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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DO
OLEO ESSENCIAL DE Hyptis martiusii BENTH.
Ramos, A. G. B.

RESUMO

O grande avanco cientifico nos estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais,
visam a busca por novos compostos com atividade terapéutica e nesse contexto destaca-se a
espécie Hyptis martiusii (Lamiaceae) com inimeras atividades bioldgicas ja comprovadas na
literatura. O 6leo essencial de Hyptis martiusii (OEHM) foi avaliado quanto a sua possivel
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva nos modelos de inflamacdo tdpica aguda e
cronica, modelos de inflamacdo sist€émica e ensaios antinociceptivos. Foram utilizados
camundongos Swiss (20-30g) e o 6leo foi administrado nas doses de 50, 75 e 100mg/kg,
sendo a ultima dose a mais efetiva em todos os ensaios. A andlise quimica do 6leo revelou o
1,8 — cineol (34,58) e o 6 careno (21,58%), como o0s constituintes marjoritarios do dleo
essencial. A atividade anti-inflamatéria tdpica foi avaliada pelo ensaio do edema de orelha,
agudo e cronico, sem reducdo significativa do processo edematogénico ocasionado pelo
agente irritante Oleo de créton em ambos os modelos. J4 a atividade anti-inflamatéria
sist€émica foi avaliada pelo ensaio de edema de pata (induzido por carragenina, dextrana e
histamina), peritonite, extravasamento vascular, e dosagem da mieloperoxidase. No ensaio de
edema de pata induzido por diferentes agentes, o OEHM foi capaz de reduzir
significativamente o processo edematogénico ocasionado pela carragenina, dextrana e
histamina, sendo a dose de 100mg/kg a mais efetiva na reducdo do edema. No modelo de
peritonite, o OEHM foi capaz reduzir o influxo de leucdcitos totais e neutrofilos para
cavidade peritoneal, sendo efetivo também na reducdo da permeabilidade vascular. J4 no
ensaio onde a enzima mieloperoxidase foi dosada, o OEHM nao reduziu a atividade da
referida enzima. Os resultados mostraram que OEHM demonstrou ter atividade
antinociceptiva nos modelos da placa quente, contor¢des abdominais por &dcido acético,
formalina e hipernocicepcdo mecanica plantar. No modelo da placa quente, o OEHM nas
doses de 75 e 100mg/kg se mostrou efetivo ao aumentar ao tempo de permanéncia do animal
na placa aquecida. J4 no ensaio das contor¢cdes induzidas por dcido acético, o OEHM em
todas as doses testadas reduziu significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo acido
acético. O pré-tratamento com OEHM na dose de 100mg/kg reduziu significativamente a
nocicep¢do neurogénica e inflamatdria induzida pela primeira e segunda fase respectivamente
do teste de formalina e no teste de hipernocicep¢ao mecanica o OEHM também se apresentou
eficaz, aumentando o limiar de dor dos animais. A investigacdo do mecanismo de acgdo
envolvido na atividade antinociceptiva do OEHM revela uma possivel participacao dos
receptores opioides, TRPV1 e a2-noradrenérgicos. Em sintese, esses resultados indicam que o
OEHM possui atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva em modelos (quimicos e térmicos)
de dor e modelos quimicos de inflamacdo. Além disso, € provdvel que o OEHM esteja
envolvido nos mecanismo de inibi¢do ou liberagdo de mediadores proé-inflamatorios
envolvidos na geracdo da dor e inflamagdo, podendo ainda atuar por uma resposta
antinociceptiva a nivel de sistema central.

Palavras-chave: Inflamacgao, Hyptis martiusii, nocicepcao.



EVALUATION OF ANTI-INFLAMMATORY AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITIES
OF Hyptis martiusii BENTH. ESSENTIAL OIL
Ramos, A. G. B.

Abstract

Great scientific advances in chemical and pharmacological studies of medicinal plants, have
been used to search for new compounds with therapeutic activity, and in this context
highlights the Hyptis martiusii (Lamiaceae) species with plenty of biological activities proved
in the literature. The essential oil of Hyptis martiusii (OEHM) was evaluated for its possible
anti - inflammatory and antinociceptive activity in models of acute and chronic topical
inflammation, systemic inflammation models and antinociceptive tests. Swiss mice (20 - 30g)
were used and the oil was administered at doses of 50, 75 and 100mg/kg , the last one was the
most effective dose in all assay. Chemical analysis revealed the oil 1,8 - cineole (34,58%) and
o-carene (21.58%) as majoritarian constituents of essential oils. Topical anti-inflammatory
activity was evaluated by testing the ear edema, acute and chronic, with no significant
reduction in edematogenic process caused by croton oil irritant in both models. In addition
the systemic anti - inflammatory activity was evaluated by testing paw edema (induced by
carrageenan, dextran and histamine), peritonitis, vascular leakage, and determination of
myeloperoxidase activity. In the trial of paw edema induced by different agents, OEHM was
able to significantly reduce the edematogenic process caused by carrageenan, dextran and
histamine, and the dose of 100mg/kg was the most effective in reducing edema. In peritonitis
model, OEHM was able to reduce the influx of total leukocytes and neutrophils into the
peritoneal cavity also being effective in reducing vascular permeability. The test in which the
enzyme myeloperoxidase was measured, the OEHM did not reduce the activity of that
enzyme. The results showed that OEHM demonstrated to have antinociceptive activity in
models of hot plate, abdominal writhing by acetic acid, formalin and hypernociception
mechanical planting. In the model of the hot plate, the OEHM at doses of 75 and 100mg/kg
was effective to increase the permanence time of the animal on hot plate. In the test of
writhing induced by acetic acid, the OEHM at all doses tested decreased the nociceptive
response induced by acetic acid significantly. Pretreatment with OEHM at a dose of
100mg/kg significantly reduced nociception and neurogenic inflammation induced by the first
and second phases respectively of the formalin test, and in the test of mechanical
hypernociception, OEHM also performed effectively, increasing the threshold of the pain of
the animals. The investigation of the mechanisms involved in the antinociceptive activity of
OEHM reveals a possible involvement of opioids, TRPV1 and a2 - noradrenergic receptors.
In summary, these results indicate that OEHM has anti- inflammatory and antinociceptive
activity in models (chemical and thermal) of pain and inflammation chemical models.
Furthermore, it is likely that the OEHM is involved in the inhibition mechanism or release of
pro- inflammatory mediators involved in inflammation and pain generation, and may operate
by an antinociceptive response at the level of the central system.

Keywords: Inflammation, Hyptis martiusii, nociception.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia vem crescendo notadamente, constituindo-se como fonte de
terapia medicinal, a partir do grande avanco cientifico nos estudos quimicos e farmacolégicos
de plantas medicinais, visando a busca por novos compostos com atividade terapéutica. A
avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais
como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de estudo de
incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acdes farmacoldgicas através de ensaios
pré-clinicos com animais (HAVSTEEN, 1983) tendo essas substancias, grandes

possibilidades de se tornarem importantes agentes terapéuticos.

Dentro dessa perspectiva e considerando que o Brasil possui uma extensa e
diversificada flora, chegando a deter um ter¢co da flora mundial (YUNES, PEDROSA e
CECHINEL FILHO, 2001) € significativo o nimero cada vez maior de grupos de pesquisa
que tem contribuido para o desenvolvimento da quimica e da farmacologia de produtos

naturais e outras areas relacionadas.

Em um contexto local, a regido do Cariri, estd localizada ao Sul do Estado
do Ceard, tem sua geografia marcada pela Chapada do Araripe, com uma drea de protecao
ambiental e uma floresta nacional, essa dltima compreendendo uma cobertura vegetal que
envolve dreas de cerrado, mata imida, cerraddo, caatinga e carrasco (DA SILVA AUGUSTO

e GOES, 2007).

Em meio a essa biodiversidade local € evidente o grande nimero de estudos
etnofarmacolégicos, sendo possivel encontrar o uso de plantas nativas com finalidade de cura
e tratamento de enfermidades humanas. Dentre as espécies vegetais utilizadas pelas
comunidades da Chapada do Araripe, destaca-se a cidreira-brava (Hyptis martiusii BENTH),
espécie pertencente ao geénero Hyptis e familia Lamiaceae. Atividades antitumorais,
citotoxicas e inseticidas (COSTA-LOTUFO et al., 2004; COSTA et al., 2005), antimicrobiana
(COUTINHO et al., 2008) e antiulcerogénica (CALDAS et al., 2011) ja foram relatadas na
literatura, no entanto, observa-se que estudos acerca de um possivel potencial anti-

inflamatdrio e antinociceptivo sdo ainda incipientes, com poucos relatos na literatura.

A etnofarmacologia sugere que partes dessa espécie, como folhas e raizes,
possuem constituintes com principios ativos importantes para o desenvolvimento de novos

farmacos com possiveis atividades anti-inflamatorias e analgésicas.
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1.1 Referencial Tedrico

1.1.1 Plantas medicinais
O uso de plantas medicinais teve inicio ha milhares de anos por populagcdes
de vdrios paises com o intuito de tratar patologias, como uma forma alternativa ou
complementar aos medicamentos sintéticos (SOUSA et al., 2008). As plantas medicinais sdo
de grande importancia para a saide de toda populacdo mundial e apesar dos grandes avangos
da medicina moderna nas dltimas décadas, elas continuam sendo utilizadas, estimando-se que
25-30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos, sdo derivados de produtos

naturais (CALIXTO, 2005; JUNIOR e MELLO, 2008).

As observacdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nio terem seus

constituintes quimicos conhecidos (MACIEL et al., 2002).

O grande avanco da ciéncia, envolvendo estudos quimicos e
farmacoldgicos, cujas matérias primas sdo as plantas medicinais, visam a obtencdo de
compostos inéditos com propriedades terapéuticas. Novos compostos, com importante
atividade farmacoldgica, sdo descobertos e relatados na literatura todos os dias. Neste
contexto € importante mencionar que as plantas, além de seu uso na medicina popular com

finalidades terapéuticas, t€ém contribuido, ao longo dos anos para a obtencdo de varios

farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica (FARNSWORTH e SOEJARTO, 1991).

De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo dreas multidisciplinares, como por exemplo, a botanica,
a farmacologia e a fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotavel

fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002)

A etnobotinica como ciéncia que busca conhecer e resgatar a visdo
tradicional botanica, principalmente no ambito da flora, traz perspectivas metodolégicas, bem
como estratégias utilizadas por comunidades e suas relagdes com os recursos biolégicos (DE
OLIVEIRA e DA SILVA, 2007) A etnobotanica é citada na literatura como sendo um dos
caminhos alternativos que mais evoluiu nos ultimos anos para a descoberta de produtos
naturais (PRANCE, 1991). Baseado nesse pressusto, a busca por novos farmacos € incessante

e progressiva.
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1.1.2  Oleos essenciais

Os o6leos essenciais constituem os elementos volateis contidos em muitos
orgaos vegetais e estio relacionados com diversas funcdes necessdrias a sobrevivéncia vegetal
exercendo papel fundamental na defesa contra micro-organismos (SIANI et al., 2000). Os
Oleos essenciais sdo originados do metabolismo secunddrio de plantas e possuem composi¢ao
quimica complexa, destacando-se a presenga de terpenos e fenilpropandides (SILVA et al.;
GONCALVES et al, 2003). Os elementos volateis dos o6leos essenciais podem ser
encontrados em diferentes 6rgdos anatdmicos e sua composi¢do pode variar de acordo com
sua localizacdo em uma mesma espécie. Varios fatores sdo responsdveis por interferir na
composi¢ao do 6leo essencial em uma mesma espécie vegetal como a época da coleta, ano,
hora do dia, condi¢des climdticas e do solo, localizacdo geogréfica, ciclo vegetativo da

espécie e modo de obten¢do do 6leo (DORMAN e DEANS, 2000).

Os 6leos essenciais sdo extraidos de plantas através de técnicas de arraste a
vapor, na grande maioria das vezes, como também pela prensagem do pericarpo de frutos
(BIZZO, HOVELL e REZENDE, 2009). A maior parte dos 6leos essenciais consiste numa
mistura complexa de principios ativos que variam na sua composi¢ao quimica. Cerca de 20 -
60 componentes em concentracdes muitos diferentes podem ser encontrados em O6leos
essenciais, bem como a presenca de dois ou trés destes constituintes em concentracdes
relativamente elevadas. Em geral tais componentes determinam as propriedades bioldgicas do

6leo (BAKKALI et al., 2008).

Os terpendides sdo os constituintes preponderantes nos Oleos essenciais,
sendo os mais frequentes os monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos. Grandes
variacOes nas composi¢des dos 6leos essenciais tém sido observadas, dependendo da origem
da planta, do estagio de desenvolvimento e da parte usada para a destilacao do 6leo (SIMOES,

2001).

Os o6leos essenciais, muitas vezes sdo responsaveis pela fragrancia das
espécies vegetais. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, raizes, rizomas e
caules (TISSERAND e BALACS, 1995). Possuem grande aplicacdo na perfumaria,
cosmética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos. Sao empregados
principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composicoes
farmacéuticas e orais e comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo
substancias purificadas como, por exemplo, o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e

safrol (CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993; SILVA-SANTOS et al., 2006).
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Nos dltimos anos, 6leos essenciais obtidos de plantas t€ém sido considerados
fontes em potencial de substincias biologicamente ativas. Enfase tem sido dada as
propriedades antimicrobiana, antitumoral e inseticida de compostos voléateis, além de sua acio

sobre o sistema nervoso central (RODRIGUEZ, HEALEY e MEHTA, 1984).

As moléculas dos constituintes ativos dos 6leos essenciais tém agido como
modelo para que por meio de mudancas de grupamentos moleculares e analise de relacao
entre estrutura quimica e acdo farmacoldgica, manipulem-se novos farmacos com maior
eficacia e seletividade. Com a propagacdo da ciéncia e da tecnologia, as plantas medicinais
estdo tendo seu valor terapéutico estudado e comprovado, ao ponto que sua recomendagdao

torna-se cada vez mais constante por profissionais de saide (LOPEZ et al., 2005).

1.1.3 Familia Lamiaceae — Género Hypfis
A familia Lamiaceae esta distribuida em todo o mundo, sendo o maior
centro de dispersdo a regido do Mediterraneo (PORTE e GODOY, 2001). Esta familia inclui
cerca de 250 géneros, nos quais se distribuem 6970 espécies, incluindo ervas, arbusto ou
arvores (JUDD et al., 1999) e além da importancia do ponto de vista medicinal, esta familia
também € fonte de espécies com grande valor como condimentos, alimentos e na industria de
perfumes e cosméticos (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002). No Brasil ocorrem 26 géneros e
cerca de 350 espécies (SOUZA e LORENZI, 2005).

Essa familia é constituida por espécies de caules geralmente quadrados em
corte transversal. As folhas sdo geralmente opostas espiraladas, simples, algumas vezes
lobuladas ou dessecadas, pinadas ou palmadas, bordas lisas a serradas; estipulas ausentes
(JUDD et al., 1999). A constitui¢do quimica dos individuos da familia Lamiaceae € bastante
diversificada, com a presenca de compostos como flavanéides, lactonas, lignanas, derivados

fendlicos e alguns dcidos graxos.

As espécies da familia Lamiaceae, pela riqueza em Oleos essenciais, t€ém
sido amplamente investigadas sob o ponto de vista agrondmico e quimico, ndo somente com
intuito de maximizar seu conteido em Oleo essencial, mas também devido a variacdo dos
constituintes importantes desses 6leos (MARTINS et al., 1998). Oleos essenciais obtidos de
varias espécies do género Hyptis apresentam em sua composicdo compostos terpendicos,
responsdveis por algumas das suas atividades bioldgicas, como a citotéxica (FALCAO e

MENEZES, 2003).
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O género Hyptis é considerado de grande importancia economica devido a
presenca de 6leo essencial (FALCAO e MENEZES, 2003), utilizados na medicina popular
como terapia alternativa, com algumas propriedades farmacoldgicas desses 6leos ja descritas,
como atividade antiulcerogénica (CALDAS et al., 2011) anti-séptico (PEREDA-MIRANDA
et al.,, 1993), inseticida (ARA(JJ O et al.,, 2003), antibacteriana (SOUZA et al., 2003),
antifingico (OLIVEIRA et al., 2004) e antinociceptivo (MENEZES et al., 2007).

Compostos quimicos como (ISOBE et al., 2006), triterpenos (FALCAO e
MENEZES, 2003), diterpenos (OHSAKI et al., 2005) e sesquiterpenos (FACEY et al., 2005),
com atividades antimicrobiana (CHUKWUJEKWU et al.,, 2005; ISOBE et al., 2006),
inseticida (COSTA et al., 2005), analgésica (OKIEMY-ANDISSA et al., 2004; SILVA et al.,
2006), e efeito antidepressivo (BUENO et al., 2006) foram isolados em espécies do género

Hyptis.

1.1.4 Hyptis martiusii BENTH.
Dentre as muitas espécies do género Hyptis, Hyptis martiusii Benth € um
pequeno arbusto, comumente encontrado no norte, sudeste e nordeste do Brasil (ALMEIDA e
ALBUQUERQUE, 2002) popularmente conhecida por “cidreira brava” ou ‘“cidreira do
mato”. No nordeste cresce em abundincia, encontrando-se amplamente disseminada no Sul
do Ceard, na Chapada do Araripe (SILVEIRA e PESSOA, 2005) e no estado do Pernambuco

aonde sua ocorréncia vai desde a zona da mata a zona de caatinga (ALMEIDA e

ALBUQUERQUE, 2002).

Na literatura, esta espécie esta descrita como um arbusto ereto e ramoso, de
1,6-2,3 metros de altura, com flores brancas e delicadas (SILVEIRA e PESSOA, 2005).
Pesquisas etnofarmacoldgicas indicam que as partes da planta utilizadas na medicina popular
sdo as folhas e as raizes (AGRA et al., 2008). Na regido Nordeste do Brasil, as folhas de
Hyptis martiusii (Figura 1) s3o utilizadas para o tratamento de doengas do trato
gastrointestinal (AGRA et al., 2008). A atividade antiulcerogénica (CALDAS et al., 2011),
antimicrobiana, antitumoral, citotéxica e inseticida (COSTA-LOTUFO et al., 2004; COSTA
et al., 2005; COUTINHO et al., 2008) foram identificadas em estudos realizados com a

espécie Hyptis martiusii, evidenciando o potencial biolgico dessa espécie em questao.
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Figura 1 — Foto da Hyptis martiusii Benth

Foto da Hyptis martiusii destacando ramos e flores. FONTE: www.plantes-rizieres-guyane.cirad.fr. Acesso em:
02/11/2013.

A espécie em questdo é uma importante fonte de oleo essencial cuja
composi¢do € constituida por mono e sesquiterpenos, € tem como componentes majoritirios o
1,8-cineol (24,3%), 6-3-careno (22,5%), biciclogermacreno (6,3%) e o B-cariofileno (6,2%);
enquanto nas inflorescéncias tem como componentes o d-3-careno (13,5%), viridifloreno
(8,3%), B-cariofileno (6,6%), a-pineno (5,8%) e germacreno B (5,21%) (ARAUJO et al.,
2003).

Ainda nos estudos de ARAUJO et al. (2003), o potencial inseticida do 6leo
essencial de Hyptis martiusii e do composto isolado 1,8-cineol foi comprovado, e atividade
inseticida contra Aedes aegypti confirmada por COSTA et al. (2005). CAVALCANTI et al.
(2008) demonstrou em seus estudos realizados com raizes de Hyptis martiusii o efeito
genotoxico dessa espécie, que induziu mutagdes cromossdmicas em células de fibroblastos

pulmonares de camundongos.
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Em estudos realizados por COUTINHO et al. (2008), o extrato etandlico das
folhas de Hyptis martiusii apresentou atividade antibacteriana in vitro comprovada contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, assim como também foi comprovado um
sinergismo entre o extrato e aminoglicosideos como clorpromazina e canamicina, com
propriedades de modificar a atividade antibidtica, alternativa no combate a multirresisténcia

(COUTINHO et al., 2009).

CALDAS et al. (2011) ao avaliar a atividade anti-inflamatéria do dleo
essencial de Hyptis martiusii em modelos de lesdo da mucosa gastrica em roedores
comprovou uma importante atividade gastroprotetora do 6leo ao aumentar os fatores de
defesa da mucosa gastrica, incentivando o desenvolvimento de novas pesquisas sobre

diferentes modelos de inflamacao e seus respectivos mecanismos de agao.

1.1.5 Inflamacao

A inflamacao, denominada phlogosis pelos gregos e inflammatio em latim, é
um dos mecanismos mais primitivos de defesa do organismo animal a invasdo por micro-
organismos patogénicos, cujos sinais cardinais se constituem por calor, rubor, edema e dor,
descritos na era cldssica por Aulus Celsius. Um quinto sinal, perda da func¢ao foi acrescentado
por Rudolf Virchow. No século XVIII, Jonh Hunter verificou a dilatacdo dos vasos
sanguineos e Julius Cohnhein associou inflamacdo a emigracdo de leucdcitos através das
paredes da microvasculatura. No final do século XIX, Eli Metchnikoff enfatizou o papel da
fagocitose no processo inflamatoério, enquanto a importancia dos mediadores quimicos foi
descrito posteriormente por Thomas Lewis em 1927 (MURPHY, ANDERSEN e EBELIN,
2002).

No sentido geral, a inflamac¢do é definida como uma resposta de defesa de
um tecido vivo vascularizado a um estimulo nocivo (micro-organismos, toxinas, células
necrdticas, etc.), podendo também estar associado a doencgas infecciosas, imunoldgicas,
vasculares ou trauma (LARSEN e HENSON, 1983). Os tecidos inflamados podem responder
a estimulos nocivos, tais como patdgenos, células lesionadas e injuirias quimicas, térmicas ou
mecanicas, através da producao de diferentes mediadores bioativos, os quais interagem com
diversos tipos celulares e moleculares para amplificar a reacdo flogistica (SHERWOOD e

TOLIVER-KINSKY, 2004).

A resposta de um processo inflamatério envolve uma série de eventos,

vasculares e celulares, e pode ser classificado como agudo ou cronico, dependendo da
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persisténcia da lesdo e sinais clinicos. Uma resposta inflamatéria aguda (de curta duragdo),
apresenta dois componentes, uma resposta inata (ou nao-adaptativa), que corresponde a um
conjunto de mecanismos de defesa imediata do préprio organismo capaz de reconhecer e
destruir o agente agressor; € uma resposta imunoldgica adaptativa (adquirida ou especifica),
que é somente desencadeada apds um patégeno ter sido reconhecido pelo sistema inato. A
resposta adaptativa € constituida por um conjunto de respostas especificas contra o patégeno e
também torna a imunidade inata mais eficiente, gracas ao sistema de memoria (mediados por

linfécitos) (HENSON, 2005).

A resposta imediata ou aguda ocorre em curto prazo e geralmente resulta em
cura, envolvendo fendmenos vasculares e celulares que levam ao surgimento dos sinais
flogisticos caracteristicos da inflamacdo. Esse processo agudo envolve dois componentes
principais, as alteracdes vasculares e os eventos celulares, levando ao aumento da
permeabilidade vascular, com actimulo de liquidos no espaco intersticial, promovendo o
edema e, o aumento do fluxo sanguineo causado pela vasodilatacdo que leva ao surgimento
dos sinais de calor e rubor. A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular sdo
estimulados principalmente por mediadores quimicos como a histamina. Os eventos celulares
envolvem o recrutamento de leucdcitos, principalmente os neutréfilos, envolvendo a
participacdo de selectinas, integrinas e citocinas como as quimiocinas. Esses neutrdfilos
migram até o local da lesdo e os processos de fagocitose e destruicdo do agente nocivo se
seguem. A inflamacdo aguda pode evoluir para resolucdo, pode se cronificar ou resultar em

cicatrizagao (KUMAR, 2011).

Inimeros sdo os mediadores envolvidos no processo inflamatério, podendo
ser produzidos por células como os macrdéfagos teciduais, células endoteliais e leucdcitos.
Dentre esses mediadores, destacam-se as aminas vasoativas como a bradicinina, histamina,
serotonina, responsdveis pela vasodilata¢ao; os metabdlitos do 4cido araquiddnico, como as
prostaglandinas e os leucotrienos (esses antagonizados pelas lipoxinas); as citocinas como o
TNF, IL-1 e quimiocinas, envolvidas no recrutamento dos leucdcitos; as espécies reativas de
oxigénio e oxido nitrico. Outros mediadores envolvidos em vérios aspectos da reacdo
inflamatéria sdo derivados de proteinas plasmaticas, como o sistema complemento, que
quando ativado tem como funcdo a quimiotaxia dos leucdcitos, fagocitose; proteinas da
coagulacdo que a partir da ativacao do fator XII ativa a coagulacao e o sistema fibrinolitico; e
as cininas, mediando a reacdo vascular e a dor (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI 2008;
KUMAR, 2011).
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A etapa final do processo inflamatorio visa a reparagdo da estrutura tecidual
lesada, com a regeneragdo de células parenquimatosas nativas, e/ou a formacdo de
fibroblastos, que vd@o repor as substincias intercelulares na regido, além de nova

vascularizacdo (CORMACK, 1991).

A reacdo inflamatdria €, portanto, um mecanismo que objetiva a protecao do
organismo contra um agente invasor, peca chave no combate de infecgdes, cicatrizacdo de
feridas e reparo tecidual. Em contrapartida, o processo inflamatério pode ser em potencial,
nocivo, ocasionando dor, reagdes de hipersensibilidade, entre outros, trazendo sofrimento ao
paciente (ROBBINS et al., 2001). Nessa perspectiva, busca-se por novos farmacos que
minimizem os efeitos nocivos da inflamacao, trazendo melhores respostas no tratamento de
pacientes. Dentre os farmacos mais utilizados na terapéutica dos processos inflamatorios, os
mais frequentemente indicados sdo os anti-inflamatoérios nao-esterdides, conhecidos como

AINES, e os corticosteroides.

1.1.6 Nocicepcao e Dor
1.1.6.1 Aspectos Gerais

A dor é uma realidade intrinseca a natureza das espécies de animais
superiores € uma experiéncia universal para qual ndo existe uma defini¢do satisfatéria. O
interesse sobre a natureza e significado da dor € muito antigo e muitas pesquisas estao
voltadas no sentido de esclarecer duividas sobre as questdes que envolvem a realidade da dor
(IADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999). A dor € uma sensacdo cujo papel
fisiolégico é de grande importancia para o nosso organismo, funcionando como um sintoma
clinico de alerta para a detec¢do de ameacas a integridade fisica do organismo (CHAPMAN e

GAVRIN, 1999), protegendo e preservando o funcionamento normal dos sistemas corporais.

A dor € definida pela Associacdo Internacional para Estudo da Dor — IASP,
como uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel, associada a dano tecidual real ou
potencial MELZACK et al., 1994; ALMEIDA, ROIZENBLATT e TUFIK, 2004; BARROT,
2012) e envolve as mais diferentes sensagdes dolorosas, e estas vao se diferenciar quanto a

intensidade, a duragdo (tempo) e quanto a sua distribui¢do espacial.

A dor pode ser classificada, temporalmente, em dor aguda, transitOria
(ativacdo de nociceptores tanto da pele, quanto de outros tecidos, ocorrendo na auséncia de

dano tecidual; provavel funcdo de protecdo ao individuo contra esses danos) (CARR e
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GOUDAS, 1999) e dor cronica (dor que ultrapassa em duracdo a lesdo tecidual precipitante).
A dor aguda € desencadeada ap6s uma lesdo substancial de algum tecido, com ativacao dos
nociceptores mesmo apos a retirada do estimulo nocivo original (LOESER e MELZACK,
1999). Na dor aguda, os nociceptores sdo facilmente estimulados devido a uma alteracdo no

padrdo de resposta desses receptores; geralmente esse tipo de dor € de curta duracao.

Quando a dor persiste mesmo apds a recuperacdo dos tecidos, passa a ser
considerada como cronica e ocorre devido a uma lesdo ou patologia podendo ser perpetuada
por outros fatores daqueles que originaram a dor propriamente dita, podendo permanecer por
meses ou até anos (LOESER e MELZACK, 1999). A dor cronica difere substancialmente da
dor aguda em relacdo a sua persisténcia, alteracdes adaptativas e dificuldade de tratamento

(IADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999).

A dor também pode ser classificada quanto a sua origem ou fisiopatologia
como nociceptiva (quando ocorre ativagao excessiva dos nociceptores, cujas terminagdes se
localizam na pele, visceras e outros 6rgdos); neurogénica (resultante do processamento
somatossensorial anormal, a nivel periférico ou central) € em psicogénica (dor de origem
psicologica e que ndo possui fator somadtico identificavel) (MILLAN, 1999). Outras
manifestacoes que podem ocorrer em individuos que experimentam episddios de dor é a
hiperalgesia, a alodinea e a hiperestesia. A hiperalgesia se caracteriza como uma reagao
exacerbada a um estimulo doloroso; a alodinea como dor em resposta a um estimulo ndo
doloroso; e a hiperestesia corresponde a uma sensibilidade anormal a um estimulo sensorial

(DRAY, 1995).

A dor de origem inflamatéria resulta da sensibilizacdo dos neurdnios
sensoriais primdrios (FERREIRA, 1972). O processo inflamatério e a dor exercem uma
funcdo fisiologica de grande importancia para o organismo, funcionando como um sinalizador
da necessidade de reparo a um dano tecidual ou como um alerta de um perigo iminente,
presente no meio que nos cerca. Alteragdes associadas ao processo inflamatério geralmente
resultam em sensibilizacdo periférica, com modificagdes nos padroes dos mediadores
quimicos que atuam na fibra nervosa (WOOLF e SALTER, 2000). Além da sensibiliza¢do
periférica, existem fortes indicios que a dor inflamatéria pode ser dependente de um processo
que ocorre na medula espinal, ganglio da raiz dorsal e ganglio trigeminal, aumentando a

capacidade de resposta a dor (SOUZA et al., 2013).
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1.1.6.2 Vias neuronais envolvidas na percepcao da dor

O processo de sensacdo dolorosa se inicia quando um estimulo mecanico,
térmico ou quimico, geralmente nocivo ou potencialmente nocivo € detectado por sensores
primdrios periféricos, os nociceptores. Os nociceptores sdo fibras nervosas periféricas,
extremamente heterogéneos, diferindo quanto aos tipos de neurotransmissores que contem, os
receptores e canais idnicos que expressam, na velocidade de conducdo, nas suas propriedades
de resposta ao estimulo nocivo e sua capacidade de serem sensibilizados durante a

inflamacdo, lesdo e doenca (STUCKY, GOLD e ZHANG, 2001).

Os nociceptores podem ser divididos em duas classes principais: a primeira
constituida pelas fibras C ndo-mielinizadas, com baixa capacidade de condug¢do; e a segunda
classe, as fibras A mielinizadas, de didmetro médio e que conduzem o impulso nervoso com
maior facilidade. Essas fibras aferentes mielinizadas diferem consideravelmente das fibras AP

de grande didmetro, de conduc¢do rdpida que responde a estimulagdo mecénica indcua

(BASBAUM et al., 2009).

A fibra nervosa aferente primdria detecta estimulos ambientais (de natureza
térmica, mecanica ou quimica) e transduz essa informacao na linguagem do sistema nervoso,
ou seja, corrente elétrica (BASBAUM et al., 2009). Os potenciais de ac¢do gerados sdao
conduzidos pelas fibras dos neurdnios sensoriais primdrios aos neurénios de segunda ordem
no corno dorsal da medula espinhal (CHENG e JI, 2008). Nos seres humanos o corno dorsal
da medula espinhal é organizado em laminas com anatomia diferente e eletrofisiologicamente
distintas. Por exemplo, nociceptores AD projetam-se para as laminas I e V, enquanto que as
fibras C projetam-se para laminas mais superficiais I e Il (BASBAUM et al., 2009). A sinapse
entre os neurdnios primarios e os de segunda ordem acontecem predominantemente na lamina

IT da medula espinhal.

As fibras nociceptivas aferentes chegam ao corno dorsal da medula espinhal
e transmitem o sinal originado na periferia através da liberacdo de neurotransmissores
especificos que estdo associados com a dor. Um dos neurotransmissores mais importantes € o
glutamato, que pode interagir com receptores do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), a
substancia P que interage com receptores da familia das taquicininas, acoplados a proteina G
(VANDERAH, 2007), e o receptor TRPV do tipo vaniléide, que favorece a transmissao

sindptica glutamatérgica na substancia cinzenta.
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Com isso, os neurbnios de segunda ordem cruzam a medula espinhal e
ascendem para o trato espinotalamico, projetando suas fibras terminais para o tdlamo. Os
axonios dos neurdnios de segunda ordem constituem os feixes aferentes que transmitem os
impulsos nociceptivos a estruturas do tronco cerebral e diencéfalo, incluindo o tdlamo,
substancia cinzenta periaquedutal (SCP), hipotdlamo, entre outros (ALMEIDA,
ROIZENBLATT e TUFIK, 2004).

No tdlamo, neuronios de terceira ordem emitem axoOnios ao cortex
somatosensor, onde a somatizacdo do estimulo nocivo acontece ou emitem axdénios ao giro
cingulado onde se encontra o componente emocional da dor (RUSSO e BROSE, 1998). Essa
transmissdo da dor supracitada representa a via cldssica da dor, existindo outras vias

possiveis.

As principais vias ascendentes nociceptivas (Figura 2) s@o as vias
espinotalamicas ventrais (dividida em tratos neoespinotalamico e espinocervicotalamico e o
sistema pds-sindptico da coluna dorsal) e dorsais (composta dos tratos paleoespinotalamico,
paleotrigeminotalamico, espinoreticular, espinomesencefdlico e o sistema ascendente
multissindptico proprioespinhal). As vias e nucleos pertencentes as vias espinotalamicas
ventrais estdo envolvidas com o aspecto sensitivo-discriminativo da dor, enquanto a via
espinotalamica dorsal estaria relacionada a aspecto afetivo-motivacional da dor (MELZACK

et al., 1994; MILLAN, 2002)..
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Figura 2 - Via ascendente e descendentes da dor
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Processamento sensorial no corno dorsal da medula espinal. (a) A estimulacdo das fibras C pela lesdo
intradérmica produz dor espontanea e hiperalgesia primdria. Uma 4drea de hiperalgesia secunddria fora da drea da
lesdo primdria é produzida pela ativacdo dos receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) junto ao sistema
nervoso central (SNC). (b) Quando ativados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, 0s nociceptores
conduzem impulsos aferentes na dire¢do da medula espinal. (c) O corno dorsal da medula espinal constitui o
primeiro centro de retransmissdo sensorial junto ao SNC. Os sinais nociceptores que chegam sdo submetidos a
uma considerdvel modulacdo antes da deflagracdo dos sinais ascendentes. (d) Quando ha ativacdo de dreas
localizadas no tdlamo e no cértex cerebral, as proje¢des secunddrias ao nivel do trato espinotaldmico, trato da
coluna dorsal e outras vias nociceptoras levam a percepcdo consciente da dor. FONTE:
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acpmedicine/5249/dor_cronica_%E2%80%93_anne_louise_oaklande
r.htm Acesso em 20/01/2014.

As vias descendentes da dor, originadas nas estruturas cerebrais como
tronco cerebral, hipotdlamo, cortex, tdlamo, nicleo magno da rafe e substincia cinzenta

periaquedutal, tem um importante papel modulador e de integracdo das mensagens
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nociceptivas no corno dorsal da medula (VANEGAS e SCHAIBLE, 2004). Os mecanismos
descendentes da dor modulam a resposta nociceptiva por exercer suas acdes em nociceptores
presentes nas fibras aferentes primdrias, bem como em neurdnios do corno dorsal,
interneurdnios excitatorios, interneuronios inibitérios e neur6nios de projecio (MILLAN,
2002). A modulacdo descendente da informacao nociceptiva envolve uma série de estruturas
cerebrais, como mencionado anteriormente, e sistemas de neurotransmissores dentre 0s quais
podem ser mencionados os sistemas opidide, serotoninérgico, noradrenérgico, GABAérgico,

glutamatérgico, além dos canabindides endégenos, entre outras substancias (MILLAN, 2002).

Observando o0s mecanismos envolvidos na transmissdo do estimulo
doloroso, pode-se afirmar que a dor ndo € uma sensacdo uniforme, a qualidade da dor e o
deflagrar das respostas de protecdo sdo determinados por muitos fatores dentro da medula
espinhal e estruturas cerebrais, envolvidas na integracdo e modificacdo da resposta

nociceptiva (DICKENSON, 1997).

Muitos mecanismos de sensibilizacdo central ja foram estabelecidos e o
conhecimento da biologia molecular dos receptores permitiu um importante entendimento
acerca dos mecanismos de acdo de diversos neurotransmissores € drogas envolvidas no
processo doloroso, com o envolvimento também de mediadores, canais i0nicos, segundos e
terceiros mensageiros, cujo conhecimento de suas naturezas pode conduzir a descoberta de
novos farmacos com propriedades analgésicas distintas das que existem atualmente (GRUBB,

1998; MOGIL e GRISEL, 1998; MILLAN, 2002).

A dor interfere na capacidade produtiva do ser humano e pode afetar a
qualidade de vida do ser humano de maneira transitéria ou permanente. Dentre as estratégias
farmacoldgicas para o tratamento da dor, visando minimizar as sensacdes desagraddveis por
ela provocadas, as principais classes de farmacos utilizados sdo os analgésicos opidides, os
anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES), os corticosteroides e ainda, os anticonvulsivantes
e antidepressivos. O manejo farmacoldgico da dor traz por muitas vezes, efeitos colaterais
indesejaveis, problemadtica essa que desperta o interesse na descoberta de novas drogas que
possam vir a oferecer menos efeitos colaterais, incentivando o incremento em novas

pesquisas.
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1.2 Justificativa

Considerando os aspectos jd abordados acerca da familia Lamiaceae, bem
como os estudos j& publicados na literatura acerca da atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva de outras espécies do género Hyptis, associado a dados etnofarmacoldgicos,
etnobotanicos, e a alta prevaléncia de doencas inflamatoérias e distdrbios da dor, além do
crescente interesse da industria farmac€utica na descoberta de novas drogas, torna valido a
investigagdo do potencial anti-inflamatério, bem como antinociceptivo da espécie Hyptis
martiussi BENTH. Vale ressaltar que é fundamental a investigacdo dos possiveis mecanismos

de acdo envolvidos nas atividades bioldgicas avaliadas.

A utilizacdo de Oleos, extratos e/ou substancias isoladas de plantas
medicinais, cujo estudo e comprovacdo podem levar a descoberta de novos farmacos, com
menores custos € melhor eficicia terapéutica, podem ser determinantes na melhoria da

qualidade de vida de pacientes com doengas inflamatdrias cronicas e distirbios da dor.

O desenvolvimento de novos prototipos farmacolégicos a partir de produtos
naturais pode resultar em um impacto econdmico significativo no meio social, além de
possibilitar conhecimentos inéditos em relagdo ao potencial farmacoldgico da espécie Hyptis
martiusii, contribuindo com informagdes que possam ser utilizadas na validacdo cientifica
sobre o uso com eficdcia e seguranca da cidreira brava na fitoterapia popular, salientando a

importancia da sua conservagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar o potencial anti-inflamatério e analgésico do 6leo essencial das

folhas de Hyptis martiusii Benth (OEHM).

2.2 Especificos

- Verificar a composicdo quimica do OEHM por cromatografia de alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CG-MS);

- Avaliar a atividade anti-inflamatéria do OEHM por via tépica (ag¢do local)

através do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton (agudo e cronico);

- Estudar o efeito do OEHM sobre a atividade anti-inflamatéria sistémica
através do modelo de edema de pata induzido por carragenina, dextrana e histamina, bem

como pelo modelo de peritonite e extravasamento vascular;
- Realizar a dosagem da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO);
- Avaliar a atividade antidepressiva/ansiolitica pelo ensaio do campo aberto;

- Elucidar a atuagdo do OEHM em modelos de nocicepcao induzida por
quente (Hot Plate), analgesimetro digital (Von Frey), dcido acético, formalina e dor visceral

por 6leo de mostarda;

- Investigar possiveis mecanismos de ag¢do antinociceptiva para o OEHM
como o envolvimento do sistema opidide, dos receptores TRPV1 e do sistema o2-

noradrenérgicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Exigéncias Legais: Aspectos Eticos da Pesquisa

A pesquisa seguiu rigorosamente em conformidade e foi conduzida em
estrita obedi€ncia com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres
vivos: animais (Guide for the care and use of laboratory animals, do NIH - National Institute
of Health-EUA, 1996; Lei Federal N° 11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo — CONCEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998)
(MACHADO et al., 2004; SILVA, 2010). Foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA, para avaliacdo dos protocolos

experimentais, sendo aprovado sob o nimero 18/2012.2.

3.2 Material Botanico

A coleta do material vegetal (folhas) de Hyptis martiusii Benth. (cidreira
brava), foi realizada na drea de cerrado da Chapada do Araripe (Fazenda Barreiro Grande,
Crato-Ce, 7° 21° 50 S; 39° 28’ 39°°W,; altitude: 930m) no més de maio de 2012. Uma
exsicata do espécime vegetal (Figura 3) foi depositada no Herbario Carirense Dardano de
Andrade Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob nimero de
registro 8394. Sendo identificada e classificada pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoal da

Silva.
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Figura 3 - Exsicata de Hyptis martiusii

Demonstrando folhas e flores. FONTE: Guedes, ARB (Autora)

3.3 Extracio do dleo essencial

As folhas (frescas) coletadas (3.950g) foram submetidas a destilacdo por
arraste com vapor d'dgua em aparelho tipo Clevenger. De inicio o material foi pesado
individualmente e em seguida inserido separadamente em baldes de vidro, a estes,
acrescentada dgua destilada e submetidos a aquecimento por 02 horas. Ao término desse
periodo, o 6leo essencial coletado foi tratado com sulfato de sédio anidro para eliminagdo da
umidade residual e depositado em frasco ambar, sendo mantido em refrigerador para posterior

analise.

3.4 Analise quimica do 6leo essencial das folhas de Hyptis martiusii Benth

A andlise do 6leo foi realizada utilizando o aparelho Shimadzu GC MS -
série QP2010 (GC / sistema MS), coluna capilar Rtx-5MS (30 mx 0,25 mm, 0,25 mm de
espessura de filme), gds hélio como transportador a 1,5 ml / min, temperatura do injector 250
° C; temperature do detector 290 ° C, temperatura da coluna 60 °C - 180 °C a5 ° C/ min, em
seguida, 180 °-280°C a 10 ° C/ min (10 min). A velocidade de digitalizacao foi de 0,5 scan
/ seg de m / z 40 e 350, relac@o Split (1:200). O volume injetado foi de 1 mL de [25 puL (6leo
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essencial) / 5 uL CHCI3] (1: 200), cujo tempo de corte do solvente = 2,5 min. O
espectrometro de massas foi operado com 70 eV de energia de ionizacdo e a identificagdo dos
componentes individuais foi baseada na sua fragmentacdo de espectro de massa baseado na
biblioteca espectral NIST Mass 08, indices de retenc¢do, e comparagdo com os dados

publicados.

3.5 Animais

Para a efetivagdo dos testes in vivo, foram utilizados camundongos (Mus
musculus), albinos, cepa Swiss de ambos 0s sexos, com massa corpdrea delimitada entre 20-
30g, escolhidos randomicamente. Estes foram mantidos acondicionados em gaiolas de
polipropileno e mantidos em ambiente com temperatura entre 22 + 3°C, ciclo claro/escuro de

12h e com livre acesso a dgua potdvel e racao especifica para roedores (Labina, Purina®).

3.6 Atividade Anti-inflamatéria Tépica

3.6.1 Edema de orelha induzido pela aplicacio tnica de é6leo de créton

Grupos de camundongos Swiss (n=6) tiveram as orelhas direitas pré-tratadas
topicamente com salina 0,9%, dexametasona 4mg/ml ou doses 50, 75 ¢ 100 mg/kg do OEHM
(aplicagdes de 20uL: 10ul face externa e 10ul face interna das orelhas), esperando 15 minutos
para absor¢do. Apds lh aplicou-se 20ul do agente flogistico 6leo de créton 5% (v/v) em
acetona nas orelhas direitas e 20ul do veiculo acetona nas orelhas esquerdas. Decorridas 6h,
os animais foram submetidos a eutandsia por deslocamento cervical para posterior retirada das
orelhas, cortadas em discos de 6 mm de didmetro (com perfurador de couro metdlico) e

pesadas em balanga analitica (TUBARO et al., 1986).

3.6.2 Edema de orelha induzido pela aplicacao miiltipla de éleo de créton
Para realizacdo desse estudo cronico, camundongos Swiss (n=6) foram
submetidos a aplicacdo tépica de 6leo de créton 5% (v/v) diluido em acetona nas orelhas
direitas e 20uLL do veiculo acetona nas orelhas esquerdas em dias alternados durante nove
dias. No quinto dia de experimentacdo, os animais receberam tratamento (via tépica - 20ul)
com salina 0,9%, dexametasona 4mg/ml e OEHM na concentragdo de 100mg/kg completando
o ciclo de nove dias de experimentagdo. Esse tratamento foi realizado duas vezes em periodos

distintos (manha e tarde). Ambas as orelhas tiveram mensuracdes didrias com uso de
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paquimetro digital durante todo o periodo do teste. Apds os nove dias, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e suas orelhas retiradas em discos de 6 mm de

didmetro (com perfurador de couro metélico) e pesadas em balanca analitica (STANLEY et

al., 1991).

3.6.3 Quantificacao do edema e do efeito inibitério médio
Os discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas direitas (tratamento com
o agente flogistico) e das esquerdas (tradadas com o veiculo), foram os objetos de
quantificacdo do percentual de inflamacdo em cada animal analisado. Estes tiveram
individualmente sua massa medida por meio da balanca analitica. O edema de orelha,

evidenciado em percentual de acréscimo na massa da orelha, foi calculado pela a férmula:

Equacio 1 - Calculo da porcentagem de edema

MOD -MOE
Percentual de edema (%) = ————— %100
MOE

Sendo:
MOD = massa (em gramas) do disco da orelha direita

MOE = massa (em gramas) do disco da orelha esquerda.

O efeito inibitério médio da inflamacgdao (EIM, em %) de cada tratamento,
foi calculado pela férmula:

Equacio 2 - Calculo para efeito inibitorio médio

EIM(%) = MPEcl\;r;tEgol\:tF’Etrat 100

Sendo:

MPEcont (em %) = média do percentual de edema do grupo controle

sujeitado ao tratamento com solugdo salina.

MPEtrat (em %) = média do percentual de edema do grupo subjugado a

tratamento o OEHM ou droga padrao.
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3.7 Atividade Anti-inflamatoria Sistémica

3.71 Edema de pata induzido pela injeciao intra-plantar de carragenina ou
dextrana

Grupos de 6 animais, de ambos os sexos, tiveram o volume inicial (Vi) da
pata posterior direita avaliado por pletismometria. Logo em seguida, os animais foram pré-
tratados, por via oral, com veiculo salina, 10 mg/kg (grupo controle negativo); indometacina
10 mg/kg (controle positivo no edema induzido por carragenina); prometazina 6mg/kg
(controle positivo do edema induzido por dextrana) ou OEHM nas concentracdes de 50, 75 e
100mg/kg no edema induzido por carragenina e concentracdo de 100mg/kg no edema
induzido por dextrana. Apos lh, os animais receberam carragenina 1% (p/v) ou dextrana 1%
(20 pl/pata) na pata posterior direita e veiculo na pata esquerda. O volume da pata traseira
direita de cada animal foi registrado apods 1, 2, 3, 4 e 5h da injecdo do agente flogistico
(carragenina/dextrana). A expressdo dos resultados foi obtida pela diferenca entre o volume
final e o volume inicial da pata de cada tempo, calculados na férmula: Ve = Vf — Vi, sendo:
Ve = volume do edema (em mL), Vf = volume final e Vi = volume inicial (WINTER,

RISLEY e NUSS, 1962).

3.7.2 Edema de pata induzido pela injecao intra-plantar de histamina

Grupos de 6 animais, de ambos os sexos, tiveram o volume inicial (Vi) da
pata posterior direita avaliado por pletismometria. Logo em seguida, os animais foram pré-
tratados, por via oral, com veiculo salina 10 mg/kg (grupo controle negativo) e OEHM na
concentracdo de 100mg/kg. Apds 1h, os animais receberam histamina (20 pl/pata) na pata
posterior direita e veiculo na pata esquerda. O volume da pata traseira direita de cada animal
foi registrado apo6s 1, 2, 3 e 4h da injecdo do agente flogistico. A expressdo dos resultados foi
obtida pela diferenca entre o volume final e o volume inicial da pata de cada tempo,
calculados na férmula: Ve = Vf — Vi, sendo: Ve = volume do edema (em ml), Vf = volume

final e Vi = volume inicial (WINTER, RISLEY e NUSS, 1962).

3.7.3 Peritonite
Grupos de 6 animais foram tratados com solugdo salina 10 mg/kg,
dexametasona 5 mg/kg e OEHM 100mg/kg, todos por via oral. Apés 60 minutos do

tratamento, 0s animais receberam uma injecao intraperitoneal de carragenina. Apds 4 horas, a
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migracdo de leucécitos para a cavidade peritoneal foi avaliada. Para isso, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo injetada na cavidade peritoneal 3ml de PBS
heparinizado (LAPA, 2003). Apds leve massagem no abdome, uma amostra do lavado
peritoneal foi diluida 1:20 em liquido de Tiirk para contagem de leucdcitos totais na camera

de Neubauer.

3.7.4 Permeabilidade vascular por extravasamento de Azul de Evans

Os animais foram divididos em grupo de 6 animais, sendo tratados com
salina 10mg/kg e OEHM 100mg/kg ambos via oral, sendo que um grupo ndo recebeu nenhum
tratamento, o grupo naive. Apds 60 minutos, os animais receberam uma injecdo
intraperitoneal de carragenina, com exce¢do do grupo que nio recebeu nenhum tratamento.
Em seguida, foi administrado 1ml de Azul de Evans pela veia caudal e apds 4h os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e administrado 3 ml de solu¢do tampao de PBS
e o fluido peritoneal coletado. Em seguida executou-se centrifugacdo das amostras por 2
minutos a 3500 rpm, para posterior leitura do sobrenadante por espectroscopia com filtro de

520nm.

3.7.5 Dosagem da Mieloperoxidase

A MPO € uma enzima encontrada predominantemente em granulos
azurdfilos de leucdcitos polimorfonucleares e tem sido usado como indice quantitativo para
avaliar a inflamagdo em varios tecidos. Para tanto, as amostras colhidas previamente foram
descongeladas e centrifugadas a 4.500 rpm, durante 12 minutos a uma temperatura de 4° C; o
sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis da atividade de MPO foram determinados por
meio da técnica descrita por BRADLEY, CHRISTENSEN e ROTHSTEIN (1982) utilizando
peréxido de hidrogénio 0,0005% como substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi
definida como a quantidade capaz de converter 1 umol de peréxido de hidrogénio a 4gua em 1
min a 22° C. A variacdo da densidade Optica da mistura das amostras com a solucdo de o-
dianisidina em funcdo do tempo de reacdo foi medida por espectrofotometro a 600nm. Os

resultados foram expressos como UMPO/ul de lavado.

3.8 Avaliacio da atividade locomotora pelo campo aberto ou “open field”

Essa investigacdo foi utilizada para investigar uma possivel acado

estimulante ou depressora do OEHM sobre o sistema nervoso central dos animais. A
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avaliagdo foi realizada por meio da metodologia de SIEGEL (1946) e validada por ARCHER
(1973). Foram utilizados 6 animais por grupo, tratados previamente com solucdo salina
100mg/kg, OEHM 100mg/kg, ambos por via oral e diazepam 5mg/kg (i.p.). Os animais foram
colocados 30 minutos apds os tratamentos, em um campo aberto confeccionado em acrilico,
dividido em 9 campos previamente demarcados e foram observados por 5 minutos, sendo

avaliado o nimero total de cruzamentos efetuados pelos animais nos campos demarcados.

3.9 Atividade antinociceptiva

3.9.1 Teste da formalina

Camundongos (n= 6) foram submetidos a uma injecdo de 20 ul de formalina
2,5% na pata direita (espaco sub-plantar) sendo logo apds a aplicacdo da formalina,
colocados, individualmente, sob funil de vidro invertido, ao lado de um espelho, com a
finalidade de facilitar a observacdo. O tempo transcorrido (em segundos) que o animal lambeu
a pata durante as fases inicial (0-5 min) e tardia (15-30 min.) foi registrado (HUNSKAAR e
HOLE, 1987; TIOLSEN et al., 1992). Uma hora antes da aplica¢do da formalina, OEHM nas
concentracoes de 50, 75 e 100 mg/kg, solugdo salina 10mg/kg e indometacina 10mg/kg foram

administrados por via oral.

3.9.2 Teste da placa quente ou “Hot-plate”

Para a efetivacio deste ensaio, os animais foram colocados individualmente
em uma placa quente de temperatura constante (52-54°C). Apds a obtencdo de dois valores
basais (com intervalos de 30 minutos) os camundongos foram tratados, por via oral, solu¢do
salina 10mg/kg, OEHM na concentracdo de 100, 75 e 50mg/kg ou morfina 6 mg/kg (i.p). A
resposta foi seguidamente avaliada apds 30, 60 e 90 min da administracdo das drogas. O
tempo méximo de contato do animal com a placa quente foi mantido em 15 s (tempo de corte)

para evitar lesdes nas patas (LAPA, 2003).

3.9.3 Contorcoes abdominais induzidas por acido acético
Os grupos de camundongos foram pré-tratados por via oral com solucdo
salina 10mg/kg, indometacina 10mg/kg e OEHM 100mg/kg, todos via oral. Apos 1h, estes
receberam injecdo intraperitoneal de 4cido acético (6%) (LAPA, 2003) diluido em salina.

Ap6s a administracdo do acido acético, os animais foram colocados sob funis de vidro
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individuais transparentes e durante 30 minutos, o nimero de contor¢des abdominais foi
quantificado cumulativamente. A atividade antinociceptiva pode ser verificada através da
comparacdo do nimero de contor¢cdes abdominais quantificadas entre os grupos controle e o

tratado com o 6leo essencial.

3.9.4 Teste de hipernocicepcao mecanica plantar

Os animais foram tratados durante 7 dias com solucdo salina 10mg/kg e
OEHM 100mg/kg, ambos via oral, e com indometacina 10mg/kg, 45 minutos antes da
administracdo intraplantar de carragenina 2% (p/v) que aconteceu no sétimo dia do
experimento. A intensidade de hipernocicep¢do foi avaliada pelo limiar de sensibilidade de
cada animal a um estimulo mecanico produzido pela pressio gradual exercida por um
filamento rigido acoplado a um aparelho que registra a pressdo em gramas exercida na ponta
desse filamento. A estimula¢do mecénica foi exercida na regido plantar das patas traseiras. O
aparelho (Eletronic Von-Frey Anesthesiometer) registra a pressdo em gramas suficiente para
provocar uma reacdo descrita como uma flexdo da pata seguida por um “flinch” apds a

retirada da pata em contato com o aparelho (CUNHA et al., 2004).

Os animais foram colocados individualmente em compartimentos de
acrilico transparentes (9 x 7 x 11 cm), localizados em uma plataforma de arame elevada para
permitir o acesso a superficie ventral das patas traseiras. A hipernocicep¢ao mecanica plantar
(grau de sensibilidade ao estimulo mecanico) foi avaliada antes (tempo zero) e a cada hora até

a 5° hora da injec@o de carragenina.

3.9.5 Nocicepcao visceral induzida por 6leo de mostarda
Foram utilizados grupos de 6 animais tratados com solu¢do salina 10mg/kg
e OEHM 100mg/kg, ambos por via oral, 1 h antes de receberem 6leo de mostarda (0,75% em
salina 0,9%; 50 pl/animal) por via intracolonica através de uma fina cinula com ponta
arredondada, 1 mm de didmetro externo. Para este procedimento foi introduzido 4 cm de
comprimento da canula pela via intracoldnica para injecdo do 6leo de mostarda sendo

utilizada vaselina sélida na regido perianal para evitar estimulacao local pela administracdo.

O ndmero total de comportamentos relacionados a dor (lamber abdémen,
arrastar-se contra o solo, contor¢cdo e retracdes abdominais) foi contado por 20 minutos

imediatamente apds a instilacao de 6leo de mostarda.
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3.9.6 Mecanismos de acao para nocicepcio

Para determinacdo dos mecanismos de acdo nocioceptiva foram utilizados
camundongos em grupos de 6 animais tratados com solu¢do salina 10mg/kg, OEHM
100mg/kg (ambos via oral) 1,5 h antes, ou morfina (5 mg/kg, s.c.) para mecanismo tipo
opidides, ou clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) para mecanismos envolvendo o sistema adrenérgico
ou capsazepina (3 mg/kg, s.c.) para mecanismos envolvendo o receptor da capsaicina
(TRPV1), todos administrados 1 h antes de receberem 6leo de mostarda (0,75% em salina
0,9%; 50 pl/animal) por via intracoldnica através de uma fina canula com ponta arredondada,
1 mm de diametro externo. Para este procedimento foi introduzido 4 cm de comprimento da
canula pela via intracoldnica para injecao do 6leo de mostarda sendo utilizada vaselina sélida

na regido perianal para evitar estimulagdo local pela administragao.

O papel do sistema opidide foi avaliado pela administracao de naloxona (2
mg/kg, i.p.) 30 min antes da morfina (5 mg/kg, s.c.) ou concomitantemente OEHM 100mg/kg.
Ap6s 30 min da administracdo da morfina e 1,5 h apds a administracdo do 6leo essencial, os
animais receberam o6leo de mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pl/animal) por via

intracoldnica.

O papel do sistema adrenérgico foi avaliado pela administragdao de ioimbina
(2 mg/kg, i.p.) 30 min antes da clonidina (0,1 mg/kg, s.c.) ou concomitantemente com o
OEHM 100mg/kg. Ap6s 30 min da administragdo da clonidina e 1,5 h apds a administragao
do Oleo essencial, os animais receberam Oleo de mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50

pl/animal) por via intracoldnica.

O envolvimento do receptor TRPV1 foi avaliado pela administracdo de
capsazepina (3 mg/kg, s.c.) concomitantemente com o OEHM 100mg/kg. Apdés 1,5 h da
administracdo do 6leo essencial, os animais receberam 6leo de mostarda (0,75% em salina

0,9%; 50 pl/animal) por via intracoldnica.

O ndmero total de comportamentos relacionados a dor (lamber abdémen,
arrastar-se contra o solo, contor¢cdo e retracdes abdominais) foi contado por 20 minutos

imediatamente apds a instilacao de 6leo de mostarda.

3.10 Analise Estatistica

Os resultados das analises efetuadas foram analisados tomando como base a

média e seu correspondente erro padrao da media (E.P.M.). A andlise estatistica utilizada foi
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ANOVA com teste post hoc Newman Keuls para ANOVA de uma via e Bonferroni para
ANOVA de duas vias, utilizando o software Prism for Windows (GraphPad Software).

Foram consideradas diferencas significativas valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise quimica

O rendimento do 6leo essencial das folhas de Hyptis martiusii foi de 0,34%.
A andlise por CG-MS identificou 18 constituintes, representando 87,63% do OEHM,
identificando a existéncia de mono e sesquiterpenos. Os componentes principais do 6leo
foram identificados como 1,8 — cineol (34,58), & careno (21,58%), canfora (5,17%), limoneno
(4,94%), germacreno B (3,39%). A tabela 1 mostra os constituintes identificados, composicao

percentual e seu indice de retencdo (RI).

A caracterizacdo fitoquimica do 6leo essencial das folhas frescas de Hyptis
martiusii demonstrou a presenga de mono e sesquiterpenos. Outras espécies da familia
Lamiaceae, quando passadas pelo mesmo método de obten¢do do éleo apresentam em sua
composi¢do quimica, componentes semelhantes aos identificados na espécie do estudo em
questao. MENICHINI et al. (2009) em estudos da composicdo fitoquimica dos 6leos de
quatro espécies de Teucrium (Lamiaceae) identificou uma grande riqueza de sesquiterpenos
em todas as amostras, como a-cadineno, 6xido de cariofileno, a-pineno, linalol, compostos
esses também encontrados no 6leo de Hyptis martiusii. Outra espécie da familia Lamiaceae,
Satureja hortensis, tem seu 6leo essencial rico em compostos como a-pineno e [-pineno

(HAJHASHEMI, ZOLFAGHARI e YOUSEF], 2011), assim como OEHM.

REBELO et al. (2009) em estudo com a espécie do género Hyptis, Hyptis
crenata, identificou no 6leo essencial obtido das folhas da espécie como componentes
marjoritarios, o a-pineno, 1,8 — cineol, B-pineno, canfora, limoneno e y-terpineno, sendo o

1,8-cineol o segundo composto mais encontrado no 6leo da espécie (17,6%).

Estudos demonstram que a composi¢do quimica do OEHM apresenta como
constituintes marjoritarios o 1,8 — cineol e 6 careno quando utilizado o mesmo método de
obtencdo do 6leo (COSTA et al., 2005). Em estudos anteriores, CALDAS et al. (2011) relatou
que a composi¢do quimica do 6leo obtido das folhas da mesma espécie, apresentou dentre os
compostos marjoritdrios o 1,8 — cineol e d careno, constituintes esses, também presentes de
forma significante no 6leo essencial do estudo em questao, podendo ser os responsaveis pelas
atividades bioldgicas desse produto natural, isolados ou de forma sinérgica com outros

constituintes.



Tabela 1 - Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Hyptis martiussi Benth.

Componentes
a-pineno
canfeno
[-pineno
S-mirceno
a-felandreno
0-careno
0-cimeno
limoneno
1,8-cineol
y-terpineno
linalol
canfora
1-terpinen-4-ol
a-terpineol
(E)-cariofileno
germacreno B
d-cadineno
oxido de cariofileno

Total

Tr(min)?*

3.58

3.79

4.17

4.24

4.54

4.65

4.86

4.94

5.05

5.47

6.23

7.40

8.09

8.40

14.16

16.08

16.68

18.29

IK"
935

961

982

993

1007
1021
1028
1033
1038
1058
1099
1088
1142
1190
1422
1534
1542

1585

(%)

2.98

0.44

1.73

1.33

0.74

21.58

222

4.94

34.58

0.73

0.57

5.17

0.63

0.36

297

3.39

0.71

2.56

87.63



53

4.2 Atividade anti-inflamatéria tépica

4.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicaciao anica de 6leo de créton
O uso tépico do OEHM nas concentracdes de 50, 75 e 100mg/kg nao
inibiram significativamente (160,5 + 6,8%, 173,3 £ 11,8%, 161,8 £ 25,6% respectivamente) o
edema induzido pelo 6leo de créton quando comparado com o grupo salina (Figura 4). A
dexametasona reduziu significativamente o edema causado pelo 6leo de créton (79,41 +

10,4%) quando comparado com a salina.

Figura 4 - Efeito do tratamento tépico de OEHM 50, 75 e 100mg/kg sobre influéncia da aplicacao tinica de
o6leo de créton apos 6h.
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Os resultados foram expressos com os valores médios da porcentagem de edema. a; = p < 0,001 vs salina; b, =
p<0,01 vs dexametasona; b;=p<0,001 vs dexametasona;. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.

A aplicacdo tépica com 6leo de créton € um método que permite avaliar a
atividade de agentes anti-inflamatdrios esteroidais ou ndo esteroidais com possivel atividade
topica ou sistémica. O principal agente irritante que compde o dleo de créton € o acetato de
tetradecanoil-forbol (TPA), cuja acdo € exercida por produtos da cicloxigenase, histamina,

serotonina, entre outros mediadores (SARAIVA et al., 2011). A resposta inflamatéria
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induzida pelo TPA consiste na ativacdo direta da proteina quinase C (PKC), que em sequencia
ativa a fosfolipase A2, induz a expressao da COX-2 e ativacdo da LOX, que por sua vez ativa

a sintese e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios (MURAKAWA et al., 2006).

A aplicagdo topica de 6leo de créton induz uma resposta inflamatoria aguda,
caracterizado por edema, infiltracdo de neutréfilos, producdo de prostaglandinas, leucotrienos
e aumento da permeabilidade vascular. O edema se deve inicialmente a histamina e
serotonina, seguido pela sintese de prostaglandinas e leucotrienos, atividade inflamatdria essa
dependente do 4cido araquidonico. Logo, inibidores da fosfolipase A2, das vias da
cicloxigenases e lipoxigenases, a exemplo da dexametasona, sdo efetivos na supressdo do
edema de orelha (ZHANG et al., 2007). O OEHM nao apresentou atividade anti-inflamatéria
tépica nas concentracdes utilizadas, indicando que esse 6leo pode nao inibir a ativacao da

fosfolipase A2, vias das COX, LOX ou liberacdo de mediadores inflamatdrios.

4.2.2 Edema de orelha induzido pela aplicacao miiltipla de é6leo de créton

No modelo de aplicacdo multipla de 6leo de créton, a aplicacdo repetida de
6leo de créton em orelhas de camundongos promove uma resposta inflamatdria cronica. A
figura 5 (A e B) demonstra que apds o estabelecimento do processo inflamatério cronico a
partir da aplicacdo multipla de 6leo de créton, o tratamento cronico com OEHM na
concentracdo de 100mg/kg também nao foi capaz de reverter o edema (59, 9 + 8,8%) como no
modelo de aplicacdo unica de 6leo de créton. J4 o tratamento cronico com dexametasona,
farmaco de referéncia, foi capaz de inibir o edema de forma significativa (39,2 + 6,8%)

quando comparado com o grupo salina.
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Figura 5 - Efeito do tratamento topico de OEHM 100mg/kg sobre influéncia da aplicacao miiltipla de 6leo
de croton apos 9 dias.
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A) Grifico referente a espessura das orelhas dos camundongos sobre aplicacdo miltipla em dias alternados de
6leo de créton. B) Percentual médio referente a massa final (peso em gramas) das orelhas de camundongos. a; =
p < 0,05 vs salina; b, = p<0,01 vs dexametasona. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.

Nesse modelo, o aumento da atividade enzimética da fosfolipase A2 pela
ativacdo persistente da PCK pelo TPA leva ao aumento dos metabdlitos do dacido
araquidonico, como leucotrienos e prostaglandinas (GARG, RAMCHANDANI e MARU,
2008). O aumento desses metabdlitos parece ser determinante para o inicio do processo
inflamatério nos tecidos apds aplicagao do TPA e, portanto, uma caracteristica desse ensaio €

uma resposta inflamatdria persistente, ocasionada pela liberacdo de mediadores inflamatorios
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como eicosanoides e citocinas (MURAKAWA et al., 2006). A atividade anti-inflamatoria de
compostos ativos sobre a acdo do TPA ocorre pela capacidade de inibir a cascata do 4cido
araquidonico, interferindo diretamente na ativacdo da PCK, como os anti-inflamatérios da
classe dos corticoides, importantes inibidores da fosfolipase A2, COX e LOX. O OEHM nao

apresentou uma reducao significativa do edema nos modelos agudo e cronico.

O uso de plantas medicinais e seus subprodutos na dermatologia podem
colocar o paciente muitas vezes em risco, ja que pode desencadear fitodermatoses decorrentes
do mecanismo de irritagdo, (OLIVEIRA et al., 2006) e muitos casos de dermatites e reacoes
alérgicas sdo causadas por tratamentos que envolvem o uso de 6leos essenciais concentrados
(VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Um exemplo de espécie vegetal que se encaixa
nesse contexto € o Oleo essencial de Tanaecium nocturnum, que em determinadas
concentracdes podem ocasionar dermatites por contato (FAZOLIN et al., 2007), assim como o
6leo essencial de Lippia sidoides e seu constituinte isolado, o timol, que apresentaram efeito

pré-inflamatério no modelo tépico cronico (VERAS et al., 2012).

Nesse sentido, a auséncia de potencial anti-inflamatério do OEHM quando
aplicado topicamente, poderia estar relacionada a essa caracteristica peculiar dos dleos
essenciais de se apresentarem como irritantes em determinadas concentragdes, bem como pela

baixa biodisponibilidade promovida por essa via de administragao.

4.3 Atividade anti-inflamatoria sistémica

4.3.1 Edema de pata induzido pela injecao intraplantar de carragenina

A administracdo de OEHM na dose de 50 e 75mg/kg v.o ndo foram capazes
de reduzir o edema induzido pela carragenina 1% quando comparados com o grupo salina que
apresentou pico edematogénico na 3 hora do experimento (0,134 £ 0,009 mL). Ja o 6leo na
dose de 100mg/kg, foi capaz de reduzir o edema em de forma significativa a partir da segunda
hora do experimento, apresentando maior significancia 5* hora (0,065 + 0,02mL) em relagao
ao controle. A indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal, foi eficaz em reduzir o
edema (0,037 + 0,016mL) provocado pela carragenina 1% a partir da segunda hora de
avaliacdo do edema, sendo essa reducdo progressiva até a quinta hora (Figura 6) também em

comparacdo com o grupo salina.
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Figura 6 - Efeito do OEHM 50, 75 e 100mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina 1% em

camundongos.
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A) Resultado do valor médio do volume das patas no momento de aplicagdo e a cada hora até 5° hora. a,= p<
0,05 vs salina; a,=p<0,01 vs salina; a;=p<0,001 vs salina; a,=p<0,0001 vs salina. ANOVA, Teste de Bonferroni.
B) Percentual médio referente a massa final (peso em gramas) das patas de camundongos. a4 = p < 0,0001 vs
salina; by = p<0,0001 vs indometacina. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.

A resposta inflamatdria produzida pela carragenina é caracterizada por um

perfil multifasico, envolvendo a liberacdo de varios mediadores responsaveis pela resposta

inflamatéria (FANTONE e WARD, 1982; POSADAS et al., 2004). O primeiro momento €

caracterizado pelo aumento da permeabilidade vascular promovida por mediadores como

histamina, serotonina e bradicinina (VINEGAR et al., 1987). Esse aumento da permeabilidade

vascular ¢ mediado em um momento posterior pela atuacdo de cininas € o pico méximo do

7z

edema ¢é caracterizado pela acdo das prostaglandinas

WILLOUGHBY, 1971).

(DI ROSA, GIROUD e
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No modelo de edema de pata, a indometacina, farmaco utilizado como pré-
tratamento, aboliu de forma significativa o edema, validando o ensaio. O OEHM na dose de
100mg/kg foi efetivo na redugcdo do edema no pico de agcdo da carragenina, um forte
indicativo que o 6leo possa inibir diferentes aspectos que estariam envolvidos no processo
inflamatério, como a liberagdo de mediadores como a histamina, que ird interferir na
producdo de metabdlitos do dcido araquidonico como as prostaglandinas, responsdveis pelo

ponto maximo do edema provocado pela carragenina.

Estudos realizados com o 6leo essencial da espécie Rosmarinus officinalis
L., familia Lamiaceae, avaliando a atividade anti-inflamatéria por meio do modelo de edema
de pata, encontrou uma reducdo significativa no edema produzido pela carragenina. Nesse
mesmo estudo, a andlise fitoquimica do dleo identificou, dentre os componentes quimicos o
1,8-cineol (TAKAKI et al., 2008). Outra espécie pertencente a familia Lamiaceae, Satureja
hortensis, apresentou atividade anti-inflamatoéria significativa frente ao modelo em questdo,
cujo 6leo essencial se apresentou rico em constituintes como y-terpineno, o-pineno e -pineno
(HAJHASHEMI, ZOLFAGHARI e YOUSEFI, 2011). Os constituintes quimicos citados nos
estudos estdo presentes no OEHM, podendo explicar em parte o potencial do 6leo em reduzir

o edema induzido pela carragenina.

SANTOS e RAO (2000) utilizaram o composto 1,8-cineol de forma isolada
visando comprovar sua atividade anti-inflamatéria, e realizando o modelo de edema de pata,
encontraram uma reducao significativa do edema provocado pela carragenina em todas as
doses testadas do 1,8-cineol, constituinte esse encontrado de forma marjoritdria no 6leo em
estudo. Estudos de JUERGENS, STOBER e VETTER (1998) demonstram que o 1,8-cineol
tem um importante potencial em inibir citocinas e produtos da cascata do dcido araquidonico
quando testados em mondcitos de sangue humano in vitro. Vale ressaltar que as citocinas sao

importantes mediadores do processo inflamatdrio, responsédveis pela liberacdo de histamina

(ROBBINS et al., 2001).

4.3.2 Edema de pata induzido pela injecao intraplantar de dextrana e histamina

A administracdo do OEHM 100mg/kg reduziu o edema induzido por

dextrana 1% em todos os tempos de avaliacdo do ensaio quando comparados com o grupo
salina, reduzindo o edema de forma significativa na 3* hora do experimento (0,028 + 0,022

mL). A prometazina, um anti-histaminico H1 do grupo das fenotiazinas, foi capaz de inibir o
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edema a partir da primeira hora de avaliacdo, apresentando maior significincia nas 2* e 3*
hora (0,033 £+ 0,016mL; 0,012 + 0,022mL respectivamente) (Figura 7). J4 no modelo do
edema de pata por histamina, administracdo da mesma dose do 6leo também foi capaz de
reduzir o edema (0,041 = 0,019mL) provocado pela administracio de histamina de forma
significativa a partir da primeira hora de avaliacdo do edema (Figura 8) quando comparado
com o grupo que recebeu apenas solugdo salina (0,010 = 0,019mL). J4 o grupo que recebeu
apenas prometazina, teve o edema reduzido em 0,030 + 0,019mL e o grupo que recebeu

prometazina e OEHM 100mg/kg teve uma reducao de 0,011 + 0,017mL.

Figura 7 - Efeito do OEHM 100mg/kg sobre o edema induzido por dextrana 1% em camundongos.
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Os resultados representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) de 6 animais. a;=p<0,05 vs salina; a; = p <
0,001 vs salina; a5 = p < 0,0001 vs salina; ANOVA, Teste de Bonferroni.
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Figura 8 - Efeito do OEHM 100mg/kg sobre o edema induzido por histamina em camundongos
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Os resultados representam a média + E.P.M. (erro padrao da média) de 6 animais. a; = p <0,05 vs salina; a, = p
<0,01 vs salina; a, = p <0,0001 vs salina. ANOVA, Teste de Bonferroni.

A dextrana, agente utilizado para inducdo do edema na pata de
camundongos é um polissacarideo que provoca a liberacdo de histamina e serotonina dos
mastocitos durante a formagdo do edema (ANDRADE et al., 2007) interagindo com seus
respectivos receptores no endotélio de pequenos vasos. O OEHM reduziu o edema de forma
significativa com ambos agentes indutores, dextrana e histamina, sugerindo que o 6leo possa
interferir pela acdo direta sobre os receptores histaminicos (ROOME et al., 2008). E
fundamental destacar que a histamina tem um forte efeito ativador sobre a fosfolipase A2,
essa ultima responsdvel pela formacdo de prostaglandinas (MENEZES-DE-LIMA et al.,
2006). Esses resultados também corroboram com os achados do ensaio com indugdo do

edema pela carragenina, cujos mecanismos também podem envolver a liberacdo de histamina.

BRAVIM (2008) em seus estudos com o 6leo essencial de Hyptis crenata
encontrou resultados semelhantes no ensaio de edema induzido por dextrana, cujo 6leo
também foi capaz de reduzir o edema em todos os tempos de avaliacdo do teste. Ainda nesse
mesmo estudo, o composto marjoritario do 6leo de Hyptis crenata foi identificado como 1,8 —

cineol (34%), componente esse também presente no OEHM em quantidade semelhantes
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(34,58%), podendo ser o composto responsavel pela possivel atividade antiedematogénica nos

ensaios que envolveram a liberacao de histamina.

JUERGENS et al. (2003) em seus estudos com o 1,8-cineol no tratamento
da asma bronquica, encontrou evidencias de uma sugestiva atividade anti-inflamatéria desse
monoterpeno, corroborando com os resultados encontrados em nosso estudo, que envolvem
uma possivel inibicdo da histamina, mediador esse responsiavel pela broncoconstricao

presente na asma bronquica.

4.3.3 Peritonite
Neste ensaio, a peritonite foi induzida pela administracdo intraperitoneal de
carragenina. Quando os animais foram tratados com o OEHM 100mg/kg ou dexametasona
Smg/kg, houve uma diminui¢@o significativa no nimero total de leucécitos (2025 + 69,5 e
1700 % 87,6 respectivamente) (Figura 9) bem como do nimero de neutréfilos (1086 + 27,7 e
904 + 22,8 respectivamente) (Figura 10) quando comparados com o grupo salina. Esses
achados demonstram uma inibi¢do das células envolvidas no processo inflamatério

promovido pela carragenina.

Figura 9 - Efeito da administracio de OEHM 100mg/kg sobre a migracio de leucicitos na peritonite
induzida por carragenina medida pela concentracio de leucocitos no fluido peritoneal.
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Os resultados representam a média = E.P.M. (erro padrdo da média) de 6 animais. a; = p < 0,001 vs salina.
ANOVA, Teste de Student Newman Keuls.
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Figura 10 - Efeito da administracio de OEHM 100mg/kg sobre a migracio de neutrofilos na peritonite
induzida por carragenina medida pela concentracao de neutrdfilos no fluido peritoneal.
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Os resultados representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) de 6 animais. a; = p < 0,001 vs salina.
ANOVA, Teste de Student Newman Keuls.

A carragenina € uma agente indutor do processo inflamatério, que na
cavidade peritoneal de camundongos induz a migracdo de neutréfilos (SOUZA et al., 1988)
além de induzir a expressdo da 6xido nitrico sintetase e COX-2, com liberacdo aumentada de
oxido nitrico e prostaglandinas (KAWAMURA et al., 2000). A migracdo celular € um evento
que acontece durante o processo da peritonite causado por mediadores celulares e

inflamatdérios como neutréfilos e prostaglandina E2 respectivamente (PAULINO et al., 2008).

A administragdo de carragenina resultou na formacdo de um infiltrado de
células expressivo e nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com dexametasona e
OEHM foram capazes de gerar uma diminuicao significativa no nimero total de leucdcitos

quando comparados com o controle do teste que recebeu apenas solucao salina.

A migragdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal, que ocorre durante o
processo de peritonite, pode ser inibida por mecanismos que estejam envolvidos na inibi¢do
da produgdo de elementos quimiotaticos ou inibi¢do das moléculas de adesao (SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004). Os resultados obtidos neste ensaio no permitem sugerir que o
OEHM inibe a migracdo de leucécitos e neutrdfilos para a cavidade peritoneal provavelmente
através da reducdo da vasodilatacdo dos capilares da membrana peritoneal, que pode ser

ocasionada por mediadores como prostaglandinas E2 (PAULINO et al., 2008).
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Rosmarinus officinalis, uma espécie da familia Lamiaceae que apresenta em
sua composi¢do quimica o 1,8-cineol, apresentou uma importante atividade anti-inflamatdria
ao inibir significativamente a migracdo leucocitaria no modelo experimental de pleurisia
induzida pela administracdo de carragenina (TAKAKI et al., 2008). Terpenos como o 1,8-
cineol, encontrado em vdrias espécies da familia Lamiaceae, exibem uma importante
atividade anti-inflamatéria (HAJHASHEMI, GHANNADI e SHARIF, 2003), com estudos
que demonstram que o 1,8-cineol se apresenta como um potente inibidor da producio de
citocinas e de produtos do 4cido araquidonico (JUERGENS, STOBER e VETTER, 1998;
JUERGENS et al., 2003).

No modelo de artrite induzida por zymosan, YAMADA et al. (2013) ao
trabalhar com outra espécie da familia Lamiaceae, a Ocimum americanum L., espécie vegetal
cuja caracterizacdo fitoquimica revelou dentre seus constituintes o linalol e o 1,8-cineol,
encontrou como resultado uma inibi¢do da migracdo leucocitdria para a cavidade sinovial. O
zymosan, assim como a carragenina, também estd associado ao recrutamento de neutréfilos e

producio de prostaglandinas.

Ainda nos estudos de BRAVIM (2008), o 6leo essencial de Hyptis crenata
inibiu de forma significativa a migracao de leucdcitos e neutréfilos para a cavidade peritoneal
no modelo de peritonite; CALDAS et al. (2011) em pesquisa realizada com a espécie Hyptis
martiusii Benth comprovou a atividade antiulcerogénica do OEHM em diferentes doses, que
se apresentou efetivo no tratamento de ulceras pépticas induzidas por diferentes agentes, uma
importante atividade anti-inflamatéria. Todos esses estudos corroboram com nossos
resultados acerca de uma possivel atividade anti-inflamatéria, sugerindo fortemente que o
componente 1,8 — cineol possa ser responsavel pela atividade bioldgica apresentada pelo éleo
essencial da espécie em avaliacdo, jd que esse constituinte se apresentou em quantidades

significativas em todos os estudos supracitados.

4.3.4 Permeabilidade vascular por extravasamento de Azul de Evans
O tratamento com OEHM 100mg/kg administrado 1h antes da inducdo do
processo inflamatério com carragenina 1% na cavidade peritoneal de camundongos, reduziu
de forma significante o aumento da permeabilidade vascular (0,26 + 0,01UA) quando
comparado com o grupo naive (0,10 + 0,01UA) e salina (0,34 + 0,009UA) (Figura 11). O

grupo naive, ndo recebeu nenhuma forma de tratamento ou inducdo do processo inflamatorio.
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Figura 11 - Efeito do OEHM 100mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans no lavado peritoneal de
camundongos com peritonite induzida por carragenina.
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para o extravasamento de azul de Evans. a; =
p<0,001 vs naive; by = p<0,001 vs salina . ANOVA, teste de Student Newman Keuls.

O azul de Evans é um corante, que quando injetado por via intravenosa, tem
forte afinidade pela albumina, permitindo o seu uso como método para avaliacio da
permeabilidade vascular (JANCAR et al., 1988) uma vez que sendo o endotélio lesado, maior

serd a concentrac¢do de albumina no lavado peritoneal.

Durante o processo inflamatério agudo ocorre a liberagdo de mediadores
como a histamina e serotonina, importantes na vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. A prostaglandina E2 € também um importante mediador liberado durante o processo
inflamatério, como potente vasodilatador de musculo liso presente em vasos. Esse mediador
provoca vasodilatacdo, aumentando o fluxo sanguineo para o local da inflamagdo,

aumentando a permeabilidade vascular, que resultard em extravasamento de fluidos.

Ainda nos estudos com Rosmarinus officinalis (Lamiaceae), FARIA et al.
(2011) ao desenvolver o mesmo modelo, encontrou uma inibi¢ao significante do processo de
permeabilidade vascular, atribuindo ao componente majoritario do referido 6leo, o 1,8-cineol,

a responsabilidade por essa atividade.

Os resultados obtidos sugerem que o OEHM tem acdo inibindo a

permeabilidade vascular, corroborando com os dados ja apresentados no presente estudo,
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onde o OEHM foi capaz de inibir a migracdo de leucdcitos e neutréfilos para a cavidade
peritoneal provavelmente através da reducdo da vasodilatacdo dos capilares da membrana
peritoneal, bem como inibindo a formag¢do de edema induzidos por agentes como carragenina,

dextrana e histamina no modelo de edema de pata.

4.3.5 Dosagem da Mieloperoxidase
O tratamento com OEHM 100mg/kg, comparado com o grupo salina nao foi

capaz de inibir de forma significativa a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) apé6s a 4°

hora de inflamacdo induzida pela carragenina (Figura 12).

Na fisiopatologia do processo inflamatério linfécitos € mondcitos sao
importantes contribuintes, gerando citocinas pré-inflamatorias, macréfagos teciduais e
neutréfilos. Macréfagos e neutréfilos possuem um papel complexo nos locais onde ha lesao
tecidual, com destaque para a acdo da enzima mieloperoxidase (MPO). Essa enzima ¢&
encontrada predominantemente em neutréfilos, mondcitos e macréfagos teciduais, sendo
prontamente liberadas como contribui¢do para defesa imune inata do organismo (NAGHAVI

et al., 2003)

Figura 12 Efeito do OEHM 100mg/kg sobre a atividade da mieloperoxidase na inflamacao induzida por
carragenina.
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para a unidade de MPO/ul do lavado. a; =
p<0,05 vs salina; b; = p<0,05 vs indometacina . ANOVA, teste de Student Newman Keuls.
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No modelo em questdo, a acdo da MPO ndo foi reduzida, mesmo com uma
diminui¢do significativa na migracdo de leucdcitos promovida pelo OEHM no modelo de
peritonite. Isso poderia ser explicado pela presenga de outras células, também envolvidas no
processo inflamatério, como os macréfagos teciduais, importantes fonte de MPO, que nao

foram inibidos pela acio do OEHM.

No processo inflamatério envolvido na formagdo de placas ateroscleréticas
SUGIYAMA et al. (2001) demonstraram em placas aterosclerdticas de pacientes com morte
subita uma maior expressao de MPO nos locais de ruptura das placas, sendo demonstrada a

associacdo da expressao de MPO nos macréfagos por técnicas de imunohistoquimica.

4.4 Avaliacao da atividade locomotora pelo campo aberto (“open field”’)

A atividade exploratéria foi avaliada observando-se o ntimero de
cruzamentos realizados pelos animais no campo aberto durante 5 minutos de exposi¢do. O
grupo que recebeu o OEHM 100mg/kg nao apresentou alteracdo (55,25+1,35) no nimero de
cruzamentos quando comparados com o grupo que recebeu apenas solugcdo salina
(58,63%1,88). O grupo de animais que recebeu diazepam na dose de Smg/kg apresentou uma
reducdo significativa (35,63+0,99) do nimero de cruzamentos na caixa de atividade, quando

comparados com os grupos salina e OEHM (Figura 13).
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Figura 13 Efeito do OEHM na atividade exploratoria de camundongos no campo aberto
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para 6 animais. a;= p<0,001 vs salina; b; =
p<0,001 vs diazepam . ANOVA, teste de Student Newman Keuls.

Quando avaliamos pardmetros nociceptivos se faz necessdrio atentar para
farmacos que possuem a capacidade de reduzir a atividade do sistema nervoso central
podendo causar um resultado falso positivo nas medidas nociceptivas, como lambedura e
retirada de pata, locomog¢do, capacidade exploratéria do animal, entre outras. Como
confirmacdo para o efeito antinociceptivo dessas substancias, sdo utilizados modelos
experimentais como o teste de campo aberto. No teste de campo aberto ou “open field’ a
atividade exploratéria do animal pode sofrer interferéncia de fairmacos com acdo depressora
sobre o sistema nervoso central ou relaxantes musculares (ARCHER, 1973), mascarando uma

possivel atividade antinociceptiva da substincia a ser testada.

No modelo do estudo em questao, a auséncia de atividade do OEHM sobre a
atividade exploratdria dos animais no campo aberto € um importante indicativo de que o 6leo
ndo causa efeito depressor do sistema nervoso. Isto fortalece a hipétese da atividade

antinociceptiva ser independente do efeito central.

SANTOS e RAO (2000) em estudos realizados com o composto isolado
1,8-cineol, constituinte esse predominante no OEHM, encontrou em seus resultados uma
diminui¢do da capacidade locomotora dos animais que receberam como tratamento o terpeno
isolado em doses superiores a 400mg/kg. Isto corrobora com os resultados apresentados, ja
que, nao foi observado efeito sedativo na dose do OEHM (100mg/kg) utilizada no presente

modelo.
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4.5 Atividade antinociceptiva

4.5.1 Teste da Formalina

A figura 14 mostra que a administracdo do OEHM 100mg/kg foi capaz de
reduzir o tempo de lambedura da pata injetada com formalina (37,83 + 1,72s) durante a
primeira fase do teste (0-5 minutos) em relacdo ao grupo salina (74,17 = 3,18s). Em relagdo a
segunda fase (15-30 minutos), o 6leo na mesma dose também foi capaz de promover uma
reducdo significativa do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata (18,83 £ 6,52s)
quando em relagdo ao grupo que recebeu como tratamento apenas solucdo salina (86,83 +
8,57s). A morfina, um importante analgésico opidide, foi capaz de diminuir
significativamente o tempo de lambedura da pata em ambas as fases do teste (1° fase: 23,33 +

0,42s; 2° fase: 28,5 + 3,89s).
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Figura 14 - Efeito do OEHM 50, 75 e 100mg/kg sobre o tempo de lambedura da pata traseira direita na
primeira e segunda fase do teste de formalina.
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrao da média) para o tempo de lambedura das patas traseiras
direitas. a3 = p<0,001 vs salina; b, = p<0,01 vs morfina; b; = p<0,001 vs morfina; c, = p<0,01 vs OEHM
100mg/kg; c; = p<0,001 vs OEHM 100mg/kg. ANOVA, Teste de Bonferroni.

O teste da formalina € um modelo experimental cldssico para avaliacdo de
efeitos antinociceptivos, consistindo em duas fases que envolvem diferentes mecanismos que
resultam em algesia (TJOLSEN et al., 1992; VANEGAS e SCHAIBLE, 2004). A primeira

fase (0-5 minutos) é caracterizada por uma dor de origem neurogénica, que resulta da
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estimulagdo dos nociceptores das fibras sensoriais. J4 a segunda fase (15-30 minutos) €
caracterizada por uma dor de origem inflamatéria, que combina eventos do processo

inflamatoério e centrais (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TIOLSEN et al., 1992).

A fase neurogénica ou primeira fase resulta da estimulagdo direta da pata do
animal e reflexos centrais mediados pela substancia P; ji na fase inflamatoéria, estdo
envolvidos mediadores como histamina, prostaglandinas, serotonina e bradicinina (AMRESH
et al., 2007). Os resultados demonstram que o OEHM na dose de 100mg/kg reduziu

significativamente efeitos antinociceptivos em ambas as fases.

O o6leo essencial de espécies da familia Lamiaceae, como Lavandula
angustifolia e Rosmarinus officinalis apresentam em sua composi¢ao quimica os constituintes
1,8-cineol e a-pineno em quantidades significativas e quando submetidas ao protocolo de
nocicep¢do induzida pela formalina, apresentaram uma inibi¢do significativa da resposta
nociceptiva de lambedura das patas em ambas as fases do experimento, de forma semelhante a

morfina (FARIA et al., 2011)

Hyptis fruticosa, espécie do género Hyptis teve o 6leo essencial de suas
folhas e flores avaliadas quando ao possivel potencial antinociceptivo também pelo modelo da
formalina. A caracterizagao fitoquimica das flores e folhas revelaram a presenga significante
de 1,8-cineol e o composto a-pineno, e os resultados obtidos indicam uma importante
atividade antinociceptiva de origem central e periférica do 6leo obtido tanto das folhas como

das flores da referida espécie (FRANCO et al., 2011).

Mais uma vez, nos experimentos com o constituinte isolado 1,8-cineol,
SANTOS e RAO (2000) encontraram uma resposta antinociceptiva significativa no modelo
em questdo, onde o 1,8-cineol foi capaz de reduzir de forma importante o tempo de lambedura
da pata dos animais em ambas as fases do teste. Esse modelo corrobora com os resultados ja
encontrados para o OEHM nos ensaios da placa quente e contor¢des abdominais, sendo o 6leo
capaz de reduzir o tempo de lambedura das patas em ambas as fases do teste. Drogas como os
analgésicos opidides sdo capazes de inibir a resposta nociceptiva nas duas fases do ensaio
(HUNSKAAR e HOLE, 1987), o que pode ser comprovado no modelo, onde a morfina foi
capaz de reduzir significativamente o tempo de lambedura das patas na primeira e segunda

fase.
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4.5.2 Teste da Placa Quente ou Hot Plate
O OEHM na dose de 100mg/kg foi capaz de aumentar a laténcia do animal
na placa quente em todos os tempos de observacdo apresentando maior significincia nos
tempos de observagdo de 30 e 60 minutos (5,75 £ 1,25s e 6,08 + 1,71s respectivamente) sendo
a mais efetiva quando comparado com o grupo salina. O grupo que recebeu morfina, droga de
referéncia, manteve o aumento da laténcia dos animais na placa em todos os tempos de
observacao, principalmente no tempo de 60 minutos (8,83 = 1,71s) de forma significativa em

relagcdo ao grupo tratado apenas com salina (Figura 15).

Figura 15 - Efeito do OEHM 50, 75 e 100mg/kg sobre o estimulo nociceptivo térmico induzido em
camundongos.
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Os valores representam a média = E.P.M. (erro padrdo da média) do tempo de reacdo ao estimulo térmico.
a,=p<0,05 vs salina; a,=p<0,0001 vs salina; d;=p<0,05vs OEHM 75mg/kg; d,=p<0,01vs OEHM 75mg/kg;
d;=p<0,001vs OEHM 75mg/kg; d;=p<0,0001vs OEHM 75mg/kg; e,=p<0,01 vs OEHM 50mg/kg; e,=p<0,0001
vs OEHM 50mg/kg; . ANOVA, Teste de Bonferroni.

O estimulo térmico da placa quente mostra uma resposta do animal (saltar
ou lamber a pata) associado a neurotransmissdo central, mediada pela ativagdo de
nociceptores, como as fibras C e Ad (DICKENSON, 1997) e uma redug@o nesses parametros

como saltar ou lamber a pata, € interpretado como potencial antinociceptivo.

O tratamento com o OEHM por via oral foi capaz de aumentar o tempo de
laténcia do animal na placa, efeito esse também observado com a administragdo de morfina,

uma analgésico opidide, que promoveu um aumento no tempo de reacdo do animal ao
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estimulo do calor. Com base nesses resultados, levantamos a possibilidade de um

envolvimento central relacionado ao efeito antinociceptivo apresentado pelo 6leo.

O ¢leo essencial de Ocimum basilicum, outra espécie da familia Lamiaceae
cuja constituicdo quimica apresenta o linalol, a canfora, 6xido de cariofileno e o 1,8-cineol,
este ultimo em menores quantidades (HUSSAIN et al., 2008) aumentou de forma significante
o tempo de laténcia dos animais na placa quente em todos os tempos de avaliag¢do, sugerindo

uma atividade antinociceptiva central para o 6leo em questdo (VENANCIO et al., 2011).

O oleo essencial de Micromeria biflora (Lamiaceae) uma espécie cuja
composi¢do quimica se destaca pela presenca de 6xido de cariofileno, além de a-pineno,
exibiu um aumento dependente da dose no tempo de laténcia do animal na placa aquecida
quando comparado com o grupo que recebeu apenas o veiculo, com um pico no aumento
dessa laténcia no tempo de 60 minutos (CHANDRA et al.), o que vem corroborar com 0s
dados encontrados no presente estudo, cujo pico do aumento da laténcia do animal na placa
também se deu no intervalo de observacdo de 60 minutos, ji que estes compostos também

estdo presentes na constitui¢ao quimica do 6leo essencial de Hyptis martiusii.

Esse protocolo de avaliagdo antinociceptiva também foi utilizado por
ARRIGONI-BLANK et al. (2008) e RAYMUNDO et al. (2011) ao avaliarem o potencial
antinociceptivo do 6leo essencial da espécie Hyptis pectinata, comprovando também uma
possivel atividade analgésica de origem central. Nesses estudos, a andlise cromatogréifica do
Oleo essencial da espécie, o Oxido de cariofileno foi identificado como importante

constituinte, esse também presente no 6leo essencial da espécie em estudo.

1,8-cineol, um monoterpeno isolado do Oleo essencial de Eucalyptus
camaldulensis, exibiu uma atividade antinociceptiva significativa no modelo da placa quente
comparado a morfina (LIAPI et al., 2007). Vale ressaltar que o constituinte 1,8-cineol também
estd presente na composi¢cdo quimica do OEHM, podendo ser um dos responsaveis pela

atividade antinociceptiva no modelo em questio

4.5.3 Contorcoes abdominais induzidas por acido acético
A administracdo do OEHM nas doses de 50, 75 e 100mg/kg reduziram
significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo dcido acético (23,5 + 1,19, 23,43 +
3,03 e 15,14 £ 0,79 respectivamente), em relacdo ao grupo controle que recebeu como pré-
tratamento apenas com salina (33,29 + 1,12). O grupo pré-tratado com um anti-inflamatério

ndo esteroidal como a indometacina, utilizado como droga de referéncia, apresentou uma
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reducdo significativa no nimero de contor¢des abdominais (10,57 £ 1,25), como mostrado na

figura 16.

Figura 16 - Efeito do OEHM 50, 75 e 100mg/kg sobre o nimero de contorc¢des abdominais induzidas por
acido acético.
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para o niimero de contor¢des induzidas pelo
acido acético. a; = p<0,05 vs salina; a; = p<0,001 vs salina; b, = p<0,01 vs indometacina; b; = p<0,001 vs
indometacina; ¢, = p<0,01 vs OEHM 100mg/kg; c; = p<0,001 vs OEHM 100mg/kg. ANOVA, teste de Student
Newman Keuls.

A administragao intraperitoneal de 4cido acético atua de maneira indireta ao
induzir a liberagdo de mediadores presentes no processo inflamatério como algumas citocinas,
prostaglandinas, histamina, serotonina (DERAEDT et al., 1980) que estimulam neurdnios
nociceptivos, esses ultimos, sensiveis a anti-inflamatérios ndo esteroidais e analgésicos
opidides (FISCHER et al., 2008) sendo considerado um tipico modelo de nocicepcao
inflamatéria visceral (IKEDA et al., 2001).

O modelo de contor¢des € utilizado para avaliar tanto um potencial

antinociceptivo de origem central, como periférico, ja que o acido acético induz sensibilidade
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a dor por meio da liberagdo de substancias provenientes de mastdcitos e macréfagos, além da

sensibilizacdo das terminagdes sensoriais aferentes periféricas (RIBEIRO et al., 2000).

No teste, o OEHM foi capaz de reduzir o nimero de contor¢des abdominais
nos camundongos em todas as doses utilizadas, caracterizada por contragdo, seguida de
rotacdo do abdome e extensdao de patas traseiras. Com esse resultado, podemos inferir que o
6leo demonstra também um efeito antinociceptivo periférico, interferindo no processo
inflamatério. A atividade analgésica apresentada nesse modelo envolve também uma

antinocicepc¢ao de origem central, potencial esse ja comprovado pelo ensaio da placa quente.

Lavandula angustifolia Mill., espécie da familia Lamiaceae muito utilizada
na medicina popular no tratamento de distirbios inflamatérios e da dor, cuja composi¢cao
quimica tem riqueza no composto 1,8-cineol (65%), além de outros constituintes como o
linalol, a-pineno, B-pineno, apresentou uma decremento no niimero de contor¢des promovidas
pelo acido acético (HAJHASHEMI, GHANNADI e SHARIF, 2003). O mesmo pode ser
observado nos estudos de SHAH et al. (2012) como 6leo de Teucrium stocksianum espécie da
familia Lamiaceae constituida de terpenos como linalol, a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, em
quantidades diferentes, mas que no modelo de contor¢des abdominais apresentou uma

redug@o no ndimero de contor¢des ocasionadas pela injecdo intraperitoneal de dcido acético.

MENEZES et al. (2007) ao trabalhar com o 6leo essencial da espécie Hyptis
fruticosa, cujo composto predominante foi o 1,8-cineol, encontrou uma significativa reducao
da resposta nociceptiva em todas as doses testadas no modelo de contor¢des abdominais
induzidas pelo &cido acético, sugerindo que Oleo apresenta uma atividade analgésica
periférica. Também no mesmo modelo, o dleo essencial de Hyptis pectinata foi capaz de
reduzir significativamente o padrdo de contor¢des em todas as doses testadas, demonstrando
um efeito dose dependente (BRAVIM, 2008). Ainda em estudos com seis genétipos de Hyptis
pectinata, ARRIGONI-BLANK et al. (2008) obteve como resultados a redu¢do do nimero de
contorcdes quando utilizados os seis gendtipos da espécie, um importante indicativo do

potencial analgésico da espécie.

O efeito anti-inflamatdrio e antinociceptivo do composto 1,8 cineol, quando
utilizado de forma isolada, ja foi avaliado em modelos experimentais de contor¢des induzidas
por 4cido acético (SANTOS e RAO, 2000), sendo esse efeito atribuido a inibicdo de
mediadores como prostaglandinas, citocinas e mediadores GABAérgicos (BONJARDIM et

al.,, 2011) podendo esse constituinte estar envolvido no possivel potencial antinociceptivo
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periférico apresentado pelo OEHM no modelo em questdo, jid que se apresenta em

quantidades significativas na sua composicao quimica.

4.5.4 Hipernocicep¢ao Mecanica Plantar

A dose de 100mg/kg do OEHM, administrada durante 7 dias consecutivos
antes da indugdo do estimulo pela carragenina foi capaz de prevenir a hipernocicep¢do em
todos os tempos de mensuracdo do experimento, com destaque para a 3* hora do experimento
com aumento significativo do limiar de dor (5,04 £ 3,19g) quando comparado ao grupo salina.
A indometacina, administrada 45 minutos antes da aplicacdo intraplantar de carragenina,
também foi capaz de inibir a hipernocicep¢do em todas os tempos do experimento de forma
significativa, sendo que na 2° hora de mensuracao, aumentou o limiar de dor do animal em 1,6

+ 2,53¢g (Figura 17).

Figura 17 - Efeito do OEHM 100mg/kg sobre a hipernocicepcio mecéanica plantar induzida por
carragenina
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para limiar de retirada da pata em gramas
(intensidade da hipernocicepg¢do) para grupos de 6 animais. a; = p<0,05 vs salina; a, = p<0,01 vs salina; a; =
p<0,001 vs salina; a;, = p<0,0001 vs salina ANOVA, teste de Bonferroni.

A administracdo intraplantar de carragenina em camundongos induz a
liberacdo de citocinas, que por sua vez promovem a liberacdo de prostandides e aminas

simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005). Esses tltimos s@o responsaveis pela sensibilizacao
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de nociceptores (CUNHA et al., 2008), logo, drogas que inibem a produgdo de citocinas sao

importantes agentes antinociceptivos em modelos de inflamacao.

Virios estudos ja demonstraram a atividade anti-inflamatéria do 1,8-cineol,
constituinte predominante no 6leo da espécie Hyptis martiusii, mostrando seu efeito sobre a
producdo de mediadores inflamatorios, através da supressdao da COX e metabolismo do 4cido

araquidonico e producdo de citocinas (JUERGENS et al., 2004).

Nos modelos de inflamacao sist€émica como edema de pata e peritonite cujo
agente inflamatorio utilizado foi a carragenina, o OEHM na dose de 100mg/kg foi bastante
eficaz na reducdo do processo inflamatério produzido pela carragenina, seja pela diminui¢dao
do edema ou recrutamentos de células para o local da inflamacdo como os leucécitos. Na
atividade anti-inflamatéria envolvida nesses modelos estdo presentes mediadores
inflamatérios diversos, como histamina, produ¢do de citocinas e prostaglandinas, todos
intimamente relacionados, com forte indicativo de que a atividade anti-inflamatéria e
analgésica do OEHM seja resultado da interferéncia na producao de algum desses mediadores

pelo terpeno 1,8-cineol.

4.5.5 Nocicepcao visceral induzida pelo 6leo de mostarda
O OEHM na dose de 100mg/kg atuou reduzindo o numero total de
comportamentos de nocicepcao visceral (9,5+0,67), como o lamber abdémen, arrastar-se
contra o solo, contor¢cdo e retracdes abdominais, de forma significativa quando comparado

com o grupo salina (25,83+0,94) (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito antinociceptivo do OEHM 100mg/kg no modelo de nocicepcao visceral induzida pelo
6leo de mostarda em camundongos
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrio da média) para o niimero de comportamentos de
nocicepedo visceral exibidas pelos animais contados por 20 minutos, imediaramente apés instilacdo intracoldnica
de 6leo de mostarda. a; = p<0,001 vs salina. ANOVA, teste de Student Newman Keuls.

O ¢6leo de mostarda é um potente ativador neuronal que promove uma
resposta aumentada a estimulos ndo ndéxicos como no caso da alodinea e provoca também
hiperalgesia, que é um aumento da sensibilidade a estimulos néxicos em poucos minutos apds
sua aplicacdo. O 6leo de mostarda, quando aplicado topicamente na pele, ativa terminagdes
nervosas, produzindo dor, inflamacao e hipersensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos

(JORDT et al., 2004).

O maior constituinte do 6leo de mostarda € o Alil-isotiocianato, cuja acao
pode ser devido a sua atuagdo sobre os receptores da capsaicina TRPV1, bem como pela
producdo de mediadores inflamatérios como prostaglandinas e bradicinina (CATERINA et
al., 2000). Vale ressaltar que muitas sdo as divergéncias acerca do mecanismo de ac¢do do éleo

de mostarda.

Nesse modelo de nocicep¢ao, o OEHM, rico em terpenos, promoveu uma
inibicdo significativa nos comportamentos de dor. Como o 6leo de mostarda pode provocar
seu efeito nociceptivo via receptores TRPV ou até mesmo através da liberacao de mediadores
inflamatérios como prostaglandinas. A contor¢cdo abdominal observada pode ser explicada
devido grande variedade de receptores de membrana (como os receptores vaniléides TRPV1)
presente nas visceras que sdo sensiveis a estimulos quimicos que envolvem uma sinalizagdo

sensorial desde a periferia ao sistema nervoso central (WOOD, 2004).
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Para entender a via envolvida no bloqueio da nocicepgao observada (Fig 18)
faz-se necessdria a investigagdo dos possiveis mecanismos de acdo envolvido na atividade

antinociceptiva do OEHM.

4.5.6 Mecanismos de acao para atividade antinociceptiva visceral
4.5.6.1 Envolvimentos dos receptores opidides

O tratamento dos animais com OEHM 100mg/kg e morfina promoveu uma
inibicdo significativa (9,67£1,05; 4,17+0,31 respectivamente) quando comparado com o
grupo que recebeu apenas solugdo salina (26,8+2,36). O pré-tratamento com naloxona
conseguiu reverter o efeito do OEHM (22,8+1,68) bem como o efeito da morfina, analgésico

opidide de referéncia (27,2+2,46). (Figura 19)

Figura 19 - Estudo do envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo visceral do OEHM
100mg/kg

40+

S

©

S

23] __ ba/c,
5 ba/C4

£

s A1

O 20-

Q —

S

© /by

% ——

2 1 0'

<8} e
g _a

z —

0 i 4
é\Q {’\\(\‘b Q/QQ Qsé {’\\0‘6
9 P o @xO x@Q
O N
@ &
OM 0,75%

Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para o nimero de comportamentos de
nocicepcao visceral exibidas pelos animais. a; = p<0,0001 vs salina; b; = p<0,05 vs morfina; b, = p< 0,0001 vs
morfina; ¢y = p<0,0001 vs OEHM. ANOVA, teste de Student Newman Keuls.
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O estudo do mecanismo de acdo do OEHM revela que existe o
envolvimento do sistema opidide na a¢cdo antinociceptiva. A naloxona, um antagonista nao
seletivo para receptores opidides, conseguiu reverter significativamente o efeito da morfina e
do OEHM, caracterizando que pode existir participa¢do deste sistema na modula¢do da dor
visceral. Esses dados nos levam a sugerir que o 6leo essencial pode causar antinocicepgao por
promover a liberacdo de opidides enddgenos, os quais irdo interagir com seus receptores

especificos ou entdo interagindo diretamente com receptores opidides.

Vale ressaltar que a morfina tem forte atuacao sobre o subtipo de receptor -
opidide e esse receptor exerce papel expressivo na nocicep¢ao visceral (BLACK e
TREVETHICK, 1998). Perifericamente, tem sido associado a participa¢do dos agonistas de
receptores p-opidides inibindo a ativacdo da adenilato ciclase em neurOnios aferentes
primérios por mediadores inflamatérios como a serotonina e PGE2. Agonistas dos receptores
0 e k-opidides atuam inibindo a secre¢do de substancias pré-inflamatdrias por neurdnios
simpdticos (TAIWO e LEVINE, 1991). MILLAN e COLPAERT (1991) relatam ainda em
seus estudos que opidides enddgenos suprimem o processo inflamatério, auxiliando na

reducgdo da hiperalgesia.

4.5.6.2 Envolvimentos dos receptores TRPV1

A elucidacao do envolvimento dos receptores TRPV1 sensiveis a capsaicina
foi evidenciado realizando um pré-tratamento com capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) antes da
aplicacdo de capsaicina e OEHM 100mg/kg, que resultaram em valores de média de 70,77 e
8,28+1,01 respectivamente, como pode ser observado na figura 20. Como ilustrado no
gréfico, o efeito antinociceptivo do OEHM foi revertido (13,5+1,72) pelo antagonista seletivo
para os receptores TRPV1, a capsazepina, resultado esse também encontrado com a reversao

promovida pela capsazepina sobre a capsaicina (19+0,94).
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Figura 20 - Estudo do envolvimento do receptor TRPV1 no efeito antinociceptivo visceral do OEHM
100mg/kg
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para o niimero de comportamentos de
nocicepgdo visceral exibidas pelos animais. a; = p<0,001 vs salina; b, = p<0,01 vs OEHM; b, = p< 0,0001vs
OEHM,; ¢, = p<0,01 vs capsaicina; ¢4 = p<0,0001vs capsaicina; d; = p<0,0001vs capsaicina+OEHM. ANOVA,
teste de Student Newman Keuls.

Outros estudos demonstraram que os receptores TRPV1 presentes em fibras
neuronais aferentes em visceras como o cdlon de camundongos que, medeiam
comportamentos nociceptivos viscerais perante uma injuria tecidual mecanica (JONES, XU e
GEBHART, 2005). O TRPV1 € um dos membros de uma familia de receptores vanildides e
um dos seus principais agonistas € a capsaicina (SZALLASI e BLUMBERG, 1999). Esse
receptor realiza importante papel na regulacdo funcional dos nervos sensoriais (DOHERTY et
al., 2005) e antagonistas desse receptor produzem efeitos anti-hiperalgésicos em modelos de

dor neuropdtica e inflamatéria (OGNYANOV et al., 2006).
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A capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) tem a capacidade de
despolarizar fibras C ou A-9, ligando-se a um receptor vanildide, que abre canais iOnicos
gerando um influxo de célcio na fibra nervosa (CATERINA et al., 1997). O antagonista da
capsaicina, a capsazepina (uma substincia exdgena) inibe os processos dolorosos que surgem
como respostas nociceptivas induzidas em processos inflamatérios quando da ligacdo da

capsaicina com o receptor TRPV1 (FERREIRA, DA SILVA e CALIXTO, 2004).

A avaliacio do envolvimento do receptor TRPVI, como parte do
mecanismo de acdo do OEHM demonstra que possivelmente o efeito antinociceptivo também

seja dependente desta via.

4.5.6.3 Envolvimentos dos receptores noradrenérgicos o2

A participacao dos receptores noradrenérgicos a2 foi evidenciada realizando
um pré-tratamento com ioimbina (2 mg/kg, i.p.), antes da aplicacdo de clonidina e OEHM
100mg/kg, que resultou em valores de média de 8,16+0,60 e 9,50+0,67, respectivamente,
como pode ser observado na figura 21. O tratamento dos animais com OEHM 100mg/kg e
clonidina reverteu significativamente o numero de comportamentos de dor dos animais
quando comparados com o grupo que recebeu solucdo salina (25,83+0,94). O pré-tratamento
com ioimbina conseguiu reverter a inibicao dos comportamentos nociceptivos do OEHM e da

clonidina (21,67+2,76 e 19,83+2,56) respectivamente.
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Figura 21 - Estudo do envolvimento dos receptores noradrenérgicos 02 no efeito antinociceptivo visceral
do OEHM 100mg/kg
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrio da média) para o niimero de comportamentos de
nocicepc¢do visceral exibidas pelos animais. a;= p<0,001vs salina; b, = p<0,01 vs OEHM; b; = p< 0,001vs
OEHM,; c; = p<0,001vs clonidina. ANOVA, teste de Student Newman Keuls.

A clonidina, um agonista dos receptores adrenérgicos o, tem sido utilizado
em ensaios visando induzir efeito antinociceptivo no modelo experimental de colite, bem
como para reduzir a hipersensibilidade visceral em ambientes clinicos (BLACKSHAW e
GEBHART, 2002). A clonidina apresenta importantes propriedades antinociceptivas contra
varios tipos de estimulos nocivos, desde modelos que utilizam como estimulos a pressao,

temperatura e agentes quimicos (SKINGLE, HAYES e TYERS, 1982).

Ja foi reportada na literatura a atividade analgésica da clonidina por via

sistémica, espinal e supraespinal, sendo geralmente seus efeitos mediados em sitios de agdo



83

espinais e supraespinais. Varios estudos sugerem a transmissao colinérgica associada ao efeito

analgésico da clonidina (ZENG, CHEN e DOHI, 2007).

A ativacdo dos receptores a2 por vias descendentes noradrenérgicas exerce
um importante efeito regulador inibitério na modulagdo da dor aguda e casos de hiperalgesia
inflamatéria. Logo, possui um papel fundamental na dor de origem somatica, bem como
também na dor de origem visceral (MANSIKKA et al., 2004). Na modula¢do da dor de
origem visceral, a ativacdo dos receptores 02 atuam via proteina G, inibindo adenilato ciclase,
o0 que ird aumentar o efluxo de K* e suprimir as correntes de Ca**, que impede a liberacdo

continuada de substancia P e glutamato por terminais nervosos (MILLAN, 2002).

Na avalia¢do do envolvimento dos receptores noradrenérgicos a2, o efeito
inibitério do OEHM sobre o comportamento dos animais foi revertido pela ioimbina,

sugerindo também a participacdo desses receptores no mecanismo de acao do 6leo.
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5 CONCLUSAO

- O OEHM nao apresentou atividade anti-inflamatdria topica aguda e cronica;

- O OEHM demonstrou atividade anti-inflamatodria sistémica;

- A agdo da enzima mieloperoxidase ndo foi alterada pelo OEHM;

- A atividade locomotora ndo foi alterada com a administracdo do OEHM, sugerindo que o

efeito antinociceptivo nao estd relacionado a um efeito depressor/ansiolitico do 6leo;

- O OEHM revelou atividade antinociceptiva de origem central e inflamatéria;

- Os receptores opidides, TRPV1 e a2-noradrenérgicos parecem estar envolvidos no

mecanismo de acao antinociceptivo do OEHM.
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