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RESUMO

A espécie Psidium sp. L. (Myrtaceae) é popularmente conhecida como aracé
amarelo e na medicina popular é utilizada para cicatrizagdo e contra diarreia, existindo
poucos estudos sobre essa espécie. O 6leo essencial das folhas de Psidium sp. (OEP) foi
avaliado quanto a atividade antinociceptiva, onde foram realizados modelos classicos
para a determinacdo dessa atividade, utilizando os métodos de formalina, acido acético,
placa quente e capsaicina, e a atividade antiinflamatdria topica em modelos de edema de
orelha induzido por diferentes agentes flogisticos, como dleo de créton, capsaicina,
acido araquidoénico, histamina e fenol, em camundongos Swiss. A aplicacdo do OEP
200mg/ml apresentou uma atividade antiinflamatéria de maior significancia nos
modelos de edema de orelha induzido por histamina (PE: 11,86%; P < 0,001) e fenol
(PE: 100,1%; P < 0,01), indicando que o 6leo pode ser um timo agente no tratamento
de reagBes alérgicas, mas que também atua inibindo a sintese/liberagdo de
prostaglandinas, evento que ocorre nas dermatites de contato. O OEP, nas doses de 100
e 200mg/kg, apresentou efeito antinociceptivo no teste de contorgdes abdominais
induzidas por acido acético semelhante ao diclofenaco. No teste de formalina o OEP,
nas duas concentragOes citadas, exibiu uma atividade antinociceptiva significante nas
duas fases do teste (P< 0,001), assim como a morfina (7,5mk/kg, i.p). A naloxona, um
antagonista opidide, foi eficiente na inibicdo da antinocicepcdo induzida pelo OEP
100mg/kg, assim como da morfina, nas duas fases do teste. Para acrescentar, o OEP
(100 e 200mg/kg) exerceu um significativo efeito no teste de nocicepc¢do induzida por
capsaicina, sendo um modelo semelhante a primeira fase da formalina. A naloxona
também reverteu a antinocicepcdo induzida pelo OEP 100mg/kg nesse modelo. O
OEPM parece exercer acdo analgésica tanto periférica e/ou espinhal quanto
supraespinal, pois 0 OEP aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa quente
(55+0,5°C). De acordo com os dados obtidos, o OEP parece exercer sua atividade
antiinflamatoria inibindo a liberacdo de mediadores vasoativos como CGRP, substancia
P, taquicininas, histamina e serotonina, assim como demonstrou ser eficaz em
dermatites de contato irritativas pela reducdo do edema induzido por fenol. O efeito
antinociceptivo do OEPM parece estar relacionado com o sistema opidide, ja que a
naloxona, um antagonista opioide, foi capaz de reverter a analgesia, induzida pelo éleo,
nos testes de formalina, placa quente e capsaicina.

Palavras-chave: 0leo essencial de Psidium sp., atividade antiinflamatoria, atividade
antinociceptiva, produtos naturais.



ABSTRACT

The species Psidium sp. L. (Myrtaceae) is popularly known as aracé and is used in folk
medicine for healing and against diarrhea, there are few studies on this species. The
essential oil of the leaves of Psidium sp. (OEP) was evaluated for antinociceptive,
where classical models were performed to determine this activity, methods using
formalin, acetic acid, capsaicin and hot plate, and topical anti-inflammatory activity in
models of ear edema induced by different phlogistic agents, as croton oil, capsaicin,
arachidonic acid, phenol and histamine in mice Swiss. The application of OEP
200mg/ml presented an anti-inflammatory activity of greater significance in the model
of ear edema induced by histamine (PE: 11,86%; P < 0,001) and phenol (PE: 100,1%; P
< 0,01), indicating that the oil can be a great agent in the treatment of allergic reactions,
but also acts by inhibiting the synthesis/release of prostaglandins, an event that occurs
on contact dermatitis. The OEP at doses of 100 and 200mg/kg, showed antinociceptive
effect the writhing test induced by acetic acid similar to Diclofenac. In the formalin test
OEPM, at the concentrations listed, exhibited a significant antinociceptive activity in
both phases of the test (P <0.001) and morphine (7.5 mk / kg, ip). Naloxone, an opioid
antagonist, was effective in inhibition of antinociception induced OEP 100mg/kg, as
morphine in both phases of the test. To add, the OEPM (100 and 200mg/kg) exerted a
significant effect test nociception induced by capsaicin being a model similar to the first
phase of formalin. Naloxone also reversed the antinociception induced OEP 100mg/kg
this model. The OEP seems to exert analgesic action both peripheral and / or spinal as
supraspinal, OEP increased because the latency time of the animals on the hot plate (55
+ 0.5 ° C). According to the data obtained, the OEP seems to exert its anti-inflammatory
activity by inhibiting the release of vasoactive mediators such as CGRP, substance P,
tachykinins, histamine and serotonin, and shown to be effective in irritant contact
dermatitis by reducing the edema induced by phenol. The antinociceptive effect of OEP
appears to be related to opioid system, as naloxone, an opiate antagonist, was able to
reverse analgesia induced by oil in formalin test, hot plate and capsaicin.

Keywords: essential oil of Psidium sp., antiinflammatory, antinociceptive activity,
natural products.
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1.1. INFLAMACAO

1.1.1. Fisiologia e estrutura da pele

A pele é considerada o maior érgdo do corpo humano, onde representa 15% do peso
corporal. Ela é responsavel pelo isolamento da estrutura interna do corpo com 0 meio
externo, desenvolvendo uma funcdo de protecdo. E constituida por trés camadas de
propriedades e estruturas distintas, sendo dispostas e inter-relacionadas de modo a
adequar-se ao desempenho de suas fun¢es de maneira harmonica, essas camadas sao: a
epiderme, a derme e a hipoderme (Figural), sendo uma camada superior, uma camada

intermediaria e uma camada profunda, respectivamente (SAMPAIO E RIVITTI, 2000).

%0 | melandcitos

queratindcitos

‘*‘ | Céls de Langerhans

“E=7| fibroblastos

5

EPIDERME

mastdcitos

neutréfilos

macréfagos

terminagdes
nervosas

Vasos

HIPODERME
sangliineos

Figura 01: Esquema simplificado de uma secgdo transversal ilustrando as trés camadas da pele:
epiderme, derme e hipoderme. Fonte: Adaptado por SAMPAIO E RIVITTI, 2000.

A epiderme é constituida de inameros tipos celulares onde aproximadamente 80-
85% sdo queratindcitos, 10-13% melandcitos, 4% células de Langerhans e 1% células

de Merckel. E um tecido multiestratificado, do tipo pavimentoso sendo renovado
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constantemente através de uma diferenciagdo progressiva, que comega na camada basal
em direcdo a camada superficial (CANDI et. al., 2005; KOSTER e ROOP, 2004;
FREINKEIL e WOODLEY, 2001).

Os queratindcitos sdo o principal tipo celular da epiderme e estdo envolvidos na
manutenc¢do da integridade da estrutura epidérmica assim como na resposta imunolégica
do tecido cuténeo, pois expressam diferentes quimiocinas, citocinas e moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade da classe 11 (MHC — I1). No processo de
diferenciacdo celular os queratindcitos passam a produzir queratina, uma proteina
resistente e impermedvel que preenche as células mais superficiais da epiderme
(cornedtcitos) promovendo forca mecénica, mantém a estrutura do queratindcito e
contribui na adesdo celular (CHAN, 2004).

Os melandcitos, outro tipo celular da epiderme, também s@o encontrados no
aparelho ocular, na retina, no ouvido, no sistema nervoso central, nas mucosas e pelos.
Sao de natureza dendritica, com numerosos prolongamentos longos e ramificados, que
se relacionam com células espinhosas supradjacentes. Sua funcdo é produzir
pigmentacéo a pele (SAMPAIO E RIVITTI, 2000).

Outro tipo celular da epiderme sdo as celulas de Langerhans, capazes de capturar
e processar 0 antigeno no interior da pele, migrando para o linfonodo no intuito de fazer
a apresentacdo aos linfécitos T. Em certas doencas inflamatorias cutaneas, como na
dermatite de contato e em processos alérgicos, verifica-se 0 aumento no numero de
células de Langerhans, sugerindo que essas células participem nas reacbes de
sensibilizacdo das dermatites de contato (MONTAGNA e PARAKKAL, 1974;
NORRIS, 2004; HAAKE et. al., 2000).

Por fim, as células de Merckel sdo células epidérmicas modificadas, atuam como
mecanoreceptores e também contribuem no desenvolvimento do plexo nervoso, pois no
citoplasma dessas células existem granulos que contém catecolaminas, além disso, esse
tipo celular frequentemente esta proximo ou em contato com nervos ndo-mielinizados,
formando sinapses com terminacBes nervosas periféricas (HAAKE et. al., 2000;
NORRIS, 2004).

A derme possui espessura superior a da epiderme e consiste de um tecido

conjuntivo, rico em mucopolissacarideos e fibras colagenas, reticulares e elasticas. Esta
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estrutura confere a pele resisténcia mecanica, elasticidade e forca tensil (HAAKE et. al.,
2000). Além de suas celulas caracteristicas, ou seja, fibroblastos, histidcitos, mastocitos,
celulas mesenquimais indiferenciadas e as células de origem sanguinea, leucécitos e
plasmaécitos, a derme aloja estruturas anexas da pele, como glandulas sudoriparas,
sebéceas e foliculos pilosos (FREINKEL e WOODLEY, 2000).

Os vasos sanguineos presentes na derme permitem que ocorra a infiltracdo de
células migratorias importantes no processo de resposta de defesa inata ou imune e de
cicatrizacdo, como os macrdfagos, linfocitos, neutrofilos, eosinéfilos, etc (RYAN,
2004). Durante um processo inflamatorio ou de cicatrizagdo ocorre 0 aumento da
proliferacdo e da atividade de fibroblastos devido a acdo de alguns mediadores pro-
inflamatoérios como a interleucina la (IL 1a) e interleucina 1B (IL 1) (FREINKEL e
WOODLEY, 2000).

A hipoderme ¢é a camada mais profunda da pele composta exclusivamente por
tecido adiposo. Além de deposito nutritivo de reserva, a hipoderme participa no
isolamento térmico e na protecdo mecanica do organismo as pressdes e traumatismos
externos e facilita a motilidade da pele em relacdo as estruturas adjacentes (SAMPAIO
e RIVITTI, 2000).

Reconhecer a composicdo normal da pele em termos de estrutura e funcdo é
importante para auxiliar na identificacdo das variacdes e diagnosticar doencas da pele
para que se possa realizar um tratamento adequado. Primeiramente, essas variacGes se
manifestam atraves da espessura, composi¢cdo de densidade dos anexos cutaneos, e, em
alguns casos, de diferenciacdo bioguimica (FREINKEL e WOODLEY, 2000).

1.1.2. Mecanismos da inflamacéao cutanea

A pele, além de possuir um papel importante na protecdo, termorregulacdo e
resposta imunolégica do corpo, € um importante agente na manutencdo e
desenvolvimento de defesa, pois esta constantemente sujeita a estimulos externos, tais
como agentes mecanicos, agentes quimicos e fisicos, patdgenos e resposta auto-imune.
Esses estimulos vdo desencadear uma resposta imediata de protecdo ao organismo,

denominada resposta inflamatoria, que tem como finalidade erradicar o agente agressor,
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evitando sua disseminagdo a outras regides do corpo, promover reparo tecidual e
reestabelecer a homeostasia da pele (FIRESTEIN, 2004; BECKER, 1997).

Uma resposta imediata da inflamagdo desencadeia cinco sinais caracteristicos e
descritiveis, denominados de sinais cardinais da inflamacéo, séo eles: calor (aumento da
temperatura local), dor, tumor (inchaco ou edema), rubor (vermelhiddo, devido ao
aumento do fluxo sanguineo) e perda da funcdo da regido afetada pelo processo
inflamatorio (por afetar terminac6es nervosas). (COTRAN et. al, 2000).

A resposta inflamat6ria cutanea é iniciada para solucionar um desequilibrio na
homeostase da pele, por isso, junto com sinais inflamatérios sdo gerados mecanismos
para inibir este processo, como, por exemplo, as lipoxinas que agem sobre os leucécitos
inibindo a quimiotaxia, a adesd@o celular e sua migracdo atraves das células endoteliais,
bem como o aumento da permeabilidade vascular mediado pelas células
polimorfonucleares (GILROY et al., 2004). Quando, por algum motivo, 0s mecanismos
endogenos que controlam a inflamacdo falham, pode fazer com que este processo,
inicialmente resolutivo, desregule a homeostase do ¢rgdo, podendo, o mesmo,

desenvolver processos inflamatérios crénicos (DEBENEDICTIS et al., 2001).

Os queratindcitos constituem as células envolvidas na primeira linha de defesa do
sistema imune cutaneo devido a producdo de diversos mediadores pro-inflamatorio
como, por exemplo, as citocinas, cuja producdo se mostra consideravelmente aumentada
apos a ativacdo dessas células por diferentes estimulos (WILLIAMS e KUPPER, 1996).
Os queratindcitos armazenam grande quantidade de IL-1 em seu citoplasma, podendo
libera-la quando danificados, iniciando uma cascata inflamatéria (SPELLBERG, 2000).
Além dos queratinocitos, outras células residentes na epiderme e derme, como
fibroblastos, células endoteliais, melandcitos e macréfagos também produzem diversas
citocinas mediante um estimulo (BURBACH et. al., 2000; KUPPER, 1990).

Além das citocinas, os metabdlitos do acido araquidonico (AA), também chamados
de prostandides, também desempenham um papel importante no processo inflamatério
cutaneo. Estes mediadores possuem uma ampla acdo mediada por receptores especificos
presentes em ceélulas-alvo. Sabe-se que na pele os prostandides sdo produzidos
abundantemente e que 0s seus receptores também estdo expressos de forma
consideravel (KABASHIMA e MIYACHI, 2004).
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1.1.3. Doencas inflamatorias cutaneas

Os mecanismos envolvidos na patogénese das doencas inflamatdrias cuténeas
podem ser distintos, sendo algumas doencas iniciadas por um processo irritativo ou
alérgico. Assim, as doencas inflamatorias cutdneas ndo envolvem necessariamente o
mesmo perfil e, consequentemente, 0 mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN, 2004,
LEUNG et. al., 2004). As dermatites sdo dermatoses inflamatdrias mediadas por fatores
imunologicos locais ou sistémicos, embora a causa de muitas delas continuem
desconhecidas (MURPHY; MIHM Jr., 2000).

A dermatite atdpica (Figura 2A) é uma doenca inflamatéria cronica,
caracterizada por um estado de hiper-reatividade cutanea a estimulos normalmente
indcuos a individuos ndo-atopicos, ressecamento intenso (xerose), prurido, eritema,
niveis elevados de IgE e eosinofilia. A dermatite atopica € inicialmente caracterizada
por niveis elevados de IL-4 e IL-13, em consequéncia da presenca de um infiltrado de
celulas Th2. Essas citocinas induzem a sintese de IgE e IL-5, e esta, por sua vez, tem
uma importante  funcdo no  desenvolvimento e  sobrevivéncia  dos
eosinéfilos(GUTTMAN-YASSKY et. al., 2007; LEUNG et. al., 2004).

A dermatite de contato, por sua vez, é caracterizada por eritema, papulas e vesiculas,
seguidas de ressecamento e descamacdo. De acordo com 0S mecanismos
fisiopatologicos envolvidos, podem-se distinguir dois tipos de dermatite de contato: a
dermatite de contato irritativa, decorrente dos efeitos toxicos e pré-inflamatorios de
xenobiodticos capazes de ativar a imunidade inata da pele; e a dermatite de contato
alérgica (Figura 2B), também conhecida como hipersensibilidade de contato, que requer
a ativacdo da imunidade adquirida antigenoespecifica, levando ao desenvolvimento de

células T efetoras, que sdo mediadoras da inflamacéo cutanea (HENNINO et. al., 2005).

Outra doencga inflamatoria cronica € a psoriase (Figura 2C), que apresenta como
caracteristica remissdo e exacerbacdo espontaneas. Atualmente, a psoriase é
reconhecida como uma doenca auto-imune causada por uma ativacdo inapropriada do
sistema imune celular, sendo caracterizada como uma doenca papulo-escamosa, como
consequéncia da hiperproliferacdo excessiva dos queratindcitos e da formacdo de um
foco inflamat6rio. A sua patogenia envolve a integracdo de leucocitos infiltrados no

tecido cutaneo (células T, neutrofilos e mastocitos), células residentes e uma variedade
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de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento e eicosandides
(KRUEGER e BAWCOCK, 2006; NICKOLOFF e NESTLE, 2004).

(©)

Figura 02: (A) Dermatite atopica aguda com intenso eritema e presenca de vesiculas
(WILLIANS et. al., 2005); (B) llustragdo da dermatite de contato alérgica (Adaptado de
HENNINO et. al., 2005); (C) llustragdo da psoriase (adaptado de SAMPAIO e RIVITTI, 2000 e
AZULAY e AZULAY, 1997).

Diante disso, busca-se uma terapia com farmacos que minimizem os efeitos
negativos da inflamacdo, reduzindo o sofrimento durante o tratamento. Dentre o0s
farmacos mais utilizados para este fim estdo os glicocorticoides, que ainda sdo 0s
agentes antiinflamatorios mais utilizados no tratamento de doencas inflamatorias
cuténeas, devido aos seus efeitos sobre a resposta imune e sua ac¢do antiinflamatoria, e
os antiinflamatorios ndo-esteroides (AINE’s), cuja agdo principal ¢ a inibigdo direta das
enzimas COX, influenciando assim a sintese de eicosanoides (prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos) (SCHOEPE et. al., 2006 ; RANG et al, 2007).
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1.2. NOCICEPCAO

1.2.1. Defini¢éo de Dor e Nocicepgao

Dor é uma experiéncia complexa, dificil de ser definida, descrita ou interpretada,
a melhor definicdo é aquela proposta pela Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (International Association for the Study of Pain — IASP): “a Dor é uma experiéncia
emocional com sensacdo desagradavel, associada a lesdo tecidual presente, potencial ou
descrita como tal”. A dor desempenha um papel de alerta, comunicando ao individuo
que algo esta errado, podendo gerar estresse acentuado e incapacidade fisica. (Bruno,
2001).

A dor possui 0 importante papel de nos alertar que algo esta errado com o corpo,
nos levando a tomar medidas cabiveis para o alivio da mesma. A sensacéo de dor induz
respostas urgentes para seu alivio, provocando nos animais comportamentos como
massagear ou lamber a area lesada. A dor manifesta-se com intensidade diferente entre
os individuos, variando de acordo com o sexo, idade e estado de humor (FAUCETT e
LEVINE, 1991; GANONG, 1988; BERKLEY, 1999; CHAPMAN e GAVRIN, 1999;
SHARP, 2001).

E necessaria, tanto experimental como clinicamente, a distingdo entre a dor
percebida e a resposta ao dano tecidual ou nocicepcdo (KANDEL et al., 2003). Dessa
forma, o termo nocicepcédo refere-se somente a percepcdo do sinal no sistema nervoso
central, evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
provenientes de um tecido danificado (FURST, 1999).

Os animais ndo possuem a capacidade de verbalizar os componentes subjetivos
da dor, ou seja, neles ndo se avalia dor, mas nocicepcao. Sendo assim, termos como dor
e analgesia sdo mais adotados para humanos e nocicepcdo e antinocicepcdo para
animais (JONES, 1992).

Os nociceptores sdo terminacGes nervosas sensoriais, diferindo dos outros
receptores sensitivos devido ao seu limiar de ativacdo mais elevado, estando associado

aos estimulos de intensidade potencialmente lesiva (MILLAN, 1999).
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De forma simplificada, a nocicepcdo constitui-se dos processos de transducdo,
transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo nocivo
externo, seja ele térmico, mecénico ou quimico, podendo ser considerado como uma
cadeia de trés neurénios, com o neurdnio de primeira ordem originado na periferia e
projetando-se para a medula espinhal, o neurdnio de segunda ordem ascende pela
medula espinhal e o neurbnio de terceira ordem projeta-se para o coOrtex cerebral
(MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004).

As fibras nervosas responsaveis pela conducdo do sinal nociceptivo da periferia
ao SNC sido as fibras AP, que constitui a fibra de conducdo nervosa mais rapida dentre
as envolvidas com o processo nociceptivo, sd@o bastante mielinizadas, possui diametro
grande (10um) e transmitem estimulos in6cuos. As fibras Ad possuem uma condugéo
nervosa mais lenta que as fibras AP devido a pouca mielinizacdo, sdo ativadas através
de nocicepgdo mecénica e térmica e apresentam diametro intermediario (2 — 6 pum). E
por fim as fibras C ndo apresentam mielinizagéo, sendo, por isso, a fibra de conducao
mais lenta, sdo ativadas por varios tipos de nocicepgéo e apresentam o0 menos diametro
(0,4 —1,2 um) (JULIUS & BASBAUM, 2001).
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Figura 03: Representagdo esquematica dos mecanismos bésicos da dor. Fonte:

http://www.dol.inf.br/Html/compreendendoDor.html.
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1.2.2. Dor Inflamatéria

Como visto anteriormente, o processo inflamatorio envolve a liberacdo de
diversos mediadores quimicos, como citocinas, quimiocinas, eicosandides, aminas
vasoativas, entre outras. Na presenca de inflamagé&o, 0s nociceptores adquirem novas
caracteristicas, ficando sensibilizados. Eles comecam a disparar estimulos
espontaneamente e seu limiar de ativacdo fica reduzido. Esta sensibilizagdo pode ser
produzida por: alteragbes fisicas como pressdao decorrente da formacdo de edema;
alterac6es quimicas como a sintese/liberacdo de prostaglandinas, serotonina, bradicinina
e aminodacidos excitatdrios, e pela participacdo de citocinas (RANG et. al., 2007;
AKBARI et. al., 2009).
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Figura 04. llustracdo dos mediadores quimicos envolvidos na dor inflamatéria e ativagdo dos
nociceptores, assim como o0 receptor representativo de acdo de cada um. Fonte:
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acpmedicine/5249/dor_cronicaanne_louise_oaklande
r.htm


http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acpmedicine/5249/dor_cronicaanne_louise_oaklander.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acpmedicine/5249/dor_cronicaanne_louise_oaklander.htm
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De fato, a dor é uma caracteristica peculiar da inflamagéo e a dor inflamatéria é
0 maior problema clinico em vérios disturbios inflamatérios, como, por exemplo, a
artrite reumatoide (MacMahon et al., 2005). Um dos aspectos mais problematicos da
dor de origem inflamatdria é a possibilidade da progressdo de um estado agudo para um
estado prolongado, podendo, dessa forma, aumentar a susceptibilidade de instalacdo de
um quadro de dor inflamatéria cronica (WOOLF e MANNION, 1999; MENDELL e
SAHENK, 2003).

1.2.3. Dor Neuropatica

E aquela que se manifesta em doentes com lesdes no SNP, medula espinal,
tronco encefélico e encéfalo. A lesdo das vias sensitivas periféricas e centrais pode
resultar na ocorréncia de dor espontanea nas areas desaferentadas (TEIXEIRA, 2001).

A etiologia da dor neuropética é heterogénea e pode ser ocasionada por um
insulto primério ao sistema nervoso periférico ou central (ZIMMERMANN, 2001). As
neuropatias originam-se quando ocorre uma lesdo nos nervos ou nas demais estruturas
que transmitem a sensacdo dolorosa e podem resultar de trauma mecénico, lesdo
nervosa (amputacdo ou compressao), efeitos toxicos de drogas, doengas como diabetes
ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS) (MENDELL e SAHENK,
2003).

Os mecanismos envolvidos na dor neuropatica ainda ndo estdo exatamente
estabelecidos, porém, MacFarlane e colaboradores (1997) sugerem que o0
desenvolvimento de dor cronica apds lesdo de nervo ocorra, através de alteracGes, na
medula espinhal, como excitabilidade aumentada, inibicdo diminuida, reestruturacao
organizacional das células e, eventualmente, mudanca no fendtipo. Essas alteracfes
ocorrem principalmente devido a uma estimulacdo excessiva dos nociceptores, uma vez
que estes estdo com limiar de ativacdo mais baixo (hipersensibilidade) (COUTAUX et.
al., 2005).

1.2.4. Dor visceral

A dor visceral é uma das mais comuns formas de dor produzidas por um estado

patoldgico (angina, colica, dispepsia, dismenorréia, etc.) (LEITE, 2011).
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A dor visceral resulta da ativacdo de fibras sensoriais aferentes que inervam érgéos
internos. E causada por alteracdes internas de 6rgdos ocos e capsulas de visceras
solidas, tais como o estbmago, rim, bexiga, vesicula biliar, capsula hepatica, intestinos,
entre outros. Os principais fatores que estimulam as fibras nociceptivas viscerais sao:
estiramento (tensdo) da parede muscular das visceras ocas e capsulas das visceras
solidas (anormalidades motoras intestinais que geram pressdes intraluminais exageradas
sdo causas comuns), processo inflamatério (colites, pancreatites, entra outras), isquemia
e neoplasias (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

1.3. Psidium sp. L.

A Chapada do Araripe destaca-se no Nordeste brasileiro pela sua geomorfologia e
geologia e estende-se nos limites de Pernambuco ao Ceara. A biodiversidade da
chapada com suas riquezas naturais atrai uma intensa atividade antropica que resulta em

degradacéo e risco de extingéo, entre elas esta a espécie Psidium sp. (LEITE, 2011).

O género Psidium inclui aproximadamente 150 espécies, que sdo todas arvores
frutiferas ou arbustos (JAISWAL e JAISWAL, 2005), conhecidas popularmente como
araca, e esta distribuida nos estados de Ceard, Bahia, Tocantins, Goias, Distrito Federal,
Minas Gerais, Maranh&o, Piaui, entre outros (FRAZON et al., 2009).

Segundo FRAZON et al., 2009, no cerrado existem aproximadamente 13 espécies
conhecidas como aracazeiros, sejam elas nativas ou introduzidas, podendo, quanto ao

habito, serem arbustos ou arvores que alcangcam até cinco metros de altura.

As espécies tem potencial para o paisagismo, principalmente pela linda folhagem e
os frutos servem de alimentacdo para a fauna e também sdo utilizados pelo homem, para
consumo in natura e na forma de iguarias regionais como doces e geleias (FRAZON et.
al., 2009; SILVA JUNIOR, 2005).

Algumas espécies nativas de araca também vém despertando a atencdo da industria
farmacéutica, pois as frutas sdo ricas em vitaminas, como a vitamina C, e em
substancias antioxidantes, entre outras, como éleos essenciais que podem ser extraidos
das folhas e de outras partes da planta (FRAZON et al., 2009).
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O dleo essencial de Psidium myrsinites apresentou atividade antimicrobiana, no
screening bacteriano, e os fungos também apresentaram sensibilidade ao 6leo. Em
associacdo a gentamicina e neomicina o 6leo promoveu 0 aumento da atividade desses
antibiéticos (PEREIRA, 2010).

Outras espécies de Psidium apresentaram diversas outras atividades bioldgicas e
farmacol6gicas, como a espécie Psidium guajava que apresentou atividade
antiinflamatdria e antinociceptiva ( DUTTA e DIAS, 2010; OJEWOLE 2006 )

y

Figura 05: Foto da espécie Psidium sp. Fonte:
http://www.flickr.com/groups/myrtaceae/pool/page3

Na medicina popular, as espécies de Psidium sdo utilizadas para cicatrizacao,
devido a suas propriedades adstringentes e contra a diarreia (SOUZA et al., 2004;
SOUZA e FELFILI, 2006), porém, existem poucos estudos relatando suas atividades
biologicas e sua composicdo quimica, 0 que motivou a busca por novas descobertas a
respeito desse género, visto que em outras espécies do mesmo género e familia foram
relatadas significativas atividades antiinflamatdria e antinociceptiva, como relatado

anteriormente.



2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral:

Avaliar a atividade antiinflamatéria e antinociceptiva do 6leo essencial das
folhas de Psidium sp. (OEP) em diferentes modelos animais, assim como estabelecer a
DL50.

2.2. Objetivos Especificos:

e Auvaliar o efeito antiinflamatério tépico do 6leo essencial de Psidium sp. em
modelos de edema de orelha induzido por 6leo de croton (modelo agudo e
cronico), acido araquiddnico, fenol, capsaicina e histamina, bem como elucidar

0S possiveis mecanismos de agao.

e Estudar o possivel efeito antinociceptivo nos modelos de contor¢des abdominais

por &cido acético, teste de formalina, nocicepcdo por capsaicina e placa quente;

e Estabelecer a DL50 para a padronizacdo das doses terapéuticas a serem

utilizadas;

e Analisar a composicdo quimica 6leo essencial das folhas de Psidium sp. para

melhor elucidacéo dos seus possiveis efeitos antiinflamatorio e antinociceptivo.



3. Material e Métodos
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Material botanico:

As folhas frescas de Psidium sp. utilizadas para a obtengdo do 6leo essencial
foram coletadas no Sitio Barreiro Grande, na cidade de Crato, Ceara, no més de
Junho/2011, as 8 horas. Foi feita uma exsicata da planta, sendo identificada pela Dra.
Maria Arlene Pessoa da Silva e depositada no Herbério Caririense Dardano de Andrade
Lima, da Universidade Regional do Cariri, sob niamero de registro de 8200.

3.1.2. Obtengéo do dleo essencial de Psidium sp.:

As folhas frescas de Psidium sp. (523g) foram colocadas, separadamente, em baldo de
vidro de 5 L, acrescida de 3 L de agua destilada e aquecida a destilacdo por 2 horas, em
equipamento tipo Clevenger (Figura 5 e 6A). Em seguida, a mistura dgua/éleo obtida foi
separada, tratada com sulfato de sddio anidro e filtrada, o dleo obtido foi mantido em

refrigeracdo até o momento das anlises (Figura 6B).

3.1.3. Analise quimica do 0leo essencial:

A analise da composicdo quimica do Oleo essencial foi realizada em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG/EM Shimadzu, modelo
QP5050A) e provido de uma coluna capilar DB-5HT de silica fundida com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e filme 0,25 pum, tendo o hélio como gas de
arraste e fluxo de 0,8 mL/min. A temperatura do injetor foi 250 °C e a temperatura do
detector (ou interface) foi 200 °C. A temperatura da coluna foi programada de 35 °C
para 180 °C em 4 °C/min e em seguida 180 °C para 250 °C em 10 °C/min. Os espectros

de massas foram gravados a partir de 30 - 450 m/z.
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Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
espectros de massa, com energia de impacto de 70 eV, com os da base de dados usando
a biblioteca construida através do espectrometro (Wiley, 229) e outros dois
computadores utilizando indices de retencdo como uma pré-selecdo (ALENCAR,
CRAVEIRO e MATOQOS, 1984; ALENCAR et al., 1990), bem como por comparacao
visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura (STENHAGEN,
ABRAHAMSON e MCLAFFERTY, 1974; ADAMS, 2001).

3.1.4. Aspectos éticos da pesquisa:

A pesquisa estd em conformidade com as normas e diretrizes bioéticas vigentes
para ensaios envolvendo seres vivos: Guide for the care and use of laboratory animals,
do NIH - National Institute of Health-EUA; Lei Federal N° 11.794/2008; Principios
Eticos da Experimentagio Animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal —
COBEA; e Lei Federal N° 9605/1998 (BAZZANO, 2006; MACHADO et al., 2006;
BRASIL, 2008). O projeto contendo os protocolos referentes a este estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Utilizagdo de Animais da Universidade
Regional do Cariri (URCA).



Folhas Frescas de Psidium

Hidrolato

Extracao em doseador tipo Clevenger

Agua/Oleo

Separagao

Oleo

Oleo essencial de
Psidium

Sulfato de sodio anidro

Solucdo aquosa
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Esquema 1: Fluxograma do método de extracdo do dleo essencial das folhas de

Psidium sp..
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(A)

(B)

Figura 06: (A) Equipamento tipo Clevenger utilizado para a obtencdo do 06leo essencial. (B)
Oleo essencial das folhas de Psidium sp. pronto. Fonte: Autora.
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3.1.5. Reagentes e Drogas:

As drogas e reagentes utilizados nos ensaios farmacoldgicos encontram-se na

tabela 1, estando correlacionados com suas respectivas origens.

Acetona P.A. (propan-2-ona) Dinamica, Brasil
Acido araquiddnico Sigma, USA
Capsaicina Sigma, USA
Carragenina Sigma, USA
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec, Brasil
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®) Syntec, Brasil
Dexametasona (Decadron®) Ache, Brasil
Diclofenaco Flor de Jud, Brasil
Fenol 99% Sigma-Aldrich, USA
Formalina Fluka, Alemanha
Histamina Sigma, USA
Indometacina (Indocid®) Merck Sharp & Dohme, Brasil
Morfina Cristélia, Brasil
Naloxona Cristalia, Brasil
Oleo de croton Sigma, USA
Solucéo fisiolégica NaCl 0,9% FARMACE, Brasil
Tween 80 Sigma-Aldrich, USA

Tabela 01: Drogas e reagentes utilizados nos ensaios farmacologicos e suas respectivas origens.

3.1.6. Material e equipamentos utilizados:

Y

Analgesimetro Hot Plate (Insight®)

Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
Caixas de observacao de vidro

Céanulas de gavagem para camundongos
Cronbmetros digitais (LivStar)

Estufa de secagem e esterilizacédo

Extrator de Clevenger

Hidropletismdgrafo

Materiais de biosseguranca

Material cirurgico

Paquimetro digital (Jomarca, Ref. N° 205509)

YV V. V V V V V V V V
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Perfurador de couro (circunferéncia de 6 mm @)
Pipetas automaticas (Maxipette)

Pletismémetro (Insight®)

Ponteiras grandes e pequenas

Seringas estéreis (1 mL, 3 mL e 5 mL)

Tubos Eppendorffs

YV V.V V V V V

Vidrarias gerais

3.1.7. Animais:

Nos ensaios foram utilizadas duas espécies de roedores: camundongos Swiss
(Mus musculus), com massa corporea entre 25-35 g e ratos Wistar (Rattus norvegicus)
albinos, com massa corporea entre 200-300 g, fémeas, cedidos pelo Biotério da
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e monitorados no Biotério
Experimental da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de
biosseguranca para biotérios (CARDOSO, 1998-2001) e bioéticas (BAZZANO, 2006).
Os mesmos foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente
com temperatura entre 23 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e com livre acesso a agua

potavel e racdo especifica para roedores (Labina, Purina®).

3.2. METODOS

3.2.1. Dose letal média (DLsp)

A DLso do OEP foi realizada a partir método estabelecido pela OECD, 2008,
definido através do numero de ocorréncia de mortes, calculadas com auxilio do

programa LCsy Modem System.
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3.2.2. Avaliacdo da atividade antiinflamatdria topica através de modelos de edema

de orelha:

3.2.2.1. Edema de orelha induzido pela aplicacéo Unica de 6leo de créton

O oOleo de croton possui como constituinte ativo o TPA, responsavel pela
inducdo da inflamac&o topica semelhante a muitas doencas de pele, como na psoriase. A
aplicacdo dessa substancia induz a liberacdo de varios mediadores inflamatérios, como
aminas vasoativas (histamina e serotonina) e derivados do &cido araquiddnico (LAPA,
2008).

Para avaliar a atividade do OEP, foram utilizados grupos de camundongos Swiss
(n = 6) que tivaram suas orelhas direitas tratadas, topicamente, com 20 pL de salina,
dexametasona 4 mg/mL (0,08 mg/orelha) ou 0 OEP (100 e 200 mg/mL) esperando 15
minutos para absor¢ao. Em seguida, 20 uL de 6leo de croton 5% (v/v) em acetona
foram aplicados topicamente na orelha direita e 20 pL. do veiculo acetona na orelha
esquerda. Apos 6 horas, os animais foram anestesiados e sacrificados por guilhotina, e
discos de 6 mm de didametro foram obtidos das orelhas atraves de um punch (perfurador
de couro metalico) para avaliacdo do edema (TUBARO, 1985). Abaixo encontra-se uma
tabela (Tabela 2) demonstrando o esquema de aplicacdo nas orelhas e divisdo dos

grupos.

Grupo Tratamento

Grupo 1: (aplicacdo topica da salina na orelha direita + agente flogistico)

Grupo 2: (aplicacdo topica da dexametasona 4mg/ml na orelha direita +
agente flogistico)

Grupo 3: (aplicacdo topica do OEP 100mg/kg na orelha direita + agente
flogistico)

Grupo 4: (aplicacdo topica do OEP 200mg/kg na orelha direita + agente
flogistico)

Tabela 02: Esquematizacdo da divisdo dos grupos e aplicacdo das substancias nos

modelos de edema de ore
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3.2.2.2. Edema de orelha induzido pela aplicagdo maltipla de 6leo de créton

Objetivando avaliar o efeito antiinflamatorio do OEP num processo inflamatorio
j& estabelecido, foi utilizado o modelo de edema de orelha crénico, através da aplicacéo
multipla de 6leo de créton. O processo inflamatério cronico foi induzido pela aplicagdo
de 20 pL de o6leo de créton 5% (v/v) em acetona em dias alternados, durante 9 dias, em
camundongos Swiss (n = 6/grupo). O OEP puro (13 mg/orelha), OEP 200mg/mL e a
dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) foram aplicados por via topica durante
4 dias (2 vezes ao dia) a partir do 5° dia do experimento, sendo o edema avaliado
diariamente através de medicdo da espessura da orelha direita. No 9° dia do
experimento, os animais foram sacrificados e circulos de 6 mm de tecido das orelhas

foram coletados para avaliacdo do edema (STANLEY et al., 1991).

3.2.2.3. Edema de orelha induzido pela aplicagéo de N-vanililnonanamida (capsaicina)

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenemida) constitui o principio ativo da
pimenta, sendo responsavel pela inducdo da resposta inflamatoria neurogénica e
sensibilizacdo nociceptiva (HOLZER, 1991). Na avaliacdo da atividade topica do OEP
nesse modelo, as orelhas direitas de camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram tratadas,
topicamente, com 20 pL de salina, dexametasona 4 mg/mL, ou o OEP (200mg/mL),
esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 uL de N-vanililnonanamida
(capsaicina) 0,01 mg/uL diluido em acetona foi aplicado na orelha direita e 20 pL do
veiculo acetona foi aplicado na orelha esquerda. Ainda topicamente, foram aplicados 20
uL de capsazepina, e em outro grupo foi aplicado a capsazepina e apos 15 minutos o
OEPM para observar se o 0leo conseguiria potencializar o efeito da capsazepina. Apds
30 minutos (pico maximo de formacdo de edema), os animais foram anestesiados e
sacrificados por guilhotina e discos de 6 mm de diametro foram obtidos das orelhas para
avaliacdo do edema (GABOR & RAZGA, 1992).
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3.2.2.4. Edema de orelha induzido pela aplicagdo de &cido araquidbnico

O acido araquiddnico (AA), assim como seu metabdlitos, estdo envolvidos na
patogénese de vérias doencas inflamatérias da pele, como verificada na dermatite
atépica e psoriase (GABOR, 2000). O AA é metabolizado em varios mediadores que
promovem a formacdo do edema, como o leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos
(HUMES et al., 1986). Para avaliar a atividade tépica do OEP neste modelo, as orelhas
direitas dos camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram tratadas, topicamente, com 20 puL
de solucéo salina (controle negativo); dexametasona 4 mg/mL (controle positivo), ou 0
OEP (200mg/mL), esperando 15 minutos para absor¢do. Também foi feito um grupo
para testar o efeito potencializador do 6leo, onde houve o tratamento com o OEP
associado a indometacina. Em seguida, 20 uL de acido araquidonico 0,1 mg/uL diluido
em acetona foi aplicado na orelha direita e 20 puLL do veiculo acetona foi aplicado na
orelha esquerda. Apds 1 hora, os animais foram sacrificados por guilhotina e discos de 6
mm de diametro foram obtidos das orelhas para avaliagdo do edema (YOUNG et al,
1984; CRUMMEY et al, 1987).

3.2.2.5. Edema de orelha induzido pela aplicacéo de fenol

Esse modelo animal,a aplicacédo tépica do fenol provoca uma inflamacgéo cutanea
semelhante a dermatite de contato que ocorre em humanos (LIM et al., 2004). Nessa
avaliacdo, as orelhas direitas dos camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram pré-tratadas,
topicamente, com 20 pL de solucdo salina, dexametasona 4 mg/mL, OEP (200mg/mL),
esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 pL de fenol 10% (v/v) diluido em
acetona foi aplicado na orelha direita e 20 puL do veiculo acetona foi aplicado na orelha
esquerda. Apds 1 hora, os animais foram anestesiados e sacrificados por guilhotina e
discos de 6 mm de diametro foram obtidos das orelhas para anélise do edema (GABOR,
2000).
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3.2.2.6. Edema de orelha induzido pela aplicacédo de histamina

Este modelo visa a avaliagdo do efeito do d&leo essencial na reacdo de
hipersensibilidade imediata. Inicialmente, cada animal (n = 6 / grupo) foi anestesiado
com cloridrato de cetamina 0,02 mL (i.p.) e cloridato de xilazina 0,01 mL (i.p.). Em
seguida, os animais foram pré-tratados topicamente com 20 uL de salina, ou
dexametasona 4mg/mL (0,08 mg/orelha), fenergan (25mg/mL) ou OEPM (200mg/mL).
Também foi feito um grupo para testar o efeito potencializador do 6leo, onde houve o
tratamento com o OEP associado ao fenergan. Apdés 30 minutos, foi administrado
intradermicamente um volume de 5 pL de uma solug¢do de histamina (100 mg/mL de
salina), na regido ventral da orelha direita dos camundongos com o auxilio de uma
agulha hipodérmica 29 G, enquanto que a orelha esquerda recebeu 0 mesmo volume de
salina, tambem intradermicamente (Sham). Apos 2 horas, 0s animais foram anestesiados
e sacrificados por guilhotina e discos de 6 mm de diametro foram obtidos das orelhas
para avaliacdo do edema (BRAND et al, 2002).

3.2.3. Avaliacao da atividade antinociceptiva

3.2.3.1. Teste da placa quente ou “Hot-plate”

A colocacdo do animal sobre uma superficie aquecida a mais de 50°C determinou uma
resposta caracteristica, na qual o animal pulou ou lambeu uma das patas. Neste teste, 0s
animais foram colocados individualmente numa placa quente de temperatura constante
55+0,5°C. Apos a obtencao do valor basal os camundongos foram tratados, por via oral,
com veiculo (2% de Tween 80 em &gua destilada, v.0.), com o OEPM nas
concentracdes de 100 e 200mg/kg v.o. ou morfina (7,5 mg/kg i.p.; controle positivo). O
papel do sistema opidde na antinocicepcdo do dleo essencial de P. myrsinites foi
determinado pela administracdo subcutanea (s.c.) de naloxona (1mg/kg), 15 minutos

antes do tratamento com o OEP (100mg/kg, v.0.) e morfina (7,5mg/kg, i.p.).
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A resposta foi novamente avaliada decorridos 30, 60 e 90 min da administragéo
das drogas (Tabela 3). O tempo maximo de contato do animal com a placa quente foi
mantido em 30 s (tempo de corte) para evitar lesdes nas patas (LAPA et al, 2008).

-1h Oh 30 min 60 min 90 min
Tempo Administragéo Tempoqueo  Tempoqueo  Tempo que o
basal do da salina, animal animal animal

animal na mofina e permaneceu permaneceu permaneceu
placa substancias na placa na placa na placa
quente testes quente ap0os quente ap0os quente apos
administracdo ~ administracdo  administragédo
das das das
substancias substancias substancias

Tabela 03: Esquematizacdo da administracdo das substancias e da avaliacdo do tempo
que o animal permaneceu na placa quente.

3.2.3.2. Contorgdes abdominais induzidas por acido aceético

Os animais foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com veiculo (2% de
Tween 80 em agua destilada, v.0.), OEP (100 e 200mg/kg; v.0) ou diclofenaco
(10mg/Kg; v.0) e, para observar o efeito potencializador do éleo, foi feito um grupo
onde houve a administracdo do OEP associado ao diclofenaco 1 hora antes da
administracdo intraperitoneal (i.p) de acido acético 0,6% (10mL/Kg). Apds a
administracao do acido acético, o numero de contor¢des abdominais foi registrado, para
cada animal, durante um periodo de 30 minutos (KOSTER; ANDERSON; DE BEER,
1959).

Uma contor¢do sendo identificada como uma contor¢do do corpo inteiro e/ou
alongamento dos membros posteriores, com o movimento do abdémen tocando a
superficie do solo (Figura 7).
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3.2.3.3. Teste da Formalina

Os animais, divididos em grupos, foram tratados com o OEP (100 e 200mg/kg,
v.0.), veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada, v.0.) 60 minutos e morfina
(7,5mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo subplantar (s.pl.), na pata direita traseira, de
formalina 2,5% (20uL/pata). O tempo de lambedura da pata foi registrado, em
segundos, de 0-5 min (1° Fase) e de 15-30 min (2° Fase) apds a administracdo da
formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

O papel do sistema opidde na antinocicepcdo do 6leo essencial de Psidium sp.
foi determinado pela administracdo subcutanea (s.c.) de naloxona (1mg/kg), 15 minutos
antes do tratamento com o OEP (100mg/kg, v.0.) e morfina (7,5mg/kg, i.p.).

3.2.3.4. Teste da nocicepcao induzida por capsaicina

A possivel acdo analgesica do 6leo essencial da planta pdde também ser testada na
dor neurogénica causada pela capsaicina, que envolve uma modulacdo

predominantemente taquicininérgica (LAPA et al., 2008).

Os camundongos divididos em grupos de seis animais, receberam pré-tratamento
com o OEP, nas doses de 100 e 200mg/kg (v.0.), veiculo (Tween 80 em solucdo salina,
10 mL/kg, v.0.) 1 hora e morfina (6 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo subplantar,
na pata direita traseira, de capsaicina (1,6 pg/pata). Registrou-se, entdo, durante 5
minutos, o periodo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada,
medida esta indicativa de dor (SANTOS et al., 2003).

O papel do sistema opidide foi determinado pela administracdo de naloxona
(Img/kg, s.c.) 20 minutos antes da administracdo do 6leo essencial (100mg/kg, v.0.) e

da morfina (6 mg/kg, i.p.).



4. Resultados e Discussoes



48

4.1. Anélise quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo apresentou rendimento de 1,38% (p/v).
O estudo da composicdo quimica do OELS foi realizado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e os componentes foram identificados
através de comparacdo dos seus espectros de massas e tempo de retengdo (TR) com 0s
existentes na literatura (ADAMS, 2001). Dessa forma, foi possivel a identificacdo de
99,81% dos constituintes (Figura 07, p. 45), sendo o p-cineol (24,68%) e o -eudesmol
(27,09%) os majoritarios (Tabela 4).

Componentes (%) TR (min)
a-pineno 11,35 3,17
B-pineno 8,35 3,59
p-cineol 24,68 4,15

a-terpineol 3,30 6,19
a-elemol 11,78 11,03
guaiol 9,13 12,12
a-cadinol 4,13 12,20
B-eudesmol 27,09 12,39
TOTAL 99,81

Tabela 04: Composicdo quimica (%) do 6leo essencial de Psidium sp. TR: Tempo de
retencao

O p-cineol é um 6xido monoterpenico ciclico, com odor semelhante a canfora e
incolor (VITTI e BRITO, 2003). Geralmente, os monoterpenos sao utilizados no
tratamento de doencas obstrutivas cronicas (JUERGENS et al., 1998), utilizado também
no tratamento dos sintomas das doencas das vias aéreas quando intensificados por
infeccdo, afeccBes como pneumonia e asma (ZANKER et al., 1980). Espécies da familia
Myrtaceae, como a Eucalyptus glébulus e Psidium sobraleanum, também possui como
constituinte majoritario o p-cineol (FEITOSA, 2012; PEREIRA, 2010). Este composto e

responsavel por diversas atividades, dentre elas € usado no tratamento de infec¢des de
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pele (HAMMER, CARSON e RILEY, 2002; TAKAHASH, KOKUBO e SAKAINO,
2004; SALARI et al., 2006; CERMELLI et al., 2008).

O p-eudesmol é um sesquiterpeno encontrado em folhas de Eucalyptus
maculata, pertencente a familia Myrtaceae (MARSARO et al., 2004). Os
sesquiterpenos sdo compostos muito volateis, obtidos, normalmente, a partir de flores e
folhas de plantas, funcionando como isca para atrair polinizadores (PARE e
TUMLINSON, 1999; SCHNEE et al., 2002). O B-eudesmol também € conhecido por ter
vérios efeitos benéficos sobre a salide humana, utilizado no tratamento de convulsdes e
deméncia (CHIOU et al., 1997).

Outros estudos com espécies do género Psidium como Psidium friedrichsthalianum,
Psidium salutare, Psidium caudatum, Psidium pohlianum, P. guyanensis e P. aff
aerugineum, apresentaram compostos como: 8-cadineno, o—pineno, (E)-B-cariofileno, a-
terpineol, B-pineno, 1,8-cineol, mirceno, limoneno, terpinen-4-ol, B-pineno, p-cymene,
a- humuleno, linalol, y-eudesmol ¢ B-eudesmol (apud PEREIRA 2010), onde alguns

desses compostos também estdo presentes no dleo essencial de Psidium sp..

CHs
O
Hs;C CHs
(A) (B)

Figura 07. Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Psidium
myrsinites. (A) Estrutura do p-cineol e (B) B-eudesmol. Fonte: http://www.sigmaaldrich.com
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4.2.Dose letal média (DLso)

Os resultados dos ensaios para a obtencdo da DLsy demonstraram que o 0leo
essencial de Psidium sp. apresenta uma baixa toxicidade quando administrado por via
oral, de acordo com o protocolo estabelecido pela OECD 2008. Os animais tratados
com o OEP ndo apresentaram sintomas de toxicidade aguda, como mortes, estado de
depresséo, excitacdo, convulsdo, salivacéo, piloerecédo, lacrimejamento e anormalidades
quanto a defecacdo e efeitos sobre respiragdo e locomogdo mesmo na dose de 2000
mg/kg, considerada elevada para via oral (ZANETTI et al., 2003).

Os resultados obtidos caracterizam o OEP como pouco toxico, quando diluido,
segundo LARINI, que classifica os agentes toxicos via oral como extremamente toxicos
(DLso igual ou inferior a 25 mg/kg), altamente toxicos (DLsg entre 100 e 500 mg/kg),
mediamente toxicos (DLsp entre 500 e 2000 mg/kg) e pouco toxicos (DLsp acima de
2000 mg/kg).Desse modo, optou-se por utilizar concentracdes menores que 10% da
DLso do OEP para composicdo das doses usadas nos ensaios in vivo, sendo 100 e

200mg/kg, respectivamente, as doses utilizadas para os testes.

4.3.Avaliacdo da atividade antiinflamatoria topica do 6leo essencial de Psidium sp.
(OEP) em modelos de inflamacéo cutanea.

4.3.1.Edema de orelha induzido pela aplicacédo unica de 6leo de croton.

A figura 8 mostra que ap6s 6 horas da aplicacdo topica do Oleo de croton, as
orelhas dos animais apresentaram um aumento significativo da espessura. O percentual
de edema (PE) nos grupos tratados com o OEP puro (20 pL/orelha) e na concentragdo
de 100mg/mL (2 mg/orelha) ndo apresentaram reducdo significativa do edema (PE:
116,0 + 9,3% e 116,9 £ 7,9%, respectivamente) quando comparados ao grupo tratado
apenas com salina (controle negativo), onde apresentaram intenso edema (PE: 133,9 +
3,3%). Porém os grupos tratados com o OEP na concentragdo de 200mg/mL
(4mg/orelha) e o controle positivo, com a aplicacdo do glicocorticdide dexametasona
(0,08mg/orelha), foram capazes de reduzir significativamente o edema (PE: 95,23 +

6,01% e 64,4 £ 3,5%, respectivamente) quando comparados ao grupo controle negativo
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(P<0,01). Nas orelhas esquerdas, a aplicacdo do veiculo acetona, por sua vez, ndo foi
capaz de induzir a formagdo do edema.

Edema induzido por Oleo de Croton
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Figura 08. Efeito do OEP, aplicado topicamente, sobre o edema de orelha induzido pela
aplicacdo Unica de 6leo de croton em camundongos. As orelhas direitas dos camundongos
foram tratadas previamente com salina (0,9%), dexametasona (0,08mg/orelha), OEP puro ou
nas concentracBes de 100 e 200mg/mL (2 e 4mg/orelha, respectivamente). Apos 1 hora foi
administrado topicamente o dleo de créton a 5% (v/v) em acetona. Decorridas 6 horas da
administracdo do 6leo de créton foram obtidos discos de 6 mm de didmetro das orelhas para
posterior calculo do edema e avaliacdo do efeito antiedematogénico das substancias. A figura
representa a média do edema (%) em cada grupo e as barras verticais o0 E.P.M. Os grupos foram
comparados ao grupo Salina, considerando um P<0,05 (**P<0,01 em relacdo ao grupo salina.
Analise estatistica; ANOVA e Teste de Student- Newman- Keuls).

O 6leo de créton é extraido da planta Croton tiglum, e possui como principios
irritantes ésteres de forbol, destacando-se como majoritario o TPA, do inglés 12-o-
tetracanoilphorbol-13-acetate, sendo o mesmo utilizado em modelos empregados para
avaliar a resposta inflamatoria, uma vez que esse agente flogistico induz inflamacéo
cutanea e hiperproliferacdo celular, assemelhando-se a doencas de pele, como a psoriase
(GABOR, 2000).
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O mecanismo preciso pelo qual o TPA exerce seu efeito inflamatorio é
decorrente da ativagdo da PKC, bem como da ativacdo sequencial da via da MAP
quinase, fosfolipase A2 (PLA2), indugdo da expresséo da COX-2 e
translocacdo/ativacdo da LOX, que por sua vez leva a sintese e liberacdo de diversos
mediadores pro-inflamatérios responsaveis pela formacdo de edema, migracdo de
leucécitos para a derme e hiperproliferacdo celular, sendo estas as caracteristicas da
resposta inflamatoria induzida pela aplicacdo tépica do TPA (MURAKAWA et al.,
2006; DE BERNARDIS et al., 1994). A ativacdo da via da MAPK pela PKC, promove
a ativacdo de alguns fatores de transcricdo nuclear, como o NF-kB e a AP-1, os quais
tém um papel central na regulacdo da producédo de diversas proteinas pro-inflamatorias,
tais como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas pré-inflamatorias,
como COX-2 e iNOS, e moléculas de adesdo (PASCUAL e GLASS, 2006; GLASS e
OGAWA, 2006; GARCIA-PINERES et. al., 2001; SANCHEZ & MORENO, 1999).
Enguanto a fosforilagdo da PLA2 pela PKC resulta na liberacdo do AA seguida da
producdo de PG e LT via COX e LOX, respectivamente (WANG et. al., 2001; YOUNG
et. al., 1984). O TPA tambem parece induzir a expressao de citocinas pré-inflamatorias
em queratinocitos da pele, desencadeando o processo inflamatério (WILMER et. al.,
1994; REDONDO et. al., 1997). Farmacos inibidores das COX e 5-LOX, antagonistas
de LTB4, inibidores seletivos de iNOS e corticosteroides podem demonstrar acéo anti-
inflamatdria topica, com reducdo significativa do edema em modelos animais de
inflamacédo cutanea induzido por 6leo de créton ou TPA (MURAKAWA et. al., 2006;
MEDEIROS et. al., 2009).

A espécie Eucalyptus globulus pertence a familia Myrtaceae, é considerada
eficaz no tratamento de inflamacdes pulmonares e da excessiva mucosidade (ROCHA e
SANTOS, 2007). O uso do Gleo essencial obtido a partir das suas folhas apresenta
importancia farmacéutica, sendo propostas inUmeras aplicacfes medicinais, incluindo
atividade anti-inflamatoria, analgésica (SILVA et al., 2003) e antioxidante (CRUZ et al.,
2005). Essas atividades podem estar relacionadas ao seu composto majoritario o p-
cineol, onde DEWHIRST, 1980, demonstrou em seu trabalho que o p-cineol € um
antiinflamatoério geral, como esse composto também é um dos majoritarios do OEP, a
atividade antiedematogénica desse Oleo pode estar relacionada a presenca dessa
substancia, assim como do B-eudesmol, pois o 6leo essencial de Eucalyptus cuba, que

também possui 0 p-cineol e o B-eudesmol em sua composicao € utilizado por sua agao
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analgésica, antiinflamatéria e antipirética, para os sintomas de infec¢des respiratérias,
tal como resfriados (JUNIOR et al., 2006)

4.3.2. Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

A figura 9 demonstra que a aplicagdo do OEP puro (20 uL/orelha, 2 vezes ao
dia, durante 5 dias) nas orelhas direitas dos camundongos ap0s um processo
inflamatorio ja estabelecido, causou um significativo edema (Figura 09), mesmo quando
comparado ao grupo controle negativo (salina 0,9%), apds cinco dias (96 horas) da
aplicacdo com o 6leo de créton a 5% (v/v) em acetona, onde 0 mesmo causou necrose
das orelhas tratadas nesses grupos. Porém o OEP na concentracdo de 200 mg/mL
(4mg/orelha, 2 vezes ao dia, durante 5 dias) mostrou uma efetiva redugdo do edema,
quando comparado ao grupo salina e ao grupo do OEP puro, ap6s 24 horas da aplicacao
do mesmo, persistindo o efeito até o ultimo dia de tratamento (P<0,01).. A
dexametasona (0,08 mg/orelha, 2 wvezes ao dia, durante 5 dias) diminuiu
significativamente o edema apds 24 horas da aplicacdo da mesma, persistindo o efeito
até o ultimo dia de tratamento (P<0,001). Os resultados foram confirmados pela anélise
do percentual de edema (PE) e pelo efeito inibitério médio (EIM), feitos no ultimo dia

do experimento (Figura 10).
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Figura 09. Curva tempo-resposta do efeito do OEP sobre o edema de orelha induzido
pela aplicacdo maultipla de 6leo de créton (OC) em camundongos. Os animais receberam
6leo de créton em acetona na orelha direita em dias alternados e veiculo acetona na orelha
esquerda. A espessura da orelha desafiada com o agente flogistico foi mensurada com
paquimetro digital antes da aplicagdo do OC, quatro horas apés a primeira aplicacdo do OC
(fase aguda) e nos tempos 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas ap6s a primeira aplicacdo
do OC. No 5° dia do experimento (96 horas apds a primeira aplicacdo de OC), a orelha dos
animais recebeu veiculo salina (controle negativo), dexametasona (DEX) , OEP bruto ou OEPM
200mg/mL (20 uL, 2 vezes ao dia), prosseguindo o tratamento durante os dias posteriores (setas
apontam os dias em que houve tratamento). O efeito antiedematogénico das substancias foi
analisado através da variacdo da espessura da orelha. Os pontos representam a média de 8
animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle
negativo e foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01; ***P <
0,001 comparadas ao controle negativo, ANOVA de duas vias seguido do Teste de Bonferroni).
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Figura 10. Efeito tépico do OEP sobre o edema de orelha induzido pela aplicagdo
multipla de 6leo de créton (OC) em camundongos. A aplica¢do do OC foi conduzida em dias
alternados, durante 9 dias. No 5°, 6°, 7° e 8° dias do experimento, a orelha dos animais recebeu
salina (controle negativo), dexametasona (DEX), OEPM bruto ou OEP 200mg/mL (20 uL, 2
vezes ao dia). O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de
edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro obtidos das orelhas apds
192 horas (9 dias) da primeira aplicacdo do OC. Cada grupo representa a média de 6 animais e
as barras verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (C) e
foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (***P < 0,001 comparadas ao
controle negativo, a = P < 0,001 comparadas ao OEPM puro . Analise estatistica: ANOVA de
uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls).

A aplicacdo Unica de 6leo de croton atua fornecendo dados quanto a atividade
antiedematogénica de uma substancia num processo inflamatério agudo, a aplicacédo
multipla de 6leo de créton, em dias alternados, promove a avaliacdo da atividade
antiedematogénica num processo inflamatorio ja estabelecido, com caracteristicas

semelhantes a uma inflamacéo crénica (SARAIVA, 2009).

De acordo com as figuras 9 e 10 o OEP quando aplicado puro, tanto no modelo
agudo quanto no crénico, ndo foi capaz de inibir ou reduzir o processo inflamatério,
sendo que no segundo modelo, o percentual de edema das orelhas tratadas a partir do

quinto dia com o OEP puro foi maior que as orelhas tratadas apenas com salina,
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promovendo o aumento da espessura das orelhas apds 48 horas do inicio do tratamento.
O mesmo efeito foi observado por VERAS 2011, onde o 6leo essencial de Lippia
sidoides e seu composto majoritario Timol aumentaram consideravelmente o percentual
de edema nos animais tratados com os mesmos. Porém nos animais tratados com o
OEPM diluido na concentracdo de 200mg/mL o edema foi reduzido significativamente
a partir de 48 horas ap0s o inicio do tratamento com o 6leo essencial, demonstrado um
possivel efeito antiedematogénico do Oleo essencial diluido. Dessa forma, estudos
realizados com modelo de inflamag&o em ratos, utilizando diversas concentragdes do o
p-cineol apresentou uma inibicdo do processo inflamatério, além de sua acgdo
gastroprotetora (SANTOS e RAO, 2000).

BOSCARDIN, 2012, em seu trabalho observou que o0 a-pineno, composto
presente no OEP, apresentou significativa atividade antiedematogénica frente ao modelo
de edema de orelha induzido por 6leo de créton, nos dando subsidios para afirmar que,
aléem do p-cineol e do B-eudesmol, 0 a-pineno também pode ser um dos responsaveis
pelo efeito do OEP.

Uma vez que o OEPM na concentracdo de 200mg/mL foi capaz de reduzir o
edema causado pela aplicacdo do Oleo de créton, o préximo passo foi verificar o

possivel mecanismo pelo qual o dleo estava agindo.

4.3.3. Edema de orelha induzido por N-vanililnonanamida (capsaicina)

O OEP na concentracdo de 200mg/mL foi capaz de reduzir significativamente o
edema de orelha (PE: 81,81%) apdés 30 minutos da aplicacdo tdépica de N-
vanililnonanamida (p<0,01), comparado com o grupo onde houve apenas a aplicacdo da
solucdo salina (controle negativo) (PE: 116,8%). O grupo tratado com dexametasona
apresentou uma reducdo significativa (PE: 49,64%) comparada com o controle negativo
(p<0,001). No grupo tratado com o 6leo essencial em associa¢ao a capsazepina, reduziu
significativamente o edema (PE: 17,89) causado pelo N-vanililnonanamida quando
comparado ao grupo onde houve apenas a aplicacdo do OEP ou da capsazepina (PE:

26,63) separadamente (Figura 11).
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Figura 11. Efeito tépico do OEP sobre o edema de orelha induzido por N-
vanililnonanamida em camundongos. Os animais foram pré-tratados com salina (controle
negativo), dexametasona (DEXA) 0,08 mg/orelha, OEP 200mg/mL, OEPM-+capsazepina e
capsazepina. Apos 15 minutos, receberam N-vanililnonanamida topicamente 0,01 pg/mL em
etanol 90%. O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de
edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro obtidos das orelhas ap6s 30
minutos de aplicacdo da capsaicina. Cada grupo representa a média de 8 animais e as barras
verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (salina) e
foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01 comparadas ao
controle negativo, ***P<0,001. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de
Student- Newman-Keuls).



58

A capsaicina, desde muito tempo, tem sido descrita por muitos pesquisadores
como sendo um agente capaz de induzir a inflamagcdo em modelos animais, tem como
principio ativo a N-vanililnonanamida. A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) é
um alcaloide irritante presente em plantas do género Capsicum (pimentas) e é
responsavel pelo sabor picante dos frutos dessas espécies (GABOR, 2000). Quando ela
é aplicada topicamente, € possivel observar uma resposta inflamatéria neurogénica
imediata, cujo pico maximo da acdo da capsaicina é atingido em até 30 minutos ap6s a
aplicacdo da mesma, caracterizada por extravasamento plasmatico e consequente
formacdo de edema. O efeito da capsaicina dar-se através da sua ligacdo aos receptores
especificos TRPV1, também localizados em fibras aferentes primarias do tipo C e parte
das fibras do tipo Ad, produzindo resposta rapida através da liberacao de
neuropeptideos, como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
substancia P (SP), taquicininas e as monoaminas como a histamina e a serotonina
(BOUCLIER et al., 1990; GABOR & RAZGA, 1992).

Estudos comprovaram que o edema induzido pela aplicacdo topica da capsaicina
é inibido por antagonistas da histamina e serotonina, mas nao por inibidores da COX,
como a indometacina (GABOR, 2000). Além do mais, bloqueadores dos canais de Ca**
e 0 vermelho de ruténio e a capsazepina (inibidores da capsaicina) também demonstram
acdo antiedematogénica no modelo induzido por capsaicina, mas ndao no modelo
induzido por AA (INOUE et al, 1993). O OEP inibiu de forma significativa a formacao
do edema, dessa forma, os compostos presentes nesse 6leo parecem agir diretamente
nos receptores nos quais a capsaicina exerce seu efeito, os receptores TRPV1, assim

como na inibi¢do de algumas aminas como a histamina e serotonina.

4.3.4. Edema de orelha induzido por Acido Araquidénico

O OEP diluido na concentracdo de 200mg/mL aplicado topicamente demonstrou
reducdo significativa no percentual de edema de orelha (PE: 116,1 + 13,22%) ap0s 1
hora em contato com acido araquiddnico, comparada com o grupo tratado com salina

(PE: 150,0 + 16,20%). A indometacina, aplicada topicamente, demonstrou redugéo
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significativa comparada com o controle negativo (PE: 40,97 = 7,595%). O grupo onde
houve a associacdo do OEP com a indometacina apresentou uma reducdo significativa
do edema (PE: 28,53 + 5,073%) quando comparado com o controle negativo e com o
grupo tratado apenas com o OEP, porém ndo apresentou significancia quando
comparado com o grupo tratado apenas com o farmaco (Figura 12).
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Figura 12. Efeito tépico do OEP sobre o edema de orelha induzido por acido
araquiddénico (AA) em camundongos. Os animais foram pré-tratados com salina,
indometacina (INDO), OFCC 200mg/mL e OEP associado a indometacina. Apds 15
minutos, receberam topicamente acido araquidonico (AA) 0,1 pg/mL em acetona. O
efeito antiedematogénico das substancias foi analisado atraves do percentual de edema
calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas apds 1
hora de aplicacdo do AA. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras
verticais o0 E.P M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (salina)
e foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (*P< 0,05; ***P <
0,001 comparadas ao controle negativo. a < 0,001 comparadas com o grupo tratado
apenas com o OEP. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de
Student- Newman-Keuls).



60

O AA é o precursor de eicosanoides inflamatdrios, tais como a PGE2, LTB4,
LTC4 e LTD4 que induzem a vasodilatagdo, quimiotaxia (principalmente pelos
leucotrienos), aderéncia leucocitéaria, agregacdo plaquetéria, edema, dor e febre
(IVERSEN & KRAGBALLE, 2000; MARCHIONNI et al., 2006). A PGE2 é um
potente vasodilatador e atua de modo sinérgico com outros vasodilatadores
inflamatorios, como a histamina e a bradicinina (LEE et al., 2003). A aplica¢do tdpica
do AA gera uma resposta inflamatoria rapida caracterizada por intenso eritema e edema
com pequeno acumulo de neutrofilos (RAUH, 2008). A vasodilatacdo e a hiperemia
provocadas pelo composto foram observadas apds 5 minutos, enquanto que o edema
pdde ser visualizado ap6s 15 minutos com pico maximo em 60 minutos (BOLLER,
2007).

Os antiinflamatdrios ndo- esteroidais (AINES) inibem a via da COX, impedindo,
portanto a sintese das PGs (RANG et. al., 2007). Sendo assim, o farmaco de referéncia
utilizado neste modelo experimental foi a indometacina, um AINE cuja acéo
antiinflamatoria esta relacionada com a inibicdo ndo-seletiva das isoformas da COX
(COX-1 e COX-2) e que reverte ativamente o edema induzido pela aplicacdo de forma
topica do AA (GABOR, 2000). E importante lembrar que ha metabdlitos do AA
também responsaveis por degranulacdo dos mastécitos, liberando histamina, podendo
afirmar que o modelo de edema induzido por AA ndo é especifico para identificar
compostos que inibem exclusivamente a COX ou LOX, pois antagonistas da histamina
e antioxidantes também sdo capazes de reduzir o edema induzido por AA (YOUNG et
al, 1984; CRUMMEY, 1987; BLASZO & GABOR, 1995). O 6leo essencial da espécie
Eucalyptus globulus foi capaz de reduzir o edema causado induzido pela aplicacdo de
carragenina, um agente inflamatério, que produz inflamacdo por liberacdo de
prostaglandinas, indicando mais uma vez que o p-cineol possa estar envolvido na
atividade antiedematogénica de 0leos que possuam esse composto (FARSAM et al.,
2000). Estudos relatam que p-cineol foi capaz de inibir a producdo de metabolitos do
acido araquiddnico, leucotrienos B4 (LTB4) e prostaglandinas (PGE2), em mondcitos

de pacientes com asma brénquica (JUERGENS et al., 1998).

O OEP promove a reducdo do edema tanto no modelo da capsaicina quanto no
modelo do AA, porém com eficacias diferentes. Dessa forma, podemos concluir que o

OEP pode ndo estar agindo diretamente na inibicdo das enzimas COX e LOX e sim de
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aminas vasoativas como a histamina e a serotonina, que também participam da
inflamacdo desencadeada pelo agente flogistico AA, e nos receptores TRPV1 (YOUNG
et. al, 1984; CRUMMEY, 1987; BLASZO & GABOR, 1995; INOUE et. al, 1993).

Para avaliar essa teoria e para caracterizar melhor as propriedades
farmacoldgicas do Psidium sp. foi avaliado o efeito do OEP sobre os modelos de
inflamacéo cutanea com o edema de orelha induzido pelo fenol e pela histamina, que
simulam a dermatite de contato irritativa e reacOes alérgicas, respectivamente (RAUH
2008).

4.3.5. Edema de orelha induzido por Histamina

O OEP aplicado por via topica apresentou uma reducado significativa (P<0,001)
no percentual de reducdo do edema de orelha (PE: 11,86 + 1,75%) ap0s 2 horas da
aplicacdo intradérmica de solucdo de histamina comparado ao grupo controle tratado
com salina (PE: 55,54 + 7,44%). A dexametasona (PE: 12,95 + 2,72%) e o fenergan
(PE: 8,80 £ 1,65%) também inibiram significativamente o edema (P<0,001). Tambem
foi feito um grupo onde houve a aplicacdo do OEP em associacdo ao fenergan para
observacdo do efeito, havendo uma reducdo significativa (PE: 2,454 + 0,2348) quando
comparado ao grupo controle negativo, conseguindo também, reduzir o edema mais que

o fenergan puro (Figura 13).
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Figura 13. Efeito tépico do OEP sobre o edema de orelha induzido pela aplicagéo
intradérmica de histamina em camundongos. Os animais, previamente anestesiados, foram
pré-tratados com salina (C), dexametasona (DEXA), fenergan e OEP-+fenergan. Apo6s 15
minutos, receberam a aplicacdo intradérmica na orelha direita uma inje¢do de 5 uL de solugdo
de histamina 100 mg/mL. O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do
percentual de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro obtidos das
orelhas ap6s 2 horas de aplicacdo da histamina. Cada grupo representa a média de 6 animais e as
barras verticais 0 E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (C) e
foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (***P < 0,0001 comparadas ao
controle negativo. Anélise estatistica; ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls).
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A histamina é uma amina vasoativa liberada por mastocitos ativados pelas
proteinas do complemento C3a e Cba e por leucdcitos ativados por IgE, sendo
responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular e tem acdo vasodilatadora,
promovendo uma resposta edematogénica em poucos minutos (RANG et al., 2007;
KINDT et al., 2008). Além dessas reacdes, a histamina é capaz de estimular fibras
nervosas sensitivas através de mecanismos H1-dependentes que resulta em prurido.
Uma das principais fungdes fisiopatologicas da histamina é a sua agdo como mediador
das reacdes de hipersensibilidade do tipo I, como a urticaria (RANG et al, 2007;
BRAND et al., 2002).

Sabe-se que um dos mediadores do prurido é a histamina, ou seja, a histamina
ativa 0s nociceptores que por sua vez liberam neuropeptideos como a substancia P (SP)
e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), na qual via reflexos axonais,
induzem ao aparecimento de edema no local da aplicacdo. Quando a SP € injetada por
via intradéermica em altas concentracfes, ocorre a degranulagdo dos mastocitos
causando a sensacgdo desagradavel de prurido (HANGERMARK, 1978). Com o intuito
de diminuir o prurido, antagonistas de receptores H1 e corticosteroides s&o

constantemente usados.

Os efeitos anti alérgicos do p-cineol foram avaliados em reagdes alérgicas do
tipo 1, onde o composto foi capaz de suprimir a liberacdo de histamina a partir de
mastocitos (JUERGENS e STOBER, 1998). Em outro estudo, a administracdo oral de
p-cineol inibiu a anafilaxia cutanea passiva (ACP) em cobaias. Foi demonstrado
também que gomas de hortela enriquecidas com p-cineol foram eficazes na rinite
alérgica (ARAKAWA e OSAWA, 2000; ARAKAWA, 1992).

A reacdo de hipersensibilidade imediata desenvolve-se ap06s a degranulacdo dos
mastocitos e liberacdo da histamina. A aplicacdo topica do OEP inibiu o edema
induzido pela histamina, assim como o OEPM administrado em associacdo ao fenergan
inibiu 0 edema de forma muito significativa (P < 0,001), indicando que possa haver um
sinergismo do 6leo com o farmaco. Sendo assim, o OEP poderia ainda ser Gtil no alivio
de alguns sintomas existentes na hipersensibilidade imediata, como o prurido presente
em algumas situacfes como picadas de insetos, re-exposicao de contato com alérgenos,

como por exemplo, alguns oriundos de plantas ou até mesmo comida. Porém, para tal
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indicacdo ainda € necessario a realizacdo de experimentos que confirmem sua atividade
anti-pruriginosa (RAUH, 2008).

4.3.6. Edema de orelha induzido por Fenol

O OEP 200mg/mL aplicado por via tépica demonstrou reducéo significativa no
percentual de edema de orelha apds 1 hora da aplicacdo tépica de fenol 10% em
acetona, comparada com o grupo tratado com salina (controle negativo; PE: 130,6%),
sendo o percentual de edema de 100,1% (P < 0,01). O grupo tratado com dexametasona
também demonstrou reducdo significativa (PE: 25,12%, P < 0,01) comparada com o

controle negativo (Figura 14).
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Figura 14. Efeito tépico do OEP sobre o edema de orelha induzido por fenol em
camundongos. Os animais foram pré-tratados com salina, dexametasona (DEXA) e OEP
200mg/mL. Apos 15 minutos, receberam por via topica 20 pL de fenol 10% (v/v) em acetona. O
efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de edema
calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas ap6s 1 hora de
aplicacdo do fenol. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais o0 E. P. M.
As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (salina) e foram consideradas
significativamente diferentes para P < 0,05 (***P < 0,001. Analise estatistica: ANOVA seguida
do teste de Student-Newman- Keuls).
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O modelo de edema de orelha induzido por fenol simula uma dermatite de
contato. Em resposta a estimulos exdgenos, quando hd a aplicagdo do fenol, os
queratindcitos produzem mediadores quimicos importantes na irritacdo priméaria de
contato, incluindo citocinas associadas a propriedades pré-inflamatorias, tais como 1L-1
o, TNF- o e IL-8 (LIM et al., 2004; WILMER et al., 1994). Um dos mecanismos pelos
quais o fenol promove a irritacdo cutanea seria a ruptura da membrana plasmatica dos
queratindcitos por efeito direto, resultando na liberacdo da IL-1a pré-formada, além de
outros mediadores inflamatérios como os metab6litos do AA e de espécies reativas de
oxigénio ROS. As citocinas pré-inflamatérias sdo induzidas nesse modelo por um
mecanismo diferente daquele observado no modelo de inflamagdo cuténea induzido
pelo 6leo de croton, onde a inducdo das citocinas ocorre via ligagdo a receptores
especificos, através de vias dependentes da PKC, nas quais envolvem fatores de
transcricdo nuclear (WILMER et al., 1994). Porém, apesar da inflamacdo ser
desencadeada por vias diferentes ambos os modelos, tanto com o fenol ou com o dleo
de créton, compartilham do envolvimento dos metabolitos do AA e ROS na resposta
inflamatéria instalada (RAUH 2008).

De acordo com a figura 14, podemos ver que o OEPM foi capaz de reduzir o
edema induzido por tal agente flogistico de maneira significante (P < 0,01), porém
menor que a reducdo vista no modelo de edema de orelha induzido pela histamina
(P<0,001), indicando que o0 Oleo possa estar agindo também pela via das
prostaglandinas. DUTTA e DAS 2010, no trabalho feito com a espécie Psidium
guajava, confirmou a atividade antiinflamatoria dessa planta, que foi eficaz na reducao
tanto da inflamacdo induzida pela liberacdo de histamina quanto da induzida por

prostaglandinas.

A utilizacdo de diversos agentes flogisticos, como fenol, 6leo de croton e capsaicina,
justifica-se devido aos seus distintos mecanismos de acdo, simulando afeccBes cutaneas
caracteristicas e/ou sugerindo o possivel mecanismo de acdo antiedematogénico da
substancia em estudo (BLAZSO; GABOR, 1995). Dessa forma, os modelos de
inflamacdo cutanea induzida por esses diferentes agentes flogisticos permitem a
identificacdo de compostos com atividade antiinflamatéria que possam ser
potencialmente Uteis para o tratamento de doencas inflamatdrias que acometem a pele
(VANE, 2000; BOUCLIER et al.,1990; CARLSON et al., 1985).
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4.4. Avaliacao da atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Psidium myrcinites
(OEPM) em modelos cléssicos de nocicepcao.

4.4.1. Contorg¢des abdominais induzidas por &cido acético

A administracdo intraperitoneal de &cido acético 0,6% (Figura 15) nos animais
tratados previamente com veiculo (Tween 80 em &gua destilada, v.0; controle negativo)
foi eficiente em produzir um alto nimero de contorg¢des abdominais (51,20% =+ 1,85).
As doses 100mg/kg e 200mg/kg reduziram o numero de contor¢cBes abdominais de
forma eficiente (30,40% * 2,50 e 29,80% = 1,39, respectivamente; P<0,001) quando
comparadas ao grupo controle. O diclofenaco (10mg/Kg; v.0), um farmaco
antiinflamatdrio nao-esteroidal, utilizado como droga padrdo neste teste, diminuiu
significativamente o namero de contor¢es abdominais (18,60% + 1,20; P<0,001) nos
animais quando comparada ao grupo controle. Porém, quando houve a administragéo do
OEP 100mg/kg associado ao diclofenaco, a reducdo do numero de contorcdes foi muito
significativa, reduzindo mais que a administracdo dessas substéncias separadamente
(7,00% = 2,28).
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Figura 15. Efeito antinociceptivo do OEP no modelo de contor¢des abdominais induzidas
por &cido acético. O grafico mostra a média + E.P.M. do niamero de contor¢des durante o teste.
Os animais foram previamente tratados com o OEP nas doses de 100 e 200mg/kg, Veiculo
(Tween 80 em A&gua destilada, v.0), Diclofenaco (Diclofen) 10mg/kg, v.0 ou
OEPM100mg/kg+Diclofen 60 minutos antes de receberem a injecdo intraperitoneal de acido
acetico 0,6%. O nimero de contor¢Bes foi contado durante 30 minutos apds a administracao do
acido acético (***P < 0,001 quando comparado ao grupo veiculo, a < 0,001, quando comparado
aos demais grupos. Andlise estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-Newman- Keuls).

Devido a pouca existéncia de trabalhos relacionados as atividades
farmacoldgicas do OEP, investigamos também a atividade antinociceptiva desse 6leo.
Ultimamente, o interesse para o uso clinico de novas substancias com atividade
analgésica utilizadas primariamente para o tratamento de varios tipos de dor (tanto de
origem neurogénica quanto inflamatéria) vem aumentando consideravelmente

(PIETROVSKI, 2004). Os modelos utilizados na busca de novas moléculas com
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potencial nociceptivo frequentemente baseiam-se na observacdo da resposta animal
frente a utilizagdo de estimulos de diversos tipos e duracdo, sendo assim, 0os modelos
experimentais utilizados no estudo da dor sdo divididos em trés categorias: 0s que
utilizam estimulos térmicos, quimicos e mecanicos (ALMEIDA e OLIVEIRA, 2006).

Como ponto de partida para a avaliacdo da atividade antinociceptiva do OEP foi
utilizado um dos modelos mais classicos para a avaliacdo dessa atividade, o modelo de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, que é utilizado para avaliar,
essencialmente, a atividade analgésica central e periférica. Animais que sdo submetidos
a injecdo intraperitoneal de acido acético exibem comportamento alterado constituido
por uma onde de constricdo e alongamentos, acompanhados de tor¢cdo do tronco e
seguidos pela extensdo dos membros (WENDE e MARGOLIN, 1956; COLLIER,
1968).

A inducdo dessas contor¢des abdominais ocorre em decorréncia a uma reagédo
inflamatoria aguda relacionada com aumento dos niveis de PGE2a e PGF2a, em fluidos
peritoneal, bem como de produtos da lipoxigenase (DERAEDT et. al., 1980; VERMA
et. al., 2005). Contudo, verificou-se que a administracdo intraperitoneal de acido acético
ndo so induz a liberacdo de protaglandinas, mas também de histamina, serotonina e
bradicinina (WHITTLE, 1964; BASTOS et. al., 2001). Do mesmo modo, macrofagos e
basofilos, existentes na cavidade abdominal, sob acdo do acido acético, podem liberar
citocinas, como IL-8, IL-1f e TNF-o (RIBEIRO et. al., 2000), as quais estimulam
neurdnios aferentes primarios, aumentando a liberacdo de aspartato e glutamato no
fluido cerebroespinhal (FENG et. al., 2003), o que explica a ocorréncia da caracteristica

nocicepc¢ao, observada nesse modelo.

Com a utilizacdo desse modelo foi possivel observar que o OEP foi eficiente na
reducdo do ndmero de contor¢cdes abdominais de forma significativa quando
comparadas ao controle negativo assemelhando-se estatisticamente ao farmaco
diclofenaco, sendo que a administracdo do OEP associado ao diclofenaco reduziu o
namero de contor¢des abdominais mais que em qualquer outro grupo. O diclofenaco,
assim como os outros DAINES, inibem a cicloxigenase em tecidos periféricos reduzindo
a sintese e/ou a liberacdo de mediadores inflamatorios, interferindo, dessa forma, com
0s mecanismos de transducdo dos nociceptores aferentes primarios (TRONGSAKUL et.

al. 2003). O mecanismo de acdo analgésico do OEP pode estar envolvido na inibigdo da
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sintese e liberacdo de mediadores inflamatérios que promovem a dor nas terminacgdes
nervosas, isso pode ser confirmado com a eficiente inibi¢éo da inflamagdo do OEP em
diversos modelos de inflamacdo cutdnea. OJEWOLE 2006 também descreveu a
significativa reducdo do nimero de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético
da espécie Psidium sp.

Estudos realizados com o 6leo essencial da espécie Eucalyptus globulus, que
assim como o OEP apresenta em sua composi¢do quimica como composto majoritario o
p-cineol, também apresentou reducdo do numero de contor¢des abdominais induzidas
por &cido acético (SILVA et al., 2003) indicando que esse composto possa estar
envolvido na a¢do antinociceptiva do 6leo essencial de Psidium sp..

4.4.2. Efeito do OEP na nocicepgéo induzida por formalina

O OEP nas concentragbes de 100 e 200mg/kg foram capazes de reduzir
significativamente (P < 0,001) o tempo que o animal permaneceu lambendo a pata nas
duas fases do teste (0,543 % e 0,365%; 0,601% e 0,550%, respectivamente) comparados
com o controle negativo (1,183% 1° fase e 1,053% 2° fase). A morfina (7,5mg/kg, i.p),
um analgésico opioide, também demonstrou uma reducdo significativa (P < 0,001) do
tempo que o animal lambeu a pata nas duas fases, como ja era esperado (0,2317%,

0,141%, respectivamente).

A naloxona (1mg/kg, s.c), um antagonista opioide, foi capaz de inibir
significativamente o efeito antinociceptivo da morfina nas duas fases do teste. Ela ndo
alterou a resposta nociceptiva induzida pela morfina quando administrada sozinha.
Além disso, a naloxona também conseguiu reverter de forma significativa o efeito
antinociceptivo produzido nesse modelo pelo OEP nas duas fases do teste (Figuras 16 e
17).
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Teste da Formalina - 1° fase
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Figura 16. Efeito do OEP sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no modelo
de nocicepcao induzida por formalina na 1° fase do teste. Os valores no grafico apresentam a
média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata direita traseira apds a aplicacdo da formalina
1% na primeira fase do teste (0-5 min). O OEPM (100 e 200mg/kg), veiculo (2% de Tween 80
em &gua destilada, v.0.) foram administrados 60 minutos e morfina (7,5mg/kg, i.p) 30 minutos
antes da injecdo subplantar de formalina 1% (20uL/pata). A naloxona (1mg/kg, s.c) foi
administrada 15 minutos antes do tratamento com morfina ou OEP (100mg/kg). (***P<0,001
guando comparadas ao grupo veiculo. a<0,001 comparadas aos demais grupos. Analise
estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-Newman- Keuls).
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Teste de Formalina - 2° Fase
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Figura 17. Efeito do OEP sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no modelo
de nocicepcao induzida por formalina na 2° fase do teste. Os valores no grafico apresentam a
média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata direita traseira apds a aplicacdo da formalina
1% na segunda fase do teste (15-30 min). O OEPM (100 e 200mg/kg), veiculo (2% de Tween
80 em &gua destilada, v.0.) foram administrados 60 minutos e morfina (7,5mg/kg, i.p) 30
minutos antes da injecdo subplantar de formalina 1% (20uL/pata). A naloxona (1mg/kg, s.c) foi
administrada 15 minutos antes do tratamento com morfina ou OEP (100mg/kg). (***P<0,001
guando comparadas ao grupo veiculo. b<0,001 comparadas aos demais grupos. Analise
estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-Newman- Keuls).
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Esse modelo desencadeia intensa nocicep¢do por estimulacdo direta dos
nociceptores. A nocicepc¢do causada pela injecéo intraplantar de solucdo de formaldeido
é caracterizada por intensas lambidas, mordidas e batidas na pata injetada com esse
agente irritante. Este teste é caracterizado por apresentar duas fases distintas de
nocicepc¢do, que parecem envolver diferentes mediadores (DUBUISSON e DENNIS,
1977; HUNSKAAR et. al., 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987; ROSLAND, 1991;
CORREA e CALIXTO, 1993; SANTOS e CALIXTO, 1997; SEGUIN et. al., 1995). A
primeira fase (neurogénica) inicia-se imediatamente apds a injecdo de formalina,
estendendo-se pelos primeiros 5 minutos e resulta da estimulacdo quimica direta dos
nociceptores de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas e ndo mielinizadas,
predominantemente das fibras C (SULAIMAN et al., 2008), sendo associada a
liberacdo de aminoacidos excitatdrios como 0xido nitrico, substancia P, glutamato, entre
outros (OMOTE et al., 1998; FERREIRA et al., 2004).

Por outro lado, a liberacdo de mediadores nociceptivos, durante a primeira fase
do teste da formalina, causa extravasamento plasmatico, vasodilatacdo de capilares
vizinhos, ativacdo de fibras simpaticas, de mastocitos e de macréfagos. Este processo
também induz a liberacdo de mais mediadores do processo inflamatorio, tais como,
como histamina, 5-HT, bradicinina e prostaglandinas (FERREIRA et. al., 2004). Este
conjunto de mediadores inflamatorios produz sensibilizacdo das vias periféricas e
centrais de conducdo da dor, caracteristica da segunda fase (fase inflamatoria),
observada de quinze a trinta minutos (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIOLSEN et. al.,
1992). Apo6s a primeira fase, segue-se um periodo de relativa auséncia de

comportamento indicativo de nocicepc¢do que dura cerca de 10 minutos.

Estudos advertiram que drogas como codeina e morfina, drogas de acdo central,
tinham acdo ao diminuir o tempo de lambedura da pata dos animais em resposta a
formalina tanto na primeira fase, como na segunda fase do teste. Contrariamente,
indometacina e naproxeno, exemplos de DAINES, diminuiram a nocicepc¢do apenas na
segunda fase do teste, 15-30 minutos apOs a injecdo subplantar de formalina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; ALMEIDA e OLIVEIRA, 2006).
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Para a investigagdo de um possivel envolvimento do sistema opidide na
atividade analgésica do OEP, foram utilizados morfina, (7,5mg/kg, i.p), um conhecido
agonista dos receptores opidides e naloxona (1 mg/kg,s.c), um antagonista ndao seletivo
de receptores opidides. Em alguns modelos experimentais, a acdo da naloxona é de
antagonizar opidides enddgenos envolvidos na dor ou estresse (BISPO et al., 2001). Os
resultados obtidos indicam que o pré-tratamento com naloxona reverteu de maneira
significante os efeitos antinociceptivos do OEPM (100mg/kg) e da morfina (7mg/kg,
I.p), em ambas as fases (Figuras 16 e 17). Sendo assim, estes resultados sugerem que 0S
receptores opidides estdo envolvidos na acdo antinociceptiva do OEP.

Estudos com o 6leo essencial de Ocimum gratissimum, que possui em sua
composicao o p-cineol como majoritario, apresentou uma reducdo de 60% do tempo que
o animal passou lambendo a pata no modelo de formalina, mostrando indicios que esse

composto esteja envolvido na atividade antinociceptiva do OEP (RABELO et al., 2003).

4.4.3. Efeito do OEP no modelo de nocicepcéo pela Placa Quente

O OEP nas concentracdes testadas (100 e 200 mg/kg), foram capazes de
prolongar significativamente (P<0,001) o tempo de reacdo a placa quente (30 min:
22,13s e 23,13s; 60 min: 23,63s e 23,75s; 90 min: 22,88s e 21,88s, respectivamente)
quando comparadas ao grupo onde houve a aplicacdo apenas da salina (30 min: 13,13s;
60 min: 11,50s; 90 min: 11,13s). A morfina (7,5mg/kg, i.p) também prolongou de forma
significativa (P<0,001) o tempo de reacdo dos animais nos intervalos de registros
estudados (30 min: 27,88s; 60 min: 29,25s; 90 min: 27,13s). O grupo tratado com o
OEPM 100mg/kg associado a naloxona conseguiu reduzir de maneira significativa o
tempo de reacdo a placa quente dos animais em todos os intervalos de tempos testados
quando comparados ao grupo onde houve a aplicacdo do OEP (30 min: 15,38s; 60 min:
14,50s; 90 min: 13,63s), 0 mesmo ocorreu com grupo tratado com a morfina em
associacdo a naloxona (30 min: 15,38s; 60 min: 14,50s; 90 min: 13,63s) como

demonstra a figura 18.
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Figura 18. Efeito do OEP sobre o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico da
placa quente. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo necessario para 0s animais
exibirem respostas frente ao estimulo térmico, registrados antes (tempo zero) e nos tempos 30,
60 e 90 minutos ap6s os tratamentos com o OEP nas doses de 100 e 200mg/kg V.0, veiculo (2%
de Tween 80 em agua destilada, v.0.), morfina (7,5mg/kg, i.p) , OEPM 100mg/kg associado a
naloxona ou morfina associada a naloxona. A resposta consiste em saltar ou lamber a pata
traseira apds serem postos na placa aquecida a 55+0,5°C. (***P < 0,001. Anélise estatistica:
ANOVA seguida do teste de Student-Newman- Keuls).
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O teste da placa quente tem sido utilizado para a avaliacdo de drogas que agem,
principalmente por via central (GUPTA et. al, 2005). Neste modelo, o parametro
utilizado para avaliacdo da atividade analgésica de um composto é o tempo de laténcia
para a observagdo do comportamento de lambedura ou salto do animal em resposta ao
estimulo térmico gerado pela placa aquecida (ALMEIDA e OLIVEIRA, 2006).

O teste da placa quente é caracterizada por produzir uma resposta rapida ao
estimulo nocivo, mediada pela ativagdo dos nociceptores (fibras C e Ad), conduzindo o
impulso ao corno dorsal da medula espinhal e em seguida a centros corticais, sendo que
a resposta € proporcional a frequéncia e classe de fibras responsaveis pela mensagem
(DICKENSON e BESSON, 1997). Estas fibras sdo estimuladas posterior a ativagdo dos
receptores vanildides, entre outros, especificamente o tipo VR-1, tendo como limiar de
ativacdo 43°C, e VRL-1, tendo como limiar de ativacdo 52°C, que sdo responsaveis pela
resposta a aumento na temperatura, sendo que o0s receptores VRL-1 sdo mais
importantes na mediacdo da resposta a estimulos térmicos nocivos (JULIUS e
BASBAUM, 2001).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o OEP também foi
efetivo em aumentar significativamente a laténcia dos animais na nocicepcao térmica da
placa quente. Também foi possivel observar que o agonista opidide morfina, também
foi efetivo em aumentar a laténcia dos animais no estimulo térmico, porém a naloxona
conseguiu reverter o efeito antinociceptivo do OEPM 100mg/mL de da morfina,
diminuindo o tempo de laténcia dos animais a placa quente. E importante lembrar que o
resultado positivo no modelo da placa quente sugere uma importante participacdo de
mecanismos supra-espinhais na mediacdo da atividade antinociceptiva evidenciada pelo
OEPM (DICKENSON e BESSON, 1997). OJEWOLE 2006 também observou que a
espécie Psidium guajava apresentou um significativo aumento no tempo de laténcia dos
animais na nocicepcdo térmica induzida pela placa quente.

SILVA et al., 2003, observou que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus,
também conseguiu aumentar o tempo de laténcia dos animais na placa quente, podendo
ser sugerido mais uma vez, que o efeito antinociceptivo de ambos os 0leos, o de E.
globulus e Psidium sp., deve-se, também, a presenca do composto p-cineol. TAKAKI,
2008, demonstrou em seu trabalho como bleo essencial de Rosmarinus afficinalis, que
apresenta em sua composi¢do o p-cineol e o a-pineno, dois compostos do OEP, também

conseguiu aumentar o tempo de permanéncia do animal na placa quente.



77

4.4.4. Efeito do OEP na nocicepg¢éo induzida por Capsaicina

O OEP nas concentracbes de 100 e 200mg/kg, via oral, reduziu
significativamente (P< 0,001) o tempo que 0s animais permaneceram lambendo a pata,
apos a administracdo de capsaicina (20uL/pata) para 0,53 seg + 0,02 e 0,56 seg + 0,10,
respectivamente, em relacdo ao grupo veiculo, 0,97 seg + 0,09. A morfina (7,5 mg/kg,
i.p) demonstrou uma inibi¢do de mais de 95% no tempo gasto pelos animais lambendo a
pata (0,03 seg + 0,007) quando comparado ao controle. A Naloxona (1mg/kg, s.c) inibiu
significativamente (P < 0,05) o efeito antinociceptivo da morfina, assim como do
OEPM nas duas concentragdes estudadas (Figura 19).

Nocicepcao por Capsaicina

Tempo Lambendo (s)

Capsaicina

Figura 19. Efeito do OEP sobre a nocicepcdo induzida pela injecdo subplantar de
capsaicina. O OEP (100 e 200mg/kg), veiculo (2% de Tween 80 em &gua destilada, v.0.) foram
administrados 1 hora e morfina (7,5mg/kg, i.p) 30 min antes da injecdo subplantar de
capsaicina. Naloxona (1mg/kg, s.c) foi administrada 15 min antes da administracdo da morfina
ou do OEPM 100mg/kg, respectivamente. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo
gasto pelos animais lambendo a pata (seg) por um periodo de 5 min. (***P < 0,001, em relagdo
ao grupo veiculo, a < 0,001, em relacdo aos demais grupos , b < 0,01 em relacdo ao grupo
tratado com a Naloxona + OEP 100mg/kg. Andlise estatistica: ANOVA seguida do teste de
Student-Newman- Keuls).
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A injecéo intraplantar de capsaicina na pata posterior de animais (camundongos)
causa intensa nocicepcdo, caracterizada por lambidas e mordidas, sendo esse efeito
relacionado com a nocicep¢do de origem neurogénica. Essa substancia estimula o
receptor especifico TRPV-1, localizados nas fibras C (SAKURADA et. al,1992).

Estudos indicaram que a ativacdo de neurdnios nociceptivos, estimulada pela
capsaicina, indicaram que esta interagem com os receptores VR1 nos neur6nios
sensoriais, induzindo o fluxo de cations, particularmente os fons Ca™ e Na*. O influxo
de Ca™ é essencial para a transmissdo da informacdo nociceptiva induzida pela
capsaicina. A capsaicina age, especificamente, nas fibras C ndo mielinizadas e
neurdnios sensoriais primarios Ad mielinizados delgados. De forma funcional, estes
neurbnios sdo considerados por serrem sitios de liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios na periferia, como substancia P, neurocinina A e B, peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) e somatostina, e por transmitirem informacéo
nociceptiva até o nivel da medula espinhal (AMARAL, 2004).

WRIGHT, 1997, mostrou em seu trabalho que o composto p-cineol conseguiu
reduzir em cobaias 0 nimero de tosse induzidas por capsaicina, podendo-se argumentar

gue esse composto pode estar agindo na liberacéo de neuroquininas.

O OEP (100 e 200mg/kg) e a morfina exerceram, significativamente, efeito
inibitério na resposta nociceptiva neurogénica induzida pela capsaicina,indicando que
0s compostos desse 0leo essencial conseguem inibir de forma significativa a nocicepcao
induzida pelos agentes utilizados. O mecanismo essencial da acdo antinociceptiva do
OEPM parece estar relacionado ao sistema opioide, pois a naloxona reverteu de forma
significativa este efeito do Oleo quando aplicada por via subcutdnea, assim como
ocorreu no modelo de nocicepcdo induzida por formalina e no modelo de placa quente

dando indicios que o0 OEPM pode ter sua a¢do nesses receptores opidides.

Atualmente é reconhecido que dentre os diversos neurotransmissores envolvidos
nos modelos de nocicepc¢ao citados acima, os aminoacidos excitatérios, como glutamato
e aspartato, apresentam papel relevante no processo de sensibilizacdo do corno dorsal da
medula espinhal, uma vez que a estimulacdo das fibras aferentes primarias induz a
liberacdo destes transmissores nesse local (MILLAN, 1999; 2002).
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Sendo assim, os resultados obtidos no presente trabalho, fornecem o
embasamento farmacolégico da utilizacdo da planta Psidium sp. na medicina popular, e
mostram visivelmente o potencial desta planta e seus compostos, como o0 p-cineol, o -
eudesmol e o a-pineno, para o desenvolvimento de novas drogas antiinflamatorias e

analgésicas.



5. Conclusoes
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O oleo essencial de Psidium sp. na concentracdo de 200mg/ml possui efeito
antiinflamatério quando administrado topicamente em camundongos (efeito

local);

O OEP possui efeito antiinflamatdrio agudo e cronico quando administrado por via
topica em camundongos no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton;

O melhor efeito de reducdo do edema do OEP foram nos modelos induzido pela
histamina, capsaicina e fenol, sugerindo que o tratamento inibe a liberacdo de

mediadores vasoativos como CGRP, substancia P, taquicininas, histamina e serotonina.

A aplicacdo do OEP em dermatites de contato irritativas demonstrou ser eficaz pela

redugdo do edema induzido por fenol;

O OEP demonstrou efeito antinociceptivo nos testes de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético, formalina (nas duas fases) e capsaicina, corroborando a sua

participacdo em mecanismos de analgesia espinhal e/ou periférica;

O OEP também aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa quente, sugerindo,

também, o envolvimento de analgesia supra-espinal;

O OEP induziu uma possivel potencializacdo do efeito do diclofenaco, pois a
administracdo associada dos dois reduziu ainda mais o nimero de contor¢des, quando

comparado a administracdo dos dois separadamente;

O efeito antinociceptivo do OEP parece estar relacionado com o sistema opidide, ja que
a naloxona, um antagonista opioide, foi capaz de reverter a analgesia, induzida pelo

6leo, nos testes de formalina, placa quente e capsaicina.

As atividades antiinflamatdria e antinociceptiva do OEP parecem estar envolvidas com
seus compostos majoritarios, principalmente o p-cineol, onde estudos anteriores relatam

essas atividades no composto.
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Anexo 1: Efeito do OEP sobre o0 edema induzido pela aplicacdo tnica de 6leo de créton (OC)

Oleo de créton

Tratamento Dose PE (%)
Salina - 133,9+ 2,964
Dexametasona Amg/MI*** 64,40+ 3,508
Oleo puro - 116,0+ 9,311
OEPM 100 116,9+ 7,930
OEPM 200*** 95,23+ 6,012

Valores expressos em média = E.P.M. (P < 0,001); (ANOVA e teste de Student — Newman —
Keuls). PE: Percentual de Edema

Anexo 2: Efeito do OEP sobre o edema induzido pela aplicacdo multipla de éleo de créton
(0C)

Oleo de créton

Tratamento Dose PE (%)
Salina - 146,0+ 10,91
Dexametasona 4mg/mL*** 32,04+ 1,446
Oleo puro - 294,6+ 9,682
OEPM 100 78,80+ 6,797

Valores expressos em média = E.P.M. (P < 0,001); (ANOVA e teste de Student — Newman —
Keuls). PE: Percentual de Edema
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Anexo 3: Efeito do OEP sobre o edema induzido pela aplicagdo de N-vanililnonanamida
(capsaicina)

N-vanililnonanamida (capsaicina)

Tratamento Dose PE (%)
Salina - 116,8+ 8,029
Dexametasona 4mg/mL*** 49,64+ 5,551
OEP 200mg/mL 81,81+ 7,440
OEP+Capsaz - 17,89+3,861
Capsazepina - 26,63+1,782

Valores expressos em média + E.P.M. (P < 0,001); (ANOVA e teste de Student — Newman —
Keuls). PE: Percentual de Edema

Anexo 4: Efeito do OEP sobre 0 edema induzido pela aplicacdo de acido araquidénico

Acido araquidénico

Tratamento Dose PE (%)
Salina - 150,0+ 16,20
Dexametasona 4mg/mL*** 40,97+ 7,595
OEP 200mg/mL 116,1+ 13,22
OEP+INDO - 28,53+ 5,073

Valores expressos em média + E.P.M. (P < 0,001); (ANOVA e teste de Student — Newman —
Keuls). PE: Percentual de Edema
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Anexo 5: Efeito do OEP sobre o edema induzido pela aplicacdo de histamina

Tratamento Dose PE (%)
Salina - 55,54+ 7,441
Dexametasona 4mg/mL*** 12,95+ 2,729
Fenergan 200mg/mL 8,800+ 1,654
OEP 200mg/mL 11,86+1,756
Fenergan+OEP200 - 2,454+0,2348

Valores expressos em média + E.P.M. (P < 0,001); (ANOVA e teste de Student — Newman —

Keuls). PE: Percentual de Edema

Anexo 06: Efeito do OEP sobre a nocicepcdo visceral induzida por acido acético

Observacao durante trinta minutos

Tratamento Média £+ E.P.M Inibicdo (%)
Veiculo 51,20+ 1,855 -
Morfina 18,60+1,208*** 63,68%

OEPM 100 30,40+ 2,502*** 40,62%

OEPM 200 29,80+ 1,393*** 41.79%

Valores expressos em médiatE.P.M. (***p<0,001vs veiculo); (ANOVA e teste de Student —

Newman — Keuls).
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Anexo 07: Efeito do OEPM sobre a nocicepcdo cutanea induzida por formalina

12 Fase (0-5min) 22 Fase (15-30min)

Tratamento
Média +E.P.M Inibicdo (%) Média +E.P.M Inibicéo
(%)

Controle 1,183+ 0,048 - 1,137+ 0,029 -
Morfina 0,231+ 0,027*** 80,47% 0,141+ 0,023*** 82,88%
OEPM 100 0,603+ 0,085*** 49,02% 0,626+ 0,079*** 44,94%
OEPM 200 0,378+ 0,042*** 68,04% 0,610+ 0,081*** 46,35%
Naloxona 1,142+ 0,045 - 0,986+ 0,083 -
Naloxona+morfina 1,063+ 0,017 - 1,092+ 0,024 -
Naloxona+OEPM 1,123+ 0,034 - 1,080+ 0,018 -

Valores expressos em médiatE.P.M. (***p<0,001vs veiculo); (ANOVA e teste de Student —
Newman — Keuls).

Anexo 08: Efeito do OEPM sobre a nocicepc¢do térmica induzida pela placa quente

Laténcia (s) — Média + E.P.M
0 min 30 min 60 min 90 min
Tratamento
Controle 12,88+0,136 13,130,136 11,50 + 0,749 11,13 + 0,953
Morfina 12,63+8,311 27,88+8,311*** 29,25+ 9,06*** 27,13+ 7,90***
OEPM 100  9,125+7,629 23,13+7,629*** 23,63 + 7,90*** 22,88 + 7,49%**
OEPM 200  12,13+5,995 23,7645,995%** 23,75 + 6,33*** 21,88 + 5,31***
Nalox+OEPM  10,13+1,771 13,38+1,771 14,50 £ 2,38 13,63 = 1,90
Nalox+morf  12,88+0,136 12,63+0,136 13,75+ 0,47 14,25 + 0,74

Valores expressos em médiatE.P.M. (***p<0,001vs veiculo); (ANOVA e teste de Student —
Newman — Keuls).
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Anexo 09: Efeito do OEPM sobre a nocicepgédo induzida por capsaicina

Tratamento Observacao durante o0s cinco primeiros minutos
Média + E.P.M Inibicdo (%)
Contole 1,072+ 0,023 -
Morfina 0,030+ 0,007*** 95,20%
OEPM 100 0,536+ 0,020*** 50%
OEPM 200 0,463+ 0,018*** 56,80%
Naloxona 1,107+ 0,024 -
Nalox+morfina 1,032+ 0,010 -
Nalox+OEPM 0,980+ 0,081 -

Valores expressos em médiatE.P.M. (***p<0,001vs veiculo); (ANOVA e teste de Student —
Newman — Keuls).



