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EPIGRAFE

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de agua no mar. Mas o
mar seria menor se lhe faltasse uma gota”

Madre Teresa de Calcuta (1910 — 1997)
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RESUMO

SOUZA, Mirian Eliza Alves de. Avaliacio da atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva dos extratos brutos metanolicos da Eugenia uvalha Cambess (uvaia). 89p
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas, Farmacologia e Fisiologia) Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Desde tempos remotos a humanidade procura nos vegetais a cura para diversos males, este
conhecimento hoje esta inserido no uso popular de diversas plantas, dentre as quais no Brasil, destaca-
se a Eugenia uvalha Cambess que ¢ empregada no combate a processos inflamatérios dentre outras
doengas, servindo este processo empirico de rastilho para esta investigagdo cientifica, objetivou-se
estabelecer a seguranca do uso, o efeito anti-inflamatorio e antinoceptivo dos extratos metanolicos das
folhas (EMF) e do caule (EMC). Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss Webster,
machos e adultos, mantidos sob respeito a todas as normas vigentes para experimento com animais.
Com finalidade de determinar a seguranga do uso empregou-se o ensaio de toxicidade aguda (dose
simples) que ndo apresentou nenhum efeito toxico para os dois extratos na dose de 1000 mg/kg. Para
determinar a atividade antinociceptiva executou-se o método das contor¢des induzidas por acido
acético para avaliar nocicep¢io onde foram utilizadas as doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, o
EMF inibiu as contor¢des acumuladas respectivamente 29,37+3,32; 40,18+10,44; 33,38+4,22;
55,124£2,69 e 68,94+3,42% sendo possivel determinar a DIs, em 308 mg/kg. O EMC nas mesmas
doses ndo produziu resultado de inibicdo das contor¢des abdominais. Utilizou-se o método da
formalina para investigar o mecanismo de inibi¢do das contor¢des do EMF e confirmar a auséncia
deste tipo de atividade para o EMC. Na primeira fase, avaliativa da nocicep¢do neurogénica, do
método da formalina os extratos ndo produziram altera¢des no tempo de reagdo, enquanto na segunda
fase (nocicepgdo inflamatoria) do método, o EMC confirmou a auséncia dos efeitos antinociceptivos,
o EMF nas doses de 100, 300 ¢ 1000 mg/kg diminuiu o tempo de reagdo em 96,20+1,96; 97,93+1,94 ¢
98,34+1,44%, respectivamente, apresentando desempenho semelhante a indometacina. Para avaliar as
propriedades anti-inflamatérias do EMF foi conduzido o método da pleurisia induzida por carragenina
para as doses 30, 100 e 300 mg/kg afim de se obter o exsudato, a partir deste avaliou-se a migragao
leucocitaria por contagem na cdmara de Neubauer (EMF e EMC), e quantificagdo do mediador TNFa
por ELISA (EMF), o EMF inibiu a migragdo leucocitaria em 83,16+7,56% e reduziu a quantidade de
TNFa em 70,27+8,00% para a dose de 300 mg/kg, sendo que a inibi¢do de TNFa se mostrou constante
para todas as doses utilizadas, os resultados para as doses de EMC neste método ndo produziram
inibi¢do da migracdo leucocitaria. Na avaliacdo da atividade antiedematogéncia para o EMF utilizou-
se 0 método do edema de pata induzido por carragenina, histamina e serotonina, e este na dose de 300
mg/kg inibiu 0 edema em 58,44+5,08; 46,74+10,00 ¢ 50,96+3,52%, respectivamente.Utilizou-se de
roda giratoria e campo aberto para avaliar-se algum efeito motor ou sobre o sistema nervoso central
para o EMF na dose de 300 mg/kg e o mesmo ndo causou ou demonstrou nenhuma alteracdo motora
ou da atividade exploratdria enquanto o controle positivo diazepam promoveu redugdo de tempo de
permanéncia na roda giratéria em 50,0% e no campo aberto promoveu alteragdes que sugerem um
efeito ansiolitico deste farmaco.Com base nos resultados descritos acima pode-se concluir que o EMF
da Eugenia uvalha possui efeito antinoceptivo e este esta diretamente relacionado ao efeito anti-
inflamatorio semelhante ao da indometacina e antiedematogénico observado para este extrato, com
baixa toxicidade e sem efeitos sobre o sistema nervoso central. Os resultados obtidos no presente
estudo contribuem para explicar que, pelo menos em parte, o uso medicinal de partes da planta em
processos inflamatorios possuem embasamento cientifico devido as atividades anti-nociceptiva,
antiedematogénccas e anti-inflamatdrias aqui demonstradas.

Palavras-chaves: Eugenia UvalhaCambess; extrato metandlico das folhas; antinoceciptivo; anti-
inflamatorio; antiedematogénico
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ABSTRACT

SOUZA, Mirian Eliza Alves de. Evaluation of the anti-inflammatory and antinociceptive
activity of the crude methanolic extracts of Eugenia uvalha Cambess (uvaia). 89p
Dissertation (Master in Physiological Sciences, Pharmacology and Physiology) Institute of
Biological Sciences and Health, Department of Physiological Sciences, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Since remote times, mankind has sought in plants the cure for various evils, this knowledge today is inserted in
the popular use of various plants, among which, in Brazil, stands Eugenia uvalhaCambess out, that is used in the
combat of inflammatory processes among other diseases, serving this empirical process of fuse for this scientific
investigation, it aimed establish the safety of use, anti-inflammatory and antinoceptive effects of methanolic leaf
extracts (MLE) and the stem (MSE). For the experiments were used SwissWebster mice, male and adult,
maintained in compliance with all current standards for animal experiments. In order to determine the safety of
the use, it was used the acute toxicity test (single dose) which showed no toxic effect for the two extracts at the
dose of 1000 mg/kg. To determine the antinociceptive activity, was performed the induced contortion method by
acetic acid to evaluate nociception which doses of 10, 30, 100, 300 and 1000 mg/kg were used, the MLE
inhibited the cumulative contortions, respectively 29.37+3.32; 40.18+10.44; 33.3844.22; 55.12+2.69 and
08.94+3.42%it being possible to determine the DIsy at 308 mg/kg. The MSE at the same doses did not produce
result of inhibition of the abdominal contortions. It was used the formalin method to investigate the mechanism
of inhibition of MLE contortions and to confirm the absence of this type of activity for the EMC. In the first
phase, evaluating of neurogenic nociception, of formalin method, the extracts did not produce changes in the
reaction time, while in the second phase (inflammatory nociception) of the method, the MSE confirmed the
absence of antinociceptive effects, the EMF at doses of 100, 300 and 1000 mg/kg decreases the reaction time by
96.20+1.96; 97.93+1.94 and 98.34+1.44% %, respectively, presenting performance like the indomethacin. To
evaluate the anti-inflammatory properties of EMF, the induced pleurisy method by carrageenan was conducted
for the doses 30, 100 and 300 mg/kg in order to obtain the exudates, from which, the leukocyte migration by
counting in the Neubauer camera (MSE and MLE) was evaluated, and quantification of the TNFa mediator by
ELISA (MLE), the MLE inhibited leukocyte migration in 83.16+7,56% and reduced the amount of TNFa from
70.27£8.00% to the dose of 300 mg/kg, the inhibition of TNFa show itself constant for all the doses used, the
results for EMC doses in this method did not produce inhibition of leukocyte migration.In the evaluation of the
anti-fungence activity for the MLE, it was used the paw edema method induced by carrageenan, histamine and
serotonin, and this at the dose of 300 mg/kg inhibited the edema in 58,44%5,08; 46,74+10,00 and 50,96+3,52%.
It was used a rotating wheel and open field to evaluate some motor effect or central nervous system for the MLE
at the dose of 300 mg/kg and it did not cause or demonstrate any motor or exploratory activity alteration while
the diazepam positive control promoted reduction of the permanency time in the rotating wheel in 50.5% and in
the open field promoted alterations that suggest an anxiolytic effect of this drug.Based on the results described
above, it can be concluded that the MLE of Eugenia uvalha has antinoceptive effect and it is directly related to
the anti-inflammatory effect similar to the indomethacin and antidematogenic observed for this extract, with low
toxicity and no effects on the central nervous system. Therefore, the results obtained in the present study
contribute to explain that, at least in part, the medicinal use of plant parts in inflammatory processes has a
scientific basis due to the anti-nociceptive, anti-nematode and anti-inflammatory activities demonstrated here.

Keywords: Eugenia Uvalha Cambess;Methanolic extract from leaves; Antinoceciptive; Anti-inflammatory;
Antidematogenic
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1 INTRODUCAO

O homem registra a procura ¢ processamento de medicamentos obtidos da natureza
para amenizar seus males desde tempos remotos, como comprovam achados arqueoldgicos
em diversas culturas antigas como as nozes de bétele no Timor e folhas de coca no Equador
(DIAS, 2005). E os registros escritos da biblia cristd como a mirra e alées (Tomazzoni, 2004)
e o papiro de Ebers que segundo Pinto et al. (2002) contém uma cole¢do de mais de 100
doenca com seus respectivos preparos medicamentosos a partir de elementos vegetais e
animais.

Viegas, Bolzani e Barreiro (2006) e Pinto et al. (2002) discutem a evolugdo da
quimica medicinal moderna reconhecendo a grande contribui¢do dos farmacos sintéticos € o
advento da quimica combinatdria que gerou milhdes de novas potencias moléculas, contudo
este processo revelou-se altamente dispendioso e de baixissimo aproveitamento terapéutico
final, o que a partir da década de 2000 motivou a grande industria farmacéutica a redescoberta
principalmente dos vegetais como base para novos farmacos. Barreiro e Bolzani (2009) e
Newman e Gragg (2012) afirmam que as plantas de forma geral desenvolveram ao longo da
evolucdo diversos metabolitos secundarios que lhe garantiram a sobrevivéncia, e este imenso
“laboratorio natural” ja selecionou milhares de moléculas farmacologicamente ativas.

Neste contexto o Brasil destaca-se com sua enorme biodiversidade e potencialidade
para novas descobertas. Tomazzoni (2004) lembra que em terras brasileiras ha disseminado
uso popular medicinal de uma infinidade de vegetais e que ha interesse de aplicag@o por parte
governamental destes na rede basica de saitde, carecendo, contudo de pesquisa que
corroborem, desaprovem ou acrescentem a indicagdo popular dando-lhe seguranca. Este vazio
¢ também corroborado por Viegas, Bolzani ¢ Barreiro (2006) que o justifica por diversos
empecilhos financeiros e estruturais do pais, mas reconhecem a crescente a partir da década
de 1990 dos esforcos de diversos pesquisadores ligados a linhas de pesquisa que envolve a
quimica de produtos naturais.

O reconhecimento que o Brasil detém grande diversidade de flora com potencial
inexplorado ¢ apresentado numericamente e debatido em Tomazzoni (2004) e Viegas, Bolzani
e Barreiro (2006), dentro desta exuberancia destaca-se a familia da Myrtaceaes que conta com

mais de 3.500 representantes e 100 géneros, dentro destes ¢ proeminente a participacdo do



género FEugenia, quer seja pelo nimero de individuos, uso dos frutos como alimento, da
madeira e na medicina popular (ARANTES e MONTEIRO, 2002).

Lamarca et al. (2013) faz um levantamento de trabalhos que relatam o uso do género
Eugénia no Brasil, encontrando emprego em todas as regides do pais. Para a extragdo de
madeira tem-se como exemplo o araca da mata (Eugenia paraensis O. Berg.) e o catigua
(Eugenia neomytifolia Sobral), alimentar como o araca boi (Eugenia stipitata McVauch) e o
cambui (Fugenia arenaria Cambess), ainda ha espécimes utilizados para diversos fins na
medicina popular como a aperta guela (Eugenia livida O. Berg) e a cereja do Rio Grande do
Norte (Eugenia involucrata DC). Podem-se destacar ainda representantes que se prestam aos
trés fatores como a Pitanga (Eugenia uniflora L.) e a Uvaia (Eugenia uvalha Cambess).

Além do uso popular como medicamento diversas Fugenia spp. ja foram alvos de

investigacdes cientificas, como resumido na tabela 1:

Tabela 1 — Levantamento de pesquisas cientificas com o género Eugenia

Atividade
Nome
Nome cientifico Anti-
popular Antibacteriana Antioxidante | Antifiingica
inflamatéria
Uvaia do | beaurepaireana . & @
visconde (Kiaesrkou) Legrand o
Grumixama brasiliensis Lam. X! X' X x*
Baguagu umbelliflora Berg. X' X x*
Pitanga unifloralLam. x>° X’ X’ X
Cagaiteira Dysenterica DC X" o X® X’
Uvaia Uvalha Cambess X! . X" X"

Fonte: Elaborado a partir de: 1 — Benfatti et al. (2010); 2 — Magina et al. (2010); 3 — Magina et al. (2009 A) ; 4 —
Magina et al. (2009 B); 5 — Pessiniet al. (2003); 6 — Voss-Rechet al. (2011); 7 - Costa et al. (2000); 8 — Rocha et
al. (2013);9 - Consolini, Baldini ¢ Amat (1999); 10 - Junqueira et al. (2007); 11 — Ferreira, Ferreira e Corréa
(2015); 12 — Silva et al. (2015);13 — Souza et al. (2013); X — Pesquisa encontrada; -- auséncia de pesquisa
registrada no portal periddico capes até a execucdo da pesquisa em 15 de dezembro de 2016.

A tabela 1, embora nio tenha finalidade de ser uma revisdo fechada sobre o estado da
arte cientifica em relacdo a Eugenia spp., dado a grande quantidade de entes e outras
atividades biologicas ndo exploradas nesta pesquisa, mas sim apresentar que ainda hé lacunas
a serem preenchidas em concordancia com Lamarca (2013), menos de 20% das espécies deste
género foram alvos de algum estudo farmacoldgico. Nota-se ainda que a maioria das
Eugenias apresenta efeito anti-inflamatoério o que corrobora os aspectos populares de uso

levantados por Queiroz et al. (2015) e Lamarca et al. (2013).




A FEugenia uvalha Cambess, conhecida popularmente como uvaia, pode ser
destacada neste cenario conforme o estudo etnofarmacologico de Lamarca et al. (2013) ¢
empregada em todas as regides do Brasil, seja como fonte de alimento, madeira e na
medicinal popular. Albuquerque, Figuéredo e Cerqueira (2012) realizaram uma ampla
pesquisa sobre o uso empirico da espécie,em resumo, aplicada por populares: “como
adstringente e digestivo, seu cha ou infusdo das folhas e cascas tem ag¢do no controle da
hipertensdo, diminuicdo do colesterol e acido urico, emagrecimento, tratamento de HIV,
tumores (cancer), malaria e processos inflamatorios”, os proprios autores ressoam que 0 Uso
tradicional, mesmo que consagrado em certa regido pela dimensdo temporal, carece de
pesquisa cientifica que confirme sua atividade bioldgica, determine sua seguranga ¢ doses de
uso.

Neste contexto, conforme a necessidade alentada por Silva et al. (2015), esta
pesquisa investigou as propriedades da Fugenia uvalha Cambess em relacdo aos processos
inflamatorios agudos, em detrimento das demais indicagdes populares. Katzung et al. (2014)
afirma que a inflamagdo ¢ preocupagdo do homem desde tempos idos, relacionando-a com as
guerras, contusdes e quadros dolorosos, e embora seja uma reacdo de defesa natural do
organismo pode ser em si um problema grave se ndo controlada, e o entendimento dos
mecanismos ndo se encontram plenamente desvendados, estando intimamente relacionada a
outras etiologias de traumas a infecc¢des, que constituem um amplo campo de pesquisa. Ha de
destacar-se o esforco diletante que se empregaria para explorar todos os usos tradicionais no

tempo de duracdo desta investida.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi investigar as atividades anti-inflamatérias e antinociceptiva dos

extratos metanolicos do caule e das folhas da Fugenia uvalha Cambess.

Para alcanga-lo alguns passos foram necessarios e configuraram-se como objetivos

especificos:

Avaliar a toxicidade dos extratos empregando o protocolo de toxicidade
aguda (dose tnica);

Avaliar a atividade antinoceptiva empregando os métodos das contorcdes
acumuladas abdominais acumuladas ¢ formalina;

Avaliar a atividade anti-inflamatoéria através dos métodos da formalina,
pleurisia e edema de pata;

Avaliar a atividade antiedematogénica através do método de edema de pata;
Avaliar a influéncia sobre a atividade locomotora induzida empregando o
método da roda giratoria;

Avaliar a influéncia sobre a atividade locomotora espontinea, medo e
ansiedade, por interferéncia do sistema nervoso central com o método de
campo aberto;

Quantificar o mediador quimico TNF-a, com objetivo de determinar um dos

possiveis mecanismos de agdo anti-inflamatoria.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Eugenia uvalha Cambess

A eugenia uvalha Cambess pertence a familia myrtaceae sendo conhecida
popularmente pelo nome de uvaia ou ubaia, que conforme Ferreira, Ferreira e Corréa (2015)
derivam do tupi iwa 'ya que significa fruto azedo, de acordo com The Plant List (2013) tendo
como principal sindnima Eugenia pyriformis Cambess, sendo o ltimo tdxon em homenagem
ao naturalista e botanico Jacques Cambessedes (1799 — 1863).

Caracteriza-se botanicamente de acordo com Scalon, Scalon Filho e Rigoni (2004)
como uma arvore que tem altura maxima entre seis a trezes metros de altura, possui copa
arredondada, tronco geralmente ereto, entre 30 a 50 centimetros de didmetro. Possui flores
solitarias, de cor branca e floresce do més de agosto a setembro. Os frutos, sdo formados por
drupas globosas de cor amarela, carnosos e justapostos, ainda Justo et al. (2006) acrescenta
que ocorre naturalmente de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, e também ¢ encontrada no
Paraguai e Argentina, sendo utilizada para reflorestamento devido ao seu rapido crescimento e
frutificacdo, sendo possivel seu plantio em outras regides do pais, a figura 1 apresenta registro
fotografico de Emmerich et al. (2014) que ilustram o espécime.

O seu fruto ¢ utilizado para consumo in natura, e de preparos como sucos, geléias e
doces em pastas, a composi¢do fisico-quimica oferece aos produtos boa impressdo gustativa,
olfativa e nutricional, sendo o teor de vitamina C na faixa de 33 a 39,5 mg 100"'g
(GIAROLA, 2011). Sua madeira ¢ dura e densa sendo empregada localmente para carvao,
mourdes e postes (LAMARCA et al. 2013; SCALON, SCALON FILHO e RIGONI, 2004).

Na medicina popular ¢ empregada empiricamente conforme Albuquerque, Figuéredo
e Cerqueira (2012) na forma de chd ou infusdo de suas folhas e cascas para controle da
hipertensdo, diminuicdo do colesterol e acido urico,emagrecimento, potencial de uso no
tratamento da Sindrome da Imunoinsuficiéncia adquirida, tumores, malédria e processos
inflamatorios, Oliveira et al. (2007) também registra em acréscimo no uso nordestino o
tratamento da gripe, febre e disenteria. O uso tradicional conforme Viegas, Bolzani e Barreiro

(2006) servem como sinal para iniciar as pesquisas com critério cientifico, a fim de



estabelecer, a seguranca e as condi¢cdes de uso, bem como identificar o metabolito secundario

responsavel, a fim de replica-lo tornando-o acessivel.

L .
Figura 1 — Caracteristicas morfoanatomicas da Eugenia uvalha Cambess;
(A) Uvaieiras em mata nativa do Municipio de Sdo José do Cerrito, SC (setas). (B) Detalhe da inflorescéncia e
caracteristica das folhas. (C) Tronco avermelhado, liso e caule semi descamante, caracteristico das mirtaceas.
(D) Frutos maduros e amarelados. Fonte: Emmerich et al. (2014).

Seguindo esta trilha e aumentado o foco sobre o possivel uso medicinal da Fugenia
uvalha Cambess, outros pesquisadores registraram pesquisa anteriores que estao resumidas na
tabela 2.

A fim de garantir a seguranga no uso, um dos métodos mais importantes ¢ a
toxicidade, ja que visam aferir qual o grau de seguranga da substancia teste bem como a
letalidade. Silva et al. (2015) empregando o extrato etandlico das folhas empregou bioensaio
de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach apresentando como atdxico até a
concentragdo de 1000pg mL™”, contudo Emmerich et al. (2014) ofertou para consumo in

natura frutos frescos a ovinos registrando letalidade apos o quinto dia de consumo a uma taxa



de 45,85 kg/dia entretanto o exame histopatoldgico e dos niveis enzimaticos ndo revelaram
alteracdes, sendo o quadro clinico indicativo de alteracdo neurologica.

A avaliacdo antimicrobiana empregada por Silva et al. (2015) frente as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Escherichia coli ATCC 8739 apds incubagdo de 24

horas a 37°C mesmo na dose méxima do experimento de 1000 pg mL™" ndo houve indugdo da

propagacao.

Tabela 2 — Estudos anteriores sobre atividade biologica da Eugenia uvalha Cambess

Objetivo Extrato/Parte utilizada Resultado
Avaliar E(ﬁg;:? etanolico — das Nio apresentou toxicidade até a concentragio de 1000 pg mL™
toxicidade Frutos in natura’ Letal ap6s 5 dias com consumo de 45,85 kg/dia
Extrato etanolico das | Staphylococcus aureus ATCC 6538 — ndo houve inibigdo
folhas' Escherichia coli ATCC 8739 — ndo houve inibi¢do
Escherichia coli e Staphylococcus aureuspenicillinase + (7+) —
ndo houve inibigdo
Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Proteus
vulgaris, Staphylococcus 8-, Staphylococcus epidermidis (ATCC
Extrato etandlico de | 12228) e Enterococcus aerogenes (ATCC 27853) — inibida pelo
Avaliaci folhas, frutos e galhos3 extrato folha
valiagdo
antimicrobiana Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Proteus
vulgaris, Staphylococcus 8-, Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Enterococcus aerogenes (ATCC 27853) — inibida pelo
extrato do galho
Bacillus  cereus,  Bacillussubtilis, — Enterococcus  faecalis,
Extrato hidroetanodlico, | Micrococcusluteus,  Staphylococcus — aureus,  Enterobacter
das folhas, fruto, | cloaca,  Escherichiacoli,  Proteusmirabilis,  Pseudomonas
sementes e galhos7 aeruginosa, Salmonellatyphimurium, SerratiaMarcescens- foram
inibidos pelo extrato da folha e nao do caule
Extrato metang) lico da Houve inibigdo de 70,68+0,95% dos radicais livres
casca do tronco
Avaliagio In vitro — inibigdo c~1e 92% 4 4
antioxidante Suco do fruto’ In vi\/.o - r§dug:a0 s1gn1ﬁcat1va . (p<0,05)‘ nos marcadores
sulfidrilas totais, de substancias reativas ao acido tiobarbitarico e
proteina carbonilada
Suco do fruto In vitro — redugao de 83%

Fonte: elaborado a partir de: 1 — Silva et al. (2015); 2 — Emmerich et al. (2014); 3 — Ferreira, Ferreira e Corréa
(2015); 4 - Lima (2011); 5 - Lopes (2014); 6 — Pereira et al. (2012); 7 — Chavasco et al. (2014)

Ferreira, Ferreira e Corréa (2015) também analisaram a atividade do crescimento
antimicrobiana utilizando trés extratos etandlico do fruto, folha e galhos, utilizaram método
de microdilui¢do e cultura na dose de 1mg/mL, confirmando ¢ ampliando o resultado de
Chavasco et al. (2014) n3o ocorrendo inibicdo da Escherichia coli e Staphylococcus
aureuspenicillinase + (7+), contudo o extrato do fruto conseguiu inibir o crescimento da
colonia dos microorganismos Bacilus subtilis, Proteus vulgaris ¢ a Enterococcus aerogenes

(ATCC 27853), para a folha Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Proteus
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vulgaris, Staphylococcus 8-, Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Enterococcus
aerogenes (ATCC 27853) e os galhos Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC
14458), Proteus vulgaris, Staphylococcus 8-, Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Enterococcus aerogenes (ATCC 27853).

Chavasco et al. (2014) realizou experimento com extrato hidroetandlico das folhas,
caule, semente ¢ fruto. Houve inibicdo do crescimento dos Bacilus cereus, Bacilus subtilis,
Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterobactercloaca,
Escherichiacoli, Proteus mirabilis, Pseudomonasaeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia Marcescenscom o emprego da folha ndo registrando nenhum efeito do caule para
esta selec@o de microorganismos.

Embora com principios de extratos diferentes verifica-se que o microrganismo
Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus foram inibidos tantos na pesquisa de Chavasco et al.
(2014) quanto em Ferreira, Ferreira e Corréa (2015). A Escherichia coli foi inibida em
Chavasco et al. (2014) e, mas ndo nos estudos de Ferreira, Ferreira e Corréa (2015) e Silva et
al. (2015), sendo este autor também discordante para o Staphylococcus aureus, tais
divergéncias podem ter origem na forma de extragao.

Ferreira, Ferreira e Corréa (2015) especulam que o resultado pode ser devido a
presenga do limoneno que conforme Mardstica Jinior e Pastore (2006) sdo um 6leo essencial
(terpeno) comum a mais de 300 espécies vegetais que os protegem contra-ataques
microbianos. Ja4 Chavasco et al. (2014) atribuem tal efeito a presenca de taninos, saponinas,
flavonoides e alcaldides, estes dois tltimos segundo Haminiuk et al. (2012) possuem uma
concentragdo cerca 80% maior em extratos de base hidroetanolica (na razdo 1:1) do que as
que utilizam base de etanol absoluto, o que concorda com resultados para outras plantas
tropicais conforme levantamento realizado pelo autor. Em complemento Lima et al. (2010)
isolou germacreno D e a-muroleno que sdo potentes agentes antimicrobianos para bactérias
gram-positivas, presentes nos extratos.

A atividade antioxidante foi avaliada por Lima (2011), empregando o método de
atividade sequestrante de radicais livres que simula as espécies reativas ao oxigénio (ERO)
sendo o radical livre o DDPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina), utilizando extrato metanoélico da
casca do tronco em concentragdes variando de 25 a 250 pg/mL, obtendo uma inibigdo para a
dose maxima de 70,68+0,95%.

Lopes (2014) avaliou o efeito do suco da Eugenia Uvalha Cambess sobre o estresse

oxidativo em ratas com dieta hipercolesterémica, no teste in vitro primeiro aplicou o método



DDPH aplicado também por Lima (2011), obtendo resultado de 92% de inibi¢do para a dose
de 10 mL/mL, também Pereira et al. (2012) realizou o mesmo teste comparando a uvaia com
outras duas espécies de mirtaceas a goiaba amarela e a guabiroba atribuindo estes efeitos aos
seus altos teores de carotenodides (percursores da vitamina A; 909,33 pg/g) e vitamina A
(37,83 ng/g), in vivo foram avaliados concentragdes séricas de sulfidrilas totais (capacidade
antioxidante) e proteina carbonilada (dano oxidativo) que sdo considerados marcadores do
estresse oxidativo onde foram observadas redugdes significativas com p < 0,05.

Lima et al. (2010) ja alertava para o possivel uso terapéutico da Eugenia Uvalha,pois
a partir do 6leo essencial extraido das folhas, isolou o E-cariofileno substancia com efeito
anti-inflamatorio ja comprovado registrado também na Cordia verbenecea que ja possui uso
comercial. Haminiuk et al. (2012) destacam a presenga pronunciada do acido gilico e a
quercetina, ambos acidos fendlicos com concentracdes respectivas de 255,91 e 58,31 mg/kg
no extrato metanodlico. O acido galico e a quercetina tiveram seu efeito anti-inflamatério

comprovado por Kroes et al. (1992)

3.2 Inflamacéao

A inflamag¢do e a busca por seu tratamento sdo registradas desde as pinturas
rupestres, placas de argilas em achados arqueoldgicos pertencentes aos sumérios (5000 a.C.) e
o papiro de Erbs (1500 a.C) descrevem e prescrevem rituais “médicos-magicos” envolvendo
extratos de plantas e animais para o tratamento. Pode-se notar que o interesse cientifico sobre
o processo inflamatorio é remoto e coube ao médico romano Cornelius Celsus (42 a.C) a
descri¢do dos 4 sinais cardeais: Signa inflammationis quatror sunt: Rubor et Tumor, cum
Calor et Dolor— rubor, tumor, calor e dor cuja a documentacio foi redescoberta pelo papa
Nicolas V em 1443, Virchow em 1871 acrescentou o quinto sinal cardinal como a perda de
funcdo do tecido afetado (LUENGO, 2005; VASCONCELOS, 2000).

A infamagdo conforme Kumar et al. (2010) ¢ uma rea¢do complexa em tecidos que
consiste principalmente nas respostas dos vasos sanguineos e leucdcitos, tendo como objetivo
a eliminagdo do agente agressor ou de células necrdticas, que tem como representacio
sintomatica os cinco sinais cardinais, sendo os quatro primeiros ilustrados na figura 2, que
enfatiza também os fatores iniciantes da resposta. Assim, a resposta inflamatdria argumenta
Rang et al. (2011), constitui um mecanismo de defesa e ndo uma doenca em si, o que,

portanto, a principio seria salutar ao hospedeiro, contudo quando ndo controlada ou



inapropriadamente direcionada pode ser causa de injiria e doenga, entdo o tratamento
medicamentoso concentra-se em aliviar os sintomas e preservar a funcdo e em segundo plano

deter ou retardar a lesdo tecidual (KATZUNG et al., 2014).

Lesdo de um tecido por agentes fisicos, guimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilatacao Aumento da Quimiotaxia  Resposta sistémica
- pgrmea hi_:ldade
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Figura 2 — Respostas desencadeadas pelo processo inflamatorio;
Fonte: Felipini (2013)

Sob o critério da temporalidade e caracteristicas histopatologicas a inflamagdo ¢
subdivida em aguda e cronica. A primeira caracteriza-se por uma rapida resposta do
hospedeiro servindo para levar leucdcitos e proteinas do plasma, tais como anticorpos, para o
local da infecgdo ou tecido injuriado. A cronica tem duracdo prolongada (semanas a meses), a
injuria tecidual e tentativas de reparo coexistem em diferentes combinacdes (KUMAR et al.,
2010).

Conforme Abbas, Lichtman e Pillai (2015) os principais estimulos iniciais a
inflamacgdo geralmente sdo: a infecgdes, necrose tecidual, corpo estanho e reagdes imunes,
contudo ha outras causas de menor frequéncia. Embora haja diversas causas as sequéncias dos
eventos e os aspectos morfologicos permanecem conservados: vasodilatagdo, permeabilidade
vascular aumentada, dor e extravasamento leucocitario.

Conforme Kumar et al. (2010) a vasodilatagdo ¢ uma das primeiras manifestagcdes
observada, durando alguns segundos, sendo este o principal responsavel pelo rubor e aumento
de calor local, este evento ¢ mediado, notavelmente, pela histamina e o 6xido nitrico (NO), no

musculo liso vascular. A permeabilidade vascular aumentada segue a vasodilatagdo
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imediatamente, leva ao escape de exsudato rico em proteinas para dentro do tecido
extravascular, causando o edema, os principais mecanismos envolvidos neste processo sdo
trés, conforme Kumar et al. (2010), Hammer e McPhee (2014) ¢ Ren-Smith e Church (2015):

1 — Contracdo das células endoteliais que resulta em espacgos interendoteliais
aumentados, sendo elicitado por histamina, bradicinina, leucotrienos, neuropeptidios, e
substancia P e outros. Usualmente dura de 15 a 30 minutos, mas em injurias brandas (como na
queimadura por sol) inicia-se tardiamente e podem durar varias horas.

2 — Injuria endotelial, resultando em necrose da célula endotelial e desprendimento,
ocorre em traumas ou microbios que alcangam as células endoteliais, inicia-se logo apods a
injuria e ¢ mantido por horas até que vasos sejam trombosados ou reparados.

3 — Transporte aumentado de fluido e proteinas — transcitose — através da célula
endotelial, este processo envolve canais constituido de vesiculas localizados préximo as
juncdes intercelulares.

A dor inicia-se principalmente pela compressdo das terminagdes nervosas pelo
edema formado, além de obviamente das ligacdes diretas com o trauma originario. A sensacao
dolorosa pode ser amplificada e gerada, principalmente, pelos mediadores prostaglandinas e
bradicinina.

O extravasamento refere-se a transferéncia dos leucécitos da luz dos vasos para o
tecido intersticial, podendo ser divido em trés passos e s@o responsaveis pela perda de fungao
do tecido, aqui apresentado em resumo para mais detalhes ver Kumar et al. (2010) e Abbas,
Lichtman e Pillai (2015), conforme ilustra a figura 3:

1 — Na luz: marginagdo, rolamento e adesdo ao endotélio — Normalmente os
leucocitos circulam na parte central do sangue, mas devido ao fluxo sanguineo mais lento na
regido da inflamacdo ha alteragdes nas condicdes hemodinamicas e cisalham na parede do
vaso ocorrendo a marginagdo. Inicialmente, individualmente e posteriormente em fila os
leucocitos aderem transitoriamente ao endotélio, se desligam e ligam novamente, rolando
assim na parede do vaso. Finalmente os leucdcitos se aderem firmemente. Esta adesdo dos
leucocitos € mediada por moléculas de adesdo, cuja a expressdo ¢ aumentada por citocinas
secretadas nos tecidos em resposta ao agente injuriante, garantido o recrutamento para area
afetada. A fase de rolamento ¢ mediada pelas selectinas que podem ser expressas pelos
leucocitos (L-selectinas), no endotélio (E-selectinas) e por plaquetas e no endotélio (P-
selectina). Principalmente os macrdéfagos e mastdcitos que entram em contato com o0s

microbios ou tecidos mortos secretando varias citocinas, dentre elas o fator de necrose

11



tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1) que induzem a expressdo endotelial de ligantes de
integrinas no leucécito. No endotélio a Molécula-1 de adesdo vascular (VCAM-1) e molécula-

1 de ades@o intercelular (ICAM-1) (figura 3 — etapa 1).

Ativacao da integrina Migracéo através

Rolamento pelas quimiocinas Adeséo estavel do endotélio
Leucdcito 1}\— Glicoproteina Sialil-Lewis X modificada
G.j i }3,— Integrina (estado de baixa afinidade)
L
s Integrina
— (estado de alta afinidade)

Ligante de

® Proteoglicano integrina (ICAM-1)
o 9 éq ®
Quimiocinas ®
Citocinas Macréfago
(TNF, IL-1) com micrébios

Fibrina e fibronectina
(matriz extracelular)

Figura 3 - Processo com miltiplas etapas da migragao de neutréfilos ao logo dos vasos sanguineos

Primeiro os leucdcitos rolam, entdo se tornam ativados e aderem ao endotélio, entdo transmigram pelo endotélio,
penetrando na membrana basal e migrando em direcdo aos quimioatraentes liberados na fonte da injuria.
Diferentes moléculas tém papéis predominantes em diferentes fases desse processo — selectinas na rolagem;
quimiocinas (usualmente mostradas ligadas aos proteoglicanos) nos neutr6filos ativados para aumentar a avidez
das integrinas em firme adesdo e CD31 (PECAM-1) na transmigracdo. Os neutr6filos expressam baixos niveis
de L-selectinas; eles se ligam as células endoteliais predominantemente via P- e E-selectinas. Icam-1, molécula 1
de adesao intercelular; TNF, Fator de necrose tumoral. 1- Na luz: marginagao, rolamento e adesdo ao endotélio;
2 - Migragdo através do endotélio e parede do vaso; 3 - Migragdo nos tecidos em diregdo aos estimulos
quimiotaticos; Fonte: adaptado de Kumar et al. (2010);

2 — Migragdo através do endotélio e parede do vaso — conhecida como transmigragao
ou diapedese — ocorre principalmente nas vénulas pds-capilares, onde quimiocinas estimulam
a migra¢do através do espago interendoteliais, em direcdo ao grande quimiotatico, dado que as
quimiocinas se acumulam por extravasamento no local que o agente flogistico esta atuante.
Virios mediadores quimicos estdo envolvidos neste processo, também se destaca neste
processo a imunoglobulina PECAM-1 (molécula de adesdo de célula endotelial e plaqueta)
(figura 3 — Etapa 2).

3 — Migracdo nos tecidos em direcdo aos estimulos quimiotaticos — apos sair da
circulagdo os leucocitos migram para o local da injlria, pelo processo de quimiotaxia. Ha

substancias tanto exodgenas como endogena que podem agir como quimioatraentes. Os
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exodgenos mais comuns sdo produtos bacterianos, os endoégenos podem ser subdivididos em
trés categorias: (A) citocinas, em particular da familia das quimiocinas, como a Interleucina -8
— IL-8; (B) componentes do sistema complementos, particularmente C5a (fragmento do
componente complemento C5) e (C) metabolitos do acido araquidonico (AA) principalmente
o leucotrieno B4 (LTBy) (figura 3 — Etapa 3).

Conforme Ren-Smith e Church (2015) os leucocitos, principalmente os neutrofilos
(nas primeiras 6 a 24 horas) e monocitos (24 a 48 horas), ao chegarem ao local da inflamacao
reconhecem o agente agressor, € liberam sinais que ativam outros leucdcitos para ingerir e
destruir o agente iniciante da resposta inflamatoéria, bem como a amplificagdo da reagao.

Conforme Kumar et al. (2010), Hammer e McPhee (2014) e Ren-Smith e Church
(2015) o passo final para eliminagdo de células necroticas ou do agente infecioso e sua morte
e/ou degradagdo. Deve-se principalmente as espécies reativas de oxigénio (ERO), que em
organelas proprias culminam em liberacdo de peroxido de hidrogénio (H»O;), hipoclorito
(OCY) e radicais livres de hidroxila (OH") e as espécies reativas denitrogénio por reacdo do
oxido nitrico (NO) liberam um radical livre altamente reativo, o peroxinitrito (ONOQO"). Ha
ainda participacdo de outras substincias como a elatase, defensinas e lactoferrina dentre
outras, que podem ter suas agdes superpostas.

Portanto o processo inflamatério e a consequente liberacdo de produtos pelos
leucocitos, sdo um potente mecanismo de defesa do organismo, contudo podem ser causa de
injuria a células normais Kumaret al. (2010) e Hammer e McPhee (2014), como: (A) no dano
colateral que ocorre por ataque a tecidos adjacentes, como no caso de infec¢des de dificil
resolucdo como a tuberculose e certas doengas virais, (B) por direcionamento inapropriado
contra tecidos do hospedeiro como ocorre em certas doencas autoimunes, ¢ (C) reagdes
exacerbadas contra substancias do ambiente usualmente inofensivas, enquadrando-se neste
computo as doengas alérgicas.

Como os danos ao organismo sdo potenciais, ¢ previsivel que haja um controle firme
para minimizar qualquer dano. A inflamacdo cede porque os mediadores quimicos sdo
produzidos em grandes picos tendo meia-vida curta conforme Rang et al.(2011) e Katzung et
al., (2014) e os leucocitos sofrem apoptose em poucas horas fora do leito vascular, segundo
Abbas, Lichtman e Pillai (2015). Contudo conforme o processo de inflamagdo avanga,
também dispara uma variedade de sinais de parada como por exemplo na mudanca do
metabolito do acido araquidonico produzido (lipoxina), liberacdo de citocinas anti-

inflamatérias como a IL-10 (KUMAR et al., 2010).

13



3.2.2 Mediadores quimicos

A sequéncia de eventos que ocorrem na inflamacao sdo iniciados e coordenados por
uma série de mediadores ndo completamente compreendidos, contudo conforme Kumar et al.
(2010) ha cinco principios gerais compartilhados:

(A)Mediadores sao gerados a partir de células ou de proteinas plasmaticas — ocorre
liberagdo por exocitose do granulo (p. ex. histamina nos granulos dos
mastocitos), ¢ no plasma e estdo presentes na circulagdo e para adquirir
propriedades biologicas devem passar por clivagem proteoliticas (p. ex. cininas);

(B) Mediadores ativos sdo produzidos em resposta a varios estimulos — podem incluir
produtos microbianos, células necréticas, proteinas do sistema complemento,
dentre outros estimulos;

(C) Um mediador pode estimular a liberagdo de outros mediadores — p. ex. a citocina
IL-1 age estimulando a producdo de outra citocina o TNF;

(D)Os mediadores variam em seus alcances de alvos celulares;

(E) Uma vez ativados e liberados da célula, a maioria desses mediadores tem curta
meia-vida — p. ex. os metabolitos do acido araquidonico decaem rapidamente ou
sdo inativados como no caso da bradicinina ¢ inativada por cininases.

Os principais mediadores podem ser agrupados em dois grandes grupos segundo
Hammer e McPhee (2014) os (1) derivados de células sdo: as aminas vasoativas, 0s
metabolitos do acido araquiddnico (AA) também chamados de eicosanoide, o fator ativador
de plaquetas, as espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico, citocinas; (2) e os derivados de

proteinas plasmaticas: sistema complemento, sistema da coagulacdo e das cininas.
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3.2.3 Metabolitos do Acido Araquiddnico (AA)

O AA ¢é um 4cido graxo que ¢ derivado de fontes da dieta ou pela conversao do acido
linoleico, e geralmente ¢ esterificado na membrana fosfolipidica. Como ilustra a figura 4,

quando sinais fisicos ou biologicos ativam as fosfolipases que liberam 0 AA da membrana.

Fosfolipidios da
membrana celular

..... » . Fosfolipases J

Esteroides inibem

Out
ACIDO ARAQUIDONICO - ,U = » HPETEs » HETESs
/ \ lipoxigenases
Inibidores da COX-1 e COX-2, E—_ Sp——
aspirina, indometacina inibem.-xnb Eflo—oxigena:gg_ ) 3 _f:lipoxigen_a;ﬁ_?_)
Prostaglandina G, (PGG,) I 5-HPETE » 5-HETE
o e I
_12-lipoxigenase /;J l Quimiotaxia
Prostaglandina Hz (PGH.) S T

Leucotrieno A, (LTA,) —— Leucotrieno B,
+ * * (LTBy)
Prostaciclina Tromboxano A, Leucotrieno Cy4 (LTC,) P
(PGIy) (TXA,) Broncoespasmo
Causa Causa - Leucotrieno Dy (LTD,) Permeabilidade
. - vasoconstricao, vascular
vasodilatagao,
inibe a agregacao i : aumentada
| t'g ; agregagao Leucotrieno E, (LTE,)
FRSuERTA plaguetaria
; l Lipoxina A; Lipoxina B,
PGD, PGE, (LXA,) (LXB,)

Inibem a adesao e
quimiotaxia dos neutréfilos

Vasodilatagao
Permeabilidade vascular aumentada

Figura 4 — Geragio de metabolitos do Acido Araquidénico

Os alvos moleculares das agdes de alguns farmacos anti-inflamatorios sdo indicados por um X vermelho. Os
agentes que inibem a produgdo de leucotrienos pela inibigdo da S-lipoxigenase (p. ex. Zileuton) ou bloqueiam os
receptores de leucotrienos (p. ex. Montelucast) ndo sdo mostrados. COX, ciclo-oxigenase; HETE, acido
hidroxieicosatetraenoico; HPETE, acido hidroperoxieicosatetraenoico. Fonte: Kumar et al. (2010).

Ap0s a liberagdo do acido araquidonico, duas principais enzimas agem no citoplasma
para formar os derivados: (1) a ciclo-oxigenase responsavel pelas prostanodides e (2)
lipoxigenases ligadas a producdo de leucotrienos e lipoxinas.

As prostaglandinas s3o produzidas principalmente em mastocitos, macrofagos e
células endoteliais, sendo geradas principalmente pelas acdes da cicloxigenase 1 — COX-1 —e
a enzima induzida COX-2. As prostaglandinas (P) foram nomeadas conforme suas
caracteristicas estruturais, seguida pela letra G devido a via de acionamento dos receptores

pela proteina G conforme Ricciotti e FitzGerald (2011) e por um niimero subscrito que indica
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o numero de duplas ligacdes no composto (p. ex. PGE;) e os tromboxanos. A tabela 3
apresenta os principais derivados pela agdo das cicloxigenases na inflamacao segundo Kumar

et al. (2010) e Katzung et al. (2014) e seus efeitos biologicos na inflamacao.

Tabela 3 — Prostaglandina e seus efeitos biologicos na inflamagao

Prostaglandina Efeito biolégico na inflamacéo

tpermeabilidade vascular>®
tinfiltragdo de leucocitos?
1 hiperalgesia®

PGE, Causa vasodilatagdo"*>*
Causa Febre®
Dor®
Tpermeabilidade vascular?
tinfiltragdo de leucocitos?
PGI, 45

Causa vasodilatacdo ¢ edema"
Inibe a agrega¢do plaquetaria!

tinfiltragdo de eosinofilos?
PGD, Tquimiotaxia de linfocitos?
Tbiossintese de leucotrienos

Estimula a contragdo do musculo liso inclusive de pequenas arteriolas!
PGF,, Participa da dor e edema’
Sua presenga pode iniciar a inflamagio aguda’

tinteragdo entre os leucécitos e plaquetas?
TXA, Tvasocons'crig:?102’4
Agente plaquetario!

Fonte: Elaborado a partir de: 1- Kumar et al. (2010); 2 - Katzung et al. (2014);3 - Chizzolini ¢ Brembilla (2009);
4 - Gryglewski, Dembinska e Korbut (1978); 5 — Ricciotti e FitzGerald (2011); 6 - Ren-Smith e Church (2015)

Na figura 4 destaca-se o local de acdo dos inibidores da COX-1 ¢ COX-2,
conhecidos como anti-inflamatérios nao esteroidais — AINE. O mecanismo de acdo destes
farmacos segundo Katzung et al. (2014) ¢ a inibi¢do da biossintese de prostaglandinas,
contudo had possiveis mecanismos adicionais incluindo a inibi¢do da quimiotaxia, a
infrarregulacdo da IL-1 e a produg@o diminuida de radicais livres. Tradicionalmente COX-1
tende a ser classificada como constitutiva enquanto a COX-2 ¢ induzida durante a resposta
inflamatoria, o que levou ao desenvolvimento de farmacos seletivos a esta segunda isoforma
com intencdo de evitar os efeitos toxicos, principalmente gastricos e renais dos AINE.
Contudo Ray et al. (2002) mostrou que o uso trazia risco cardiovasculares e
cerebrovasculares, estes fatos levaram a Kumar et al. (2010) a elaboragdo da hipdtese que a
COX-2 também tem papel constitutivo.

O AA também ¢ alvo das enzimas lipoxigenases, esta via ¢ responsavel pela
producdo de leucotrienos e lipoxinas conforme Kumar et al. (2010) e Katzung et al. (2014). A
S-lipoxigenase converte o AA em acido 5-hidroperoxieicosatraenoico (5-HPETE), deste

deriva-se o leucotrieno A4 (LTA4) que ¢é percursor dos demais leucotrienos ¢ o acido 5-
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hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), processo ilustrado na tabela 4 que também contém a via
das lipoxinas. O 5-HPETE pode ser convertido pela 12-lipoxigenase dando origem as
lipoxinas, que predominantemente possuem ag¢do anti-inflamatéria inibindo a quimiotaxia, a
adesdo e outros componentes celulares da inflamac¢do. A tabela 4 apresenta uma sintese dos

principais metabdlitos da via da lipoxigenase e seus efeitos no processo inflamatdrio

Tabela 4 — Via da lipoxigenase ¢ as principais agdes na inflamagao

Eicosanoide Principais acdes na inflamacio
5-HETE Quimiotatico para neutr6filos'
Quimiotatico”
Ativagio de neutrdfilos, mondcitos e eosinéfilos®
LTB, x i al3
L - tadesdo celular ao endotélio
eucotrienos 1Geragio de ERO
LTC -
! 1 Vasoconstricgao'
LTD, 1Permeabilidade vascular!
LTE,4
.. LXA, l quimiotaxial’2
Lipoxinas LXB, | adesdo'?

Fonte: elaborado a partir de 1- Kumar et al. (2010); 2 — Serhan, Chiang ¢ Van Dyke (2008); 3 — Crooks e
Stockley (1998). LTC,, Leucotrieno C,4; LTDy, Leucotrieno D4; LTE4, Leucotrieno E;; LXAy, Lipoxina Ay
LXB4, Lipoxina B,

Serhan, Chiang e Van Dyke (2008) detectam que existe uma relacdo
proporcionalmente inversa entre a producdo de lipoxina e leucotrienos, sugerindo que pode
haver uma relagdo de regulacdo negativa enddgena e que pode ter papel central na resolugdo
da inflamacao.

Retornando a figura 4, pode-se observar em esquema o local de acdo dos esteroides
inibidores das fosfolipases, conhecidos como corticosteroides como afirma Katzung et al.
(2014), que reduzem radicalmente toda geracdo de metabolitos do AA e também sdo
utilizados como imunossupressores, dado que inibem as fun¢des dos macrofagos teciduais e
outras células apresentadoras de antigenos, e ainda podem provocar vasoconstricao e diminuir
a permeabilidade.

As prostaciclinas, tromboxanos, ¢ leucotrienos ndo tem agdo somente na resposta
inflamatoria, participando de diversos processos fisiologicos, como no musculo liso vascular,
no trato gastrintestinal, nas vias respiratorias, no sistema reprodutor, nas plaquetas, rins dentre
outros 6rgdos, uma revisdo completa é encontrada em Katzung et al. (2014).

Embora ndo indicado na figura 4, a via da lipoxigenase também pode ser alvo de
inibi¢do, dado que os AINE ndo a afetam, ¢ em caso como o da asma estdo mais presentes 0s
leucotrienos conforme Kumar et al. (2010). Ainda de acordo com Katzung et al. (2014) uma

estratégia emergente para controle dos processos inflamatdrios € a via dietética dado que o
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acido araquidonico deriva em sua maior parte dos acidos linoleico e a-linoleico, pode-se
introduzir o acido eicosapentaenoico e docosaexaenoico, conhecidos popularmente como
omega-3, o que diminui a disponibilidade de AA para a formagdo da cadeia de reacdo,
Serhan, Chiang e Van Dyke (2008) ainda acrescentam que sdo excelentes substratos para a

produgdo de produtos lipidicos anti-inflamatorios como as resolvinas e protectinas.

3.2.4 Histamina e Serotonina

A histamina e a serotonina sdo denominadas aminas vasoativas pois tém importantes
acoOes nos vasos sanguineos conforme Kumar et al. (2010), encontrando-se pré-formadas nas
células estando entre os primeiros a serem liberados no processo inflamatorio, lesdo tecidual e
reacOes alérgicas donde deriva-se a importancia do seu estudo (AIRES, 2013).

A maior parte da histamina tecidual ¢ sequestrada em vesiculas nos mastocitos e
basofilos, e nesta forma é biologicamente inativa, contudo varios estimulos quimicos e
mecanicos podem estimular sua liberagdo permitindo a amina livre exercicio no tecido
circundante, de forma interessante os mastocitos estdo presentes de forma mais numerosa em
locais onde a lesdo ¢ potencialmente mais facil segundo Katzung et al. (2014) como boca,
nariz e pés, Rang et al. (2011) grifa a intensidade que sdo encontradas no pulmio e vias
aéreas, donde segundo Benly (2015) dar-se a importancia nos processos alérgicos.

Conforme Kumar et al. (2010) e Rang et al. (2011) a histamina apds um estimulo
mecanico ou quimico ¢ liberada e provoca vasodilatagdo local, atracdo quimiotatica, aumento
da permeabilidade vascular, edema e contragdo do musculo liso, Gutzmer et al. (2005)
acrescenta que a amina atua em quatro receptores acoplados a proteina G até agora
identificados (H;, H,, H3 e Hy . receptor de histamina 1, 2, 3 e 4) e todos estdo associados ao
processo inflamatdrio.Benly (2015) enfatiza e inclui o papel fundamental também em muitos
processos alérgicos, neste caso a principal fonte de histamina sdo os mastocitos, a reagdo varia
de acordo com a dose e do grau de sensibilizagdo prévia ao alérgeno, a via exposta (local
versus sistémica) e do local de exposi¢do (inalados, cutaneos, dentre outros). De forma
paradoxal Rang et al. (2011) discute que embora haja diversas evidéncias da participacdo na
inflamagdo os antagonistas H; tem pouco efeito sobre a inflamagao aguda.

No organismo ha também histamina ndo leucocitaria, e pode ser encontrada em
diversos tecidos como no cérebro onde atua como neurotransmissor de diversas funcoes tais

como controle neuroendodcrino, regulagdo cardiovascular, termorregulagdo, regulagdo do peso
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corporal, sono e vigilia. Em humanos ainda desempenha outras agdes como o estimulo da
secrecdo gastrica, estimulo cardiaco e contragdo da maioria dos musculos lisos, exceto em
vasos sanguineos (KATZUNG et al., 2014; RANG et al., 2011; KUMAR et al., 2010; AIRES,
2011).

A serotonina ou S5-hidroxitriptamina (5-HT) também ¢ uma amina atuante na
inflamacdo que conforme Kumar et al. (2010) a similaridade da histamina ¢ um mediador
vasoativo pré-formado, ap6s uma lesdo tecidual ocorre liberagdo da 5-HT plaquetaria.

Segundo Shajib e Khan (2015) a 5-HT ficou amplamente conhecida por seu papel no
sistema nervoso central, contudo 95% esta presente na periferia e nas células enterocromafins
residentes no intestino que sdo a fonte primaria para as plaquetas, que nao a produzem, a
captando na corrente sanguinea com auxilio da SERT — sodium-dependent serotonin
transporter— transportador de serotonina dependente de sddio, sendo entdo armazenada em
vesiculas proprias (BERTRAND e BERTRAND, 2010).

Fidalgo, Ivanov e Wood (2012) identificaram a expressdo de receptores para
serotonina (5-HTR1, 5-HTR2, SHTR3, 5-HTR4 ¢ 5-HTR7) em células do sistema imune, em
especial nos mondcitos, mastocitos, neutrofilos, que segundo Shajib e Khan (2015) podem
estar ligados a quimiotaxia e em especial a liberagdo de outros mediadores do processo
inflamatorio, ¢ interessante notar que os receptores 5-HTRS5 e 5-HTR6 predominantes no
sistema nervoso central ainda ndo foram identificados em células de defesa.

Katzung et al. (2014) registra que a 5-HT causa vasodilatagdo, estimulacdo de
terminagdes nervosas nociceptivas, adicionalmente Shajib e Khan (2015) também registram a
quimiotaxia e promog¢do da liberacdo de diversos outros mediadores como interleucinas e
interferonas cujo o mecanismo subjacente ainda ndo foi desvendado. Antagonistas seletivos
para diversos modelos inflamatdrio estdo em teste com resultados de mitigac@o ou inibigdo do
processo inflamatorio.Kim et al. (2013) utilizou o antagonista para 5-HTR7 para a doenca
inflamatoria intestinal obtendo redugdo de mediadores e achados histopatologicos
significativos em camundongos e Bai et al. (2013) utilizou inibidor da triptofano hidroxilase
(percursor da serotonina) que levou a supressdao da expressdo das IL-8 e do fator de necrose
tumoral o (TNFa).

Além da atuagdo como mediador na resposta inflamatodria a serotonina, também tem
efeitos e importdncia no sistema nervoso onde atua como neurotransmissor, no sistema
respiratério — estimula o musculo liso bronquiolar, no cardiovascular - contracdo da

musculatura lisa e dilatacdo da esquelética, no trato gastrintestinal — aumento do ténus e
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facilitando a peristalse, no musculo esquelético - o seu papel ainda nao foi elucidado contudo
esta associada a sindrome serotoninérgica, € no globo ocular — onde antagonista reduzem a
pressdo intraocular em casos de glaucoma, como lista e apresenta Katzung et al. (2014).
Conforme Ogonowski et al. (1997) a histamina e a serotonina, possivelmente por se
tratarem de aminas pré-formadas, atuam na primeira linha de defesa do organismo,
manifestando-se na fase inicial da inflamacdo aguda, geralmente entre os 60 a 90 minutos

apos a interagcdo com o elemento flogistico.

3.2.5 Outros mediadores inflamatorios

A robustez e a complexidade da resposta inflamatéria envolvem outros mediadores
quimicos que ndo somente os derivados do AA, a histamina e a serotonina. Aqui tratados em
conjunto por delineamento da pesquisa, ja que suas importancias e participagdes podem ser
equivalentes ou superiores no mecanismo discutido, resumidos na tabela 5.

O fator de ativador de plaquetas — PAF ou AGEPC (acetil-gliceril-éter-
fosforilcolina), foi inicialmente assim denominado pois em sua descoberta creditava-se a ele
somente a a¢do na agregacao plaquetaria, contudo agora ¢ conhecido por multiplos efeitos na
inflamag¢ao conforme Kumar et al. (2010). De acordo com Balestrieri et al. (2003) ¢
sintetizado principalmente em plaquetas, granuldcitos, mondcitos, macrofogos, e células
endoteliais e também em células de diversos 6rgdos como nos rins, a sua biossintese
conforme os estudos de Camussi, Tetta ¢ Baglioni (1990) ocorre com mediacdo da fosfolipase
A2 comumente sobre o acido graxo fosfatidilcolina.

Para Kumar et al. (2010), Rang et al. (2011), Balestrieri et al. (2003) e Camussi,
Tetta e Baglioni (1990), o PAF em concentragdes tio baixas quanto 10" mols causa
vasoconstricdo e broncoconstricdo, em concentragdes maiores induz a vasodilatagdo ¢
aumento da permeabilidade vascular, sendo 100 a 10.000 vezes mais potente do que a
histamina. Promove quimiotaxia de neutrofilos, mondcitos e eosinofilos e auxilia na adesdo
ao endotélio, produz hiperalgesia ¢ induz a producdo de radicais livres de oxigénio, ainda tem
capacidade de induzir a producdo eicosanoides e TXA.

O PAF em niveis muito baixos quando 10 nMol tem fungdes fisioldgicas
importantes, no sistema nervoso central atua na formacao da memoria e modula o potencial de
acdo de longa duracdo, aumentando a plasticidade neuronal (Toscano, 2016), e embora ndo

seja o principal responsavel conforme Frenkel, Muguruma e Johnston (1996) atua na
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maturagdo pulmonar fetal, iniciacdo e manuten¢do do parto, e complicagdes associadas com o
parto prematuro.

Ao oxido nitrico (NO) inicialmente foi a atribuido somente a funcao de vasodilator
das células endoteliais, contudo sabe-se atualmente que também ¢ produzido por macréfagos
e alguns neurénios. O NO é um gas soluvel de meia-vida de apenas alguns segundos que lhe
confere agdo local, ¢ sintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), sendo que a NOS endotelial e a neuronal tem papel constitutivo sendo expressa em
baixos niveis, em contraste com a induzida que tem agdo quando algum macrofago e outras
células sdo ativadas por citocinas ou produtos microbianos (KUMAR et al, 2010;
KATZUNG et al.,, 2014).

Conforme Kumar et al. (2010) o NO na inflamacao promove a vasodilatacio e relaxa
o musculo liso vascular, também em conjunto com seus derivados € um potente microbicida,
Katzung et al. (2014) e Rang et al. (2011) acrescenta que ¢ contribuinte para o aumento da
permeabilidade vascular e do edema, contudo em quadros com excessiva producdo de NO
pode haver agravamento da lesdo tecidual. Contraditoriamente, reduz a agregacdo e adesdo
plaquetaria, inibe a inflamagdo induzida por mastdcitos e o recrutamento de leucocitos,
levando a hipotese que ¢ um mecanismo endogeno para controle da inflamagdo, o que levou a
Cirino, Distrutti e Wallace (2006) a firmar que ndo podemos tratar a molécula como pro6 ou
anti-inflamatoria.

No sistema nervoso central o NO é um importante neurotransmissor, nao sendo
estocado e somente produzido por demanda, no sistema nervoso periférico ¢ amplamente
distribuido atuando no sistema gastrointestinal. No rim desempenha importante papel na
regulacdo renal, tanto pelo efeito vascular, quanto pela acdo direta sobre os transportadores
tubulares (AIRES, 2013).

Citocinas sdo proteinas produzidas principalmente por linfocitos e macréfagos
ativados, mas podem ser produzidos por outros tipos de células como as endoteliais. Segundo
Kumar et al. (2010) as principais envolvidas na inflamagdo sdo: o fator de necrose tumoral
(TNF — Tumos necrosis factor) e as inteleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL6), podem ser estimulados por
endotoxina, produtos microbianos, injuria fisica ou outro mediador inflamatorio.

Conforme Walsh et al. (1991) o TNF geralmente atua em conjunto com IL-1 e IL-6,
tem capacidade de induzir a febre, quimiotatico para neutréfilos e promove adesao as células
endoteliais. Aumentos locais da citocina evocam todos os sinais cardinais da inflamagao, nos

macrofagos além de estimular a fagocitose, aumenta a producdo de IL-1 e PGE,, além da
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resposta inflamatoria o TNF tem capacidade de regular os receptores sensiveis ao sabor
amargo e suprimir o apetite, pode conduzir a resisténcia a insulina por promover a
fosforilagdo do receptor de insulina 1 e exposicdo prolonga a baixas concentragdes leva ao
desenvolvimento caquexia (PETRUZZELLI; WAGNER, 2016).

IL-1, conforme Dinarello (2011) na verdade ¢ uma familia com 11 citocinas,
responsaveis por aumentar a expressdo de fatores de adesdo endotelial e ativam a
transmigrac@o, atuam no hipotdlamo no centro de termorregulagio levando a febre, Contassot,
Beer e French (2012) também a responsabilizam pela hiperalgesia e vasodilatacdo local e
hipotensao.

IL-6, ¢ um mediador da febre agindo tanto no hipotalamo como mobilizando energia
do tecido adiposo (Ferguson-Smith et al., 1988), inicia a sintese de PGE, e estimula a
producdo de neutrdfilos na medula 6ssea. Kumar et al. (2010) relata que esta interleucina
participa de véarias patologias como artrite reumatoide, cancer, esquizofrenia, depressdo maior
e asma, o que justifica o amplo estudo e importancia.

Quimiocinas conforme Kumar et al. (2010) e Graham e Locati (2012) ¢ uma familia
com cerca de 40 membros e 20 receptores, sdo quimioatraentes para leucocitos, sendo os
indutores mais importantes os produtos microbianos, a IL-1 e o TNF. Em nivel basal sao
produzidas no timo e nos tecidos linfoides, suportando a migragdo para diversos 6rgaos.

Segundo Rang et al. (2011) os neuropeptidios liberados de neurdnios sensitivos
podem promover a inflamagdo, dentre os existentes o principal para Katzung et al. (2014) ¢ a
substancia P que é um neuropeptidio. E um potente vasodilatador arteriolar dependente de
liberagdo de 6xido nitrico, provoca contragdo da musculatura lisa venosa, também aumenta a
permeabilidade vascular, O’Connor et al. (2004) acrescenta que tem a capacidade de induzir a
liberacdo de histamina, prostaglandinas e leucotrienos.

A Substancia P, ainda exercer uma série de atividades centrais ainda nio totalmente
elucidadas, estando o peptideo relacionado com a ansiedade, a depressdo, nauseas ¢ vomito,
também ¢é um neurotransmissor do sistema nervoso entérico ¢ esta implicado com a
inflamac¢ao intestinal (Kumar et al., 2010; O’Connor et al. 2004; Bossaler et al., 1992) ¢
Katzung et al. (2014) complementa informando que os antagonistas sdo potenciais alvos
terapéuticos.

As cininas conforme Kumar et al. (2014) sdo peptideos vasoativos, derivados de
proteinas plasmaticas chamadas de cininogénio, pela acdo de proteases especificas chamadas

de calicreinas, para Rang et al. (2011) o principal representante deste sistema € a bradicinina
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que causa vasodilatacdo, em parte pela producido induzida de PGI, e liberagdo de 6xido
nitrico, aumento da permeabilidade vascular. Sendo um potente agente de dor que ¢é acrescido
pelas acdes das prostagladinas cuja a liberagdo ¢ mediada pela propria cinina.

Conforme revisado por Golias et al. (2007) a bradicinina apresenta outros papéis
fisiologicos entre eles: controle local do fluxo sanguineos e taxa metabolica nas glandulas
salivares e sudoriparas, protege o sistema cardiovascular, modula a produg¢do de NO e de
prostaglandinas uma vez que promove a sintese de fosfolipase A, e desta maneira consegue

modular a fungdo renal (AIRES et al., 2013).

Tabela 5 — Outros mediadores inflamatorios

Mediador Acfo na resposta inflamatéria
Vasoconstri¢io e broncoconstri¢io”
Baixa concentragdo — vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular'”
PAF Quimiotaxia e adesdo ao endotélio"?
Geragiio de radicais de oxigénio®
Hiperalgesia®
Vasodilatagio'*
NO Permeabilidade vascular®
Edema’
TNF Febre® i s
Quimiotatico e adesdo ao endotélio
Febre®
Adesio endotelial®
IL-1 Transmigragao®
Hiperalgesia’
Vasodilatagio’
L-6 Febre® .
Indugdo da produgdo de neutro6filos
Quimiocinas Quimioatraentes'”
Vasodilatador arteriolar'™"
Substancia P Contra¢io do musculo liso venoso' "2
Aumenta a permeabilidade "*'?
Vasodilatac;alo3
Bradicinina Aurglento da Permeabilidade vascular®
Dor

Fonte: elaborado a partir de: 1 — Kumar et al. (2010);2- Camussi, Tetta ¢ Baglioni (1990); 3 — Rang et al. (2011);
4 — Katzung et al. (2014); 5 -Walsh et al. (1991); 6 — Dinarello (2011); 7 — Contassot, Beer e French (2012); 8 -
Ferguson-Smith et al. (1988); 9 — Graham e Locati (2012); 10 — Bossaler et al. (1992); 11 - Katsung et al.
(2014); 12 — O’Connor et al.(2004).

A discussdo sobre os mediadores quimicos ndo tem por objetivo uma revisdo
completa do tema, mas sim sintese das principais substancias, fungdes na inflamagdo e
destaques homeostaticos, que deram base ao desenvolvimento da pesquisa. As tabelas 3,4 ¢ 5
lidos em conjuntos permite concordar com Rang et al. (2011) que afirma que era de esperar
que um mecanismo de defesa tdo robusto fosse repleto de fungdes replicadas, e ilustra a

complexidade de se entender profundamente o tema como afirma Kumar et al. (2010), e por
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fim Katzung et al. (2014) alerta que cada vez mais mediadores sdo descobertos € o mapa

ainda nao se fecha.

3.2.6 Dor Inflamatoria

A dor foi definida pela IASP (International Association for the Study of Pain —
Associacao Internacional para o estudo da dor) em 1994 como: “Uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial ou descrita em
termos de tal dano”, contudo esta defini¢do contém os componentes psicoldgico, sociologico
e nociceptivo, entretanto os dois primeiros ndo podem ser explorados conforme Albers (2016)
pelo modelos animais atuais, cabendo entdo o estudo da nocicep¢do que ¢ um evento real ou
potencialmente prejudicial ao tecido transduzida e codificada por nociceptores (IASP, 1994).

Woolf et al. (1998) propds classificar a sensa¢do nociceptiva pelo critério do seu
mecanismo de origem em: (A) nociceptiva; (B) inflamatoéria; (C) neuropatica; e Vardeh et al.
(2016) acrescenta uma quarta a (D) disfuncional/centralizada. Esta divisdo foi corroborada
por estudos posteriores comoFerreira et al. (2010), Vardeh et al. (2016) e publicada como
definicdo pela ASP (American Pain Society — Sociedade Americana da Dor). A tabela 6

expressa as principais caracteristicas de cada taxon e a figura 5 ilustra os trés primeiros.

Tabela 6 — Classificag@o da nocicepg¢do quanto ao mecanismo de origem

Classificacio Principais Caracteristicas

Evidéncia de injuria (fisica) nociva
Sintomas: dor localizada na area de estimulo / lesdo

Nociceptiva L . .
Sinais: imagem / patologia mecéanica
Geralmente produzidas por forgas excessivas suficientes para ativar nociceptores
Evidéncia de inflamagdo quer seja estéril ou infecciosas
- Sintomas: vermelhiddo, calor, edema
Inflamatoria

Sinais: alteragdes inflamatorias, deteccdo de patdogenos/resposta a antibidticos e/ou
anti-inflamatorios

Evidéncia de lesdo dos nervos sensoriais
Dor patoldgica Sintomas: queimacgao, choque, dor espontinea; parestesias
Sinais: diminui¢do da sensibilidade a picada ou vibragdo, alodinia mecéanica

Dor na auséncia de patologia detectavel

Disfuncional/centralizada , . R . -
Nenhum estimulo nocivo identificavel, inflamagdo ou dano neural;

Fonte: Elaborado a partir de: Vardeh et al. (2016); APS (2016); Woolf et al. (1998)

Além das principais caracteristicas apresentadas na tabela 6, a dor nociceptiva, como
esquematizado na figura 5-A, geralmente leva a uma resposta autondomica de reflexo de

retirada configurando-se seu carater protetor. Enquanto o processo inflamatoério pode gerar
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dor espontanea e hipersensibilidade ao estimulo, tendo carater reparatorio (figura 5 -B). A dor
patolégica ou neuropatica como tem origem em uma lesdo neuroldgica e leva a um
processamento anormal dos estimulos pela area central do sistema nervoso caracterizando

como doenca deste sistema (figura 5 — C) (WOOLF et al., 2010).

Dor

Dor nociceptiva ,
A P Fesposta autondmica

Nociceptor Feflexe de retirada
Weurtnic zenzorial
Estimulo nocivo -0 4 - I \—hAdaptativn: dor da alto limiar,
Calor ™ carater protetor
1 o
Frio
Forga mecinica intensa
Trritantes quimicos Medula sspinhal
B Dor inflamatoria
Dot espontansz
Inflamacio —m ipersznsibilidads 2 dod
"-Iatm“awu =
;ﬁiiﬁ{%"‘ \_F Adaptative, dor de barxo limiar,
Granulocitodsl promove reparagac tecidual

Dano Tntziual

C  Dor patolégica

I_Esiﬂ {i.n nervy

Dor nevropatica RE“ il ?

Lesio nevral

—=AVE

Processamento il _ N
central anermal Wio adaptative, baixo limiar d=

dor, doenga no sistema nervoso

Figura 5 — Principais classes de dor em relagdo ao estimulo

(A) A dor nociceptiva representa a sensacdo associada com a detec¢do de estimulos nocivos potencialmente
prejudiciais dos tecidos, possui carater protetor. (B) A dor inflamatoria é associada a danos nos tecidos e a agao
de mediadores inflamatdrios podem promover a reparagdo e causar hipersensibilidade a dor até que ocorra a
cura. (C) A dor patoldgica ¢ um estado de doenga causada por danos no sistema nervoso, sendo a principal a dor
neuropatica; Fonte: Adaptado de Woolf (2010).

Por questdo de recorte metodologico foi enfatizada a nocicepgdo de origem
inflamatoria. Conforme Ferreira et al. (2010) e Vardeh et al. (2016) a dor na resposta

inflamatoria tem origem na interacdo do tecido danificado e os neur6nios nociceptivos
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periféricos, por intermédio dos mediadores quimicos. Ainda Kumar et al. (2010) acrescenta
que podem haver diversos mecanismos subjacentes: (A) vasodilatagdo; (B) ativacao direta dos
nociceptores e (C) hiperalgesia / hipernocicepg¢ao inflamatoria.

A vasodilatagdo inicial provocada por diversos mediadores tais como histamina, o
6xido nitrico e as prostaglandinas em conjunto com a permeabilidade vascular aumentada por
meio da histamina, serotonina, bradicinina, PAF dentre outros mediadores conforme (Katzung
et al., 2014) acarretam na formagdo do edema este conforme Kumar et al. (2010) pressiona os
nociceptores o que da origem ha um potencial de agdo de contetido nociceptivo.

Os danos nos tecidos ou a inflamagdo resultam na liberagdo local do contetdo
intracelular de células lesadas e de moléculas de sinaliza¢do inflamatoria de células
imunitarias, cujo os mediadores quimicos produzidos podem ativar diretamente os
nociceptores, este mecanismo ¢ ilustrado na figura 5 item1, tem-se por exemplo, a bradicinina
(Rang et al., 2011), dentre outras moléculas mediadoras.

A hiperalgesia /hipernocicep¢do, conforme Ferreira et al. (2010), ¢é resultado de
modifica¢des funcionais nos neurdnios aferentes primarios nociceptivos, ocorrendo por meio
de uma ativacdo metabotropica em todo neurdnio sensitivo, acarretando em mudancas
metabolicas nessas células neuronais facilitam a sua ativagdo (figura 6, iteml). Esta
modificacdo da excitabilidade neuronal pode ser induzida por mediadores inflamatorios,
como por exemplo a PGFy4(Ricciotti e FitzGerald,2011), IL-1 (Dinarello, 2011) e o TNFa
(Vardeh, 2016), e pelo reconhecimento de um elemento exdgeno ao organismo por células
residentes, como os macrofagos que apods identificarem a presenga de um patdgeno secretam
citocinas ou ainda a presen¢a de receptores Toll-like (similares ao receptor Toll) que
reconhecem a parede celular bacteriana e o RNA viral (figura 6, item 3).

A hiperalgesia / hipernocicepcao, ressaltam Ferreira et al. (2010) e Vardeh et al.
(2016), podem ocorrer por diversos mecanismos subjacentes sendo os dois principais o
aumento na expressdo de canais de cations e a redugdo do limiar de ativagdo de canais de
sodio (Nah), potassio (K" e calcio (Ca”"), o que induz alteragio no potencial de repouso ou
diminui o limiar de ativacdo da membrana, facilitando a ativagdo por estimulos anteriormente
indcuos ou pouco efetivos, estes estimulos podem ser tanto exdgenos quanto endogenos
(figura 6, item 1 e 2).

Como pode ser observado na figura 5, apds serem recepcionados os estimulos sdo
transduzidos em impulsos elétricos, que devem ser transmitidos a centro superiores para entdo

tornar-se uma sensagdo dolorosa, que esta sujeita a modulacdo, para que este mecanismo de
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defesa esteja presente ¢ necessaria uma parte especializada do sistema nervoso, denominado

nociceptivo e possui fibras caracteristicas distribuidas nos tecidos.

A\& A

2 Receptores de sinais de perigo

oSt SE> — [ = %-;
& 3 Receptores PAMP

$ *\”’D

J 382,
i" U'

P. ex. TLR, NLR

P. ex. TRPV1, TRPA1, P2X, DAMP

P. ex. IL-1, TNFa, PGE;

AW

Figura 6 - Estimulos nocivos, caminhos de reconhecimento microbiano e inflamatorio desencadeiam a ativagao
do sistema nervoso periférico.

1 — Receptores para citocinas, mas existem outros ndo representados na figura envolvidos na ativagdo direta
como a Bradicinina e as prostaglandinas, IL-1 — Interleucina 1, TNFa — Fator de necrose tumoral a; PGE, —
Prostaglandina E; no mesmo item pode estar ilustrado quando o acionamento provoca hiperalgesia /
hipernocicepgdo; 2 — Receptores de sinais de perigo: acido, perfuragdes, calor. TRPV1 - transient receptor
potential vanilloid 1 — Receptor transiente de potencial vaniloide 1, TRPA1 - Transient receptor potential cation
channel, subfamily A, member 1 — Receptor transiente potencial de canal de cations, subfamilia A, membro 1,
P2X — Purinoreceptor, DAMP — damage associated molecular patterns - Padrdes moleculares associados a
danos; 3 — Receptores PAMP - pathogen-associated molecular patterns - Padrdes moleculares associados a
patdgenos, TLR - Toll-like receptors — receptores tipo Toll, NLR — NOD- like receptors — receptores tipo NOD,
NOD - nucleotide-binding oligomerization domain — dominio de oligomerizagdo de ligagdo de nucleotideos;
Fonte: Adaptado de Chiu, Hehn e Woolf (2012).

Os nociceptores (figura 6, item2), que sdo receptores especificos para os mais
diversos estimulos dolorosos, estdo localizados nas terminagdes das fibras nervosas Ad e C.

As fibras Ad s@o mielinizadas e transmitem dor aguda e bem localizada segundo
Rang et al. (2011) e estdo associadas a receptores térmicos e mecanicos como acrescenta
Aires et al. (2013), Ferreira et al. (2010) ainda destaca que devido a presenca da bainha de

mielina a velocidade de transmissdo é maior variando de 12 a 30 m/s.
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As fibras C ndo s3o mielinizadas, estdo associadas as terminagdes nociceptivas
polimodais e transmitem dor profunda, difusa e em queimacdo segundo Rang et al. (2011),
transmitem principalmente sinais mecanicos, quimicos e térmicos de alta intensidade como
acrescenta Aires et al. (2013), Ferreira et al. (2010) ainda destaca que devido a auséncia da
bainha de mielina as informacdes sdo transmitidas em menor velocidade, variando entre 0,5 a
2 m/s.

Ambas as fibras transmitem informag¢do nociceptiva proveniente do musculo e das
visceras, bem como da pele segundo Rang et al. (2011), respondem igualmente a estimulos
mecanicos ¢ se diferem quanto ao térmico como acrescenta Aires et al. (2013).

Tanto a fibra Ad quanto a C (figura 7 - 1 ) entram na medula espinal bifurcando-se
ascendendo ou descendo alguns segmentos, para projetar-se até as laminas I, Il e V da
substancia cinzenta (figura 7 - 2) trazendo informagdes de nocicepc¢do de todo o organismo,
com excecdo recepcdo nociceptiva de qualquer regido do crinio que acessa os centros
superiores pelo sistema trig€mico, V par craniano. Nestas fibras o neurotransmissor mais
importante € o glutamato e esta envolvido na geragdo de potenciais sinapticos rapidos (AIRES

et al., 2013).

Substancia
Gelatinesa

Fibra Mervosa |
Aferente

Anieliaicas - Lants S

Filras A
Miglinicas - Rapida

Figura 7 — Transmissdo e processamento da dor;
Fonte: Miguel Junior (2009)
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Depois de adentrarem na medula espinal, as fibras se projetam aos centros
superiores, através do trato espinotaldmico projetando-se para o tadlamo ou na formacao
reticular bulbopontina (figura 7, item 2 e 3). Outra projecdo nociceptiva importante ¢é
representada pelo trato espinomesencefalico, que termina em algumas regides do
mesencéfalo, como a formacao reticular mesencefélica e a substancia cinzenta periaquedutal.
Destes dois pontos as projecdes sdo difusas no cortex celebral onde sdo processadas dando
origem a sensacdo dolorosa (RANG et al., 2011; AIRES et al., 2013).

Aires et al. (2013), enfatiza que o trato espino-talamico lateral ¢ a principal via que
medeia a sensibilidade dolorosa e térmica e envolve uma cadeia de trés neurdnios. O neurdnio
de 1* ordem que penetra a medula. A sinapse com o neurénio de 2* ordem (da substancia
gelatinosa). Os neurdnios de 2% ordem cruzam o plano mediano pela comissura branca,
ganham o funiculo lateral do lado oposto e ascendem até o tdlamo. Do tdlamo, os neurdnios
de 3* ordem (Nucleo ventral postero lateral) partem para o cortex somestésico primario
situado no giro poscentral e se dirigem para a area secundaria Lobulo Parietal Superior.
Através desta via sensagdes térmicas e nociceptivas s@o trazidas dos membros e do tronco do
lado oposto, sendo que esta via medeia a sensacdo de dor rapida e bem localizada
(somatotopia) (figura 7).

Ainda Aires et al. (2013) apresenta a via do trato espino-reticulo-talamico, que
possui maior nimero de neurbnios em cadeia, os neurdnios periféricos que penetram na
medula do mesmo modo que a via espino-talamico lateral. Os neurénios de 2* ordem estio
localizados na coluna posterior da medula e seus ax6nios cruzam o plano mediano, ganham o
funiculo lateral do lado oposto, e projetam-se para varios pontos da formagdo reticular
(neurdénios de 3* ordem), onde ocorrem varias sinapses antes dos neurdnios reticulares
projetarem-se para os nucleos intra laminares do tdlamo. Os neuronios de 2* ordem também
sobem pelo funiculo lateral do mesmo lado. Do tdlamo, os neurdnios projetam-se para varias
regides corticais, sendo que a sensacao dolorosa mediada por esta via se torna consciente ja ao
nivel do talamo. Esta via ao contrario da anterior, ndo estabelece somatotopia ¢ a
sensibilidade dolorosa mediada ¢ a difusa e cronica.Esses sinais periféricos levam a
informagdo as fibras aferentes secundarias que ascendem e estimulam areas como talamo e
cortex sensorial, bem como a formacao reticular, sistema limbico e hipocampo, as quais estdo
relacionadas com a experiéncia de memoria, cognicdo e emocdo, que contribuem para a

percepcao global da dor (RANG et al., 2011).
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Aires et al. (2013) discute que um estimulo doloroso pode ser percebido de formas
diferentes quanto a sua intensidade o que indica que existe uma modulagdo. Na década 1960
inicia-se por Melzak e Wall a discussdo sobre a teoria da “comporta” que tenta explicar este
mecanismo, que sugere que por meio de interneurdnios inibitérios, € pelo balango entre as
aferéncias nociceptivas vinculadas a fibra C, e outras ndo nociceptivas transmitidas pelas
fibras mielinicas Ao e AP ocorra a modulagdo. Ja Rang et al. (2011) defende que pode haver
uma parte chave na area cinzenta periaquedutal do mesencéfalo,que se projeta para a medula
rostroventral inibindo a propagagdo de estimulos para areas centrais atuando também como
um mecanismo de comporta. Vardeh et al. (2016)afirma que a modulagdo na dor inflamatéria
ainda necessita de maiores estudos.

Vale destacar a participagdo dos neurotransmissores € moduladores da via
nociceptiva, sdo expressos nos neurénios nociceptivos aferentes quer nos terminais nervosos
periféricos como nos centrais, principalmente a substincia P, o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina e galanina, sendo que as duas primeiras tém efeito inflamatdrio conhecidos.
Estdo envolvidos também o glutamato responsavel pela transmissdo sinaptica rapida. Na
modulagdo de supressdo, teoria da comporta, outros mediadores estdo envolvidos e destaca-
se: 0 GABA (acido gama aminobutirico) que € liberado por interneurénios da medula espinal
e inibe a liberacdo de transmissor por terminacdes aferentes primarias; A serotonina que € o
transmissor inibitorio na medula rostroventral; e norepinefrina que ¢ transmissor da inibitério

da via do Locus coeruleus (RANG et al., 2011; KATZUNG et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram empregados no experimento camundongos (mus musculus) da linhagem
SWS55 (Swiss Webster), machos adultos afim de se evitar mais uma variavel experimental que
seria o ciclo estral da fémea, pesando de 20 a 35 gramas fornecidos pelo biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os
animais foram mantidos sob iluminagdo controlada em um ciclo claro/escuro cada um
durando 12 horas seguindo o ciclo circadiano da espécie, a temperatura foi mantida em 22+1
°C e com regime de agua e racao ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados pautando pelo cumprimento das normas e
consideragdes éticas que envolvem os cuidados com animais em laboratorio. Antes de cada
experimento receberam apenas dgua por oito horas para evitar interferéncias na absor¢ao das
substancias, principalmente quando administradas por via oral. Os estimulos nocivos foram os
minimos necessarios para demonstrar os efeitos consistentes do extrato. Apos a realizagao dos
métodos de pesquisa os animais foram eutanasiados e suas carcagas foram armazenadas sob
refrigerac@o para posterior incineragdo. Os procedimentos submetidos ao comité de ética em

uso animal (CEUA) interno da instituigdo, ja aprovado.

4.2 Farmacos, Reagentes e Solventes

As seguintes substincias foram utilizadas: Indometacina e carragenina (Sigma
Chemical Co., St.Louis, MO, USA); Dexametasona (Decadron®, Ache Laboratorios
Farmacéutico, Sao Paulo, Brasil), solucdo NaCl(salina 0,9%), formaldeido(Merck),molecusol
5%, serotonina, histamina(Sigma Chemical Co., St.Louis, MO, USA), solu¢do de PBS
(phosphate buffered saline — Tampao fostato-salino), Solu¢do de turk, heparina, Fentanil 0,3
mg/kg (Dimorf ®, Cristalia, Sdo Paulo — Brasil), acido acético 1,2%; Diazepan® (Santisa,
Laboratério Farmacéutico, Sdo Paulo — Brasil).

Os extratos metonolicos das folhas (EMF) e do caule (EMC) foram produzidos na

Universidade Federal Rural de Pernambuco e relatados em subtopico a parte.
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4.3 Obtencao Extratos da Eugenia uvalha

O extrato metandlico da folha (EMF) e do caule (EMC) foram cedidos pelo grupo de
pesquisa de quimica de produtos naturais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
liderado pelo professor Dr. Mario Geraldo de Carvalho e confeccionados pela mestra e
doutoranda Ilzenaide de Aratijo Neves.

O material botanico, folhas e caule da Fugenia uvalha Cambess foram coletados no
periodo da manha no municipio de Recife — Pernambuco no Campus da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) em julho de 2011, a espécie foi identificada pela Dr. Maria de
Fatima de Araujo Lucena do Centro de Saude e Tecnologia Rural-Unidade Académica de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Campina Grande. Uma amostra desta espécie
foi depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho da UFRPE sob o numero 48.216.

A preparagdo dos extratos vegetais seguiu-se a obtencdo do caule e folhas que foram
secos ¢ moidos, em seguida macerados separadamente em hexano, diclorometano ¢ metanol
PA (pro-analise) exaustivamente. Apos a obtencao, os extratos foram filtrados e concentrados
em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida, em banho-maria com temperatura a 60°C para
o metanol (NEVES et al., 2012).

A escolha pelo extrato que utiliza o metanol como solvente base, além da
disponibilidade se justifica com base em Mattos (2013) que investigou a quantificacdo de
acidos fenolicos e flavonoides usando diferentes solventes (4gua, etanol, metanol e
combinagdes de 50% entre os candidatos), onde o extrato com base em metanol superou em
35% o segundo colocado, e embora outros compostos ndo tenham sido avaliados, pode-se
deduzir que também se apresentam em maior concentragdo neste estudo semelhante foi
conduzido por Haminiuk et al. (2012) corroborando com estes dados, destacando a presenga
pronunciada do acido galico e a quercetina, ambos acidos fenolicos com concentracdes

respectivas de 255,91 e 58,31 mg/Kg.
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4.4 Modelos experimentais

4.4.1 Ensaio de toxicidade aguda (dose simples)

Para o ensaio de toxicidade aguda in vivo foi empregado o protocolo publicado por
Brito (1994). Foram utilizados dez camundongos, cinco machos e cinco fémeas, sendo estas
ndo-gravida e nuliparas, ap6s a dose teste de 1000 mg/kg foram observados cuidadosamente
durante os primeiros 30 minutos, posteriormente com 60, 120, 240 e 360 minutos, e depois
uma vez a cada 24 horas por 14 dias durante 30 minutos.

Durante este periodo ocorreu a observacao clinica sobre a alteracdo de pelos, pele,
mucosas, sistema respiratorio, sistema nervoso central e periférico, a atividade motora e
comportamental, dando atencdo especial a sintomas tais como: tremores, convulsoes,
salivacdo, diarréia, letargia e coma. Em caso de ocorréncia de qualquer sintoma deve ser
procedida a andlise anatomopatologica e histopatoldgica. A figura 8 ilustra a realizacdo do

ensaio.

( Pontos de Observagao \

|0 30 60 120 240 360 1 2 3 14

[ | |
minutos dias

Qatamento )

Figura 8 — Esquema do ensaio de toxicidade aguda

O ponto zero refere-se ao momento de administragdo da substancia teste; Primeiras observagdes ocorrem em
intervalos progressivos em minutos, posteriormente uma observagdo a cada 24 horas; Fonte: Elaborado a partir
de Brito (1994).

A dose teste foi administrada por via oral em uma tUnica aplicacdo, mantido em
regime normal de laboratério, com ciclo de claro e escuro de 12 horas € com ragdo ¢ agua
potavel ad libitum. A extrapolagdo dos resultados para seres humanos de estudos de efeitos

toxicos produzidos pela administragdo aguda de uma substincia em roedores ¢
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internacionalmente aceita, embora outros métodos complementares devem ser feitos para a

validade desses estudos para seres humanos.

4.4.2 Contorc¢oes abdominais

O método de contor¢des abdominais induzidas por acido acético foi idealizado por
Koster, Anderson e Beer (1959), mas ganhou status de modelo experimental e protocolo
atualmente utilizados por Collier et al. (1968) que validou estatisticamente o método
avaliando mais de 30 farmacos conhecidos em sua época pelos efeitos antinoceptivos,
concluindo que ¢ consistente e muito sensivel podendo ser utilizados para analgésicos de
menor potencial e o estimulo nocivo ¢ minimo.

Deraedt et al. (1980) ao investigar o método o estende para avaliacdo anti-
inflamatoria dado que a injecdo de acido acético gera dor indiretamente, via mediadores
endogenos como a bradicinina, serotonina, histamina, substancia P e prostaglandinas, que
estimulam os neur6nios nociceptivos periféricos que sdo sensiveis a analgésicos opioidese
anti-inflamatorios nao esteroidais.

A figura 9 resume a execucdo do modelo, onde os animais sdo deixados em jejum
prévio de 8 horas, no momento zero foram administrados os extratos e substancias controle
por via oral, o 4cido acético (1,2%) administrado por via intraperitoneal na dose de 0,01 mL/g
¢ aplicada apos 60 minutos, procedendo-se pelos proximos 30 minutos a contagem das

contor¢oes abdominais.

60 min

I
0
I Contagem da

’ contorcdes
Pré- tratamento induzidas

Figura 9 — Esquema do método de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

No momento zero ocorre o pré-tramento com as substincias em teste; A administracdo do acido acético ocorre
quando se completa 60 minutos; Fonte: Elaborado a partir de Koster, Anderson e Beer (1959) e Collier et al.
(1968);
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A contorc¢des observadas em ratos e camundongos, apds a inje¢ao intraperitoneal do
agente nociceptivo, caracterizam-se por contracdo e rotacdo do abdomen, seguida pela
extensdo de uma ou ambas as patas traseiras, a contagem acumulada desta reag@o no intervalo
padronizado ¢ tomada como resposta nociceptiva, sendo empregada em analise estatistica

(COLLIER et al., 1968; DERAEDT et al.,1980).

A inibi¢do foi calculada pela equagdo 1, conforme Chattopadhyay et al. (2012).

M.de contorgdes no grupo controle—M. de contorgdes no grupo teste

% inibicao = , (1)

M.de contorgdes no grupo controle
Onde:
M = média

4.4.3 Formalina

O método de formalina foi proposto por Dubuisson e Dennis (1977) e revisto por
TjOlsen et al. (1992), em termos basicos consiste na aplicagdo de uma injecdo de formalina
que induz o aparecimento de diferentes respostas motoras em camundongos, ratos e gatos,
cuja a quantificagdo permite que se avalie a intensidade nociceptiva, tendo alta sensibilidade e
sendo mais adequando para dor aguda.

O resumo da técnica empregada encontra-se na figura 10. Foi administrado uma
injecdo intraplantar na pata traseira direita da formalina a 2,5%, em seguida computa-se o
tempo em segundos que o animal lambe, morde ¢ sacode a pata injetada, uma hora antes
receberam o EMC ¢ EMF ambos na dose de 100, 300 ¢ 1000 mg/kg, também o controle
positivo (indometacina 10 mg/kg) e o controle negativo (molecusol 5%) todos por via oral,
um segundo controle positivo foi empregado por via subcutanea o fentanil a 0,3 mg/kg.

O método da formalina possui duas fases distintas ja observadas por Dubuisson e
Dennis (1978) cuja da distin¢do fora confirmada por Hunskaar e Hole (1987). A primeira fase
que vai de 0 a 5 minutos ¢ denominada neurogénica, pois a dor ¢ resultante da estimulacdo
direta dos nociceptores. H4 um periodo de siléncio de 5 a 15 minutos evocado por
mecanismos endogenos de supressdo da dor, apos este inicia-se a segunda fase conhecida
como inflamatoéria, dado que dor se deve a liberacdo de mediadores que provocam a

inflamacdo e a hiperalgesia. Esta distingdo ampliou a capacidade do método pois além de
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inferir sobre a capacidade algica ¢ possivel deduzir por similaridade o mecanismo de acdo

subjacente.

Dor neurogénica Dor inflamatoéria \

| |=—| | ——|

-60 0 5 15 30
min
Tratamentos
Reatividade: Lamber, morder

ou sacudir a pata injetada

Inj.formalina 2,5% i.pl. j

Figura 10 — Esquema do método de formalina
O ponto zero refere-se ao momento da injecdo da formalina, os tratamentos com as substéncias testes ocorrem
60 minutos antes; Fonte: elaborado com base em Dubuisson e Dennis (1978) e Tjolsen et al. (1992)

4.4.4 Pleurisia induzida por carragenina

O método da pleurisia induzida por carragenina a 1% foi descrito por Henriques et al.
(1990), e ilustrado na figura 11. Os animais sdo colocados em jejum prévio de 8 horas, no
momento zero sdo administradas as substancias testes, sendo o controle negativo o molecusol
5%, EMF ¢ EMC nas doses de 30, 100 e 1000 mg/kg administrados por via oral, o controle
positivo foi a dexametosana 2 mg/kg por via subcutanea. Apds sessenta minutos foi aplicado
carragenina a 1% via intratordcica, depositando elemento flogistico na cavidade pleural.
Transcorridos 240 minutos os animais foram sacrificados e o liquido pleural foi extraido por
lavagem empregando 500 pL de solugdo salina tamponada (PBS — pH 7,6) e heparinizada (20

uL/mL). Apoés a coleta do lavado este foi depositado em eppendorf para posterior analise.
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Tratamentos com PBS heparinizado

\ Carragenina 1% intratoracica )

Figura 11 — Esquema do método de pleurisia induzida por carragenina
No momento zero ocorre administragdo das substancias teste; A carragenina foi aplicada 60 minutos apds; Fonte:
elaborado a partir de Henriques et al. (1990);

Segundo Frode (2000) esta técnica visa avaliar a inflamacdo aguda, e o exsudato
produzido permite determinar a quantidade de leucocitos migrados para area bem como os
mediadores liberados. Nesta pesquisa os leucocitos foram contados em cdmara de Neubauer
com auxilio de microscopia oOtica. O mediador inflamatério TNFa teve sua leitura realizada
com um espectofotometro de ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),onde empregou-
se 0 KMC3011- TNF alpha ELISA kit mouse da ThermoFisher Scientific®, em comprimento
de onda de 450 nm, sendo as concentra¢des determinadas por regressao nao linear de quatro
pontos da curva padrdo conforme Ramana et al. (2007), e recomendacdo do fabricante, os
calculos seguem os indicados em Costa et al. (2010), equacdo 2 obtida por regressdo linear

. 2 . , © o~
simples, com R” = 0,989 o que valida seu emprego com razoavel precisdo.

1

DO .
276" onde: 2)

C=1/-

C = concentragdo de TNFa

DO = densidade optica registrada

4.4.5 Edema de pata

O método analitico do edema de pata inicialmente descrito por Vinegar, Schreiber e
Hugo(1969)e divulgado como método de avaliagdo anti-edematogé€nica por Van Arman
(1979), ilustrado na figura 12, consiste na aplicacdo intraplantar na pata direita traseira de

0,02 mL de carragenina (1% p/v) e na esquerda o mesmo volume de salina a 0,9%.
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Tratamentos Avaliagdo do edema

Carragenina 1% intrapantar

Figura 12 — Esquema do método de edema de pata induzido por carragenina

Os tratamentos com as substincias em teste ocorrem no momento -1 hora; O zero refere-se ao momento de
administragdo do agente flogistico; Fonte: Elaborado com base em Vinegar, Schreiber ¢ Hugo (1969) e Van
Arman (1979).

Inicialmente os animais tiveram o volume da pata basal determinados e separados de
forma que a média entre grupos seja semelhante. O edema produzido foi avaliado com auxilio
de um plestismémetro digital, que registra a variagdo no volume de agua em seu interior apos
a imersdo da pata até a articulacdo tibio-tarsica. Conforme Van Arman (1979) para analise
estatistica considera-se a diferenca registrada entre as duas patas do mesmo animal.

A indugdo por carragenina neste caso ¢ bifasica com a formagao de edema resultante
da rapida produgdo de varios mediadores inflamatério. A fase inicial (60-90 minutos)
¢ atribuida a uma liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina, enquanto a fase
tardia (4-6 horas) é devido ao pico de produgdo de prostaglandina (OGONOWSKI et al.,
1997).

A carragenina ¢ um indutor da inflamacdo que evoca diversos processos de
mediacdo, desta forma Malling et al. (1974) propdem um protocolo onde o agente flogistico é
substituido pela histamina, serotonina e bradicinina, com finalidade de verificar qual o efeito
que a substancia em teste tem sobre estes mediadores inflamatdrios, deu-se métrica ao volume
do edema induzido conforme a figura 12, e concentrou-se a analise na primeira hora seguindo
os argumentos de Pires et al. (2015), onde foram administrados histamina (100 nmol/ por
pata) e serotonina (100 pg / pata), ressalta-se que todos os dois mediadores atuam em curto
prazo no processo inflamatorio(KUMAR et al., 2010; RANG et al., 2011; e KATZUNG et al.,
2014).
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4.4.6 Rota-rod

O método de rota-rod (roda giratdria) foi proposto inicialmente por Dunham e Miya
(1957) e adaptado para camundongos por Carlini et al. (1986) cujo o protocolo foi seguido,
permitindo avaliar se determinada droga produz falta de coordena¢do motora, quer seja por
relaxamento muscular ou sedacdo. O aparelho utilizado ¢ constituido por uma barra giratoria
subdividida em compartimentos, regulada para girar a uma velocidade 12 rotagdes por minuto
a 25 centimetros de altura. Os animais foram colocados para caminhar sob a barra durante 1
minuto com até trés recondugdes.

Foram utilizados grupos com oito animais, sendo um controle de salina a 0,9%,
veiculo molecusol a 5%, e o EMF 300 mg/kg, todos administrados por via oral e controle
positivo o diazepam® 2mg/kg subcutineo, tendo sido avaliado o tempo de permanéncia total

no equipamento ap6s 1 hora da administragao.

4.4.7 Campo aberto

O método de campo aberto visa avaliar atividade depressora ou estimulante do
sistema nervoso central conforme revisdo promovida por Walsh e Cummin (1976) também
servindo para outras avaliagdes comportamentais de maior interesse a psicologia. O ensaio
farmacolodgico foi realizado seguindo as prescrigdes de Barros et al. (1991) que embora utilize
um campo circular sua praxe pode ser empregada para outro formato geométrico, um campo
quadrado de lado igual a 30 cm de fundo preto, foi dividido em 9 quadros iguais e cercado por
uma caixa de acrilico de 15 cm de altura, neste local avaliou-se a atividade exploratoria dos
animais.

No dia da aplicagdo do método, apos oito horas de jejum admitindo somente agua, os
camundongos receberam por via oral em diferentes grupos salina a 0,9% (controle negativo),
molecusol 5%, EMF 300 mg/kg e por via subcutdnea 2 mg/kg de diazepam® (controle
positivo). Decorridos 60 minutos do tratamento cada animal foi observado durante cinco
minutos com auxilio do software Any-Maze versdo 5.0 por meio de uma camera instalada
acima do campo.

Foram observados os seguintes pardmetros distincia total percorrida, entradas no
quadrante central (atividade ansiolitica ou sedativa), rearing (apoiar-se nas paredes da caixa,

relaciona-se com a atividade ansiolitica), grooming (autolimpeza), o tempo que permanece
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parado (imobilidade = sedacdo ou medo) e nimero de bolos fecais (emocionalidade) (PRUT e

BELZUNG, 2003).

4.4.8 Analise Estatistica

A analise estatistica foi desenvolvida com auxilio do software GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows®, registrado pela GraphPad Software, San Diego California, USA.
Os resultados sdo expressos como média aritmética £+ EPM (erro padrdo da média), a
comparagdo foi executada pela técnica de ANOVA (Analise de variancia) — one way(com um
fator) com poés-teste de Tukey, considerando os resultados significativos quando, no minimo,
p < 0,05.0s dados utilizados foram validados em grupo pelo teste de Grubbs que visa detectar

a existéncia de outliers (pontos fora da curva) com significancia de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de toxicidade aguda (dose simples)

Conforme o protocolo foram selecionados 10 animais e divididos em dois grupos
com iguais quantidades de machos e fémeas, tanto para o EMF e EMC, apds 14 dias de
observagdo ndo foram encontrados quaisquer sintomas (alteracdo de pelos, pele, mucosas,
sistema respiratorio, sistema nervoso central e periférico, a atividade motora e
comportamental, tremores, convulsdes, salivagdo, diarréia, letargia e coma) ou morte que
indicassem efeito toxico.

A tabela 7 resume o resultado de ensaios de toxicidade para a Fugenia uvalha

Cambesse outras espécies do género eugenia

Tabela 7 — Outros Ensaios de toxicidade

Espécie Ensaio de Toxicidade Tipo de extrato Resultado encontrado

microcrustaiceo  Artemia | Extrato etanolico de folhas, N ..
) ] ) Naio houve toxicidade
Eugenia uvalha | salina Leach frutos e caule

Cambess Administragdo ad libitum Frutos in nat Efeito toxico, apos o 6 dia de
. rutos in natura .
de frutos a ovinos® consumo de 45,45 kg/dia

Determinagao de dose letal | Extrato hidroetandlico de

Eugenia uniflora Dose Letal de 5,93 g/kg

. (DLs)? folhas

Aguda (dose simples) Oleo essencial das folhas Nao houve toxicidade

Aguda (dose simples) - 2000

A impl k
FEugenia g l,ld? (dose simp e.s), . Extrato aquoso, etanolico e m.g/, g .
ambolana Citéxico com eritrocitos de acetona das sementes Citoéxico com eritrocitos
Jam humanos’ humanos - 1000pg/mL
Eugenia stipitata Aguda (dose simples) Extrato etanoélico das folhas 1000 mg/kg

Mc Vaugh

Fonte: Elaborado a partir de: 1 - Silva et al. (2015), 2 - Emmerich et al. (2014); 3 - Auricchio et al. (2007); 4 —
Victoria et al. (2012);5 - Bag et al. (2012)

Auricchio et al. (2007) empregando extrato hidroetanodlico das folhas da Eugenia
uniflora L realizou experimento afim de determina a DLs, (dose letal de 50% da populagdo),
determinando o valor de 5,93 g/kg, contudo o proprio autor defende que este resultado
representa baixissimo risco dado que a inibicdo da atividade antioxidante foi registrada com
34,6 pg/mL. Ja Victoria et al. (2012), utilizando o 6leo essencial das folhas na dose de 200
mg/kg e efetuando o ensaio de toxicidade aguda, nos mesmos moldes desta pesquisa, ndo

encontrou qualquer indicio de toxicidade
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Bag et al. (2013) empregou extratos tendo por base a agua, etanol e acetona das
sementes da Eugeniajambolana, realizou dois ensaios para toxicidade. Para toxicidade aguda
(dose simples) empregou dose de 2000 mg/kg e toxicidade com eritrocitos humanos na dose
de 1000 pg/mL.

Neri-Numa et al. (2012), obteve extrato etandlico das folhas da Eugenia stipitata Mc
Vaugh, e também empregou o protocolo para verificar toxicidade aguda simples na dose de
1000 mg/kg do extrato etanodlico das folhas também nao encontrando nenhum resultado, em
complementariedade analisou a evolu¢do do peso e a concentragdo de eritrocitos o que
também ndo revelou qualquer alteragdo significativa.

Osachados de Silva et al. (2015), que embora tenham utilizado extrato folhas, frutos
e caule da Eugenia uvalha Cambess obtidos com etanol, também ndo demonstraram nenhum
efeito sobre o microcrustdceo Artemia salina Leach, atendendo ao anseio dos autores em
realizar um ensaio in vivo em roedores.

Entretanto Emmerich et al. (2014) constata a partir de relato popular, efeito toxico
em ovinos apos 6 dias com doses diarias de 45,45 kg/dia do fruto in natura, com sintomas que
indicam alteragdes no sistema nervoso central, contudo sem achado anatomico, morfologico
ou histopatologico que comprove qualquer lesdo. Ainda sim evocando o uso popular
registrado por Albuquerque, Figuéredo e Cerqueira (2012) em diversas regioes do pais ndo ha
relato de envenenamento ou qualquer acdo indesejada, contudo neste uso primitivo ndo ha
padroniza¢do e nem acompanhamento cientifico o que enfraquece, mas nao invalida tal fonte
de informacao. Lembram Barreiro e Bolzani (2009) e Newman e Gragg (2012) que embora o
uso tradicional esteja estabelecido, somente a pesquisa cientifica de produtos naturais pode
estabelecer a seguranca do uso.

Lendo em conjunto os achados desta pesquisa com os estudos de outros autores tanto
para a Eugenia uvalha Cambess quanto de outras Eugenias infere-se que no quesito de
toxicidade aguda provavelmente esta segura para uso terapéutico, pois além de ndo apresentar
nenhum efeito toxico até a dose de 1000 mg/kg, plantas do mesmo género também nao

registram efeitos que se possa considerar como indicativos de toxicidade.
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5.2 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Foram utilizados grupos com 6 camundongos, sendo: salina 0,9% (controle
negativo), o molecusol 5% (veiculo), indometacina 10 mg/kg (controle positivo) e o EMF ¢
EMC nas doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg todos por via oral e o acido acético a 1,2%
por via intraperitoneal conforme prescrito por Collier et al. (1968).

As contor¢des acumuladas foram contadas dentro de 30 minutos apos a aplicagdao do
estimulante algico e os resultados expressos na tabela8, onde a inibi¢do foi calculada tendo

como base o controle negativo, e empregando a equacao 1.

Tabela 8 — Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Substancia Dose (mg/kg) Caa (m £ epm) Inibicao (%)
Salina 0,9% 0,01' 104,2 + 3,48 -
Molecusol 5% 0,01' 103,0+2,76 -
Indometacina 10 12,4+0,51 88,45+0,47***
10 75,8 £3,56 29,37+3,32**
30 64,20+ 11,21 40,18+10,44%**
EMF 100 71,50 + 4,53 33,3844,22%%*
300 48,17 £2,89 55,1242,69%**
1000 33,33 +3,67 68,9443 42%%*
10 95,80 +2,23 -
30 95,20+2,15 -
EMC 100 91,17+3,31 -
300 98,83 £ 2,77 -
1000 90,67 = 1,22 -

Caa = Contor¢des abdominais acumuladas; 1 — dose de 0,01mL/g; ** p < 0,01 e *** p <0,001 calculados tendo
como referéncia o grupo controle salina; Apds a aplicagdo do teste de Grubbs os grupos: salina 0,9%,
Indometacina 10 mg/kg; EMC 30 mg/kg; EMF 10 mg/kg; EMF 30 mg/kg com n = 5; Demais grupos n = 6

Como esperado e registrado na tabela 8 ndo houve diferenca significativa entre a
salina e o molecusol, donde denota-se que o diluente utilizado para o preparo das solugdes
teste ndo interferiu no resultado. Extrai-se também que ndo foi observada inibi¢do das
contorgdes para o EMC o que permite inferir que ndo teve efeito antinociceptivo (tabela 8 e
figural5). O EMF apresentou resultados com plausibilidade estatistica para a dose de 10
mg/kg(p < 0,01) e nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg (p < 0,001), ainda os resultados de

inibigdo apresentam-se de forma dose dependentes pode-se observar em conjunto na figura 13
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cujo os dados constam na tabela 9, o que permitiu o calculo da DIsy (dose inibitoria de
cinquenta por cento).

O célculo da DIs, que segundo Katzung et al. (2014) e Rang et al. (2011) ¢ a dose
que apresenta 50% do efeito de inibicdo, correspondendo a metade da area sob a curva. A
regressao obtida apresentou um R? (qualidade) de 0,9433, a DIs; na dose de logaritmica

decimal de 2,489 o que equivale a aproximadamente a dose de 308 mg/kg.
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Figura 13 — Resultados das contor¢des abdominais induzidas por acido acético para o EMF;

** =p<0,01 e *** =p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle salina;
salina a 0,9% (0,01 mL/g); Molecusol a 5% (0,01 mL/g);Indometacina 2 mg/kg; EMF nas concentrag¢des 10, 30,
100, 300 e 1000 mg/kg; Apos a aplicagdo do teste de Grubbs os grupos: salina, Indometacina; EMF 10 mg/kg;
EMF 30 mg/kg com n = 5; Demais grupos n = 6
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Tabela 9 - Resultados das contor¢des abdominais induzidas por acido acético para o EMF e EMC

Substincia Teste Média EPM N do grupo
Salina 0,9% 104,2 3,48 5
Molecusol 5% 103,0 2,76 6
Indometacina 10mg/kg 12,40%** 0,51 5
EMF 10 mg/kg 75,80%** 3,56 5
EMF 30 mg/kg 64,20%** 11,21 5
EMF 100 mg/kg 71,50%** 4,53 6
EMF 300 mg/kg 48,17*** 2,89 6
EMF 1000 mg/kg 33,33%x* 3,67 6
EMC 10 mg/kg 95,80 2,23 5
EMC 30 mg/kg 95,20 2,15 6
EMC 100 mg/kg 91,17 3,31 6
EMC 300 mg/kg 98,83 2,77 6
EMC 1000 mg/kg 90,67 1,22 5

**=p<0,01e***=p<0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle salina 0,9%
(0,01 mL/g); Molecusol 5% (0,0lmL/g) Indometacina 10mg/g; EMF 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg;
Experimentos realizados com grupos de 6, resultado retirado quando outlier detectado pelo teste de grubbs.
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Figura 14 - Resultados das contorgdoes abdominais induzidas por acido acético para o EMC

*¥*% = p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle salina; salina a 0,9%;
Molecusol a 5%; Indometacina 2 mg/kg; EMC nas concentragdes 10, 30, 100, 300 ¢ 1000 mg/kg; Apds a
aplicacdo do teste de Grubbs os grupos: salina, Indometacina; EMF 10 mg/kg; EMF 30 mg/kg com n = 5;
Demais grupos n =6

45



Na figura 14 verifica-se que para as doses em avaliacdo ndo houve atividade de
inibi¢do nociceptiva quando da contor¢do induzida por acido acético para o EMC. Ja a o EMF
apresentou inibicdo dose dependente conforme atestam a tabela 9 e figura 13, a DISO0 pode ser
determina em aproximadamente em 308,3 mg/kg, que representa a dose capaz de provocar
50% do efeito de inibig¢do (Katzung et al., 2014).

Guimaries et al. (2009) utilizou o 6leo essencial extraido das folhas da Fugenia
candolleana DC, obtendo um resultado dose dependente, inibindo 73,9% das contor¢des com
a dose de 100 mg/kg enquanto a dose equivalente de EMF inibiu 33,3844,22% (tabela 8).
Thaer et al. (2015) utilizou o 6leo da semente da Eugenia caryophyllata obtendo inibi¢ao de
87,7% para a dose de 33 mg/kg enquanto a dose do EMF de 30 mg/kg inibiu 40,18+10,44%
(tabela 8). Embora os efeitos relatados por Guimardes et al. (2009) e Thaer et al. (2015)
sejam mais pronunciados que os obtidos com o EMF este resultado pode ter ocorrido por
métodos de extracdo diferentes tanto em base como da parte da planta, o que pode ser
corroborado observando o trabalho de Saha et al. (2013), onde a mesma utilizou o extrato
metandlico da folha da Fugenia jambolana na dose de 300 mg/kgobtendo resultado de
inibicdo de 48,57% o que se aproxima ao resultado obtido com EMF na mesma dose,

55,1242,69 (tabela 8).

5.3 Formalina

Foram empregados grupos com seis animais sendo: (1) grupo controle positivo para
a primeira fase o fentanil 0,3 mg/kg; (2) grupo controle positivo para a segunda fase a
indometacina 10 mg/kg; (3) grupo controle negativo molecusol a 5% administrado na taxa de
0,01 mL/g; (4 — 6) EMC nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg; (7 — 9) EMF nas doses de 100,
300 e 1000 mg/kg. Como demonstrou-se no método das contor¢des induzidas por acido
acético ndo haver diferenca estatistica entre a salina e o molecusol na observacdo da reacdo
em resposta nociceptiva, decidiu-se pelo ndo emprego do grupo salina, o que coaduna com a
melhor utilizagdo de animais em experimento.

A figura 15 apresenta o resultado para o EMC cujos valores estdo expressos na tabela
10, onde tanto na fase de dor neurogénica como na fase de dor inflamatoria ndo foram
observados quais quer efeito, o que confirma o resultado da ndo inibi¢do nociceptiva e indica

que potencialmente ndo ha efeito anti-inflamatorio. Tanto o fentanil quanto a indometacina
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apresentaram comportamento esperado na literatura conforme descrito por Hunskaar e Hole

(1987).
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Figura 15 — Resultados do método da formalina do EMC
*¥*¥* = p < 0,001 calculados tendo como referéncia o molecusol 5% (0,01 mL/g); Fentanil 0,3 mg/kg;
Indometacina 10 mg/kg; EMC nas doses de 100, 300 ¢ 1000 mg/kg. Fase 1 — Dor neurogénica; Fase 2 — Dor
inflamatodria. Na fase 1 e 2 os grupos molecusol, fentanil, indometacina ¢ EMC 1000 mg/kg (n = 5) e demais

grupos (n = 6) ap6s o teste de Grubbs

Tabela 10 - Resultados do método da formalina para o EMC

Substancia Teste Mé diaFase 1 EPM Meé diaFase 2 EPM N do grupo
Molecusol 5% 129,2 4,66 144,6 4,90 5
Fentanil 0,3 mg/kg 1,60 1,03%** 1,66%** 0,84 6
Indometacina 10mg/kg 118,00 2,82 7,80%** 2,88 5
EMC 100 mg/kg 126,80 12,51 115,00 9,74 6
EMC 300 mg/kg 120,7 6,70 136,50 26,72 6
EMC 1000 mg/kg 100,6 2,87 103,2 6,27 6

*** = p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle salina 0,01 mL/g;Molecusol
5% (0,01 mL/g); Fentanil 0,3mg/kg; Indometacina 10mg/kg; EMC 100, 300 e 1000 mg/kg. Experimentos

realizados com grupos de 6, resultado retirado quando outlier detectado pelo teste de grubbs

O método aplicado ao EMF, ¢ apresentado na figura 16. Na primeira fase ndo houve

efeito sobre a dor neurogénica, enquanto na segunda fase houve significativo efeito anti-

inflamatorio, semelhante ao comportamento da indometacina, o que sugere um mecanismo de

acdo semelhante. Os tempos de reacao estdo expressos na tabela 11.
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Figura 16 — Resultado do método da formalina para EMF

*¥** = p < 0,001, calculos efetuados tendo como controle o molecusol 5% (0,01mL/g); Fentanil 0,3 mg/kg;
Indometacina 10 mg/kg; EMF nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg. Grupos Molecusol, Fentanil Indometacina (n
= 5), demais grupos n= 6, apds o teste de Grubbs

Tabela 11 - Resultados do método da formalina para o EMF

Substincia Teste Mé diaFase 1 EPM Mé diaFase 2 EPM N do grupo
Molecusol 5% 129,2 4,66 144,6 4,90 5
Fentanil 0,3 mg/kg 1,60 1,03%%* 1,66%** 0,84 5
Indometacina 10mg/kg 118,00 2,82 7,80%** 2,88 5
EMF 100 mg/kg 112,70 6,28 5,50%** 1,72 6
EMF 300 mg/kg 119,00 19,07 3,00%** 1,48 6
EMF 1000 mg/kg 131,2 15,89 2,40%%* 1,16 6

*¥** = p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle Molecusol 5% (0,01

mL/kg); Fentanil 0,3mg/kg; Indometacina 10 mg/kg; EMF 100, 300 ¢ 1000 mg/kg Experimentos realizados com
grupos de 6, resultado retirado quando outlier detectado pelo teste de grubbs

Os resultados encontrados sdo de comportamento semelhante ao de Saha et al. (2013)
que empregou o extrato metanolico das folhas da Eugenia jambolana, onde na primeira fase
de dor neurogénica nao se observou qualquer acdo indicando que ndo ha inibi¢do das vias da
dor, ja na fase inflamatéria houve inibi¢ao de 73,77% para a dose de 300 mg/kg enquanto no
EMF 98,97%. Contudo Halder et al. (2012) utilizando 6leo essencial obtido das sementes da
Eugenia caryophyllata obteve inibicdo em ambas as fases do método da formalina, o que
embora discordante do resultado para Eugenia Uvalha Cambess confirma o uso popular da
espécie que emprega para alivio de dores agudas como a de dente, uso empirico nao

registrado para o espécime em estudo.
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5.4 Pleurisia induzida por carragenina

Foi seguido o protocolo de Henriques et al. (1990). Os animais foram colocados em
jejum prévio de 8 horas, inicialmente foram administradas as substancias testes, sendo o
controle negativo o molecusol 5%, EMF e EMC nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg
administrados por via oral, o controle positivo foi a dexametasona 2 mg/kg por via
subcutdnea. ApoOs sessenta minutos foi aplicado carragenina a 1% via intratoracica
depositando-a na cavidade pleural. Transcorridos 240 minutos os animais foram eutanasiados
e o liquido pleural foi extraido por lavagem empregando 500 pL de solugdo salina tamponada
(PBS — pH 7,6) e heparinizada (20 pL/mL).Onde o lavado foi recolhido para analise.

Os lavados obtidos na pleura dos camundongos foram encaminhados diretamente para
contagem de leucocitos em camara de Neubauer, com objetivo de aferir-se a capacidade dos
extratos em reduzir a quimiotaxia e outros fendmenos inflamatorios.Os resultados para o
caule sdo apresentados na figura 17, cujo o grafico revela inatividade do extrato do caule para
estes parametros avaliados, embora aparente alguma redug¢do na migracdo leucocitaria ndo
houve significancia estatisticamente comprovada

Ja o grafico que apresenta os resultados para o EMF, indo a figura 18, verifica-se
uma consideravel redu¢do na migracdo leucocitaria, o que pode-se atribuir a mitigagcdo de

fatores que evocam a quimiotaxia.
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Figura 17— Contagem de Leucocitos no exsudato sob a¢do do EMC

** =p < 0,01 calculado com referencia ao grupo controle Molecusol 5% (0,01 mL/g); Dexametasona 2 mg/kg;
EMC nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. Grupo Dexametasona n = 6, os demais grupos n = 5 apds o teste de
Grubbs
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Figura 18 - Contagem de Leucécitos no exsudato sob agdo do EMC
*¥* =p<0,01; ¥** =p < 0,001 em relagdo ao grupo controle Molecusol 5% (0,01 mL/g); Dexametasona 2
mg/kg; EMC nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. Todos os grupos com n = 6.

A tabela 12 apresenta os dados das figuras 17 e 18.
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Tabela 12 — Resultados do método de pleurisia — contagem leucocitaria do exsudato

EMC EMF
Substincia Teste Média EPM Média EPM Intt)/lg:)ao

(1]

Molecusol 5% 3850 882,5 3850 927,1 0
Dexametasona 2mg/kg 591,7** 186,4 591,7%* 186,4 80,45+3,49
30 mg/kg 2500 1250 1067** 318,5 67,35+18,37
100 mg/kg 2755 914,8 466,7*** 162,5 85,71+9,18
300 mg/kg 2133 187,8 550,0%** 155,5 83,16+7,65

*¥* =p < 0,01;*** = p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle salina;
Experimentos realizados com grupos de 6, resultado retirado quando outlier detectado pelo teste de grubbs; Os
dados estio expressos em x 10° de leucocitos/mL

O EMF, cujos os efeitos podem ser verificados nas figuras 13, 16 e 18, demonstram
um promissor efeito redutor da inflamacao, ressalta-se que a inibi¢do da migracdo leucocitaria
nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg foi de 67,35+18,37; 85,71+9,18 e 83,16+7,65% motivo
pelo qual nesta pesquisa a partir deste ponto passou somente a se investigar o extrato
metanolico obtido das folhas, o que coaduna com os objetivos expressos e com a politica de
uso racional de animais.

Empregando-se a equacdo 2 obteve-se a concentracdo de TNFa por ELISA para
cada concentracao teste de EMF (30, 100 e 300 mg/kg), o veiculo (molecusol 5%) e o
controle positivo dexametasona 2 mg/kg subcutanea, os dados agrupados estdo expressos na
figura 20. Onde verifica-se uma diferenca significativa (p < 0,001) em relagdo ao veiculo,
percebe-se ainda que ndo houve diferenca significativa entre as doses EMF provavelmente
por ocorréncia de saturacdo do efeito sobre o TNFa que pode ter ocorrido em doses inferiores
a 30 mg/kg resultando em um platd. A inibi¢@o respectiva para cada dose foi de 69,22+0,76;
69,01+3,57 e 70,27+8,00%
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Figura 19 — Concentracdo de TNFa no exsudato da pleurisia induzida por carragenina
**% = p<0,001 sendo a referéncia o veiculo molecusol a 5% (0,01mL/g); Dexametasona 2 mg/kg via subcutanea;
EMF nas concentragdes de 30, 100 e 300 mg/kg. Grupos com n = 6

Guimaries et al. (2009) utilizou o 6leo essencial extraido das folhas da Fugenia
candolleana DC e na dose de 100 mg/kg obtendo inibi¢do da migracdo leucocitaria em 58,6%
enquanto o equivalente do EMF foi de 85,71+9,18%, contudo utilizou exsudato de peritonite.
Ja Daniel et al. (2009) utilizando 6leo extraido das sementes da Eugenia caryophyllata,
também empregando peritonite somente conseguiu resultado na redu¢do do volume do edema,

mas ndo na migracao leucocitaria.

5.5 Avaliacao anti-edematogénica

O modelo de edema de pata induzido por carragenina foi empregado afim de se
avaliar a capacidade anti-edematogénica do extrato metandlico das folhas (EMF), dado que ¢
um dos fendmenos eminentes da inflamacao aguda. Optou-se em avaliar a dose de 300 mg/kg
por ser proxima da Dlsy determinada. O controle negativo, o veiculo molecusol 5% e os
extratos foram administrados por via oral, ja como controle positivo a dexametasona 2 mg/kg
de administra¢do subcutanea. O método foi conduzido seguindo o protocolo estabelecido por

Vinegar, Schreiber ¢ Hugo (1969) e Van Arman (1979), sendo a carragenina a 1%
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administrada na pata direita via intraplantar e na pata esquerda o mesmo volume de salina

0,9%. Os resultados de cada grupo foram tabelados a cada hora gerando a figura 20e calculou-

se a area sob a curva gerada na dimensdo tempo versus o volume da pata, expresso na figura

21cujo os dados estdo na tabela 13.
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Figura 20 — Evolug@o do edema de pata induzido por carragenina
**% = p < 0,001; Molecusol 5% (0,01 mL/g); EMF 300 mg/kg; Dexametasona 2mg/kg; Grupos com n=6

Tabela 13 - Resultados do método de edema de pata induzido por carragenina

Periodo Molecusol 5 % Dexametasona 2mg/kg EMF 300 mg/kg
1h 28,83 + 3,50 5,60 + (0,88 *** 9,67 &+ 1,22 ***

2h 31,83 +3,11 9,17 £0,56 *** 12,67 +£2,11 ***
3h 32,00 + 2,40 10,50 £ 1,17%** 14,50 + 1,67 ***
4h 31,50+ 3,67 12,00 £ 1,20 *** 15,00 + 1,33 ***

*** = p < 0,001, significancia estatistica calculada com referéncia ao grupo controle molecusol; Experimentos
realizados com grupos de 6, resultado retirado quando outlier detectado pelo teste de grubbs;
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Figura 21 — Edema de pata induzido por carragenina (Area sob a curva)
**% = p < 0,001 calculo tendo como referéncia o molecusol 5% (0,01 mL/g); ## = p <0,01 diferenca entre a
dexametasona 2 mg/kg e EMF 300 mg/kg.; Grupos n = 6

Tabela 14 - Area sob a curva para o edema de pata induzido por carragenina

Substincia teste Média EPM
Molecusol 5% 93,33 2,61
Dexametasona 2mg/kg 25,33%** 2,38
EMF 300 mg/kg 39,50%** 2,12

***=p < 0,001, significancia estatistica calculada tendo como parametro o grupo controle Molecusol 5% (0,01
mL/g); Dexametasona 2mg/kg; EMF 300 mg/kg; Grupos com n=6

Na figura 20, observa-se além do efeito significativo do extrato e da dexametasona,
considerando os calculos sob area sobre as curvas da figura 21, o EMF 300 mg/kg apresentou
diferenca significativa (***p < 0,001) em relacdo ao veiculo molecusol, evidenciando efeito
antiedematogénico, inibindo 58,44+5,08% do edema, (##p < 0,01) apresentou diferenga
significativa em relacdo ao grupo o dexametasona 2 mg/kg (75,35+3,06%) e o extrato, o que
permite inferir que ha efeito sob o edema pronunciado.

Continuando-se a avaliagdo sobre o efeito no edema empregou-se o protocolo
apresentado em Pires et al. (2015) afim de se proceder ao edema de pata induzido por
histamina e serotonina que visam a avaliacdo de curto prazo entre 30 a 90 minutos, donde a
medi¢do procedeu-se com 1 hora (durante 4 horas) conforme o trabalho citado, as aminas

empregadas sdo de acdo rapida e agem sobre a formacdo do edema de maneira semelhante.
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Utilizou-se como controle positivo a dexametasona na dose de 2 mg/kg subcutanea, o extrato
metanolico da folha na dose de 300 mg/kg via oral e a histamina 100 nmol e serotonina 100
pg aplicados por pata via intraplantar, cujo os resultados estdo expressos nas figuras 22, 23,

24 e 25.
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Figura 22 - Evolugdo do edema de pata induzido por histamina
Molecusol 5% (0,01 mL/g) via oral; Dexametasona 2 mg/kg via subcutdnea; EMF 300 mg/ kg via oral;
histamina 100 nMol/pata intraplantar; Significancia estatistica tem referéncia o grupo molecusol; *= p < 0,05;
fesksk—

=p<0,001
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Figura 23 — Edema de pata induzido por histamina em 1 hora

Molecusol 5% (0,01 mL/g) via oral; Dexametasona 2 mg/kg via subcutdnea; EMF 300 mg/ kg via oral;
histamina 100 nMol/pata intraplantar; Significancia calculada em relagdo ao grupo controle molecusol; **=p <
0,01; *=p < 0,05
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Figura 24 — Evoluggo do edema de pata induzido por Serotonina
Molecusol 5% (0,01 mL/g) via oral; Dexametasona 2 mg/kg ,via subcutanea; EMF 300 mg/kg via oral;
Serotonina 100 pg / pata intraplantar; Referéncia estatistica grupo molecusol; ***=p < 0,001; **=p < 0,01
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Figura 25 — Edema de pata induzido por serotonina em 1 hora; Molecusol 5% (0,01 mL/g) via oral;
Dexametasona 2 mg/g via subcutanea; EMF 300 mg/kg via oral; Serotonina 100 pg / pata intraplantar; grupo de
referéncia estatistica Molecusol; ***=p < 0,001

Os dados das figuras 23 e 25 estdo expressos na tabela 15.
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Tabela 15 - Area sob a curva para o edema de pata induzido por histamina e serotonina

A Histamina (100 nMol/pata) Serotonina (100 pg/pata)
Substancia teste Média EPM Média EPM
Molecusol 5% 78,3 9,46 88,3 10,78
Dexametasona 2mg/kg 30,0%* 10,65 28,3%%* 4,77
EMF 300 mg/kg 41,7* 6 43 3%%* 2,11

*=p <0,05; ¥*=p <0,01;***=p < 0,001, significancia estatistica calculada entre o grupo veiculo Molecusol 5%
(0,01 mL/g); Dexametasona 2 mg/kg; EMF 300 mg/kg; Histamina 100nmol/pata; Serotonina 100 pg/pata;
Grupos com n=6

O efeito edematogénico da histamina foi inibido em 46,74+10,00% pelo EMF
enquanto a dexametasona apresentou reducdo de 61,69+17,75%, demonstrando um efeito
significativo (p < 0,05) em relacdo ao veiculo. J& a producdo de edema foi reduzida em
50,96+3,52% pelo EMF quando induzida pela serotonina, enquanto o controle positivo
67,95+7,95%. Os resultados para o veiculo sdo semelhantes ao de Pires et al. (2015). E
interessante notar que o efeito sobre o edema provocado pela serotonina foi maior, embora
ambas as substincias sejam potentes vasodilatadoras (Katzung et al., 2014), a histamina tem
outros efeitos complementares como a contragdo das células endoteliais venulares e
quimiotaxia, mais marcantes que a outra amina (Benly, 2015). Todavia as duas aminas tém
acdo predominantes nos primeiros momentos da inflamacao aguda até 90 minutos, por este
motivo além dos graficos de evolucdo do edema (figuras 22 e 24) foram apresentados os
graficos com a inibi¢do média do edema medidos apds 1 hora (figuras 24 e 26) que melhor
avaliam os dados coletados. Os valores apos 2 horas (inclusive) nas figuras 22 e 24 nao
podem ser explicados com base nos efeitos das aminas.

Daniel et al. (2008) utilizando 6leo extraido das sementes da Eugenia caryophyllata
também aplicou o teste de edema de pata induzido por carregenina obtendo somente redugao
significativa na 3 e 4 horas do experimento indicando que o 6leo deve ter somente a¢do sobre
as prostaglandinas geradas nesta fase, em contraste com o EMF que apresentou resultado nas
primeiras horas (figura 22) o que foi confirmado com o teste da serotonina e histamina que
agem neste momento.

Saha et al. (2013) utilizou o extrato metandlico da folha da Fugenia jambolana na
dose de 300 mg/kg, inibindo o edema de pata nas 4 horas resultado semelhante ao encontrado

nesta pesquisa, inibindo 57,78% ,enquanto o EMC inibiu em 57,67%
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5.6 Rota-rod

O método de rota-rod (roda giratéria) foi conduzido tendo como atengdo o protocolo
estabelecido por Carlini et al. (1986), afim de se determinar se havia alguma interferéncia na
coordena¢do motora dos animais provocados por acdo central ou relaxamento muscular, cujo
o resultado avaliado foi o tempo total de permanéncia ¢ o nimero de quedas, durante 1 minuto
com até trés reconducdes na velocidade de 12 rotagdes por minuto, as figuras 26 e 27

apresentam os resultados.
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Figura 26 — Tempo de permanéncia na roda giratoria (rota-rod);
Salina a 0,9% (0,01 mL/g); molecusol 5% (0,01 mL/g) e EMF 300 mg/kg administragdo oral; Diazepam 2 mg/kg
via subcutanea; ** = p <0,01, em referéncia ao grupo Salina.

Na figura 26 para o tempo de permanéncia na barra o EMF apresentou resultado
muito proximo ao veiculo e ao controle negativo e destacando o efeito significativo (p < 0,01)
apresentado pelo Diazepam (com comportamento dentro do esperado), ja quando se analisa o
numero de quedas registradas limitadas a 3 pelo delineamento metodologico ndo ha registro
de nenhuma diferenca estatisticamente valida, conforme visualiza-se na figura 27, contudo o
grupo Diazepam registrou uma queda superior em média de 50%, o que pode-se inferir no ndo

efeito do extrato sobre o nimero de quedas. Lendo os dois resultados em conjunto pode-se
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deduzir que a substincia em analise ndo produziu qualquer efeito que acarretasse na falta de

coordenagdo motora.

contagem de quedas

Figura 27 — Numero de quedas no método da roda giratoria (rota-road)
Salina a 0,9% (0,01mL/g); molecusol 5% (0,01 mL/g) e EMF 300 mg/kg administrag@o oral; Diazepam 2 mg/kg
via subcutanea. Dados expresso média+EPM

Os dados referentes as figuras 27 e 28 estdo expressos na tabela 16.

Tabela 16- Resultados do método da roda giratoria

A Tempo de permanéncia Nimero de quedas
Substancia teste Média EPM Média EPM
Salina 54,88 3,62 1,87 0,47
Molecusol 5% 57,88 1,20 1,75 0,41
EMF 300 mg/kg 57,13 1,24 2,00 0,37
Diazepam 2 mg/kg 43,209%* 3,13 3,00 0,00

**=p < 0,01, significancia estatistica calculada com o grupo controle Molecusol 5% (0,01 mL/g); Salina 0,01
mL/g; EMF 300 mg/kg; Diazepam 2 mg/kg; Grupos com n=6

Mehta et al. (2013) utilizou o o6leo extraido da semente Eugenia caryophyllata
administrados por via intraperitoneal na dose de 0,1 mg/kg durante 3 semanas o que aumento
a coordenag@o motora dos ratos diminuindo o nimero de quedas e aumentando o tempo de
permanéncia, o que ndo pode ser aferido por esta pesquisa & que a administracao foi aguda.

Basting (2012) utilizou o extrato hidroetandlico das folhas da Eugenia punicifolia,
com a dose de 250 mg/kg, executando o mesmo protocolo desta pesquisa ¢ chegando a

resultados semelhantes, ndo registrando nenhum efeito do extrato.
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5.7 Campo Aberto

Os animais foram divididos em quatro grupos: (1) salina a 0,9% (controle negativo),
(2) molecusol a 5%, e (3) EMF 300 mg/kg por via oral e (4) Diazepam 2 mg/kg administrado
por via subcutdnea (controle positivo). Cada animal foi colocado, apdés 60 minutos da
administracdo da substancia, na area central do campo de observacdo e avaliados durante
cinco minutos quanto a sua atividade exploratoria com auxilio do software Any-Maze versao

5.0, com os dados construiu-se a tabela 17

Tabela 17 — Resultados do método de campo aberto

Parametro Objetivo Unidade Salina | Molecusol EMF (300 | Diazepam (2
mg/kg) mg/kg)
Entradas no
quadrante Quantidade | 8,8+1,8 8,5+2,1 8,2+1,3 14,6+1,4%*
central Verificar atividade
Distancia total | ansiolitica ou sedativa
. Metros 12,9+0,8 | 11,8+1,3 12,3+1,3 7,1£0,7%**
percorrida
Rearing Quantidade | 28,1+2,0 | 27,2+1,9 28,8+1,7 16,8+1,5%**
Grooming Sedacio ou medo Quantidade | 13,8+3,3 | 14,1+2.9 13,6+3,2 9,2+1,5%
Imobilidade ¢ Segundos 10,8+2,9 | 11,6+3,0 11,742.4 15,7+1,9%*
Bolos fecais Emocionalidade Quantidade | 1,6£1,5 1,5+1,3 1,4+1,0 1+0,8

A correspondéncia dos parametros medidos e os objetivos estdo de acordo com Prut e Belzung (2003); e ** =p
< 0,01; *** = p < 0,001 calculados entre o grupo Salina 0,01 mL/g; Molecusol 5% (0,01mL/g); EMF 300
mg/kg; Diazepam 2mg/kg

Na tabela 17 observa-se que ndo houve registro de atividade ansiolitica ou sedativa
para o extrato em relacdo ao grupo positivo controle salina foi observada diferenca
significativa quando analisa-se os pardmetros: nimero de entradas no quadrante central,as
distancias totais percorridas alcancaram resultado significativo (p < 0,01) e rearing (P
<0,001). Resultado semelhante obteve-se nos parametros avaliados para sedagdo ¢ medo,
quanto aos bolos fecais que estdo ligados a critérios de emocionalidade ndo houve diferenga
significativa, possivelmente devido os nimeros absolutos pequenos somado ao fato dos
animais estarem vindo de um jejum de 8 horas anterior a aplicacdo do método, contudo a
diferenga entre o controle positivo (diazepam) e o negativo (salina) é de 38,4% enquanto que
para o extrato foi de apenas 15,3%, donde pode se inferir por ndo alteracdo. Somados os
resultados indicam pela inexisténcia de atividade central.

Colla (2012) investigou o efeito antidepressivo do extrato hidroalcoolico das
Eugenias beaurepaireana, brasiliensis, catharinae, umbelliflora e uniflora, obteve resultado
para administracdo aguda dos extratos de beaurepaireana (10 e 100 mg/kg), brasiliensis e

catharinae (1, 10 e 100 mg/kg) produziu efeito tipo-antidepressivo.
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6 CONCLUSOES

No ensaio de toxicidade aguda (dose unica) ndo foi observado nenhum efeito
deletério para o EMC e EMF, o que sinaliza na dire¢do da seguranca em seu uso, coadunando
com observagao anterior de Silva et al. (2015).

O método das contor¢des abdominais induzidas por acido acético revelou que o
EMC ndo possui efeito inibitorio, contudo o EMF obteve resultados estatisticamente
significativos e crescentes com a dose, o que permitiu o calculo da DIsy em 308 mg/kg.

O método da formalina também revelou inatividade do EMC, enquanto o EMF
apresentou resultados significativos na fase inflamatoria, o que indica que o seu mecanismo
de acdo ¢ possivelmente indometacina-/ike.

A contagem de leucocitos realizado em camara de Neubauer a partir do lavado
coletado em pleurisia induzida por carragenina, revelou redugdo na quimiotaxia do EMF.
Para o EMC revelou-se inativo, este resultado em conjunto com o obtido nas contor¢des
abdominais e na formalina, indicam que o extrato metandlico do caule ndo apresenta efeito
anti-inflamatorio detectavel nesta pesquisa, sendo assim os demais métodos prosseguiram
somente com o EMF, por razdes éticas e de economicidade. O ensaio de ELISA para TNFa
demonstrou um resultado significativo (p <0,001) sendo o plato atingido com a dose de 30
mg/kg, com inibicdo média de 74,1%.

O efeito anti-edematogénico foi evidenciado com redugdo na area sob a curva de (1 a
4 horas) de 57,7% em média (relacdo entre o molecusol 5% e o extrato 300 mg/kg), houve
diferenca significativa (p < 0,001) em relagdo a dexametasona que inibiu 72,8% do edema, o
que permite inferir que pelo menos no que tange ao fendmeno do edema o extrato ndo possui
mecanismo de acdo similar ao controle positivo. Na fase inicial da inflamacdo aguda ha
grande presenca da histamina e da serotonina duas potentes aminas vasodilatadoras (Katzung
et al., 2014) que quando utilizadas como elemento flogistico para o edema de pata, observou-
se redugdo no edema, produzido pelo EMF respectivamente de 41,7% e 43,3% em relagdo ao
veiculo utilizado.

No método de rota-rod, nao foi identificada qualquer falta de coordenagdo motora
provocada pelo extrato, tanto quanto se avalia o tempo de permanéncia sob a barra quanto
nimero de quedas registrada em 1 minuto. No método de campo aberto ndo foi evidenciado
qualquer alteragdo nos parametros indicativos de ansiedade, sedacdo, medo e emocionalidade,

o que somados indicam que ndo ha atividade central.
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Lidos em conjunto os métodos indicaram ndo haver atividade anti-inflamatoéria para
o extrato metanolico do caule da Fugenia Uvalha Cambess, enquanto o extrato metanolico
das folhas apresenta efeito anti-inflamatério promissor possivelmente com mecanismo de
acdo semelhante ao da indometacina, apresentando resultados expressivos quanto a reducdo
da quimiotaxia, da expressdo do TNFa e do edema. Nao apresentou indicativo de toxicidade
aguda, efeito sobre a motricidade e no sistema nervo central, fatos que convergem para a
seguranca do seu uso. Assim ¢ necessario a continuacdo da pesquisa afim de se estabelecer
precisamente o mecanismo de agdo e o principio ativo que pode resultar em uma nova opgao a
terapéutica.

Os resultados encontrados podem ser atribuidos em parte pela presenca do E-
cariofileno presente no 6leo essencial (LIMA et al., 2010), ou pelo acido gélico e a quercetina,
ambas identifica altas concentragdes na extragdo que tem base o metanol, cujo estudos
confirmatorios para acao anti-inflamatéria foram desenvolvidos por Kroes et al. (1992).

Para pesquisas futuras é recomenda-se que se execute método de toxicidade cronica
descritos por Brito (1994) afim de se estabelecer possiveis efeitos deletérios acumulativos.
Sobre a perspectiva anti-edematogénica ¢ interessante que se estabeleca a influéncia do
extrato na acdo sobre a bradicinina e das prostaglandinas que tem efeitos proeminentes na fase
intermediaria e tardia da inflamacdo, o que ajudaria a entender o mecanismo de agdo sobre o
edema, bem como investigar as propriedades dos extratos sobre a inflamagao cronica dados

que os métodos empregados visam a investigacao da inflamagao aguda.
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