tempo de lambida de
20,13 s). A inibicdo no tempo de lambida, na fase neurogénica, evidenciada nos grupos que
receberam as doses de 150 e 300 mg.kg™? do OEMr corrobora os resultados obtidos no teste
das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. E provavel que a agdo do dleo esteja
relacionada a inibicdo quimica direta de fibras aferentes nociceptivas, que podem ser
suprimidas por analgésicos opioides como a morfina,® isso pode ser comprovado mediante a
realizacdo de experimentos com modelos que utilizem antagonistas de receptores pL-opioides
como a naloxona.

A segunda fase do teste da formalina esta relacionada a liberacdo de mediadores da
inflamacdo, e dessa forma, a maioria dos anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES), a
exemplo do &cido acetilsalicilico, da indometacina e do naproxeno atua minimizando o tempo
de lambida e/ou mordidas.3*%’ Vale ressaltar que na fase inflamatdria, o 6leo essencial de M.
rostrata exibiu resultados significativos nas trés doses, com destaque para a de 300 mg.kg?,
que reduziu em 13,63 vezes o tempo de lambida da pata quando comparado ao grupo
controle. Em sintese, o teste da formalina reproduz um modelo mais valido de dor clinica
quando comparado aos que levam em conta estimulos térmicos por exemplo,® especialmente,
por seguir um padrdo bifasico.?® Partindo dessa premissa, sua utilizagdo pode auxiliar na
deteccdo de drogas com acdes tanto analgésicas, sejam estas de acdo periférica ou central,

quanto anti-inflamatorias.

2.3.6 Teste da placa quente (Hot plate)

Os resultados obtidos demonstraram que o OEMr, apds 30 min da sua administragdo
(Figura 4), promoveu um aumento da laténcia em resposta ao estimulo térmico, quando
comparado ao grupo controle (Tso: 11 s) com destaque para as doses de 150 e 300 mg.kg™
(Ts0: 75 mg.kg™ 18,75; 150 mg.kg* 23,38 e 300 mg.kg?; 25,5+2,8 s).

Aos 60 min, o mesmo efeito foi mantido em relacdo ao controle (Teo: 14,25 s), com
tempos de laténcia de (Teo: 75 mg.kg™?, 18,38; 150 mg.kg?, 22,75 e 300 mg.kg?, 26,75+2,19
s). Aos 90 min, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e a morfina e

aos 120 min o aumento da laténcia persistiu em relacdo ao controle (T120: 14,1 s) para a dose
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de 300 mg.kg? (T1z0: 26,5+3,5 s), sendo inclusive superior (p<0,01) ao da morfina na dose de

10 mg.kg? (T120: 22,7543,5 s). Os animais que receberam a dose de 300 mg.kg™ tiveram um

aumento na laténcia aos 30 min duas vezes maior do que os do grupo controle.
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Figura 4: Efeito do dleo essencial de Myrcia rostrata DC. no teste da placa quente avaliado aos 30, 60, 90, 120
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grupo controle. ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. (ANOVA seguido de
Dunnett).
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Aos 120 min, ndo se observou diferenga estatistica significativa entre os animais
tratados com a morfina e 0s que receberam apenas o veiculo, entretanto, o grupo tratado com
a maior dose do 0leo essencial apresentou uma resposta 1,87 vezes maior do que o controle.
Aos 240 min, nenhum dos tratamentos apresentou diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo controle, o que provavelmente estd relacionado ao clearance das
substancias, inclusive da morfina.

Outros 6leos de Myrcia foram avaliados nesse modelo, a exemplo do 6leo essencial de
M. publiflora, constituido majoritariamente por 6xido de cariofileno (22,2%), mustacona
(11,3%), 1,8-cineol (5,4%) e tricicleno (5,3%), o qual foi ineficaz na inibicdo do tempo de
reacdo dos animais ao estimulo térmico nas doses de 25, 50 e 100 mg.kg?. ¥’

Sabe-se que as fibras C e Ad tipo Il sdo estimuladas apds a ativagdo de receptores
vaniloides, especialmente os do tipo TRPV-1 quando submetidos a temperaturas entre 45 e 53
°C.3%% | evando em consideracdo que os animais sdo expostos a superficie do equipamento
aquecida aos 54+1 °C, poder-se-ia conjecturar que a acdo do OEMr, principalmente na dose
de 300 mg.kg?, ao aumentar o tempo de permanéncia dos animais sobre a placa ocorre pelo
bloqueio dos receptores térmicos ou pela inibicdo do estimulo nervoso aferente. Diante de
resultados tdo expressivos, é notoria a necessidade de posterior investigacdo do mecanismo de
acdo (se central ou periférico) do referido 6leo essencial, seja pela utilizagdo de antagonistas
de receptores p-opioides como a naloxona, ou por intermédio de agonistas dos receptores
vaniloides como o cinamaldeido ou o peroxido de hidrogénio (H.0z), tendo em vista que
estudos pré-clinicos com roedores demonstraram que antagonistas de receptores catidnicos
ndo seletivos de potencial transitério agem inibindo tanto a nocicep¢do como 0 processo

inflamatorio.*:

2.4 Conclusao

A analise quimica do o6leo essencial de Myrcia rostrata DC. revelou uma
predominancia de sesquiterpenos, com carotol, germacreno D e B, (E)-cariofileno e dauceno
como constituintes majoritarios, indicando se tratar de um novo quimiotipo. O OEMr néo
demonstrou sinais de toxicidade de acordo com o preconizado pela OECD, nem acéo

depressora no SNC, uma vez que nao houve reducdo na coordenacdo motora dos animais
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frente aos critérios do teste rota rod. Os resultados obtidos nos testes farmacoldgicos
evidenciaram a significativa propriedade antinociceptiva dos constituintes quimicos presentes
no Oleo com a necessidade de realizagdo de experimentos que avaliem seu mecanismo de

acao.
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CAPITULO 3 - COMPOSICAO QUIMICA E POTENCIAL ANTINOCICEPTIVO DO
OLEO ESSENCIAL DE Myrcia splendens (Sw.) DC. (MYRTACEAE)

Aline do Nascimento Silval”, Horéacio Freitas Bomfim?, Acsa Oliveira Magalhaes!, Marilene
Lopes da Rocha!, Angélica Maria Lucchese?

ABSTRACT

(CHEMICAL COMPOSITION AND ANTINOCICEPTIVE POTENTIAL OF ESSENTIAL
OIL OF Myrcia splendens (Sw.) DC. MYRTACEAE). Although the genus Myrcia contains
more than 700 species, few have been studied for their antinociceptive potential. The present
study analyzed the chemical composition and action of essential oils of M. splendens (Sw.)
DC. in mouse nociception models. The oil was obtained, in triplicate, by hydrodistillation and
exhibited a yield of 0.43% (V/m). Chemical analysis by Gas Chromatography/Flame
lonization Detection (GC/FID) and Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS)
revealed the predominance of sesquiterpenes, with (2E, 6E) methyl farnesoate as primary
ingredient (42.64%). In the acetic acid-induced writhing test, the oil produced a significant
antinociceptive effect when compared to control animals (52.13+2.87), with writhing values
of 21.63; 5 and 0 for doses of 75, 150 and 300 mg.Kg?, respectively. In the formalin test,
doses of 150 and 300 mg.Kg? shortened paw licking time in phase 1 (neurogenic), with
values of 55 and 16 s, when compared with the control group (82+11 s), while in phase 2
(inflammatory), all three doses were effective. In the hot plate test, only the highest oil dose
increased latency 30, 60 and 90 min after the substances were administered, with results
similar to those obtained by morphine. It is important to underscore that essential oil did not
affect the motor coordination of the animals or provoke evident signs of toxicity even when
tested at a dose of 2000 mg.Kg™. The results demonstrated the significant antinociceptive
activity of the chemical components present in the oil and the need for experiments that
investigate their mechanism of action.

Keywords: sesquiterpenes; pain; inflammation.
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3.1 Introducéo

Myrcia s.l. possui mais de 700 espécies (WCSP, 2019), configurando-o, no Brasil,
como o género arbdreo mais rico nos biomas Cerrado e Mata Atlantica (LUCAS et al., 2011)
e destacando-se pela diversidade e producdo de oleos essenciais (LIMBERGER; SOBRAL,;
HENRIQUES, 2004). Estudos moleculares realizados nos ultimos anos suscitaram a insercao
dos géneros tradicionais Myrcia De Candolle., Marlierea Cambessedes, Gomidesia O. Berg e
Calyptranthes Swartz sob Myrcia sl. (LUCAS et al., 2011; LUCAS et al., 2016; LUCAS et
al., 2018), por consequéncia, muitas de suas espécies foram sinonimizadas (LIMA et al.,
2017) incluindo a sinonimizacdo de Myrcia alagoensis O. Berg como Myrcia splendens (Sw.)
DC. (SOBRAL et al., 2015).

Os Oleos essenciais sdo um produto do metabolismo secundario vegetal e se
destacam pela elevada quimiodiversidade, pois sua composicdo pode, por exemplo, variar
tanto entre diferentes espécies, quanto entre estruturas anatbmicas de um mesmo individuo
(SCALVENZI et al., 2017). Tal profusdo quimica é atribuida também a regiGes com elevada
biodiversidade, visto que areas mais biodiversas impulsionariam a plasticidade das plantas
devido a um maior nimero de interagdes, sejam estas sazonais, ambientais e/ou ecolégicas, 0
que, por consequéncia, seria refletido na producéo de metabdlitos secundarios (GUERRINI et
al., 2014; SCALVENZI et al., 2017).

Nesse sentido, as circunstancias supracitadas, propiciam aos 0leos essenciais uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas, com diversos mecanismos de acdo (SA et al.,
2017), abrangendo as atividades analgésica (DE SOUSA et al., 2011; SARMENTO-NETO et
al., 2015) e anti-inflamatoria (SA et al., 2013; SA et al., 2014; SA et al., 2015).

M. splendens distribui-se do leste do México as florestas costeiras do Brasil
(SCALVENZI et al., 2017). O potencial antioxidante do extrato de suas folhas foi
determinado por Pontes et al. (2018), entretanto, mais especificamente a respeito dos seus
6leos essenciais, a literatura descreve estudos que relatam a composi¢do quimica e/ou a
atividade antimicrobiana in vitro (NAKAMURA et al., 2010; JIMENEZ, et al., 2012; COLE;
HABER; SETZER, 2013; SILVA; UETANABARO; LUCCHESE, 2013), a a¢do citotoxica e
o potencial anti-cancer (SCALVENZI et al., 2017).

Destarte, levando-se em consideracdo que outras espécies de Myrcia tiveram sua
acao antinociceptiva comprovada (ANDRADE et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2014;
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SILVA et al., 2018) e que nenhum estudo envolvendo M. splendens (Sw.) DC ainda foi
descrito, este trabalho buscou analisar a composi¢do quimica e avaliar o potencial do 6leo
essencial da referida espécie, em modelos de nocicepcdo in vivo, a fim de prospectar

compostos bioativos para o tratamento da dor.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Coleta

As folhas de M. splendens (Figura 1) foram coletadas em janeiro de 2016, no periodo
da manha, num remanescente de Floresta Ombrofila (Figura 2), localizado no Campus Il da
UNEB, municipio de Alagoinhas — BA (12° 10* 37” S e 38° 24’ 35” W). A exsicata foi
depositada no HUEFS sob o numero 155.925, a identificacdo foi realizada por Aline do

Nascimento Silva e a espécie foi devidamente cadastrada no SisGen (ANEXO B).

Figura 1: Myrcia splendens (Sw.) DC. A — Folhas e botdes florais, B — Inflorescéncia e C — Frutos imaturos.
Fonte: SILVA, 2016.
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Figura 2: Area de coleta.
Fonte: GOOGLE MAPS, 2019.

3.2.2 Obtencdo do 6leo essencial

O oleo essencial de M. splendens (OEMs) foi obtido, em triplicata, por hidrodestilacdo
das folhas frescas, num periodo de 3 h contadas a partir do refluxo, utilizando um aparelho de
Clevenger. Em seguida, foi seco com sulfato de sodio anidro (Na:S0O.), transferido para
frascos de vidro ambar e armazenado a - 22 °C, até a realizacdo da analise quimica e dos
testes farmacolégicos. O rendimento foi determinado pela relagdo entre o volume de éleo
extraido e a biomassa vegetal livre de umidade, conforme a Equacdo 1. Para a obtencdo da
umidade presente nas folhas, aproximadamente 1 g do material vegetal fresco foi pesado e

submetido a um Determinador de Umidade Série ID Versdo 1.8 Marte®.

Vo
To = m x 100 (1)

100

Onde:

To = Teor de 6leo essencial (%)

Vo = Volume de éleo extraido (mL), lido diretamente na escala do tubo separador.
Bm = Biomassa vegetal (g)

U = Teor de umidade presente na biomassa vegetal (%)

Equagdo 1: Célculo do rendimento do 6leo essencial.
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3.2.3 Andlise quimica

A anédlise da composicdo quimica foi realizada pela utilizagdo de duas técnicas: a
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a um Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC)
para a quantificacdo dos constituintes e a Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) para a avalia¢do qualitativa dos 6leos essenciais.

Na andlise por CG/DIC foi usado um Cromatdgrafo Varian® CP-3380, equipado com
DIC e coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm), espessura do filme 0,25 um, temperatura do
injetor 220 °C e do detector 240 °C, He como gas de arraste e vazdo de 1 mL.min, programa
de temperatura do forno de: 60 a 240 °C (3 °C.min™), mantendo uma isoterma de 240 °C
durante 20 min.

J& na andlise por CG/EM foi utilizado um Cromatdgrafo Shimadzu® CG-2010
acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms
(30 m x 0,25 mm), espessura do filme 0,25 um, temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste
He na vazdo de 1 mL.min’, temperatura da interface e da fonte de ionizagdo 240 °C, energia
de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo 0,7 kV e programa de temperatura do forno: 60 a
240 °C (3 °C.minY), mantendo uma isoterma de 240 °C por 20 min.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do calculo do indice Aritmético
(Equacdo 2) de cada um dos picos, obtido pela co-injecdo da amostra com uma Ssérie
homologa de n-alcanos (C8 a C24), além da comparacdo com dados da literatura (ADAMS,
2007; BABUSHOK; LINSTROM; ZENKEVICH, 2011) e com os espectros de massa da
biblioteca do equipamento.

= 100N + [100(eme )]

Onde:

IA = Indice Aritmético

N = NUmero de atomos de carbono do padrdo do alcano (Cga Cz4)

TR(A) = tempo de retencéo do pico calculado

TR(N) = tempo de retencdo do alcano correspondente ao pico calculado

TR(N + 1) = tempo de retencdo do alcano que elui posteriormente ao pico calculado

Equacdo 2: Equacio de Van Den Dool e Kratz para o célculo do indice Aritmético.
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3.2.4 Testes farmacologicos

3.2.4.1 Animais

Em todos os experimentos, com excecdo do teste de toxicidade oral aguda, foram
utilizados camundongos machos (Mus musculus L., 1758), jovens 3-4 meses (25-35 g), da
linhagem Swiss, obtidos da coldnia do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de
Santana. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (32 x 20 x 13 cm), providas
de grade aramada em aco inoxidavel, comedouro, encaixe para 0 bebedouro e cama de
maravalha. As caixas contendo os animais foram dispostas em estantes numa sala climatizada
(Figura 3), com temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa do ar em 50 + 10%, ciclo
claro/escuro de 12 h (controlado por temporizador digital), com periodo claro das 6:00 as

18:00 h e livre acesso a racdo do tipo peletizada e agua.

Figura 3: Disposi¢ao das caixas em sala climatizada com os animais de experimentago.
Fonte: SILVA, 20109.

Duas horas antes de cada teste, foram transferidos para a sala de experimentacédo a fim
de minimizar o estresse e possiveis alteragdes comportamentais decorrentes da mudanca de
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ambiente. Uma hora antes dos experimentos, foram privados da ragdo, porém a &gua foi
ofertada ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram previamente submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana e

aprovados conforme protocolo nimero 008/2017 (ANEXO A).

3.2.4.2 Drogas

Foram utilizados Diazepam (Hipolabor/Sanval®) na dose de 4 mg/Kg, Indometacina
(Sigma®) na dose 20 mg/Kg, Sulfato de morfina (Cristalia®) na dose de 10 mg/Kg, Acido

acetico a 0,8% e Formalina (2,5% de formaldeido em solucdo salina 0,9%).

3.2.4.3 Avaliacdo da atividade motora na barra giratéria (Rota rod)

Esse teste teve como objetivo verificar a interferéncia do O6leo essencial na
coordenacgdo motora dos animais. Para tanto, foi utilizado um aparelho de Rota rod (Modelo
EFF 411/Insight® — Brasil), o qual consiste em uma barra giratdria ndo escorregadia, dividida
em quatro segmentos iguais com 5 cm de diametro cada (Figura 4A). A velocidade de rotacéo
do cilindro por minuto (rpm), o tempo de permanéncia dos camundongos na barra, assim
como 0 numero de quedas sdo controlados e registrados por dispositivos que integram o
aparelho.

Para evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados devido a uma incapacidade
natural dos animais em manter o equilibrio e a movimentagdo na barra giratdria, 24 h antes da
execucdo do teste foi realizada uma pré-selecdo dos animais (sem a administracdo de
substancias) na qual foram considerados aptos a participar aqueles que permaneceram no
equipamento (com velocidade de 7 r.p.m.) durante 180 s, em até trés tentativas.

No dia seguinte, os camundongos pré-selecionados foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos (n=8), sendo um grupo controle (os animais receberam o veiculo, ou seja,
solugédo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% por via i.p.), um grupo padrdo (0s

animais foram tratados com Diazepam Hipolabor/Sanval® na dose de 4 mg.kg™?, via i.p.) e
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trés grupos experimentais (os animais receberam as doses de 75, 150 ou 300 mg.kg? do
OEMs diluido no veiculo por via i.p.). Ap6s a administracdo das substancias, 0s
camundongos foram submetidos ao teste aos 30, 60 e 120 min, para o registro do tempo de

permanéncia no equipamento.

3.2.4.4 Teste da toxicidade oral aguda

No teste de toxicidade oral aguda, realizado conforme as Guidelines for Testing of
Chemicals da Organization for Economic Co-Operation and Development (2008), com
algumas modificacdes, camundongos fémeas foram previamente marcados para permitir a
identificacdo individual e separados em cinco grupos (n=6), sendo um controle (0s animais
receberam solugéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% (v.0.), num volume de 0,1
mL para cada 10 g de massa do animal) e quatro experimentais, nos quais foram
administradas (v.0) as doses de 300, 500, 1000 ou 2000 mg.kg™ do OEMs solubilizadas em
solucdo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5%, respeitando também o volume de 0,1
mL/10 g.

Os animais foram observados durante as quatro primeiras horas ap6s a administracdo
das substancias, seguindo alguns dos parametros reunidos (ANEXO C) em um protocolo
padrdao (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006), em seguida, foram mantidos em gaiolas (32 x 20 x
13 cm), com livre acesso a racdo e agua, durante 14 dias para avaliacdo diaria de sinais de
toxicidade. A massa corporal de cada animal foi mensurada no primeiro, sétimo e décimo

quarto dias, sendo a mesma comparada com os animais do grupo controle.

3.2.4.5 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético

O teste consiste no fato de que uma injecdo intraperitoneal do acido acético a 0,8%
provoca uma reagdo nociceptiva, caracterizada por contor¢bes abdominais seguidas de
extensdes dos membros posteriores (KOSTER et al., 1959). Para a realizacdo do mesmo,

cinco grupos (n=8) foram formados: o controle (animais tratados com o veiculo, solucéo
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salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.), o padréo (animais tratados com
Indometacina Sigma® na dose de 20 mg.kg?, via i.p.) e trés grupos experimentais (animais
tratados com o OEM s nas doses de 75, 150 ou 300 mg.kg™, diluidos no veiculo, por via i.p.).
Apo6s 30 min da administracdo das substancias, os animais receberam uma solucdo de &cido
acetico a 0,8% (0,1 mL/10 g) também por via i.p., sendo a posteriori colocados,
individualmente, em uma caixa de observacgéo triangular espelhada (25 x 25 x 25 cm) (Figura
4B), para o registro do numero total de contor¢cdes abdominais apresentadas durante 15 min,

contados a partir dos 5 min iniciais ap6s a injecdo do agente algico.

Figura 4: (A) Aparelho Rota rod (Insight®), (B) Modelo de caixa espelhada para a observacdo dos animais, (C)
Aparelho Hot plate (Insight®).
Fonte: SILVA, 2017.

3.2.4.6 Teste de nocicepgdo espontanea induzida pela formalina

Considerado um modelo de dor associado a leséo tecidual provocada pela injecdo de
formalina (2,5% de formaldeido em solucdo salina) na pata do camundongo, esse teste segue
um padrdo bifasico constituido por uma fase inicial aguda (dor neurogénica), e um periodo
mais prolongado (dor inflamatoria) de atividade comportamental aumentada (DUBUISSON;
DENNIS, 1977). Para a realizacdo do mesmo, cinco grupos (n=8) foram formados: o controle
(os animais receberam o veiculo, solucdo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via

i.p.), o padrdo (os animais foram tratados com Indometacina Sigma® na dose de 20 mg.kg™,
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via i.p.) e trés grupos experimentais (os animais foram tratados com OEMs nas doses de 75,
150 ou 300 mg.kg?, diluidos no veiculo, por via i.p.). Decorridos 30 min da administracéo
das substancias, os animais receberam 20 pL de formalina na regido subplantar da pata
posterior direita, sendo imediatamente colocados em uma caixa de observacdo provida de
espelhos (Figura 4B) para a cronometragem do tempo total gasto, em segundos, que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada. Tal aferi¢éo foi realizada entre 0 e 5 min

(fase 1) e entre os 15 e 30 min (fase 2) apds a injecao do agente flogistico.

3.2.4.7 Teste da placa quente (Hot plate)

Esse teste visa avaliar o tempo de permanéncia dos animais sobre uma placa metélica
aquecida (Figura 4C) até reagirem ao estimulo térmico com o comportamento de saltar ou
lamber as patas posteriores (WOOLFE; MACDONALD, 1944), ambas as reacdes, desde a
concepcdo do método, sdo consideradas respostas supraespinhais integradas devido ao
envolvimento de uma funcédo cerebral mais elevada (EDDY; LEIMBACH, 1953; ANKIER,
1974). E usado na pesquisa bésica da dor, para a validacio de candidatos a farmacos com
acdo central, assim como em testes de eficacia dos analgésicos, por intermédio da anélise da
reacdo algica causada pelo estimulo térmico (DZOYEM et al., 2017).

A fim de evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados, um dia antes do
experimento, os camundongos foram pré-selecionados (sem a administracdo de substancias),
sendo considerados aptos, aqueles que permaneceram na placa aquecida a uma temperatura de
54 £ 1 °C por mais de 10 e menos de 30 s. No dia do teste, os animais foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos (n=8), o controle (os camundongos receberam o veiculo,
solucéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5%, via i.p.), o padréo (foi administrada
Morfina Cristalia® na dose de 10 mg.kg?, via i.p.) e trés grupos experimentais (os animais
foram tratados com as doses de 75, 150 ou 300 mg.kg™* do OEMs).

Em seguida, os camundongos foram colocados, individualmente, na superficie da
placa aos 30, 60, 90 e 120 min apds a administracdo das substancias. O intervalo decorrido
entre a colocacdo do animal na placa e a ocorréncia de lambida das patas ou comportamento
de pular foi registrado em segundos. Um tempo de corte de 30 s foi utilizado para indicar

analgesia completa e evitar lesdo tecidual.
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3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
pos teste de Dunnett. Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média

e considerados significativos quando p<0,05.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Analise do 6leo essencial

A predominancia de sesquiterpenos é peculiar aos 0leos essenciais provenientes de
Myrcia spp. (STEFANELLO et al., 2010; SA et al., 2012; SILVA et al., 2013; SILVA et al.,
2016; SILVA et al., 2018), exceto para M. myrtifolia, M. acuminatissima, M. bombycina e M.
ovata que apresentaram percentuais de monoterpenos mais expressivos (CERQUEIRA et al.,
2009; HENRIQUES et al., 2011; SANTOS et al., 2014).

No presente estudo, um rendimento de 0,43% foi obtido para o 6leo essencial das
folhas frescas de M. splendens, teor semelhante ao reportado por Nakamura et al. (2010) e
quatro vezes superior ao relatado por Scalvenzi et al. (2017). A analise da composicao
quimica evidenciou a predominancia de sesquiterpenos com 2E,6E-farnesoato de metila
(42,64%), E-cariofileno (9,69%), E-B-farneseno (8,9%), P-bisaboleno (7,99%) e 2E, 6E-
farnesol (6,43%) como constituintes majoritarios (Tabela 1).

Outros trabalhos descrevendo a composicdo quimica dos 6leos essenciais da referida
espécie, assim como de algumas de suas sinonimias foram relatados: Nakamura et al. (2010)
destacaram o0 a-bisaboleno como majoritario (79,65%); Jimenez e colaboradores (2012)
descreveram a presenca de B-cariofileno (23,8), germacreno D (25,3%), biciclogermacreno
(7,1%) e oxido de cariofileno (10,5%); para o 6leo extraido das folhas coletadas na Costa
Rica, os componentes mais abundantes foram germacreno D (35,9%), valerianol (16,3%),
trans-2-hexenal (9,5%), epi-a-cadinol (6,8%) e &-cadineno (5,8%) (COLE; HABER;
SETZER, 2013); e para a M. splendens (Sw.) DC. (syn. M. fallax) (Rich.) DC., proveniente da
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Amazonia Equatoriana, Scalvenzi e colaboradores (2017) destacaram a prepoderancia de
trans-nerolidol (67,81%) e a-bisabolol (17,51%).

Tabela 1: Analise da composicdo quimica dos 0leos essenciais obtidos das folhas frescas de
Myrcia splendens (Sw.) DC.

Constituinte 1Ait 1Acalc Percentual relativo
geranato de metila 1322 1332 0,25+0,1
a-cubebeno 1345 1354 0,04+0,08
a-Copaeno 1374 1382 1,28+0,54
E-cariofileno 1417 1429 9,6945,66
a-trans-bergamoteno 1432 1440 0,38+0,08
E-p-farneseno 1454 1457 8,9+1,36
germacreno D 1484 1490 0,67+0,34
viridifloreno 1496 1499 0,41+0,14
biciclogermacreno 1500 1505 0,54+0,21
[-bisaboleno 1505 1516 7,99+1,14
d-cadineno 1522 1527 0,61+0,18
E-nerolidol 1561 1570 0,99+0,43
a-epoxicedreno 1574 1576 0,24+0,25
ledol 1602 1600 0,49+0,14
(22, 6E)-farnesol 1694 1702 1,2+0,08
(2z, 62)-farnesol 1714 1723 2,76x0,42
(2E, 6E)-farnesol 1722 1727 6,43+1,91
(2E, 62)-farnesol 1744 1751 3,67+0,69
(2E,6E)- farnesoato de metila 1783 1791 42,64+7,96
acido (2E,6E)-farnesoico 1817 1826 1,67+0,35
Total de compostos identificados 90,85
Resultados expressos como médiatdesvio padrdo. A = Indice Aritmético da literatura e 1A = Indice

Aritmético calculado.

3.3.2 Avaliacéo da atividade motora na barra giratéria (Rota rod)

O teste rota rod foi proposto como uma ferramenta capaz detectar danos
neurologicos em roedores (DUNHAM; MIYA, 1957), desde entdo passou a ser
tradicionalmente utilizado como um método avaliador da coordenacdo motora, visto que €é
bastante sensivel para verificar disfuncao cerebelar (SHIOTSUKI et al., 2010).

Os resultados obtidos revelaram que os grupos tratados com as doses de 75, 150, ou
300 mg.kg? do OEMs ndo exibiram diferenca estatistica significativa quanto ao tempo de
permanéncia na barra giratoria, ao serem comparados com aquele em que 0s animais
receberam apenas o veiculo, nos trés tempos avaliados (Figura 5).

Como esperado, os camundongos pertencentes ao grupo tratado com diazepam na

dose de 4 mg.kg? (i.p), droga conhecida por sua atividade depressora do SNC, tiveram seu
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tempo médio de permanéncia na barra giratoria reduzido de forma mais pronunciada aos 30
min (13+6,4 s), mas também aos 60 min (3311 s) e 120 min (79,67+7,2 s) quando

comparado aos valores médios do grupo controle (T30 = 161+10S; Teo = 180 S e T120 = 180 ).
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Tratamentos

Tempo de permanéncia (s)
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Diazepam 4 mg/Kg

Tratamentos

Figura 5: Efeito do OEMs na coordenacgdo motora dos camundongos aos 30, 60 e 120 min apds a administracao
das substancias. Resultados expressos como média + e.p.m. ¥*** p<0,0001 indica diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle. (ANOVA seguido de Dunnett, n = 6 por grupo).

De acordo com Deacon (2013), o teste da atividade motora na barra giratéria é Gtil na
observacao dos efeitos de substancias no comportamento animal, por fornecer uma estimativa
rapida e simples da acdo deletéria na coordenacdo neuromuscular, pois avalia tanto a forca
quanto o equilibrio do animal, especialmente na pesquisa pré-clinica.

Levando em consideragdo que esse método permite analisar a integridade do sistema

motor, favorecendo a detec¢do de enfraguecimento neuroldgico, ataxia e acdo miorrelaxante,
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consequéncias comuns de neurotoxidade (MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI,
GALINDO; COSTA, 2006; DEACON, 2013), pode-se afirmar que o0 OEMs nao interferiu na

capacidade motora dos animais nem provocou relaxamento muscular nas trés doses avaliadas.

3.3.3 Toxicidade oral aguda

Partindo do pressuposto que os 6leos essenciais apresentam uma composicdo quimica
complexa e diversificada, é presumivel que os mesmos nao sejam isentos de propriedades
toxicas, ainda que em pequenas quantidades. Ha relatos, por exemplo, de hepatotoxicidade do
eugenol em criancas (JAMES; PRINCE; THOMAS, 2005) e de reacGes alérgicas provocadas
pelos Oleos de canela (Cinnamomum verum), funcho (Foeniculum vulgare) e alho (Allium
sativum), em decorréncia do alto teor de cinamaldeido. Tais informacdes justificam a
necessidade de realizacdo de ensaios de toxicidade com O&leos essenciais que exibam
propriedades farmacolodgicas e sejam possiveis candidatos a novos farmacos (ADORJAN;
BUCHBAUER, 2010).

No teste de toxicidade oral aguda, os resultados indicaram que mesmo para 0s animais
que foram tratados com a dose de 2000 mg.kg? do OEMs, ndo houve sinais de toxidade
evidente nem mortes durante os 14 dias de observacdo. A massa corporal dos animais nédo
apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) quando comparada com o grupo tratado
com o veiculo, tampouco quando as massas mensuradas no primeiro, sétimo e décimo quarto

dias do teste foram confrontadas entre si (Figura 6).
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Figura 6: Dados do teste de toxicidade oral aguda para 0 OEMs. Resultados expressos como média * desvio
padrdo. ns = ndo significativo (ANOVA seguido de Dunnett, n=6 por grupo).
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3.3.4 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

O 4cido acético tem a capacidade de elicitar a dor mediante a liberacdo de substancias
endogenas a exemplo da serotonina, histamina, bradicinina, prostaglandinas e substancia P
(IKEDA et al., 2001), as quais estimulam as terminagdes nervosas e 0s receptores peritoneais
(colinérgicos e histaminicos), produzindo, como resposta comportamental nos animais,
contor¢des abdominais (writhing) e extensdo dos membros posteriores (HUSSAIN et al.,
2015).

Os dados exibidos na Figura 7 evidenciam que o OEMs, de forma dose dependente,
apresentou um relevante efeito de antinocicepcdo, ao reduzir o numero de contorcdes
abdominais, com médias iguais a 22+3,1; 5+2 e 0, para as doses de 75, 150 e 300 mg.Kg?,
respectivamente. Os animais do grupo controle exibiram um valor médio de 52+2,6
contorgdes. Vale ressaltar que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as duas
maiores doses do 6leo, quando estas foram comparadas a indometacina 20 mg.kg* (6,3+3,6

contorgdes) e a morfina 10 mg.kg™ (0,38+0,3 contorgdes).
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Figura 7: Efeito do OEMs no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético. Resultados
expressos como média £ e.p.m. **** p<0,0001 e comparados com o grupo controle. (ANOVA seguido de
Dunnett, n=8 por grupo).

Para o 6leo essencial de M. pubiflora rico em 6xido de cariofileno (22,2%) e testado
nas doses de 25, 50 e 100 mg.Kg™ a inibi¢do no nimero de contorgdes também foi reportada,

e de acordo com os autores, as duas maiores doses apresentaram efeito similar & morfina na
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dose de 3 mg.Kg* (ANDRADE, et al., 2012). Num estudo realizado com o 6leo de M. ovata,
constituido predominantemente por monoterpenos (91,8%), as doses de 200 e 300 mg.Kg*
foram capazes de reduzir em 29 e 51%, respectivamente, 0 nimero de contor¢es abdominais
comparadas com o grupo controle (SANTOS et al., 2014). Mais recentemente, Silva e
colaboradores (2018) obtiveram para o Oleo essencial de M. rostrata DC. valores de
contorc¢des abdominais iguais a 6,87; 1,75 e 1,62 nos grupos tratados com as doses de 75, 150
e 300 mg.Kg?, os compostos majoritarios do dleo foram carotol (17,68%), germacreno B
(7,2%) e E-cariofileno (6,45%).

Em sintese, comparando os dados descritos na literatura para outras espécies de
Myrcia com os resultados obtidos, pode-se atestar o expressivo potencial antinociceptivo do
OEMs, visto que seus constituintes promoveram uma inibicdo média no namero de
contorcdes abdominais de 82,69% (57,69% para a dose 75; 90,38% para a de 150 e 100%
para a de 300 mg.Kg™).

Para alguns autores a falta de seletividade inerente ao modelo das contorgOes
abdominais (COLLIER et al., 1968; HAYES; SHEEHAN; TYERS, 1987), em parte esteja
relacionada a ampla gama de mediadores envolvidos na sensacdo dolorosa (HUSSAIN et al.,
2015), e também pela possibilidade da analgesia ser promovida por farmacos de diferentes
classes terapéuticas (analgésicos de acdo central ou periférica, AINE’s, anti-histaminicos e
anti-colinérgicos) (QUINTAO; CAMPOS; CALIXTO, 2011).

Outros destacam que substancias acidas provocam dor inflamatoria pelo estimulo das
fibras aferentes tipo C mediante o envolvimento de receptores TRPV1 (LEFFLER;
MONTER; KOLTZENBURG, 2006; STUCKY et al., 2009) e de bradicinina B2, assim como
pela participacdo de neurocininas e prostanoides o que explicaria a inibi¢cdo das contorgoes
quando a indometacina é administrada (IKEDA et al., 2001). A literatura também aponta que
substancias que atuam antagonizando o0s receptores vaniloides agem atenuando
comportamentos de dor em modelos de inflamagdo em roedores (WONG; GAVVA, 2009).
Assim, diante de tantas possibilidades, e sobretudo pelo fato de a dose de 300 mg.Kg™ ter
propiciado a completa inibicdo das contor¢cdes abdominais, é notéria a necessidade de uma

minuciosa investigacdo do mecanismo de acdo do OEMs.
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3.3.5 Teste de nocicepcdo espontanea induzida pela formalina

Caracterizado como um modelo bifasico de nocicepcao, esse teste se destaca quando
comparado aqueles baseados na estimulacdo mecanica ou térmica por ser o protocolo que
mais se aproxima da dor clinica (ALREJA et al., 1984). A primeira fase é iniciada
imediatamente apds a injecdo do agente quimico irritante e possui duragdo em torno de 5 min.
Sabe-se que a sensagédo dolorosa dos instantes iniciais do experimento ocorre pela estimulagéo
quimica direta dos nociceptores (DUBUISSON; DENNIS, 1977), pois a formalina evoca
fibras aferentes mielinizadas e amielinizadas, com predominancia das fibras tipo C
(TJOLSEN et al., 1992). Ja segunda fase, comega aos 15-20 min depois da injecdo da
formalina e dura entre 20 e 40 min, com substancial envolvimento de histamina, serotonina,
prostaglandinas e bradicinina (MCNAMARA et al., 2007).

Os dados exibidos na Figura 8 evidenciam que apenas a dose de 300 mg.Kg* do
OEM s foi capaz de reduzir o tempo de lambida na fase neurogénica do teste. Comparando 0s
resultados com o grupo controle (82+11 s), a diminuicdo do tempo de lambida promovida
pelos constituintes do 6leo foi de 80,48%, um percentual equivalente ao tempo de 16+4,3 s.
Vale ressaltar que ndo houve diferenca estatistica significativa entre essa dose e os dois

farmacos padréo utilizados.
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Figura 8: Efeito do OEMs na fase 1 do teste da formalina. Resultados expressos como média + e.p.m. ns = ndo
significativo; *** p<0,001; **** p<0,0001. (ANOVA seguido de Dunnett, n=8 por grupo).
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Ainda a respeito dos resultados obtidos na fase 1, constatou-se que 0s animais dos
grupos tratados com a indometacina e a morfina tiveram tempo médio de lambida de 34+6,4 s
e 7,1+3,1 s, respectivamente. Isso corrobora o exposto por Barrot (2012) ao afirmar que os
anti-inflamatérios ndo esteroidais, incluindo a indometacina, reduzem o comportamento
nociceptivo na fase 2 do teste da formalina (dor inflamatoria), contudo ndo sdo igualmente
eficazes na primeira, e que, em contrapartida, analgésicos de acdo central como a morfina sdo
efetivos em ambas as fases.

Na fase inflamatoria (Figura 9), ap6s a comparagdo com 0s animais tratados com o
veiculo (136+26 s), as trés doses do Oleo foram capazes de inibir o tempo total gasto em
lambidas na pata (com médias iguais a 75+13 s; 17+8,3 s e 0 s). E importante destacar o
consideravel resultado exibido pelo grupo tratado com a dose de 300 mg.Kg?, pois todos os
animais permaneceram durante os 15 min de observacdo sem lamber a pata injetada pelo
agente algico. Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos tratados com as doses de 150
mg.Kg! e 300 mg.Kg? e aqueles tratados com a indometacina 20 mg.Kg? (18+8,2 s) e a
morfina 10 mg.Kg™ (3,5+3,5 s).
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Figura 9: Efeito do OEMs na fase 2 do teste da formalina. Resultados expressos como média + e.p.m. **
p<0,01; **** p<0,0001. (ANOVA seguido de Dunnett, n=8 por grupo).

Conforme ja citado, € tradicionalmente descrito na literatura que a primeira fase do
teste da formalina se processa mediante a estimulacdo dos nociceptores, sendo suscetivel a
anestésicos e opiaceos, enquanto a segunda fase esta essencialmente condicionada a liberacédo
de mediadores da inflamacdo (TJOLSEN et al., 1992) e responde a farmacos com a acdo
analgesica ndo-opioide (DUBUISSON; DENNIS, 1977), AINEs e AIEs (HUNSKAAR,;
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HOLE, 1987) além de antagonistas do NMDA (CODERRE; MELZACK, 1992). H& também
relatos de que drogas com acdo central inibem ambas as fases do teste (SHIBATA et al.,
1989). Nesse sentido, levando em consideracdo que o OEMs se mostrou capaz de inibir a
nocicepcdo nas duas fases, ndo seria sensato atribuir um mecanismo de agdo tampouco
afirmar que o mesmo atua de forma semelhante a indometacina ou a morfina sem que testes
mais especificos fossem realizados. E possivel apenas conjecturar que os 6leos essenciais, de
uma maneira geral, por terem uma composicdo quimica complexa podem apresentar dois ou
mais dos seus constituintes atuando ao mesmo tempo em diferentes receptores, provavelmente

por circunstancias atreladas ao sinergismo (SCALVENZI et al., 2017).

3.3.6 Teste da placa quente (Hot plate)

Os resultados reunidos na Figura 10 demonstram que apenas a dose de 300 mg.kg* do
OEM s foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia dos animais na placa quente aos 30, 60
e 90 min apds a sua administragdo. Comparando os dados (T3o: 29+0,82 s; Teo: 25+2,5 s € Teo:
28+1,1 s) com as médias do grupo controle (Tao: 14+1,2 s; Teo: 13£1,5 s € Too: 15,75£1,88 ),
a referida dose do 6leo praticamente duplicou o tempo de laténcia frente ao estimulo térmico
sem apresentar diferenca estatistica significativa com a morfina testada na dose de 10 mg.kg™.

Aos 120 min, a maior dose do OEMs manteve o efeito antinociceptivo, com média do
tempo de 27+2,3 s, quando comparado ao controle (14+1,1 s). E relevante mencionar que 2 h
apo6s a administracdo das substancias ndo houve diferencga estatistica significativa entre os
animais tratados com a droga padrdo e aqueles do grupo tratado com o veiculo, indicando que
o tempo de meia da morfina é inferior ao dos constituintes quimicos presentes no OEMs.

As respostas no teste da placa quente s&o supraespinhais (ANKIER, 1974) e ocorre
pela estimulacédo das fibras C e Ad tipo II as quais sdo ativadas por receptores vaniloides,
especialmente os do tipo TRPV-1. Esses receptores sdao um tipo de canal catibnico de
membrana, ativados quando submetidos a temperaturas entre 43-53 °C (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Durante o experimento, 0s animais foram submetidos a uma temperatura
em torno dos 54+1 °C, é muito provavel que os constituintes do OEMSs, na dose de 300

mg.kg?, tenham atuado no aumento significativo da laténcia pela via central, entretanto isso



94

deve ser confirmado mediante a realizacdo de testes que utilizem a administracdo prévia de

um antagonista de receptores p-opioides, a exemplo da naloxona.
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Figura 10: Efeito do OEMs no teste da placa quente avaliado aos 30, 60, 90, 120 e 180 min ap6s a

administracdo das substancias. Resultados expressos como média + e.p.m e comparados com o grupo controle.
ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. (ANOVA seguido de Dunnett, n=8
por grupo).
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3.4 Conclusao

A analise quimica do 6leo essencial de Myrcia splendens revelou uma predominancia
de sesquiterpenos, com (2E,6E) farnesoato de metila como constituinte majoritario (42,64%).
Os constituintes do OEMs ndo demonstraram sinais de toxicidade de acordo com o
preconizado pela OECD, nem acdo depressora no SNC, uma vez que ndo houve reducdo na
coordenacdo motora dos animais frente aos critérios do teste rota-rod. Os resultados obtidos
nos testes farmacoldgicos evidenciaram as propriedades antinociceptivas do referido éleo,
com a premente necessidade de realizacdo de experimentos que avaliem seu mecanismo de

acao.



96

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry, 4" ed., Allured Publishing Corporation: Carol Stream, 2007.

ADORJAN, Barbara; BUCHBAUER, Gerhard. Biological properties of essential oils: an
updated review. Flavour Fragr. J. 2010, 25, 407-426.

ALREJA, M.; MUTALIK, P.; NAYAR, U.; MANCHANDA, S. K. The formalin test: a tonic
pain model in the primate. Pain. 1984, 20, 97-105.

ANDRADE, G. S.; SANTANA, M. T.; SIQUEIRA, R. S.; PASSOS, L. O.; MACHADO, S.
M. F.; RIBEIRO, A. de S.; SOBRAL, M.; ALMEIDA, J. R. G. S; QUINTANS-JUNIOR, L.
J. Phytochemical screening, antinociceptive and anti-inflammatory effects of the essential oil
of Myrcia pubiflora. Rev. Bras. Farmacogn. 2012, 22, 181-188.

BABUSHOK, V. I.; LINSTROM, P. J.; ZENKEVICH, I. G. Retention Indices for Frequently
Reported Compounds of Plant Essential Oils. J. Phys. Chem. 2011, 40, 4, 43101.

BARROT, M. Tests and models of nociception and pain in rodents. Neuroscience. 2012, 211,
39-50.

CERQUEIRA, M. D. de; SOUZA-NETA, L. C.; PASSOS, M. G. V. M.; LIMA,E. O;
ROQUE, N. F.; MARTINS, D.; GUEDES, M. L. S.; CRUZ, F. G. Seasonal Variation and
Antimicrobial Activity of Myrcia myrtifolia Essential Oils. Journal of the Brazilian Chemical
Society. 2007, 18, 5, 998-1003.

CODERRE, T.; MELZACK, R. The contribution of excitatory amino acids to central
sensitization and persistent nociception after formalin-induced tissue injury. The Journal of
Neuroscience. 1992, 12, 9, 3665-3670.

COLE, R. A;; HABER, W. A.; STZER, W. N. The Leaf Oil Composition of Myrcia
splendens from Monteverde, Costa Rica. Journal of Essential Oil Bearing Plants. 2013, 11, 1,
41-44.

COLLIER, H. 0. J.; DINNEEN, L. C.; JOHNSON, C. A.; SCHNEIDER, C. The abdominal
constriction response and its suppression by analgesic drugs in the mouse. Br. J. Pharmac.
Chemother. 1968, 32, 295-310.

DEACON, Robert M. J. Measuring Motor Coordination in Mice. Journal of Visualized
Experiments. 2013, 75, 2609-2617.

DUBUISSON, D.; DENNIS, S. G. The formalin test: a quantitative study of the analgesic
effects of morphine, meperidinc and brain stem stimulation in rats and cats. Pain. 1977, 4,
161-174.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3724562/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3724562/

97

DUNHAM, N. W.; MIYA, T. S. A note on a simple apparatus for detecting neurological
deficit in rats and mice. J Am Pharm Assoc. 1957, 46, 208-209.

DE SOUSA, D. P. Analgesic-like activity of essential oils constituents. Molecules. 2011, 16,
2233-2252.

DOS SANTOS, G. C. M.; GOMES, G. A.; GONCALVES, G. M.; de SOUSA, L. M;
SANTIAGO, G. M. P.; DE CARVALHO, M. G.; MARINHO, B. G. Essential oil from
Myrcia ovata: chemical composition, antinociceptive and anti-inflammatory properties in
mice. Planta Med. 2014, 80, 1588-1596.

DUBUISSON, D.; DENNIS, S. G. The formalin test: a quantitative study of the analgesic
effects of morphine, meperidine, and brain stem stimulation in rats and cats. Pain 1977, 4,
161-174.

DZOYEM, J. P.; MCGAW, L. J.; KUETE, V.; BAKOWSKY, U. Anti-inflammatory and
Anti-nociceptive Activities of African Medicinal Spices and Vegetables, Chapter 9, 239-270
In: Medicinal Spices and Vegetables from Africa: Therapeutic Potential Against Metabolic,
Inflammatory, Infectious and Systemic Diseases, 2017. Academic Press.

EDDY, N. B.; LEIMBACH, D. Synthetic analgesics Il. Dithienylbutenyl-and
dithienylbutylamines, J. Pharmacol. Exptl. Therap. 1953, 107, 385-393.

GUERRINI, A.; ROSSI, D.; GRANDINI, A.; SCALVENZI, L.; NORIEGA RIVERA, P. F,
ANDREOTTI, E.; TACCHINI, M.; SPAGNOLETTI, A.; POPPI, I.; MAIETTI, S. Biological
and chemo-diverse characterization of Amazonian (Ecuador) Citrus petitgrains. J. Appl. Bot.
Food Qual. 2014, 87, 108-116.

HAYES, A. G.; SHEEHAN, M. J.; TYERS, T. B. Differential sensitivity of models of
antinociception in the rat, mouse and guinea-pig to mu-and kappa-opioid receptor agonists
Br. J. Pharmacol. 1987, 91, 823-832.

HENRIQUES, A. T.; SOBRAL M.; BRIDI, R.; VERIN, P.; MENUT, C.; GERARD
LAMATY, G.; LESS, J. M. B. S. Essential Oils from Five Southern Brazilian Species of
Myrcia (Myrtaceae). Journal of Essencial Oil Research. 2011, 9, 13-18.

HUNSKAAR, S.; HOLE, K. The formalin test in mice: dissociation between inflammatory
and non-inflammatory pain. Pain. 1987, 30, 1, 103-114.

HUSSAIN, L.; MUHAMMAD, S. H. A.; NOOR-UL, A.; KANWAL, R.; MUHAMMAD, I.
The Analgesic, Anti-Inflammatory and Anti-Pyretic Activities of Tinospora cordifolia. Adv
Clin Exp Med. 2015, 24, 6, 957-964.

IKEDA, Y.; UENO, A.; NARABA, H.; OH-ISHI, S. Involvement of vanilloid receptor VR1
and prostanoids in the acid-induced writhing responses of mice. Life Sciences. 2001, 69,
2911-2919.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128092866000091
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128092866000091
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128092866

98

JAMES, S. E.; PRINCE, C.S.; THOMAS, D. Essential oil poisoning: N-acetylcysteine for
eugenol-induced hepatic failure and analysis of a national database. Eur J Pediatr. 2005, 164,
520-522.

JIMENEZ, D.;: ARAQUE, M.; ROJAS, L.; CORDERO, A.; BRICENO, B. Volatile
components and antibacterial activity from Myrcia splendens (Sw.) DC. shoots. Rev Fac
Farm. 2012, 54, 7-11.

JULIUS, D; BASBAUM, A. I. Molecular mechanisms of nociception. Nature. 2001, 413,
203-210.

KOSTER, R.; ANDERSON, M.; DE BEER, E. J. Acetic acid for analgesic screening. Fed.
Proc. 1959, 18, 412-415.

LEFFLER, A., MONTER, B.; KOLTZENBURG, M. The role of the capsaicin receptor
TRPV1 and acid-sensing ion channels (ASICS) in proton sensitivity of subpopulations of
primary nociceptive neurons in rats and mice. Neuroscience. 2006, 139, 2, 699-7009.

LIMA, D. F.; DOS SANTOS, L. L., GOLDENBERG, R.; LUCAS, E. J. New species of
Myrcia sect. Aulomyrcia and notes on Myrcia pinifolia (Myrtaceae). Phytotaxa. 2017, 312,
94-102.

LIMBERGER, Renata P.; SOBRAL, Marcos; HENRIQUES, Amélia T. Oleos volateis de
espécies de Myrcia nativas do Rio Grande do Sul. Quim. Nova, 2004, 27, 6, 916-919.

LUCAS, E. J.; MATSUMOTO, K.; HARRIS, S. A.; NIC LUGHADHA, E. M,;
BERNADINI, B.; CHASE, M. W. Phylogenetics, Morphology, and Evolution of the Large
Genus Myrcia s.l. (Myrtaceae). International Journal of Plant Sciences. 2011, 172, 915-934.

LUCAS, E. J.; WILSON, C. E.; LIMA, D. F,; SOBRAL, M.; MATSUMOTO, K. A.
Conspectus of Myrcia sect. Aulomyrcia (Myrtaceae). Ann. Missouri Bot. Gard. 2016, 101,
648-698.

LUCAS, E. J.; AMORIM, B. S,; LIMA, D. F.; LIMA-LOURENCO, A. R.; NIC
LUGHADHA, E. M.; PROENCA, C. E. B.; ROSA, P. 0.; ROSARIO, A. S.; SANTOS, L. L.;
SANTOS, M. F.; SOUZA, M. C.; STAGGEMEIER, V. G.; VASCONCELOS, T.N. C,
SOBRAL, M. A new infra-generic classification of species-rich Neotropical genus Myrcia s.1.
Kew Bulletin. 2018, 73, 9.

MATTEI R.; FRANCA, C. I. F. In: Psicofarmacologia: Fundamentos Préticos; de Almeida,
R. N., eds.; Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2006, cap. 12

MCNAMARA, C. R.; MANDEL-BREHM, J.; BAUTISTA, D. M.; SIEMENS, J.;
DERANIAN, K. L.; ZHAO, M.; HAYWARD, N. J.; CHONG, J. A.; JULIUS, D.; MORAN,
M. M.; FANGER, C. M. TRPA1 mediates formalin-induced pain. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 2007, 104, 33, 13525-135330.



99

NAKAMURA, M. J.; MONTEIRGO, S. S.; BIZARRI, C. H. B.; SIANI, A. C.; RAMOS, M. F.
S. Essential oils of four Myrtaceae species from the Brazilian southeast. Biochem. Syst. Ecol.
2010, 38, 1170-1175.

ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT.
Guidelines for Testing of Chemicals, OECD 425: Acute Oral Toxicity—Up-and-Down-
Procedure (UPD) Paris: Head of Publications Service, 2008.

PONTES, F. C.; ABDALLA, V. C.P.; IMATOMI, M.; FUENTES, L. F. G.; GUALTIERI, S.
C. J. Antifungal and antioxidant activities of mature leaves of Myrcia splendens (Sw.) DC.
Braz. J. Biol., 2018, 1-6.

PULTRINI, A. M.; GALINDO, L. A.; COSTA, M.; Life Sci. 2006, 78, 1720-1725.

QUINTAO, N. L. M.; CAMPOS, M. M.; CALIXTO, J. B. Em Protocolos em
Psicofarmacologia Comportamental; CARLINI, E. A., MENDES, F. R., eds.; Fap-Unifesp:
Séo Paulo, 2011, cap. 7.

SA F. A.S.; BORGES, L. L.; PAULA, J. A. M.; SAMPAIO, B. L.; FERRI, P. H.; PAULA,
J. R. Essential oils in aerial parts of Myrcia tomentosa: composition and variability. Brazilian
Journal of Pharmacognosy. 2012, 22, 1233-124.

SA, R.de C.daS.; ANDRADE, L. N.; DE SOUSA, D. P. A review on anti-inflammatory
activity of monoterpenes. Molecules. 2013, 18, 1227-1254.

SA, R.de C.daS.; ANDRADE, L. N; DOS REIS, R. B. de O.; DE SOUSA, D. P. A review
on anti-inflammatory activity of phenylpropanoids found in essential oils. Molecules. 2014,
19, 1459-1480.

SA, R.de C.daS.; ANDRADE, L. N.; DE SOUSA, D. P. Sesquiterpenes from Essential Qils
and Anti-Inflammatory Activity. Nat. Prod. Commun. 2015, 10, 1767-1774.

SA, Rita de Céssia da Silveira; LIMA, Tamires Cardoso; NOBREGA, Flavio Rogério da;
BRITO, Anna Emmanuela Medeiros de; SOUSA, Damiéo Pergentino de. Analgesic-Like
Activity of Essential Oil Constituents: An Update. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 2392-2432.

SANTOS, G. C. M. dos; GOMES, G. A.; GONCALVES, G. M.; SOUSA, L. M. de;
SANTIAGO, G. M. P.; CARVALHO, M. G. de; MARINHO, B; G. Essential Oil from
Myrcia ovata: Chemical Composition, Antinociceptive and Anti-Inflammatory Properties in
Mice. Planta Med. 2014, 80, 1588-1596.

SARMENTO-NETO, J. F.; NASCIMENTO, L. G. do; FELIPE, C. F.; DE SOUSA, D. P.
Analgesic Potential of Essential Oils. Molecules. 2015, 21, 20-49.

SCALVENZI, Laura; GRANDINI, Alessandro; SPAGNOLETTI, Antonella; TACCHINI,
Massimo; NEILL, David; BALLESTEROS, José Luis; SACCHETTI, Gianni; GUERRINI,
Alessandra. Myrcia splendens (Sw.) DC. (syn. M. fallax (Rich.) DC.) (Myrtaceae) Essential
oil from Amazonian Ecuador: a chemical characterization and bioactivity profile. Molecules
2017, 22, 1163-1175.



100

SHIBATA, M.; OHKUBO, T.; TAKAHASHI, H.; INOKI, R. Modified formalin test.
Characteristic biphasic pain response. Pain. 1989, 38, 347-352.

SHIOTSUKI, H.; YOSHIMI, K.; SHIMO, Y.; FUNAYAMA, M.; TAKAMATSU,
Y.; IKEDA, K.; TAKAHASHI, R.; KITAZAWA, S.; HATTORI, N. A rotarod test for
evaluation of motor skill learning. J Neurosci Methods. 2010, 15, 189, 180-185.

SILVA, A. do N.; UETANABARO, A. P. T; LUCCHESE, A. M.; Nat. Prod. Commun. 2013,
8, 269-271.

SILVA, A. do N.; BOMFIM, H. F.; MAGALHAES, A. O.; ROCHA, M. L. da; LUCCHESE,
A. M. Composicdo quimica e atividade antinociceptiva em modelo animal do dleo essencial
de Myrcia rostrata DC. (MYRTACEAE). Quim Nova. 2018, 41, 9, 982-988.

SILVA, L. A. da; SARRAZIN, S. L. F.; OLIVEIRA, R. B.; SUEMITSU, C.; MAIA, J. G. S;
MOURADO, R. H. V. Composition and Antimicrobial Activity of Leaf Essential Oils of
Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. European Journal of Medicinal Plants. 2016, 13, 3, 1-9.

SOBRAL, M.; PROENCA, C.; SOUZA, M.; MAZINE, F.; LUCAS, E.

2015 Myrtaceae In Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB19862>. Acesso em: 09
de janeiro de 20109.

STEFANELLO, M. E. A.; CERVI, A. C.; WISNIEWSKI, A., Jr.; SIMIONATTO, E. L.
Composicéo e variacdo sazonal do 6leo essencial de Myrcia obtecta (O. Berg.) Kiaersk. var.
obtecta, Myrtaceae. Rev. Bras. Farmacogn. 2010, 20, 82-86.

STEFANELLO, M. E. A.; PASCOAL, A. C.R. F.; SALVADOR, M. J. Essential oils from
neotropical Myrtaceae: Chemical diversity and biological properties. Chem. Biodivers. 2011,
8, 73-94.

STUCKY, C. L.; DUBIN, A. E.; JESKE, N. A.; MALIN, S. A.; MCKEMY, D. D.; STORY,
G. M. Roles of transient receptor potential channels in pain. Brain Research Reviews. 2009,
60, 1, 2-23.

TJOLSEN, A.; BERGE, O. G.; HUNSKAAR, S.; ROSLAND, J. H.; HOLE, K. The formalin
test: an evaluation of the method. Pain. 1992, 51, 1, 5-17.

WONG, G. Y.; GAVVA, N. R. Therapeutic potential of vanilloid receptor TRPV1 agonists
and antagonists as analgesics: Recent advances and setbacks. Brain Research Review. 2009,
60, 1, 267-277.

WOOLFE, G.; MACDONALD, A. D. The evaluation of the analgesic action of pethidine
hydrochloride (Demerol). J. Pharmacol. Exp. Ther. 1944, 80, 300-307.

WORLD CHECKLIST OF SELECTED PLANT FAMILIES (WCSP). 2019.
(MYRTACEAE). Facilitado por The Royal Botanic Gardens, Kew.
< http://wcsp.science.kew.org/>. Acesso em 10 de Janeiro de 2019.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shiotsuki%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshimi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Funayama%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takamatsu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takamatsu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikeda%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitazawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hattori%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20359499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20359499
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB19862
http://wcsp.science.kew.org/

101

CAPITULO 4 - POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO E INVESTIGACAO
FARMACODINAMICA NA ANALGESIA PROMOVIDA PELOS OLEOS
ESSENCIAIS DE ESPECIES DE Myrcias.l.

Aline do Nascimento Silval”, Horéacio Freitas Bomfim?, Acsa Oliveira Magalhaes!, Marilene
Lopes da Rocha!, Angélica Maria Lucchese?

ABSTRACT

(Anti-inflammatory potential and pharmacodynamic investigation in analgesia promoted by
essential oils of Myrcia sl. species). Although earlier studies confirmed the antinociceptive
action of Myrcia rostrata DC. and Myrcia splendens (Sw.) DC., the mechanism of action by
which analgesia occurs and their anti-inflammatory potential remain unknown. Thus, the
present study assessed the activity of essential oils obtained from fresh leaves of both species
in the formalin and glutamate-induced paw edema model, in addition to the mechanisms of
action involved in analgesia reported in preliminary studies. In the formalin-induced paw
edema test, the 150 mg.Kg* dose of OEMr and OEMs inhibited plasma liquid leakage by
90%. In the glutamate-induced paw edema test, inhibition was less than 50% at the doses
tested. The involvement of TRPAL, a-adrenergic, muscarinic and p-opioid receptors was
determined and the data showed that the significant antinociceptive activity of the chemical
constituents of oils is associated with central action, confirmed by latency reversal in the hot
plate test after naloxone administration. It is important to underscore that none of the
nociceptive models used exhibited a statistically significant difference between the oils and
morphine (10 mg.Kg?'). The results demonstrate that, in addition to anti-inflammatory
potential, the oils display a strong antinociceptive profile, showing the need for future
investigation of the pharmacological potential of their separate components.

Keywords: sesquiterpenes, TRPA, TRPV1, glutamate, yohimbine, atropine
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4.1 Introducgéao

A inflamacdo é a primeira resposta do organismo que propicia defesa contra algum
estimulo prejudicial, pode ser evocada por uma variedade de agentes nocivos (micro-
organismos, antigenos ou lesdes fisicas) e envolve uma cascata de eventos bioquimicos que
compreendem os sistemas vascular e imune além de diversos tipos celulares encontrados no
tecido afetado (SA et al., 2013).

Os anti-inflamat6rios ndo esteroidais, corticosteroides e os analgésicos, sejam opioides
ou ndo, constituem as classes terapéuticas usadas comumente para o tratamento da inflamacao
e da dor. Entretanto, as reacdes adversas associadas a esses medicamentos, principalmente nos
portadores de doencas crénicas, comorbidades ou com idade avancada, sdo o fator
preponderante para a busca de alternativas mais seguras (LUCAS et al., 2018). Assim, a
pesquisa e o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais tém sido uma fonte
promissora (DZOYEM, et al., 2017), a exemplo dos 6leos essenciais, 0s quais apresentam
constituintes ativos que exibem uma série de propriedades farmacoldgicas, incluindo a
atividade anti-inflamatoria (SA et al., 2014).

A familia Myrtaceae distribui-se em todos os continentes do hemisfério sul e
compreende cerca de 145 géneros e 5970 espécies, no Brasil, ocorre de forma mais expressiva
na Mata Atlantica (SOBRAL et al., 2015). O género Myrcia s.l. apresenta atualmente mais de
700 espécies (WCSP, 2019), resultantes da reunido de Myrcia De Candolle., Marlierea
Cambessedes, Gomidesia O. Berg e Calyptranthes Swartz direcionada por estudos
moleculares (LUCAS et al., 2011; LUCAS et al., 2016) que culminaram na sinonimizagéo de
muitas espécies (LIMA et al., 2017).

Na medicina tradicional, partes aéreas frescas de plantas do género Myrcia séo
utilizadas na forma de compressas para tratar inflamagéo e infecgdes de pele (STEFANELLO,
et al., 2011). Estudos prévios com os 6leos essenciais de Myrcia rostrata DC., destacaram a
presenca prepoderante de sesquiterpenos (LIMBERGER; SOBRAL; HENRIQUES, 2004)
bem como seu potencial antinociceptivo (SILVA et al., 2018). J& para a Myrcia splendens
(Sw.) DC. ha relatos da acdo antioxidante (PONTES et al., 2018) e da predominancia de
sesquiterpenos na composicdo dos volateis (NAKAMURA et al., 2010; COLE; HABER,;
SETZER, 2013), com alguns exibindo atividade antimicrobiana in vitro (JIMENEZ, et al.,
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2012; SILVA; UETANABARO; LUCCHESE, 2013), potencial citotoxico e anti-cancer
(SCALVENZI et al., 2017).

As atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva de diversos constiuintes dos 6leos
essenciais ja relatadas na literatura (DE SOUSA et al., 2011; SA et al., 2013; SA et al., 2014;
SA et al., 2015), bem como os promissores resultados obtidos alhures com outras espécies de
Myrcia (ANDRADE et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2014) impulsionaram a investigacéo
de M. rostrata DC. e de M. splendens (Sw.) DC. como potenciais fontes de substancias
bioativas. Assim, esse trabalho prop6s avaliar o grau de dissimilaridade na composicédo
quimica dos Oleos essenciais das espécies supracitadas, investigar seu potencial anti-
inflamatorio e os mecanismos pelos quais promovem analgesia em modelo animal, a fim de

descobrir novos agentes para o tratamento da dor e da inflamacao.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Coleta

As folhas de M. rostrata e de M. splendens foram coletadas em janeiro de 2016, no
periodo da manhd, num remanescente de Floresta Ombrofila, localizado no Campus Il da
UNEB, municipio de Alagoinhas — BA (12° 10” 37” S e 38° 24” 35” W). As exsicatas foram
depositadas no Herbario do Departamento de Biologia da UEFS sob os nimeros 155.923 e
155.925, respectivamente, a identificacdo taxondmica foi realizada por Aline do Nascimento

Silva e as espécies foram devidamente cadastradas no SisGen (ANEXO B).

4.2.2 Obtencéo do dleo essencial

Os 6leos essenciais de M. rostrata (OEMr) e de M. splendens (OEMs) foram obtidos,
em triplicata, por hidrodestilacdo das folhas frescas, num periodo de 3 h contadas a partir do

refluxo, utilizando um aparelho de Clevenger. Em seguida, foram secos com sulfato de sodio
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anidro (Na2S0Q.), transferidos para frascos de vidro ambar e armazenados a - 22 °C, até a
realizacdo da analise quimica e dos testes farmacoldgicos. Seus rendimentos foram
determinados pela relacdo entre o volume de Oleo extraido e a biomassa vegetal livre de
umidade. Para a obtencdo da umidade presente nas folhas, aproximadamente 1,0 g do material
vegetal fresco foi pesado e submetido a um Determinador de Umidade Série ID Versdo 1.8
Marte®.

4.2.3 Andlise quimica

A anélise da composicdo quimica foi realizada pela utilizacdo de duas técnicas: a
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a um Detector de lonizacdo em Chama (CG/DIC)
para a quantificacdo dos constituintes e a Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) para a avaliacdo qualitativa dos 6leos essenciais.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do calculo do indice de Kovats e
do indice Aritmético de cada um dos picos, obtidos pela co-inje¢do da amostra com uma serie
homdloga de n-alcanos (C8 a C24), além da comparagdo com dados da literatura (ADAMS,
2007; BABUSHOK; LINSTROM; ZENKEVICH, 2011) e com 0s espectros de massa da

biblioteca do equipamento.

4.2.3.1 Analise multivariada dos 6leos essenciais de Myrcia rostrata e Myrcia splendens

Levando em consideracdo que alguns autores consideram M. rostrata e M. splendens
como sindnimos (SOBRAL et al., 2015; LIMA et al., 2017), buscou-se através da analise
multivariada avaliar o grau de dissimilaridade na composicdo quimica dos dois Oleos
essenciais, e assim, corroborar a classificacdo taxondmica vigente ou refuta-la. De acordo
com Sabino e colaboradores (2012), as técnicas de analise multivariada sdo Uteis no estudo de
divergéncias taxondmicas e de variabilidade intraespecifica em espécies com potencial

econbmico.
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Para tanto, foram realizadas a analise dos componentes principais (Principal
Component Analysis — PCA) e a analise de agrupamento hierarquico (Hierarchical Cluster
Analysis — HCA) mediante a utilizacdo do programa estatistico Past versdo 3.2. Inicialmente,
as médias dos percentuais relativos de cada um dos 48 constituintes quimicos identificados no
OEMr e no OEMs foram submetidas a PCA e a HCA. Em seguida, o dendrograma foi obtido
pelo método da ligacdo média entre grupos (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages — UPGMA), a distancia euclidiana foi utilizada como coeficiente de dissimilaridade

com correlacdo cofenética de 0,8593.

4.2.4 Testes farmacoldgicos

4.2.4.1 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos machos (Mus musculus L.,
1758), jovens 3-4 meses (25-35 g), da linhagem Swiss, obtidos da colénia do Biotério Central
da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno (32 x 20 x 13 cm), providas de grade aramada em ago inoxidavel, comedouro,
encaixe para o bebedouro e cama de maravalha. As caixas contendo os animais foram
dispostas em estantes numa sala climatizada, com temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa
do ar em 50 + 10%, ciclo claro/escuro de 12 h (controlado por temporizador digital), com
periodo claro das 6:00 as 18:00 h e livre acesso a racao do tipo peletizada e agua.

Duas horas antes de cada teste, foram transferidos para a sala de experimentacgdo a fim
de minimizar o estresse e possiveis alteragdes comportamentais decorrentes da mudanca de
ambiente. Uma hora antes dos experimentos, foram privados da racdo, porém a agua foi
ofertada ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram previamente submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana e

aprovados conforme protocolo nimero 008/2017 (ANEXO A).
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4.2.4.2 Drogas

Foram utilizados Indometacina (Sigma®) na dose 20 mg/Kg, Sulfato de morfina
(Cristalia®) na dose de 10 mg/Kg, Cloridrato de naloxona (Hipolabor®) na dose de 5 mg/Kg,
Acido glutamico (Sigma®) na concentragdo de 20 pmol/pata, Cinamaldeido (Sigma®) na
concentracdo de 10 nmol/pata, Atropina (Sigma®) na dose de 5 mg/Kg, loimbina (Sigma®)

na dose de 0,15 mg/Kg e Formalina (2,5% de formaldeido em solugéo salina 0,9%).

4.2.4.3 Testes de atividade anti-inflamatéria

4.2.4.3.1 Edema de pata induzido por formalina

O teste do edema de pata € um dos métodos utilizados tradicionalmente tanto para a
prospeccdo de substancias anti-inflamatorias como para avaliar a eficacia de farmacos ja
disponiveis. O experimento baseia-se na capacidade desses agentes em inibir o edema
produzido na pata do animal apos a injecdo de um agente inflamatorio, incluindo formalina,
culturas de Saccharomyces cerevisiae e dextrana (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962), ou
ainda histamina, serotonina, bradicinina e carragenina (KASAHARA et al., 1985).

Durante o teste, a variagdo no volume da pata posterior direita dos animais foi avaliada
previamente (medida basal), e apds a aplicacdo da formalina. Para tanto, antes da
administracdo de quaisquer substancias, foram realizadas as medidas das patas de todos os
camundongos com o auxilio de um pletismdmetro digital (Insight®).

Em seguida, os animais foram, randomicamente, separados em cinco grupos (n=8): um
controle (os animais receberam o veiculo, solucédo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a
5% via i.p.), um padrdo (os animais foram tratados com indometacina Sigma® na dose de 20
mg.kg?, via i.p.) e trés grupos experimentais (os animais foram tratados com cada 6leo
essencial nas doses de 75, 150 ou 300 mg.kg, diluidos no veiculo, por via i.p.).

Decorridos 30 min, receberam 20 pL de formalina (i.pl.) na pata posterior direita, as

quais foram medidas aos 30, 60, 90, 120 e 180 min apds a administacdo do referido agente
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flogistico. O edema foi determinado pela diferenca entre o volume lido em cada um dos
tempos e a medida basal. As médias dos valores da atividade anti-inflamatéria dos animais
tratados com os Oleos e com a droga padrdo foram comparadas com o grupo controle
mediante a analise de variancia. O percentual de inibi¢do foi calculado mediante a utilizacao

da equacéo 1.

%Inibicdo = Edema do controle — Edema da dose x 100

Edema do controle

Equacéo 1: Percentual de inibicdo do edema de pata.

4.2.4.3.2 Edema de pata induzido por glutamato

A injecdo intraplantar (i.pl.) do glutamato estd associada tanto a uma resposta
nociceptiva rapida quanto a formacdo de edema, provocado pelo extravasamento de plasma
para os sitios da lesdo tecidual (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

De forma semelhante ao teste anterior, o objetivo foi avaliar a variagdo no volume da
pata posterior direita dos animais, antes (medida basal) e ap6s a aplicacdo do estimulo
inflamatorio, nesse caso, o glutamato. A priori, foram realizadas as medidas das patas de
todos os camundongos com o auxilio de um pletismémetro digital (Insight®), em seguida, 0s
animais foram, randomicamente, separados em quatro grupos (n=6): o controle (os animais
receberam o veiculo, solugdo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.); um
padrdo (os animais foram tratados com indometacina na dose de 20 mg.kg?) e dois
experimentais (os animais foram tratados com o OEMr e o0 OEMSs na dose 300 mg.kg?,
diluidos no veiculo, por via i.p.).

Decorridos 30 min da administracdo dos tratamentos, os animais receberam 20 pL de
glutamato (20 umol/pata, em solugéo salina, via i.pl.) na pata posterior direita, as quais foram
medidas aos 30, 60, 90 e 120 min apds a administacdo do referido agente flogistico. O edema
foi determinado pela diferenga entre o volume lido em cada um dos tempos e a medida basal.
As médias dos valores da atividade anti-inflamatoria dos animais tratados com os 6leos e com

a droga padrao foram comparadas com o grupo controle mediante a analise de variancia.
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4.2.4.4 Testes de mecanismo de acao

Para a realizacdo dos testes de mecanismo de acdo apenas a dose de 300 mg/Kg dos
6leos essenciais de M. rostrata e de M. splendens foi utilizada visto que em experimentos
preliminares de nocicepcao a referida dose se mostrou mais efetiva para ambas as espécies,

em todos os testes realizados.

4.2.4.4.1 Nocicepcéo induzida por glutamato

Esse teste foi realizado com a finalidade de investigar se os constituintes quimicos
do OEMr e o OEMs seriam capazes de atuar antagonizando a nocicepcdo induzida pelo
glutamato. Para tanto foi utilizado o método descrito por Beirith et al. (2002), com algumas
adaptacg0es, assim, os camundongos foram separados em cinco grupos (n=6): um controle (os
animais receberam o veiculo, solucédo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.);
dois grupos padrdo (os animais foram tratados com indometacina na dose de 20 mg.kg?, via
i.p. ou morfina na dose de 10 mg.kg?, via i.p.) e dois experimentais (os animais foram
tratados com os 6leos na dose 300 mg.kg™, diluidos no veiculo, por via i.p.). Apds 30 min da
administracdo dos tratamentos, um volume de 20 pL de glutamato (20 umol/pata, em solucao
salina) foi injetado (i.pl.) na pata posterior direita de cada animal, sendo estes observados,
individualmente, durante 5 min em caixas triangulares espelhadas (25 x 25 x 25 cm), com o
proposito de cronometrar, em segundos, o tempo total gasto em lambidas ou mordidas na
pata, comportamento considerado como indicativo de nocicepgéo.

4.2.4.4.2 Nocicepcdo induzida por cinamaldeido

A estimulacdo de receptores periféricos do tipo TRPAL (receptor de potencial
transitorio anquirina tipo 1) por agonistas, a exemplo do 6leo de mostarda e do cinamaldeido,

esta relacionada a uma série de respostas pro-inflamatdrias, as quais compreendem fatores
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vasculares como a formacdo de edema e a consequente sensacdo dolorosa (ANDRADE;
MEOTTI; CALIXTO, 2012). O procedimento foi realizado de acordo com uma adaptacéo ao
método descrito por Cordova et al. (2011), no qual os camundongos foram previamente
separados em cinco grupos (n=6): um controle (os animais receberam o veiculo, solucdo
salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.); dois grupos padrdo (os animais foram
tratados com indometacina na dose de 20 mg.kg™, via i.p. ou morfina na dose de 10 mg.kg™,
via i.p.) e dois experimentais (0s animais foram tratados com o0 OEMr e 0 OEMs na dose 300
mg.kg?, diluidos no veiculo, por via i.p.). Apds 30 min, o cinamaldeido foi injetado (i.pl.) na
pata posterior direita, na concentracdo de 10 nmol/pata. Em seguida, os animais foram
colocados numa caixa de observagédo triangular espelhada (25 x 25 x 25 cm) para serem
individualmente observados durante 5 min, a fim de que o tempo total, em segundos, utilizado
com lambidas ou mordidas na pata fosse cronometrado e considerado como um parametro de

nocicepcao.

4.2.4.4.3. Envolvimento dos receptores az-adrenérgicos

A fim de avaliar o possivel envolvimento dos receptores oz-adrenérgicos na
antinocicepgdo exibida, em testes realizados previamente, pelos constituintes do OEMr e do
OEMs, foi utilizado o método descrito por De Souza e colaboradores (2009), no qual os
animais devem receber 15 min antes da administracdo do veiculo, das substancias teste e da
droga padrdo uma dose de 0,15 mg.kg™ (i.p.) de ioimbina (um antagonista dos adrenoceptores
az). Para tanto, os animais foram divididos em seis grupos (n=6): sendo um controle, 0s
animais receberam o veiculo, solucéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% (i.p.);
dois grupos com os animais tratados com 0 OEMr e 0 OEMs na dose 300 mg.kg™. um grupo
tratado com morfina na dose de 10 mg.kg? (i.p.) todos associados a precedente injecdo de
ioimbina, e por fim, dois grupos com murinos tratados apenas com o0s 6leos na dose 300
mg.kg?, diluidos no veiculo (i.p.). Trinta minutos apos receber os respectivos tratamentos, 0s

animais foram submetidos ao teste da nocicepcao espontanea induzida pela formalina.
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4.2.4.4.4 Envolvimento do sistema muscarinico

Para avaliar o possivel envolvimento do sistema muscarinico no potencial
antinociceptivo exibido pelo OEMr e 0 OEMs foi utilizado o teste da nocicep¢do espontanea
induzida pela formalina com pré-tratamento dos animais (15 min antes da administracdo de
quaisquer substancias) com uma dose de 5 mg.kg? (i.p.) de atropina, um antagonista néo-
seletivo dos receptores muscarinicos (PEANA, et al., 2003). Sendo assim, 0s animais foram
divididos em sete grupos (n=6): o controle (os animais receberam o veiculo, solucdo salina a
0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5% via i.p.); dois grupos com 0s murinos tratados com 0s
6leos essenciais na dose 300 mg.kg?, diluidos no veiculo (i.p.); dois grupos padrdo, um
tratado com morfina na dose de 10 mg.kg? (i.p.) e outro com indometacina na dose de 20
mg.kg? (i.p.), todos associados & precedente injecdo de atropina, e por fim, dois grupos com
os camundongos tratados apenas com cada um dos 6leos essenciais na dose 300 mg.kg?,
diluidos no veiculo (i.p.). E importante destacar que a formalina foi injetada na regido
intraplantar da pata posterior direita dos animais somente ap6s 30 min da administragdo dos

tratamentos.

4.2.4.4.5 Envolvimento do sistema opioide

Para fins de comprovacdo do efeito central dos 6leos essenciais, esse teste foi
executado mediante a prévia administracdo do cloridrato de naloxona, droga conhecida por
deslocar, competitivamente, fArmacos analgésicos opioides dos seus respectivos receptores,
antagonizando, por consequéncia, seus efeitos. Como as rea¢Ges comportamentais exibidas
durante o experimento sdo consideradas respostas supraespinhais devido ao envolvimento de
uma funcdo cerebral mais elevada (EDDY; LEIMBACH, 1953; ANKIER, 1974), sua
utilizacdo na pesquisa pré-clinica da dor é de relevante importancia, tendo em vista que
possibilita a validacdo de candidatos a farmacos com acdo sobre o0 SNC (DZOYEM et al.,
2017).

Visando evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados, um dia antes do

experimento, os camundongos foram pré-selecionados (sem a administracdo de substancias),
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sendo considerados aptos, aqueles que permaneceram na placa aquecida a uma temperatura de
54 + 1 °C por mais de 10 e menos de 30 s. No dia do teste, os animais foram divididos
aleatoriamente em sete grupos (n=6): o controle (os camundongos receberam o veiculo,
solucéo salina a 0,9% com 100 pL de Tween 80 a 5%, via i.p.); o padrdo (foi administrada
morfina na dose de 10 mg.kg™, via i.p.); dois grupos experimentais (os animais foram tratados
com a dose de 300 mg.kg™! do OEMr e do OEMs) e, por Gltimo, os trés grupos que receberam
a naloxona (antagonista de receptores p-opioides) na dose de 1,5 mg.Kg™ (i.p.), 15 min antes
da administracdo da morfina ou de cada um dos 6leos essenciais.

Em seguida, os camundongos foram colocados, individualmente, na superficie da
placa aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracdo das substancias. O intervalo
decorrido entre a colocacdo do animal na placa e a ocorréncia de lambida das patas ou
comportamento de pular foi registrado em segundos. Um tempo de corte de 30 s foi utilizado

para indicar analgesia completa e evitar lesdo tecidual.

4.2.5. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
pos teste de Dunnett. Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média
e considerados significativos quando p<0,05.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1. Analise multivariada dos 6leos essenciais de Myrcia rostrata e Myrcia splendens

As técnicas de analise multivariada possibilitam compreender o polimorfismo quimico
de 6leos essenciais, 0 qual pode estar atrelado a variabilidade genética ou a resposta das
plantas frente as alteracdes no ambiente. Nesse sentido, a PCA e a HCA sdo técnicas

estatisticas apropriadas para avaliar o grau de dissimilaridade entre amostras caracterizadas
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por um numero elevado de varidveis (SANTOS et al., 2005). Assim, os resultados
evidenciaram que os componentes principais 1 e 2, formados por constituintes como dauceno,
germacreno D, viridifloreno, biciclogermacreno e carotol (Figura 1, p. 112) explicam 99,98%
da variacdo dos constituintes quimicos presentes no OEMr (Figura 2, p.113). Ja para 0 OEMs,
ledol, a-epoxicedreno, [B-bisaboleno, E-nerolidol, 2E,6E-farnesol e 2E,6E-farnesoato de
metila (Figura 3, p. 114), além de outros, explicam 97,6% da variabilidade (Figura 4, p. 115).
De maneira semelhante, os PCs 1 e 2 explicam 98,96% da varia¢cdo, quando os dados das duas

espécies sdo analisados conjuntamente (Figura 5, p. 116).
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Figura 1: Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial de Myrcia rostrata.

Na analise HCA utilizada para a constru¢cdo do dendrograma (Figura 6, p. 117), a
estratégia de agrupamento por UPGMA possibilitou a separacdo dos grupos, sendo a distancia

euclidiana a ferramenta que permitiu a obtencdo da medida de dissimilaridade. Para Ferraudo
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(2009), esse método fornece mecanismos que permitem classificar individuos ou dados em
subgrupos excludentes, onde quanto maior € a distancia observada entre dois grupos, mais
diferentes eles sdo. Ao observar os dados obtidos, € notoria a compartimentacdo dos dados da
composi¢cdo quimica dos dois 6leos essenciais em quatro grupos distintos, com distancia
euclidiana superior a 1.5, indicando que existe diversidade genética entre M. rostrata e M.

splendens.
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Figura 2: Andlise dos componentes principais para o 6leo essencial de Myrcia rostrata
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Para Stefanello et al. (2011), Myrtaceae enquanto familia € bem delimitada,
entretanto sua classificacdo taxondmica em niveis inferiores é dificil, visto que a separacdo de
alguns géneros nao é clara. Os autores sugeriram que estudos quimicos poderiam auxiliar na
relacdo filogenética das mirtaceas, mas também afirmaram que os escassos estudos por PCA
realizados com seus 6leos essenciais ndo mostraram concordancia entre os clados definidos
pela base quimica e a classificacdo taxondmica em subtribos. Sendo assim, devido as
dificuldades de classificacdo inerentes a familia, os resultados aqui obtidos deverdo ser
associados com os estudos filogenéticos para uma analise minuciosa, num futuro préximo, a

fim de validar ou n&o a sinonimizacéo vigente de M. rostrata como M. splendens.
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4.3.2. Testes de atividade anti-inflamatoria

4.3.2.1 Edema de pata induzido por formalina

A formalina injetada na pata do animal provoca a formacdo de edema como
consequéncia de um processo inflamatério mediado por prostaglandina, serotonina, histamina,
bradicinina e citocinas como a interleucina-1p, além do TNF-a e do 6xido nitrico (FU;
LIGHT; MAIXNER, 2001), sendo assim, por intermedio desse teste foi possivel verificar de
forma direta o quanto os dleos essenciais inibiram o edema, e indiretamente, sua influéncia na
liberacdo dos mediadores inflamatorios e da imunidade inata supracitados.

Os resultados obtidos indicaram a relevante atividade anti-inflamatoria do OEMr e do
OEMs evidenciada pela reducdo no volume do edema (Figuras 7 e 8). Com excecao da dose
de 75 mg.kg™, ambos os 6leos apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,0001) aos
60, 90, 120 e 180 min apo6s a administracdo da formalina, quando comparados ao grupo
controle. A indometacina na dose 20 mg.Kg?, anti-inflamatério ndo esteroidal reconhecido
por sua atividade inibitoria ndo seletiva sobre a COX e droga padrdo do teste, também reduziu

0 edema conforme esperado (Tabelas 1 e 2).
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Figura 7: Efeito do OEMr no teste do edema de pata induzido pela formalina aos 30, 60, 90, 120 e 180 min ap6s
a administragdo do agente flogistico.
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Figura 8: Efeito do OEMs no teste do edema de pata induzido pela formalina aos 30, 60, 90, 120 e 180 min apés
a administragdo do agente flogistico.

Tabela 1: Efeito do OEMr e do OEMs no teste do edema de pata induzido pela formalina. Os
resultados indicam o volume em mL do edema, medido em cada um dos tempos, subtraido da
medida basal.

OEMr OEMr OEMr Indometacina
Tempo  Controle 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg
Volume do edema (mL)
30 0,175+0,035 0,098+0,036 **  0,11+0,037 ns 0,1+0,0489 * 0,10440,025  **
60’ 0,213+0,007 0,128+0,043 **  0,063+0,017 **** (,057+0,024 **** (,087+0,022 ****
90’ 0,201+0,06 0,086+0,039 **** (,055+0,027 **** (,056+0,028 **** (0,07+0,021 ****
1200 0,186+0,083 0,066+0,035 **** (,028+0,032 **** (,022+0,017 **** 0,062+0,01 ****
180°  0,153+0,054 0,040+0,040 **** (,012+0,023 **** (,023+£0,024 **** (,045+0,02 ****
OEMs OEMs OEMs Indometacina
Tempo  Controle 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg
Volume do edema (mL)
30 0,175+0,035 0,113+0,024 ns  0,065+0,034 **** (0,085+0,044 ** 0,104+0,025 *
60’ 0,2134£0,007 0,108+0,046 **** 0,041+0,022 **** (,053+£0,039 **** (,087+0,022 ****
90’ 0,201+0,06  0,095+0,05 **** (,052+0,022 **** (,06740,034 **** (,07+0,021  ****
120> 0,186+0,083 0,055+0,029 **** (,052+0,035 **** (,055+0,033 **** (,062+0,01 ****
180> 0,153+0,054 0,04+0,04 **** 0,013+0,02 **** (,024+0,026 **** (,0454+0,02 ****

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo e comparados com o grupo controle. ns= ndo significativo; *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 e **** p<0,0001. (Anova seguido de Dunnett, n = 8)

Os dados reunidos na Tabela 2 demonstram que 0 OEMr e 0 OEMSs nas doses de 150 e
300 mg.Kg? apresentaram percentuais de inibicdo do edema expressivos e superiores aqueles
obtidos para a indometacina. Vale ressaltar que a dose de 150 mg.Kg™ de ambos os 6leos
essenciais promoveu uma inibicdo superior a 90%, 180 min apo6s a administracdo do agente
flogistico. Percentuais de inibicdo inferiores exibidos pela dose de 300 quando comparada a

de 150 mg.Kg?* podem ser atribuidos & completa ocupagio dos receptores, indicando que o
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aumento da dose, nesse caso, ndo estaria, necessariamente, relacionado a um acréscimo da

atividade anti-inflamatoria.

Tabela 2: Percentual de inibicdo do edema de pata induzido pela formalina para 0 OEMr e 0
OEMs.

OEMr OEMr OEMr OEMs OEMs OEMs IND
Tempo 75mg/Kg 150mg/Kg 300mg/Kg 75mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg

Inibicéo do edema (%)

30° 44 37 42,85 35,4 62,86 51,42 40,57
60’ 39,9 70,4 73,2 49,29 80,75 75,11 59,15
90° 57,2 72,63 72,13 52,73 74,12 66,66 65,17
1200 64,5 84,94 88,17 70,43 72,04 70,43 66,7
180 73,85 92,15 84,96 73,85 91,5 84,96 70,58

De acordo com Gangwar et al. (2015), a formalina induz a formacdo de edema
resultante de um processo inflamatério mediado por neuropeptideos como a substancia P,
além de prostanoides, serotonina e histamina, com a bradicinina desempenhando um papel
muito mais preponderante na estimulacdo de neurdnios aferentes nociceptivos do que nas
alteracdes vasculares. O edema de pata induzido pela formalina envolve também infiltracdes
de neutrdfilos, macréfagos e proliferacdo de fibroblastos, sendo um método que reproduz
relativamente bem, em modelo animal, a artrite humana e por isso, se destaca como um dos
ensaios mais adequados para identificar agentes anti-inflamatdrios eficazes no tratamento de
inflamacdo aguda e crénica (DUTTA; DAS, 2010; JOHN; SHOBANA, 2012).

Para Moilanen e colaboradores (2012), os TRPAL também apresentam um papel
significativo na mediacdo da resposta inflamatéria. Estudos apontam que camundongos
knockout com expressdo deficitdria de TRPAL apresentaram respostas muito reduzidas a
substancias quimicas irritantes como a formalina. Além disso, 0 bloqueio desses receptores in
vivo seja pelo uso de um antagonista especifico ou através da alteracdo do gene TRPAL
atenua, substancialmente, as respostas relacionadas tanto com a dor quanto com a inflamagéo
aguda elicitadas pelo referido agente (MCNAMARA et al, 2007).

Seguindo a linha de raciocinio supracitada, os éleos essenciais de Myrcia poderiam
ter minimizado o edema induzido pela formalina ao antagonizarem os TRPAL, para fins de
comprovacao dessa conjectura, a realizacdo de testes que utilizem a injecdo intraplantar de
agonistas desses receptores, a exemplo do cinamaldeido, é de extrema importancia. Por outro
lado, de acordo com uma publicacéo recente, sesquiterpenos como o guaieno foram capazes

de reduzir as citocinas pré-infamatorias TNF-a ¢ IL-1a, assim como a produ¢do de NO em
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culturas de macrofagos (MARQUES et al., 2018). Diante do exposto e dos relevantes
resultados obtidos, depreende-se que 0 OEMr e 0 OEMs, assim como os 6leos essenciais em
geral, por apresentarem uma composi¢cdo quimica complexa, podem ser detentores de
constituintes capazes de atuar em uma ou mais vias, por diferentes mecanismos de agao,

sendo de extrema importancia a sua ulterior investigacao.

4.3.2.2 Edema de pata induzido por glutamato

Uma das caracteristicas do processo inflamatorio agudo é o edema resultante da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular, com consequente extravasamento de
liquido para o local acometido por uma leséo. Assim, a formacgdo do edema é uma medida
extremamente Gtil para mensurar os niveis de inflamacdo, bem como a acdo de um agente
anti-inflamatério (CABRINI et al., 2011). Os resultados obtidos no teste revelaram que 0s
constituintes dos dleos essenciais foram capazes de reduzir o edema ao serem comparados
com o0 grupo que recebeu apenas o veiculo (Figura 9 e Tabela 3). A dimuicdo do
extravasamento de liquido para o local da injecdo do glutamato foi evidenciada mais
tardiamente, aos 120 min para 0 OEMr, e aos 90 min apds a inje¢do do glutamato para o
OEMs. Entretanto, os resultados ndo foram tdo expressivos, considerando que 0s percentuais

de inibicdo se mantiveram inferiores a 50% em todos os tempos avaliados (Tabela 4).

Controle
- OEMr 300 mg/Kg
0.1 =+ OEMs 300 mg/Kg

=¥ Indometacina 20 mg/Kg

Volume do Edema (mL)

0.0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

Tempo (min)

Figura 9: Efeito do OEMr e do OEMs no teste do edema de pata induzido pelo glutamato aos 30, 60, 90 e 120
minutos ap6s a administracdo do agente flogistico.
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Um relato na literatura aponta que o edema de pata induzido por glutamato
apresenta envolvimento de receptores ionotropicos ndo-NMDA e liberacdo de éxido nitrico.
Essa relacéo foi estabelecida por intermédio de ensaios utilizando um inibidor da 6xido nitrico
sintase (NOS), o L-NOARG, o qual reduziu, significativamente, tanto a nocicep¢éo quanto o
edema promovidos por esse aminoécido, com subsequente reversdo quando L-arginina, um
precursor do NO, foi administrado. Além disso, a injecdo i.pl. de glutamato ocasionou uma
expressiva producdo de nitrito no exsudato da pata dos animais, confirmando o envolvimento
do NO em uma das vias de sinalizagdo que contribuem para a dor e a inflamagédo provocadas
pelo glutamato (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2003).

Tabela 3: Efeito do OEMr e do OEMs no teste do edema de pata induzido pelo glutamato. Os
resultados indicam o volume em mL do edema, medido em cada um dos tempos, subtraido da
medida basal.

OEMr OEMs Indometacina
Tempo Controle 300 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg
Volume do edema mL
30’ 0,275+0,042 0,216+0,056 * 0,195+0,036 *x 0,171+0,028 Fkkx
60’ 0,26+0,025 0,168+0,028 ***%  (0,178+0,018 ***  0,158+0,035 falaiaie
90’ 0,201+0,011 0,138+0,018 * 0,135+0,042 * 0,143+0,035 *
120° 0,150,032 0,076+0,03 *x 0,12+0,039 ns 0,081+0,028 *x

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo e comparados com o grupo controle. ns=ndo significativo; *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 e **** p<0,0001. (Anova seguido de Dunnett, n=6)

Tabela 4: Percentual de inibicdo do edema de pata induzido pelo glutamato para 0 OEMr e 0
OEMs.

OEMr OEMs Indometacina
Tempo 300 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg
Percentual de inibigéo (%)
30° 21,45 29 37,81
60° 35,38 31,53 39,26
90 31,34 32,83 28,85
120° 49,33 20 46

A indometacina, droga padréo utilizada no teste, e reconhecida por sua atividade na
inibicdo ndo seletiva da COX também foi pouco efetiva na reducdo do edema. Alguns
trabalhos abordam o uso do glutamato em modelos animais de artrite como um indutor de
edema e inflamacdo, visando a busca de farmacos com acédo antiartritica. Nos experimentos,
o0s autores relatam que o inchaco das articulagdes, a hiperemia e as alteracGes histologicas que

incluem infiltrado de células polimorfonucleares e erosdo cartilaginosa somente séo
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suprimidos pela co-administracdo de dexametasona e moléculas que antagonizem o0s
receptores de substancia P e glutamatérgicos (LAM; NG, 2010; BONNET et al., 2013). Nesse
sentido, os 6leos essenciais testados certamente ndo atuam como antagonistas dos referidos
receptores, assim, sua a¢ao ao reduzir o edema, mesmo pouco significativa nas doses testadas,
provavelmente esteja relacionada a outro mecanismo, ainda ndo elucidado nos experimentos

por ora executados.

4.3.3 Testes de mecanismo de acéo

4.3.3.1 Nocicepcéo induzida por glutamato

O glutamato ¢ um aminoacido que atua como neurotransmissor excitatério nas
sinapses centrais, além disso, muitos neurénios sensoriais primarios também o liberam na
presenca de substancias nocivas ou danos teciduais. Nos terminais nervosos periféricos sua
exocitose ocasiona dor e inflamacdo cronica, desta forma o antagonismo dos receptores de
glutamato estd associado a diminuicdo da excitabilidade aferente e consequentemente, ao
efeito antinociceptivo (MILLER et al., 2011). Através da interacdo com os receptores NMDA
e ndo-NMDA por um mecanismo que depende da via L-arginina-6xido nitrico, o glutamato
desempenha um papel relevante na transducdo dos estimulos deletérios, sendo assim, o
modelo de nocicepcdo induzida por esse aminoacido tende a identificar substancias que atuam
nos referidos alvos (DU; KOLTZENBURG; CARLTON, 2001; SCHEIDT, et al., 2002).

Os resultados obtidos para 0 OEMr e OEMs (Figura 10) evidenciaram uma reducédo de
98,02 e 90,98%, respectivamente, no tempo de lambida da pata dos camundongos quando
comparado ao grupo gue recebeu apenas o veiculo (126,7 £ 10,71 s). A indometacina reduziu
0 tempo de lambida em 32,71% e a morfina em 98,48%, esses dados demonstram que nédo
houve diferenca estatistica dos dois 0leos essenciais entre si, tampouco entre eles e a morfina.

Conforme ja mencionado, a nocicepcao promovida pela injecdo de glutamato na pata
dos animais est4 atrelada a liberacdo de NO e a ativacao de receptores NMDA e ndo-NMDA,
envolvendo ndo somente uma acdo periférica como também espinhal e supra espinhal

(MILLER et al., 2011). Apesar do pronunciado efeito antinociceptivo dos 6leos essenciais ndo
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é possivel atribuir a estes uma agdo antagbnica a via do d6xido nitrico ou aos receptores
glutamatérgicos. Mesmo porque a baixa eficacia dos 6leos na inibicdo do edema de pata
induzido pelo glutamato descartaria essa possibilidade. Por outro lado, a semelhanca dos
resultados do OEMr e do OEMs com o retratado para a morfina sugerem que a antinocicepcao
esteja relacionada a acdo central, a qual pode ser corroborada ou refutada mediante a

realizacdo de experimentos com a co-administragdo de antagonistas pL-opioides.
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Figura 10: Efeito do OEMr e do OEMs no teste da nocicepcdo induzida pelo glutamato. Resultados expressos
como média + e.p.m e comparados com o grupo controle. **** p<(0,0001. (ANOVA seguido de Dunnett, n=6

por grupo).

4.3.3.2 Nocicepcdo induzida por cinamaldeido

O receptor de potencial transitério anquirina tipo 1 ¢ um canal iénico envolvido nos
processos nociceptivos e de sensibilizacdo intermediados pelos estimulos térmicos, podendo
ser ativado tanto por substancias formadas em reacdes inflamatorias como por irritantes
exogenos, a exemplo do cinamaldeido (PETRUS et al., 2007). Além disso, fornecem
transducédo de estimulos deletérios mediante sinalizacéo elétrica nos terminais periféricos de
vias aferentes, amplificando a transmissdo para interneurdnios espinhais até alcancarem as
terminagGes centrais no corno dorsal da medula (KOIVISTO et al., 2014).

Ha relatos também da sua participacdo, de maneira dependente da COX, para o
desenvolvimento da inflamacdo aguda, indicando que seus antagonistas podem apresentar
também propriedades anti-inflamatérias, além dos efeitos analgésicos previamente

reconhecidos na dor inflamatodria. Nessa perspectiva o antagonismo do TRPA1 revelou ser um
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potencial alvo para a descoberta de novos agentes anti-inflamatérios (DA COSTA et al.,
2010; MOILANEN et al., 2012), apresentando-se como uma alternativa aos inibidores da
COX, que apesar de eficientes estdo associados ao aparecimento de reacGes adversas,
principalmente no TGI e nas fungdes renais (LUCAS et al., 2018).

Os dados exibidos na Figura 11 indicam que os grupos tratados com OEMr e OEMs
tiveram tempo médio de lambida da pata iguais a 10,17+2,2 e 10,543 segundos. Tais valores
correspondem a uma reducdo de 84,15 e 83,63%, respectivamente, quando comparados com
0s animais que receberam o veiculo (64,17+6,57 s). A indometacina na dose de 20 mg.Kg*
inibiu o comportamento de lamber ou morder a pata em 64,67% (com tempo de 22,67+1,7 s)

e a morfina, testada na dose de 10 mg.Kg* em 97,14%.
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Figura 11: Efeito do OEMr e do OEMs no teste da nocicepcao induzida pelo cinamaldeido. Resultados
expressos como média £ e.p.m e comparados com o grupo controle. **** p<0,0001. (ANOVA seguido de
Dunnett, n=6 por grupo).

A analise estatistica também revelou que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos tratados com OEMr e OEMs quando comparados com aqueles que receberam
indometacina ou morfina. Assim, 0s expressivos percentuais de inibicdo do tempo de lambida
das patas favorecidos pela administracdo dos dois Oleos essenciais permitem considerar a
possibilidade de uma acdo antagdnica dos seus constituintes nos canais TRPAL ou atribuir a

atividade antinociceptiva ao envolvimento de vias centrais.
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4.3.3.3 Envolvimento dos receptores az-adrenérgicos

Esse teste foi realizado com o intuito de avaliar o possivel envolvimento dos a.-
adrenenoreceptores na antinocicepcdo promovida pelo OEMr e 0 OEMs em experimentos
realizados preliminarmente. Para tanto, a reversdo do efeito analgésico foi obtida pela prévia
administracdo da ioimbina, um potente e seletivo antagonista desses receptores
(LALCHANDANI et al., 2002).

Sabe-se que durante a analgesia modulada pela via noradrenérgica, 0s receptores ap
acoplados a proteina Gi provocam a inibigdo dos canais pré-sinapticos de Ca*? localizados no
corno dorsal da medula espinhal. A reducdo do influxo de ions calcio por sua vez evita que
neurotransmissores excitatorios como o glutamato sejam liberados das fibras aferentes
primarias. Ao mesmo tempo, ocorre a abertura dos canais de K* gerando hiperpolarizacao das
membranas com consequente diminui¢do da excitabilidade das células pos-sinépticas. Nesse
sentido, as propriedades analgésicas dos agonistas dos referidos receptores envolvem
mecanismos periféricos e centrais e estdo relacionados especialmente com a diminuicdo da
dor neuropéatica (CHAN; CHEUNG; CHONG, 2010; KIMURA; SAITO; OBATA, 2012;
OBATA, 2017).

Os resultados obtidos a partir da analise de variancia (Figuras 12 e 13) indicaram que
ndo houve diferenca estatistica significativa com relacdo ao tempo de lambida da pata, na fase
1 do teste da formalina, entre o grupo tratado com 0 OEMr (19,1+5,29 s) e aquele que recebeu
OEMr + loimbina (14,1+4,95 s), tampouco quando o OEMs (19,33+4,79 s) foi comparado ao
grupo OEMs + loimbina (24,8£3,9 s). Na fase 2 do teste de nocicepg¢éo espontanea induzida
pela formalina, que reproduz a dor neuropatica, isso ficou ainda mais evidente, pois a inibi¢céo
do tempo de lambida da pata foi de 100% para todos 0s grupos (com ou sem pré-tratamento
com ioimbina) em comparagdo ao grupo controle. Portanto, depreende-se que a analgesia
promovida pelos oOleos essenciais testados ndo apresenta envolvimento dos receptores oo-
adrenérgicos visto que a ioimbina ndo foi capaz de antagonizar seus efeitos, em ambas as

fases do experimento.
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Figura 12: Envolvimento dos receptores az-adrenérgicos na analgesia promovida pelo OEMr e 0 OEMs na fase
1 do teste de nocicepcéao induzida pela formalina com prévia administracdo de ioimbina. Resultados expressos
como média + e.p.m e comparados com o grupo controle. *** p<0,001; **** p<0,0001. (ANOVA seguido de
Dunnett, n=6 por grupo).
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Figura 13: Envolvimento dos receptores az-adrenérgicos na analgesia promovida pelo OEMr e 0 OEMs na fase
2 do teste de nocicepgdo induzida pela formalina com prévia administracéo de ioimbina. Resultados expressos
como média + e.p.m e comparados com o grupo controle. **** p<0,0001. (ANOVA seguido de Dunnett, n=6

por grupo).

4.3.3.4 Envolvimento dos receptores muscarinicos

Existem algumas evidéncias que indicam o envolvimento de inibidores da
acetilcolinesterase, como a neostigmina e a fisostigmina, na modulagao da dor. Inje¢des intra-
articulares e intratecais desses farmacos foram atreladas a analgesia no modelo de dor
articular em joelho de ratos (BUERKLE et al., 1998). De modo semelhante, constatou-se que

essas substancias atuam minimizando a sensacdo dolorosa em ambas as fases do teste da
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formalina (TJOLSEN et al., 1992). Em contrapartida, o efeito antinociceptivo promovido
pelos inibidores da AChE € revertido pelo pré-tratamento com atropina (YOON; YOO,;
JEONG, 2001; YOON; CHOI; JEONG, 2003).

Nesse sentido, a atropina (antagonista seletivo dos receptores muscarinicos) age nas
terminagdes nervosas parassimpdticas inibindo a atividade da acetilcolina e,
consequentemente, reduzindo o limiar da dor ao dificultar a antinocicepg¢do induzida por
agonistas colinérgicos (MOJTAHEDIN; TAMADDONFARD; ZANBOURI, 2009).

Diante das informagdes supracitadas e avaliando os resultados reunidos nas Figuras 14
e 15, nota-se que a atropina coadministrada com o OEMr e o OEMs ndo foi capaz de
antagonizar a analgesia promovida pelos dois 6leos essenciais no teste da formalina, nem na
dor neurogénica (Fase 1) tampouco na inflamatdria (Fase 2), indicando ndo haver qualquer

relacdo do envolvimento dos receptores muscarinicos na atividade antinociceptiva observada.
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Figura 14: Envolvimento dos receptores colinérgicos na analgesia promovida pelo OEMr e 0 OEMs na fase 1
do teste de nocicepcdo induzida pela formalina com prévia administracdo de atropina. Resultados expressos
como média £ e.p.m e comparados com o grupo controle. ns=ndo significativo; ***p<0,001 e **** p<0,0001.
(ANOVA seguido de Dunnett, n=6 por grupo).

Os resultados exibidos para o padrdo indometacina estdo em conformidade com o ja
relatado na literatura, desde a concepcdo do metodo, ou seja, inibidores da COX séo eficazes
para reduzir a resposta dolorosa na segunda fase do teste da formalina, embora ndo tenham
efeito, ou apresentem efeito reduzido na primeira fase (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Na fase 2, 0o OEMr e 0 OEMs assim como a morfina foram capazes de inibir em

100% o tempo de lambida das patas injetadas com formalina, sugerindo que a atividade
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antinociceptiva dos constituintes quimicos de ambos o0s 6leos essenciais nas fases neurogénica
e inflamatoria se deva a uma acdo central, 0 que pode ser comprovado, subsequentemente,

pela coadministracao destes com um antagonista de receptores p-opioides.
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o~ 100 A
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Figura 15: Envolvimento dos receptores colinérgicos na analgesia promovida pelo OEMr e 0 OEMs na fase 2
do teste de nocicepcdo induzida pela formalina com prévia administragdo de atropina. Resultados expressos
como média £ e.p.m e comparados com o grupo controle. **p<0,01 e **** p<0,0001. (ANOVA seguido de

Dunnett, n=6 por grupo).

4.3.3.5 Envolvimento do sistema opioide

Por intermédio do teste da placa quente é possivel identificar substancias capazes de
alterar o limiar nociceptivo, distinguindo aquelas que aumentam a laténcia dos animais
(analgesia) das que diminuem (hiperalgesia). Medicamentos anti-inflamat6rios que atuam
minimizando a dor, incluindo o AAS, o paracetamol e o ibuprofeno, sdo menos ativos nesse
experimento do que os analgésicos opioides (WILLIAMS; PORSOLT, 2007). Assim,
constituintes quimicos que apresentem acdo antinociceptiva no referido modelo tém ampla
possibilidade de atuar no SNC, sendo 0s antagonistas opioides, a exemplo da naloxona,
coadministrados com a finalidade de ratificacdo dos efeitos espinhais e supra-espinhais.

Analisando os dados exibidos na Figura 16, p. 131, é notdria a acdo central do OEMr e
do OEMs testados, a qual foi antagonizada nos grupos tratados previamente com a naloxona
na dose de 5 mg.Kg™. Oleos essenciais de outras espécies de Myrcia s.l. que tiveram sua

atividade antinociceptiva investigada, ou ndo foram testados na placa quente (SANTOS et al.,
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2014) ou ndo foram capazes de minimizar a sensacdo dolorosa para esse modelo (ANDRADE
etal., 2012).

Nota-se portanto a importancia do uso de diferentes modelos durante a investigacdo
preliminar de novos agentes analgésicos, para que diversos estimulos (quimicos, fisicos ou
térmicos), assim como a intensidade e duracdao sejam avaliados com o intuito de obter dados
mais abrangentes a respeito das propriedades antinociceptivas de uma substancia. Tal conduta
também ¢ valida para evitar resultados falsos positivos, principalmente, por erros de

interpretacdo do comportamento animal.
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Figura 16: Envolvimento do mecanismo opioide no teste da placa quente. Tempo de laténcia avaliado aos 30,
60, 90 e 120 min ap0ds a administracdo das substancias. Resultados expressos como média + e.p.m e comparados
com o grupo controle. ns = ndo significativo. (ANOVA seguido de Dunnett, n=6 por grupo).
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4.4 Conclusao

A andlise multivariada realizada por PCA e HCA com o OEMr e o OEMs
demonstraram que Myrcia rostrata e Myrcia splendens formam dois grupos quimicamente
distintos, entretanto os resultados aqui apresentados ndo séo suficientes para refutar os estudos
filogenéticos que levaram a sinomizacdo de M. rostrata como M. splendens. Assim como nédo
seria prudente conjecturar que se tratam de quimiotipos sem que um estudo mais detalhado
fosse executado, a exemplo da avaliacdo dos 6leos essenciais obtidos de plantas de diferentes
localidades e coletadas em diversas épocas do ano. Os 6leos essenciais demonstraram uma
expressiva atividade anti-inflamatdria, todavia, como a inflamacgédo é um processo complexo,
com envolvimento de uma variedade de mediadores e diferentes vias € de extrema
importancia verificar, a posteriori, seu mecanismo de acdo. Em se tratando da investigacéo
farmacodindmica na analgesia promovida pelo OEMr e o0 OEMs foi possivel comprovar a
acao central de ambos os Gleos essenciais, visto que a atividade antinociceptiva foi revertida
pela prévia administracdo de um antagonista de receptores opioides. Dessa forma, as espécies
de Myrcia estudadas demonstraram ser uma fonte promissora de compostos com potencial

para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios e analgésicos.
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CONCLUSAO GERAL

A presente pesquisa comprovou 0 potencial das mirtaceas para a descoberta de
compostos bioativos com acgdes antinociceptiva e anti-inflamatéria além de confirmar a
escassez de trabalhos envolvendo os 6leos essenciais de suas espécies. Mais especificamente
sobre Myrcia rostrata DC. e Myrcia splendens (Sw.) DC. a andlise da composi¢do quimica
revelou a predominancia de sesquiterpenos, amplamente relatada para a maioria das espécies
dessa familia. Os constituintes quimicos presentes ndo demonstraram sinais de toxicidade de
acordo com o preconizado pela OECD, nem agdo depressora no SNC, uma vez que ndo houve
reducdo na coordenacdo motora dos animais. Os resultados obtidos nos testes farmacoldgicos
evidenciaram a proeminente propriedade tanto antinociceptiva quanto anti-inflamatéria dos
constituintes quimicos presentes nos Oleos essenciais, sendo esclarecido somente o
mecanismo de acdo pelo qual a analgesia é promovida. Levando em consideracdo que 0s
6leos essenciais sdo uma mistura complexa de constituintes quimicos, e que estes podem
sofrer alteragbes quantitativas e qualitativas influenciadas pela sazonalidade e pela prépria
interacdo das plantas produtoras com o ambiente, € de extrema importancia o ulterior
isolamento seguido da investigacdo farmacoldgica dos sesquiterpenos identificados nas
referidas espécies de Myrcia. Destarte, o presente trabalho contribuiu para confirmar que as
mirtdceas sdo uma rica fonte de metabdlitos secundarios bioativos os quais, futuramente,
poderao ser utilizados como fitoterapicos ou como adjuvantes de medicamentos ja disponiveis

no mercado para o tratamento da dor e da inflamacdo.
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APENDICE A - DADOS DO TESTE ROTA ROD PARA O OEMr (TEMPO DE
PERMANENCIA NA BARRA GIRATORIA MEDIDO EM SEGUNDOS)

30 min ap6s a administracéo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 180 180 180 150 36
2 164 152 67 180 16
3 180 180 170 180 17
4 180 180 180 180 20
5 180 180 180 180 48
6 180 180 180 161 20
7 180 180 180 180 36
8 180 180 180 180 20

60 min ap6s a administracdo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 180 154 180 180 37
2 180 180 180 180 66
3 180 180 175 180 13
4 180 180 180 180 29
5 180 180 180 180 59
6 180 180 180 180 31
7 180 180 180 180 89
8 180 180 180 180 50

120 min ap6s a administracéo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 180 180 180 180 46
2 180 180 180 180 100
3 63 180 180 180 56
4 180 180 180 180 50
5 180 180 180 180 57
6 180 180 82 180 61
7 180 180 180 180 73
8 180 180 119 180 126
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APENDICE B - DADOS DO TESTE DA TOXICIDADE ORAL AGUDA PARA O

OEMr (MASSA DOS ANIMAIS MEDIDA EM GRAMAS)

Dial
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 25 26 25 25 24,6
2 21,7 21 23 24,6 23,5
3 26,6 26 21 22,7 23
4 24,8 22 23 24 22
5 23,8 26 24 25 24
6 20,7 21 23 22 23
Dia 7
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 28 29 26 22 22
2 23 22 25 24,8 25
3 30 26 20 23,6 24
4 28 22 24 27 22
5 26 26 26 26 22
6 23 21 20 21 25
Dia 14
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 31,62 33,02 26,54 21,87 22,1
2 22,11 22,43 25,63 26,11 27,98
3 33,65 27,05 21,24 26,89 26,58
4 28,65 24,31 25,09 31,46 23,1
5 27,53 26,97 28,05 28,25 21,69
6 25,52 22,36 20 19,9 25,65
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APENDICE C — DADOS DO TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO PARA O OEMr (NUMERO DE
CONTORCOES EM 15 MIN)

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg  Indometacina 20 mg/Kg
1 46 4 4 1 0
2 34 9 0 7 0
3 28 11 4 3 0
4 12 1 0 0 0
5 21 1 4 0 7
6 22 10 0 2 4
7 26 16 1 0 0
8 34 3 1 0 2




144

APENDICE D - DADOS DO TESTE DA FORMALINA PARA O OEMr (TEMPO DE

LAMBIDA DA PATA EM SEGUNDOQOS)

Fase 1
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Indometacina 20 mg/Kg
1 42 40 16 40 51
2 70 43 52 14 42
3 43 53 37 55 23
4 71 37 22 13 44
5 35 30 42 12 15
6 30 28 16 2 17
7 59 29 20 30 12
8 97 32 10 60 31
Fase 2
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Indometacina 20 mg/Kg
1 27 16 7 20 8
2 155 35 49 0 39
3 38 13 0 18 31
4 37 13 0 0 0
5 29 0 22 0 6
6 44 47 0 0 5
7 80 0 0 0 17
8 108 21 0 0 61
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APENDICE E - DADOS DO TESTE DA PLACA QUENTE PARA O OEMr (TEMPO
DE PERMANENCIA NA PLACA EM SEGUNDOS)

30 min ap6s a administracdo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 13 18 30 17 30
2 8 12 14 30 16
3 16 20 15 24 25
4 10 30 17 23 30
5 13 14 24 30 30
6 5 12 27 30 30
7 12 24 30 20 19
8 11 20 30 30 30
60 min ap6s a administracéo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 12 19 30 30 30
2 8 10 22 29 16
3 20 17 19 29 20
4 16 14 13 16 30
5 20 15 28 30 30
6 12 30 21 26 30
7 12 30 30 24 28
8 14 12 19 30 30
90 min ap6s a administracdo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 13 18 30 17 30
2 8 12 14 30 16
3 16 20 15 24 25
4 10 30 17 23 30
5 13 14 24 30 30
6 5 12 27 30 30
7 12 24 30 20 19
8 11 20 30 30 30
120 min ap6s a administracdo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 16 9 14 30 30
2 11 13 23 29 30
3 11 30 14 30 10
4 15 21 21 21 30
5 15 17 13 30 9
6 11 12 30 30 30
7 20 25 23 12 13
8 14 24 24 30 30
240 min ap6s a administracéo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 20 30 22 18 30
2 13 25 30 30 20
3 20 12 17 26 8
4 19 30 30 29 26
5 19 16 9 30 18
6 13 20 24 18 28
7 11 16 30 10 27
8 16 11 14 18 30
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APENDICE F - DADOS DO TESTE ROTA ROD PARA O OEMs (TEMPO DE
PERMANENCIA NA BARRA GIRATORIA MEDIDO EM SEGUNDOS)

30 min ap6s a administracéo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 153 92 98 153 1
2 153 180 180 180 3
3 180 180 180 180 20
4 180 180 180 180 11
5 119 92 153 180 41
6 180 78 180 180 1

60 min ap6s a administracdo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 180 180 98 153 73
2 180 180 180 180 1
3 180 180 175 180 53
4 180 180 180 180 11
5 180 180 153 180 41
6 180 180 180 180 20

120 min ap6s a administracgéo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Diazepam 4 mg/Kg
1 180 180 180 180 76
2 180 180 180 180 58
3 180 180 180 180 91
4 180 180 180 180 60
5 180 180 180 180 93
6 180 180 180 180 100
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APENDICE G - DADOS DO TESTE DA TOXICIDADE ORAL AGUDA PARA O

OEMs (MASSA DOS ANIMAIS MEDIDA EM GRAMAS)

Dial
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 39 33,5 30,1 34,3 30,7
2 34 31,6 35,5 30,3 30
3 28,8 32,1 34,1 32,1 35,2
4 334 34,6 33,5 30,2 33,7
5 23,8 33 32,6 29,8 26
6 39,2 30,9 36,9 34,7 35,5
Dia 7
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 39,3 30,6 32,4 29,98 31,5
2 38,05 29,9 36,4 32,8 32,4
3 31,22 33,6 33,4 27,92 37,7
4 33,4 34,3 34,4 32,1 33,63
5 25,2 34,7 39,7 29,03 29,06
6 43,5 34,2 29,7 30,8 35,6
Dia 14
Animais Veiculo 300 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 40,1 30,7 34,3 29,75 33,37
2 39 27,6 38,93 35,65 33,92
3 34,6 35 35,7 30,3 39,05
4 34,4 33,1 36,56 35,36 34,04
5 27 35,7 42,44 31,48 30,53
6 44,9 38,06 31,55 31,96 36,02
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APENDICE H — DADOS DO TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO PARA O OEMs (NUMERO DE
CONTORCOES EM 15 MIN)

Animais Veiculo 75mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Indometacina Morfina
20 mg/Kg 10 mg/Kg

1 56 16 1 0 1 0

2 56 32 14 0 0 3

3 51 28 2 0 8 0

4 54 14 8 0 30 0

5 47 26 0 0 7 0

6 65 14 3 0 4 0

7 48 11 12 0 0 0

8 40 32 0 0 0 0
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APENDICE | - DADOS DO TESTE DA FORMALINA PARA O OEMs (TEMPO DE
LAMBIDA DA PATA EM SEGUNDOQOS)

Fase 1

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Indometacina Morfina

20 mg/Kg 10 mg/Kg
1 161 54 41 20 15 20
2 124 72 61 15 63 6
3 47 53 24 11 17 21
4 48 60 45 1 31 8
5 51 53 82 8 52 0
6 71 48 52 8 48 2
7 59 43 78 41 17 0
8 97 73 53 21 31 0

Fase 2

Animais Veiculo 75mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Indometacina Morfina

20 mg/Kg 10 mg/Kg
1 165 107 12 0 8 28
2 305 68 1 0 4 0
3 107 82 1 0 46 0
4 105 99 0 0 0 0
5 99 82 67 0 0 0
6 120 2 36 0 5 0
7 80 119 5 0 17 0
8 108 43 10 0 61 0
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APENDICE J - DADOS DO TESTE DA PLACA QUENTE PARA O OEMs (TEMPO
DE PERMANENCIA NA PLACA EM SEGUNDOS)

30 min ap6s a administracdo das substancias

Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 13 13 20 28 30
2 19 12 14 26 30
3 18 30 20 30 30
4 14 12 21 30 30
5 15 20 17 24 30
6 15 18 15 30 30
7 9 16 14 30 30
8 11 12 18 30 30
60 min ap6s a administracéo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 16 23 15 30 30
2 16 30 14 29 30
3 8 11 20 18 30
4 14 12 28 30 30
5 18 14 30 16 30
6 13 14 28 30 30
7 6 11 23 30 30
8 12 20 27 15 30
90 min ap6s a administracdo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 15 30 20 30 19
2 12 15 14 30 30
3 11 24 27 30 30
4 22 9 26 30 30
5 23 19 30 30 30
6 8 21 17 23 26
7 19 13 26 30 30
8 16 17 16 24 24
120 min ap6s a administracdo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 22 29 19 30 29
2 14 16 14 30 30
3 11 30 12 30 30
4 18 22 26 27 26
5 23 24 30 30 30
6 18 29 15 18 30
7 14 15 28 30 30
8 16 18 30 30 30
180 min ap6s a administracdo das substancias
Animais Veiculo 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg Morfina 10 mg/Kg
1 17 20 30 13 11
2 22 16 23 30 27
3 23 30 23 13 30
4 18 26 19 30 17
5 15 24 30 30 30
6 24 18 25 30 17
7 15 30 28 12 30
8 20 28 15 30 30
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APENDICE K - DADOS DO TESTE DA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
GLUTAMATO PARA O OEMr E O OEMs (TEMPO DE LAMBIDA DA PATA EM

SEGUNDOS)
Animais Veiculo OEMr OEMs Morfina Indometacina
300 mg/Kg 300 mg/Kg 10 mg/Kg 20 g/Kg
1 94 2 40 2 46
2 164 3 0 1 65
3 127 23 28 3 60
4 92 0 19 10 92
5 102 0 0 3 77
6 80 2 10 4 50
7 82 0 40 0 93
8 193 0 0 0 106
9 126 0 0 0 133
10 160 0 0 0 78
11 157 0 0 0 123
12 143 0 0 0 100
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APENDICE L - DADOS DO TESTE DA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
CINAMALDEIDO PARA O OEMr E O OEMs (TEMPO DE LAMBIDA DA PATA EM

SEGUNDOS)
Animais Veiculo OEMr OEMs Morfina Indometacina
300 mg/Kg 300 mg/Kg 10 mg/Kg 20 g/Kg
1 81 6 17 0 24
2 86 19 6 0 25
3 59 13 5 11 20
4 46 3 15 0 21
5 62 11 19 0 29
6 51 9 1 0 17
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APENDICE M - DADOS DO TESTE DE AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS

RECEPTORES 02-ADRENERGICOS PARA O OEMr E O OEMs (TEMPO DE
LAMBIDA DA PATA EM SEGUNDOQOS)

Fase 1

Veiculo OEMr OEMs Morfina

Animais + OEMr 300 mg/Kg OEMs 300 mg/Kg 10 mg/Kg
loimbina 300 mg/Kg + 300 mg/Kg + +

loimbina loimbina loimbina
1 51 14 30 20 41 0
2 75 13 4 15 24 5
3 101 12 18 11 14 7
4 111 40 26 8 29 2
5 25 30 4 41 17 0
6 41 6 3 21 24 0

Fase 2

Veiculo OEMr OEMs Morfina

Animais + OEMr 300 mg/Kg OEMs 300 mg/Kg 10 mg/Kg
loimbina 300 mg/Kg + 300 mg/Kg + +

loimbina loimbina loimbina
1 51 14 30 20 41 0
2 75 13 4 15 24 5
3 101 12 18 11 14 7
4 111 40 26 8 29 2
5 25 30 4 41 17 0
6 41 6 3 21 24 0




APENDICE N - DADOS DO TESTE DE AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES MUSCARINICOS PARA O
OEMr E O OEMs (TEMPO DE LAMBIDA DA PATA EM SEGUNDOS)

Fase 1

Veiculo OEMr OEMs Indometacina Morfina

Animais + OEMr 300 mg/Kg OEMs 300 mg/Kg 20 mg/Kg 10 mg/Kg
Atropina 300 mg/Kg + 300 mg/Kg + + +

Atropina Atropina Atropina Atropina
1 73 14 5 20 28 40 0
2 95 13 6 15 6 53 5
3 60 12 11 11 14 67 9
4 23 40 24 8 5 38 8
5 37 30 8 41 29 46 0
6 58 6 9 21 33 42 0

Fase 2

Veiculo OEMr OEMs Indometacina Morfina

Animais + OEMr 300 mg/Kg OEMs 300 mg/Kg 20 mg/Kg 10 mg/Kg
Atropina 300 mg/Kg + 300 mg/Kg + + +

Atropina Atropina Atropina Atropina
1 107 0 0 0 0 31 0
2 68 0 0 0 0 66 0
3 82 0 0 0 0 60 0
4 99 0 0 0 0 26 0
5 82 0 0 0 0 19 0
6 20 0 0 0 0 67 0

154



APENDICE O - DADOS DO TESTE DO ENVOLVIMENTO DO SISTEMA OPIOIDE (TEMPO DE PERMANENCIA NA
PLACA QUENTE EM SEGUNDOS)

30 min
Animais Veiculo OEMr OEMTr + Naloxona OEMs OEMs + Naloxona Morfina Morfina + Naloxona
1 13 17 13 28 15 30 11
2 11 30 12 26 23 25 19
3 18 24 15 30 20 19 19
4 14 23 14 24 4 30 10
5 12 30 14 30 13 16 13
6 15 20 26 30 15 30 21
60 min
Animais Veiculo OEMTr OEMTr + Naloxona OEMs OEMs + Naloxona Morfina Morfina + Naloxona
1 12 30 15 30 9 30 23
2 8 29 11 29 9 30 17
3 20 29 9 30 22 30 20
4 16 16 17 16 14 30 13
5 12 30 14 30 15 30 13
6 12 26 15 30 24 30 19
90 min
Animais Veiculo OEMr OEMTr + Naloxona OEMs OEMs + Naloxona Morfina Morfina + Naloxona
1 19 20 10 19 7 19 23
2 9 29 10 30 17 30 14
3 20 29 16 30 22 30 22
4 14 16 13 23 13 26 17
5 9 30 13 24 20 30 13
6 6 26 30 30 16 24 20
120 min
Animais Veiculo OEMr OEMTr + Naloxona OEMs OEMs + Naloxona Morfina Morfina + Naloxona
1 16 21 14 13 15 11 8
2 11 30 15 30 12 27 15
3 20 29 9 30 16 30 15
4 15 20 14 30 16 17 16
5 11 30 11 30 20 30 12
6 11 30 30 30 12 17 15
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ANEXOS
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ANEXO A - PROTOCOLO DE AUTORIZAGCAO DOS EXPERIMENTOS IN VIVO
EMITIDO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UEFS)
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ANEXO C - PROTOCOLO UTILIZADO PARA A AVALIACAO DOS ANIMAIS NO
TESTE DA TOXICIDADE ORAL AGUDA

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente,

(++) efeito intenso

até 30 min 1h

2h

3h

4h

1 - SISTEMA NERVOSO CENTRAL
a— Estimulante
Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsbes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo de endireitamento
Catatonia

Analgesia

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

¢ — Outros comportamentos
Ambulagéo

Bocejo excessivo
Autolimpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 — SISTEMA NERVOSO AUTONOMO
Diarreia

Constipacédo

Defecacdo aumentada
Respiracdo forcada
Lacrimejamento

Micc¢do

Salivacéao

Cianose

Ténus muscular

Forga para agarrar

3 - MORTES

Observagdes complementares:

FONTE: ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006



