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RESUMO

As plantas medicinais se apresentam como importantes agentes no tratamento e/ou
cura de diversas enfermidades, sendo amplamente utilizadas pela populacdo em
geral. Muitas das suas propriedades farmacologicas relatadas sdo comprovadas em
estudos cientificos. Dentre essas plantas com potencial medicinal, evidenciamos a
Eugenia gracillima, que é amplamente utilizada pela populacdo na amenizacéo e cura
de diversas enfermidades, apesar de possuir muito poucos relatos na literatura a
respeito do seu potencial medicinal. Dessa forma, para obtencdo do 6leo essencial
(OEEQ), suas folhas foram submetidas ao método de hidrodestilagédo, sendo realizada
a identificacdo da sua composi¢do quimica, sendo posteriormente avaliado quanto a
sua toxicidade aguda e sobre suas atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva, bem
como o seu possivel efeito no comportamento dos camundongos. A analise feita por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas evidenciou o
germacrene-D como composto majoritario (16,10%). Nas concentracdes avaliadas
para toxicidade aguda (2000 mg/kg e 5000 mg/kg), ndo foram observadas mortes nem
alteracdes comportamentais, bem como o peso e consumo de agua e racdo também
nao foram alterados na concentracdo de 2000 mg/kg, na concentracéo de 5000 mg/kg
houve uma reducdo do peso em 53,96% e consumo de racdo em 38,82%. A Disofoi
acima de 5000 mg/kg sendo classificado como atoxico ou pouco téxico Quando
submetido ao teste de hemolise, o 6leo apresentou taxas entre 0,79 a 1,91%, nao
demonstrando atividade hemolitica. Nos parametros hematologicos e bioquimicos
avaliados n&o foram observadas alteracdes, exceto na concentracdo de 5000 mg/kg,
que houve um aumento nos niveis de alanine aminotransferase e aspartate
aminotransferase nos parametros bioquimicos. Na avaliacdo histopatoldgica, os

orgaos internos dos animais ndo apresentaram alteracdes. Em relacdo ao potencial



antinociceptivo, as concentragcbes de OEEg submetidas aos testes de contorgéo
abdominal apresentaram reducdo de 78,82 a 84,75%. No teste de formalina, na
primeira fase houve reducdo da dor de 24,71 a 62,17% e na segunda fase essa
reducao foi de 81,19, 60,80 e 40,36%. No teste de movimento de cauda os resultados
também foram positivos na diminuicdo da dor. Na avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria, no teste de edema de pata as concentracdes testadas inibiram a
inflamacéo em 98,13 a 98,20%. No teste de peritonite houve diminuicdo na migracao
do numero de leucdcitos de 82,71, 76,54 e 64,19% e neutrofilos de 69,81, 66,03 e
54,71%. Os animais tratados com OEEg e submetidos aos testes comportamentais
de campo aberto e labirinto em cruz elevado ndo demonstraram efeitos depressores
na funcdo motora e atividade exploratdria desses animais. Dessa forma, conclui-se
que o uso do OEEg é seguro, uma vez que nao causa efeitos toxicoldgicos,
hemoliticos nem comportamentais, e apresenta atividades farmacolbgicas

antinociceptiva e anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Caatinga; Eugenia; plantas medicinais; inflamagé&o; nocicepgéo.



ABSTRACT

Medicinal plants are important agents in the treatment and/or cure of various diseases,
being widely used by the general population. Many of its reported pharmacological
properties are proven in scientific studies. Among these plants with medicinal potential,
we highlight Eugenia gracillima, which is widely used by the population in the alleviation
and cure of various diseases, despite having very few reports in the literature regarding
its medicinal potential, and there is also a single report on its composition. chemistry
of the essential oil extracted from its leaves. Thus, to obtain the essential oil (EQEO),
its leaves were subjected to the hydrodistillation method, with the identification of its
chemical composition being carried out, and subsequently evaluated for its acute
toxicity and its anti-inflammatory and antinociceptive activities, as well as its possible
effect on the behavior of mice. The analysis performed by gas chromatography coupled
to the mass spectrometer showed germacrene-D as the major compound (16.10%). In
the concentrations evaluated for acute toxicity, no deaths or behavioral changes were
observed, as well as the weight and consumption of water and feed were also not
altered at the concentration of 2000 mg/kg. When submitted to the hemolysis test, the
oil did not demonstrate hemolytic activity. In the hematological and biochemical
parameters evaluated, no changes were observed, except at the concentration of 5000
mg/kg, which showed an increase in the levels of alanine aminotransferase and
aspartate aminotransferase in the biochemical parameters. In the histopathological
evaluation, the internal organs of the animals did not show alterations. Regarding the
antinociceptive potential, EQEO concentrations submitted to abdominal writhing,
formalin and tail movement tests showed positive results in reducing pain. As in the
evaluation of anti-inflammatory activity, in which the concentrations tested reduced
inflammation in the paw edema tests and decreased the migration of the number of
leukocytes and neutrophils in the peritonitis test. Animals treated with EQEO and
submitted to behavioral tests in the open field and elevated plus-maze did not
demonstrate depressive effects on the motor function and exploratory activity of these
animals. Thus, it is concluded that the use of EgEO is safe, since it does not cause
toxicological, genetic, hemolytic or behavioral effects, and has antinociceptive and anti-

inflammatory pharmacological activities.

Keywords: Caatinga; Eugenia; medicinal plants; inflammation; nociceptive.
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1 INTRODUCAO

As plantas desde muito tempo, sdo utilizadas como recurso meédico pelas
populacdes das mais diferentes origens e culturas (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI;
AMINI-KHOEI, 2018a). Seu uso é praticado desde a antiguidade, podendo até serem
consideradas a origem da medicina moderna, 0os compostos obtidos das plantas foram
e ainda sdo uma importante fonte na producdo de medicamentos (SALMERON-
MANZANO; GARRIDO-CARDENAS; MANZANO-AGUGLIARO, 2020).

A sabedoria popular a respeito dos efeitos benéficos a salde que algumas
plantas possuem, para muitos, € o Unico meio de tratamento para enfermidades. Essa
pratica integra a medicina popular, constituindo saberes baseados em culturas
antepassadas, onde as pessoas utilizam essas plantas como uma primeira alternativa
para o tratamento de doencas, bem como também, para complementar tratamentos
baseados no uso de farmacos (RODRIGUES, 2006). Dessa forma, as plantas
medicinais se apresentam como importantes agentes no tratamento e/ou cura de
diversas enfermidades, sendo amplamente utilizadas pela populagédo em geral.

O dominio fitogeografico da Caatinga representa uma importante fonte de
plantas com caracteristicas medicinais, compreende diferentes tipos de vegetacdo
ocorrentes na regido semiarida que se estende pela maioria dos estados nordestinos
e pequenas por¢cdes de Minas Gerais (DE QUEIROZ et al.,, 2018). Apesar das
condicGes adversas, apresenta uma enorme diversidade floristica, essa diversidade
permite que a vegetacdo nativa seja utilizada para diversos fins, além de ser
amplamente utilizado na medicina popular (SILVINO; VIGLIO; FERREIRA, 2016).

Atualmente existe uma incessante busca por novas opc¢des terapéuticas para
tratar os mais diferentes tipos de enfermidades, uma vez que a maioria dos farmacos
utilizados trazem consigo uma gama de efeitos adversos, que prejudicam o organismo
daqueles que necessitam utiliza-los, somando-se a isso, muitos tem sua eficacia
comprometida devido ao uso continuo e excessivo, esses fatos evidenciam a
necessidade pela descoberta de novas e eficazes alternativas para tratamento e cura
das mais diversas doencas que afetam a populacdo (PEREIRA; DE FREITAS, 2008).
Dentro dessa probleméatica, estdo os analgésicos e anti-inflamatorios, que séo
amplamente utilizados pela populagédo no tratamento de dor e inflamacdo. Sao
inUmeros 0s prejuizos que esses medicamentos tém provocado no organismo, desde

problemas renais, hepaticos, sanguineos e disturbios gastrointestinais (RANG et al.,
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2016).

Nesse sentido, os estudos etnofarmacoldgicos tem demonstrado uma enorme
importancia nesse campo, evidenciando o potencial farmacolégico que as plantas
possuem, e apresentando essas como alternativas promissoras na descoberta de
novos farmacos (SALES; SARTOR; GENTILLI, 2015). O uso popular crescente
dessas plantas, tem chamado atencdo e despertado cada vez mais o interesse pela
descoberta de seus potenciais farmacoldgicos, um exemplo é a familia Myrtaceae,
pertencente as Angiospermas, que vem ganhando destague por apresentar uma
enorme variedade de espécies, distribuidas em todas as regibes do Brasil, sendo
amplamente utilizadas pela populacdo para diversos fins, inclusive no campo
medicinal, onde muitas de suas espécies sdo usadas para tratamento e cura de varias
doencas (SILVA; RABELO; ENOQUE, 2015).

Dentre as espécies que constituem essa familia, a maioria séo pertencentes ao
género Eugenia, esse, por sua vez, dispde de mais de 1000 espécies, sendo que a
maioria delas € amplamente utilizada pela populacéo para fins medicinais, devido a
presenca de compostos que possuem potencial terapéutico (DE SOUZA et al., 2018).
Esse género por sua vez, possui enorme relevancia medicinal, sendo muito comum a
utilizacdo de suas plantas como 6leo essencial. Esses 6leos séo constituidos por
metabdlitos secundarios, que sao referidos por apresentar atividades farmacoldgicas
como, anti-inflamatério, antialérgico, antinociceptivo, dentre outras (CUNHA et al.,
2016).

Dessa forma, objetivou-se nesse estudo, avaliar a toxicidade aguda em
camundongos tratados com 6leo essencial de Eugenia gracillima Kiaersk, determinar
sua taxa hemolitica e avaliar as suas atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e

determinar se seu 06leo apresenta efeitos sobre a atividade comportamental.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial toxicologico, antinociceptivo, anti-inflamatorio e atividade

comportamental do 6leo essencial das folhas de E. gracillima.

2.2 ESPECIFICOS

e Extrair o 6leo essencial das folhas de E. gracillima, através da técnica de

hidrodestilacao;

e Quantificar e identificar os componentes quimicos do 6leo essencial utilizando

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS);
e Avaliar a toxicidade aguda do Oleo essencial de E. gracillima.
e Determinar a atividade antinociceptiva do 6leo essencial de E. gracillima in vivo:
e Investigar a atividade anti-inflamatoria do 6leo essencial de E. gracillima in vivo.

e Investigar as atividades comportamentais do 6leo essencial de E. gracillima.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. CAATINGA

O Brasil & amplamente conhecido por sua vasta biodiversidade, com uma
extensdo de 8,5 milhdes de quildmetros quadrados, apresenta zonas biogeograficas
distintas conhecidas como biomas e esses estdo divididos em seis: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, onde cada um deles
apresentam caracteristicas distintas (MMA, 2012). Dentre esses biomas, a Caatinga
se destaca, por ser unico e exclusivamente brasileiro, localizada inteiramente no
semiarido nordestino, apresenta em sua composicdo uma ampla diversidade de fauna
e flora (FERNANDES; CARDOSO; DE QUEIROZ, 2020). Esta distribuida em sua
maioria nos estados que compde a regido nordeste, Piaui, Ceara, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Bahia, Sergipe e Alagoas, e apresenta uma pequena
parte na regido sudeste do pais, no estado de Minas Gerais.

Marcada pela auséncia de chuva na maior parte do ano, apresenta um clima
guente e é denominada de semiarido brasileiro. O solo apresenta inimeras diferencas
e variacdes de salinidade, profundidade, constituicdo mineralégica (RODAL et al.,
1992). Na flora estdo presentes inUmeras espécies que se adaptaram as condicdes
adversas da regido, clima, déficit hidrico, solo, dentre outras. Essas espécies
adquiriram adaptacdes na sua anatomia e fisiologia, o0 que permitiu uma melhor
adaptacdo ao ambiente semiarido predominante na regiao.

Possui uma vegetacdo caracterizada como florestas arbustiva-arborea, com
folhas caducas no verdo, dotadas de espinhos, com presenca de cactaceas e
bromelidceas, essas caracteristicas permitem a sobrevivéncia das espécies nas
condi¢cdes do semiarido nordestino (ANDRADE-LIMA, 1981). Representa a quarta
maior formacgdo vegetacional do Brasil, cobrindo cerca de 60% do territério do
Nordeste (CASTELLETTI et al., 2005).

A Caatinga € um bioma caracterizado por possuir poucos tipos de vegetacao,
gue sofrem uma enorme influéncia humana, transformando grandes areas em terras
agricolas, areas de pastagem e uma intensa exploracdo de madeira, principalmente
para utilizar como fontes de energia (SILVA et al., 2011). Essas acOes exploratérias
tornam a vegetacdo degradada, fator que dificulta a visualizac&o do real potencial que

a Caatinga possui. Outro fator € que, essa regido apresenta um periodo de estiagem,
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onde a irregularidade das chuvas e as temperaturas elevadas sdo predominantes, e
explicam o ambiente com paisagem semiarida, em que a vegetacdo perde as folhas
e apresenta um aspecto seco e sem vida. No entanto, estudos realizados vém
demonstrando que, independente do que aparenta, a Caatinga revela um enorme
potencial no que diz respeito a biodiversidade (RAMALHO, 2013).

Ha varios estudos que demonstram diversas espécies vegetais endémicas da
Caatinga que apresentam enorme potencial econémico, podendo ser utilizadas na
alimentacdo humana e animal, na producdo de cosméticos e como fonte de
compostos medicinais. Porém esse ecossistema se encontra ameacado, devido ao
desmatamento, uso irracional do solo, o que dificulta a sustentabilidade dos recursos
florestais, sendo necessario acfes prioritarias nessa regido, visando a conservacao
da biodiversidade, pelo fato de abrigar uma flora com espécies endémicas que
apresentam um grande potencial medicinal, que beneficia ndo s6 as pessoas que
residem na regido, mas toda a populacdo (DE ALMEIDA et al., 2005).

O estudo e conservacdo da diversidade biolégica da Caatinga é um grande
desafio para a ciéncia. Dentre as regifes naturais, essa € a menos estudada, sendo
consequentemente a menos protegida, o que leva a um extenso processo de
deterioracdo do ambiente, levando a uma alta perda de espécies e a formacéo de
extensas &reas de desertificagdo em varios pontos da regido (LEAL; TABARELLI;
SILVA, 2003). Ocupa cerca de 11% do pais, sendo o principal ecossistema da regiao
Nordeste, possui uma alta diversidade floristica. Os altos niveis de escassez de
chuvas na regido nao prejudicam a sua riqueza, uma vez que, diversas espécies de
frutas e plantas medicinais, tém seus centros de diversidade genética neste bioma
(MAGALHAES, 2019).

De acordo com Tabarelli (2003), ainda que a diversidade de plantas e animais
seja menor nos ambientes semiaridos, do que nas florestas tropicais, eles dispdem de
plantas e animais adaptados as suas condi¢des, o que faz deles, ambientes com altas
taxas de endemismos de fauna e flora. Existe uma visédo errébnea de que as regides
da Caatinga sdo extremamente secas e pobres em biodiversidade. No entanto, a
Caatinga €, na verdade, um ecossistema uUnico, pois esta presente apenas no
Nordeste do Brasil, caracteristica que permite a existéncia de vegetais e animais,
também Unicos, uma vez que sO sobrevivem nela. Nesse sentido, sua conservagao e
essencial para manter padrdes climaticos, disponibilidade de agua, solos férteis e

produtivos, que influenciam ndo s6 na manutencdo da biodiversidade local, mas
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também do planeta (MMA, 2012).

A quantidade de estudos com plantas dessa regido vem aumentando
progressivamente, e diversas espécies ja foram relatadas com grande potencial
farmacolégico, podendo ser usadas para diversos fins medicinais, revelando a riqgueza
de diversidade que esta presente nessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2007). No
entanto, toda a riqueza ja revelada, ainda ndo tem sido suficiente para garantir a
protecdo dessa regido. O bioma esta entre os trés do pais com menor quantidade de
areas protegidas, dado que o leva a ser um dos mais ameacados e alterados pela
acao humana, principalmente em ac¢des de desmatamento, o que coloca em risco toda
essa riqueza que esta sendo descoberta nas mais diversas espécies de plantas que
compde a sua vegetacdo (MMA, 2011). Essa problematica evidencia que € cada vez
mais importante a realizacdo de estudos que comprovem potenciais biolégicos da
Caatinga, e dessa forma, contribuam para uma maior agdo no que diz respeito a
protecdo desse bioma.

Diversos estudos vém demonstrando que a Caatinga € uma enorme fonte de
espécies vegetais com elevado potencial econémico, pelo fato de estarem expostas a
condicbes climaticas diferenciadas, essas plantas desenvolvem caracteristicas
quimicas peculiares, que as tornam fontes de diversos compostos com acgao
farmacoldgica (JUVIK et al., 2017; SANTOS et al., 2018c; CERAVOLO et al., 2018).

3.2. PLANTAS MEDICINAIS

Registros arqueolégicos comprovam que a utilizacdo de plantas medicinais
pela populacdo para tratar e curar doencas é feito desde a pré-historia (GURIB-
FAKIM, 2006). Civilizagbes antigas, como a africana e indiana tinham bastante
conhecimento sobre a localizagdo e efeitos terapéuticos que as plantas possuem
(GURIB-FAKIM, 2006; PHILLIPSON, 2001). De acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude, planta medicinal & definida como qualquer material vegetal, que possui em
um ou mais 0rgaos, substancias que possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou
gue sejam precursores de farmacos semissintéticos. Segundo a OMS também, cerca
de 80% da populacdo mundial, inclusive as pertencentes a paises em
desenvolvimento, fazem uso de plantas medicinais para cuidados primarios com a
saude (OMS, 2005).

O conhecimento sobre potenciais efeitos terapéutico de plantas representa, na
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maioria das vezes, o Unico recurso de tratamento de muitas comunidades. Mesmo em
dias atuais, em regides consideradas mais pobres, o0 comércio de plantas medicinais
é praticado, sendo que grande parte das pessoas cultivam esse tipo de planta em
seus proprios quintais residenciais (MACIEL et. al., 2002).

De acordo com Machado (2005), toda planta que possua em sua composi¢ao,
substancias quimicas biologicamente sintetizadas (a partir de nutrientes, agua e luz),
gue possam provocar no organismo humano e animal, reagcdes que podem variar entre
a cura e o abrandamento de doencas, através da agéo de principios ativos, pode ser
considerada uma planta medicinal. Segundo Yunes e Calixto (2001) e Sim&es et. al.,
(2002), as plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, estes, portanto, se constituem como modelos para sintetizar um grande nimero
de farmacos. Essa eficacia e seguranca do uso terapéutico que tais medicamentos a
base de plantas medicinais apresentam, sdo confirmadas através de estudos
cientificos que comprovam esses efeitos positivos.

A flora brasileira € muito diversificada, sdo inUmeras espécies de plantas, que
representam excelentes fontes de diversidade quimica na busca por novos compostos
com propriedades farmacolégicas. Grande parte dos farmacos atuais estédo
relacionados com plantas medicinais, seja estabelecendo uma ligagéo direta, por meio
do isolamento de moléculas de fonte natural, ou uma ligacédo indireta, tendo como
resultado uma sintese a partir de moléculas protétipos observados nas plantas
(DEVIENNE; RADDI; PZETTI, 2004).

Os conhecimentos e informacdes a respeito das plantas medicinais, sdo desde
muito tempo, transmitidas gradualmente de geracdo em geracdo. Quase todas as
culturas fazem uso delas como recurso médico, nesse sentido, estuda-las para
garantir sua seguranca, qualidade e eficcia, tornou-se atualmente, uma prioridade
nos paises industrializados e em desenvolvimento, uma vez que 0os medicamentos
fitoterapicos, derivados de compostos ativos de plantas, podem auxiliar no surgimento
de uma nova era no sistema de saude para tratar doencas humanas (JAMSHIDI-KIA;
LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018b).

As plantas sdo fabricas quimicas para a biossintese de uma enorme
diversidade de metabdlitos secundarios, e séo eles que constituem a base de muitos
medicamentos farmacéuticos comerciais e fitoterapicos. Os diferentes constituintes
guimicos das plantas medicinais, como alcaloides, terpenoides e fenilpropanoides,

possuem atividades biolégicas, que podem ser utilizadas no desenvolvimento de
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medicamentos, para melhorar a satde humana (LI et al., 2020).

Esses metabdlitos secundarios possuem diversas funcfes, dentre elas,
estrutura, sinalizacéo, efeitos estimuladores e inibitérios sobre as enzimas, atividade
catalitica, defesa e interacdo com microorganismos. A evolu¢cdo da importancia
comercial desses metabdlitos nos ultimos anos, resultou em um grande interesse por
essas substancias. Eles sdo uma ampla variedade de compostos ativos
biossinteticamente derivados de metabodlitos primarios, variam em qualidade e
quantidade para determinadas espécies de plantas. As plantas medicinais sdo ricas
em metabdlitos secundéarios, um enorme grupo de substancias quimicas que tém sido
amplamente utilizados na industria farmacéutica (CHITRA JAIN; SHIVANI KHATANA;
REKHA VIJAYVERGIA, 2019).

Esses metabdlitos séo classificados de acordo com as vias biossintéticas,
divididos em quatro familias de moléculas, alcaloides, flavonoides e esteroides. Os
alcaloides constituem a maior classe Unica de metabolitos secundarios, séo
conhecidos por possuir efeitos farmacologicos e séo utilizados em medicamentos
como drogas recreativas, demonstrando também possuir sobre varios virus
(MALLIKHARJUNA; SEETHARAM, 2009). Os flavonoides possuem forte presenca
nas frutas, sementes, caules e folhas, sdo conhecidos também por possuirem
importantes propriedades medicinais, sendo descritos como potentes antioxidantes e
eliminadores de radicais livres, possuindo também forte atividade anticancer
(MACHADO et al., 2008). Os fitoester6is possuem funcbes estruturais, como
constituintes de membrana, sdo o matéria de partida para a biossintese de plantas,
evidéncias apontam que eles possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancer, o que faz dos esterbis vegetais, fontes quimicas industrialmente
importantes (PACHECO BORGES; AMORIM, 2020).

O Brasil é o pais com maior diversidade vegetal do mundo, porém, apenas 8%
dessas espécies foram estudadas em busca de compostos bioativos. Boa parte da
flora brasileira, incluindo principalmente plantas nativas, ainda sdo desconhecidas nos
quesitos fitoquimicos e farmacoldgicos. Diversas espécies sdo usadas de forma
empirica, e sem respaldo cientifico a respeito da sua seguranca e eficacia, fatos que
revelam o descaso dos lideres em lidar com o vasto celeiro de moléculas a serem
descobertas, que é a flora brasileira (SIMOES et al., 2002).

Em varios municipios brasileiros, a fitoterapia € a principal opgéo

medicamentosa, que se adequa as necessidades de atendimento primario a saude



22

das populacdes locais (MARQUES et al., 2019). De maneira geral, a expansao da
utilizacdo da fitoterapia como opg¢do medicamentosa, estd relacionada a diversos
fatores, que incluem, efeitos adversos de medicamentos sintéticos, comprovacéo
cientifica de propriedades farmacologicas de diversas espécies vegetais, o que
permitiu uma maior preferéncia de consumidores por tratamentos de origem natural e
relativamente de baixo custo, e o desenvolvimento de novos métodos de analise
desses compostos para controle de (MELO et al., 2021).

Muitas das preparacdes que tem como base as plantas medicinais, necessitam
da realizacdo de mais e mais estudos detalhados e completos, que incluam uma
padronizacao clinica, que incluam testes biolégicos in vitro e in vivo com modelos
animais, além de uma avaliacao clinica rica em detalhes de informacdes a respeito
dos beneficios e possiveis riscos que essas preparacfes podem conter (SOUZA-
MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010a). No Brasil, em 2004, foi aprovada a
Resolucao n° 48, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e, entre
outros pontos, abrange as etapas de controle de qualidade da droga vegetal, do
produto acabado e da importacéo de produtos fitoterapicos (Anvisa, 2004).

Algumas diretrizes das quais disp0e o decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006,
sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, incluem a garantia e
promocdo de seguranca e eficacia das plantas medicinais utilizadas como
fitoterapicos, promover e reconhecer as praticas populares de uso das mesmas, que
incluem a producao de remédios caseiros, bem como proporcionar uma pratica correta
de cultivo e manipulacdo dessas plantas, ndo s6 no seu uso caseiro, mas também na
producédo de fitoterapicos, através da existéncia de uma legislacdo especifica nesse
quesito (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010a)

Atualmente ainda existem certas resisténcias em relacdo ao uso de
medicamentos provenientes de plantas, esse fato tem relacdo com a origem extrativa
de boa parte dessas plantas medicinais que sdo comercializadas no Brasil, seja
proveniente da Mata Atlantica, da Amazénia, Caatinga ou Cerrado, a extracédo ¢ feita,
em boa parte das vezes, de forma incorreta, expondo essas espécies a riscos de
extingdo e sustentabilidade, além de fraude e contaminagdo do material. Outro fator
gue contribui para essa resisténcia ao uso, é a falta de uma padronizacao dos extratos
obtidos, que podem conter ou ndo o principio ativo ou compostos toxicos na
guantidade aceitavel, o que interfere na qualidade dos fitoterapicos (SOUZA-
MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010b)
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A falta de metodologias adequadas de avaliacdo, por vezes é o motivo pelo
qual dados de eficacia e seguranca ndo serem suficientes para dar suporte ao uso
dessas plantas. E, em se tratando da composicdo, muitas vezes ndo se tem
estabelecido o principio ativo ou tdxico, sua concentracdo e seu conhecimento
farmacoldgico e toxicolégico (Barata, 2005; Springfield et al., 2005). Nesse sentido,
visando diminuir a resisténcia da prescricdo de fitoterapicos, e com a finalidade de
aumentar a possibilidade de adesdo da populacdo ao tratamento, é de extrema
importancia, ndo s6 o controle de qualidade desde o cultivo da droga vegetal até o
produto final, mas também o estudo fitoquimico das plantas, farmacolégico e

toxicoldgico (Melo et al., 2007).

3.3. MYRTACEAE

As Myrtaceaes sao plantas ricas em bioativos, destacando-se 0s taninos o0s
flavonoides, terpenoides e os 6leos volateis (CELAJ et al., 2021). Esté inserida na
ordem Myrtales compreende cerca de 150 géneros e 3600 espécies, distribuida em
zonas tropicais, sendo a terceira com maior riqgueza de espécies (BEECH et al., 2017).

As plantas dessas familias sdo lenhosas, arbustivas ou arbéreas com folhas
inteiras, opostas alternadas e suas flores a maioria das vezes sé&o brancas em poucos
casos sdo coloridas em sua maioria bissexuais, apresentando sépalas livres, seus
frutos sdo uma capsula loculicida, indeiscente ou do tipo baga carnuda(WILSON,
2011). O potencial econémico desta familia recebe muita visibilidade, plantas desta
familia, sdo utilizadas como alimentos e remédios naturais (LOURENCO et al., 2012).

E considerada uma das mais importantes familias pertencente as

Angiospermas, sendo a melhor representada no Brasil, as Myrtaceaes dispdem de

uma ampla variedade de espécies que estao distribuidas em todos os biomas

brasileiros, sendo muito utilizadas pela populagéo local para diversos fins, desde
farmacoldgicos até alimenticio (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014).

Os géneros com maior numero de espécies sdo Malaleuca, Eucalyptus, Myrcia,
Syzygium, Psidium e Eugenia (LOURENCO et al.,, 2012). No campo medicinal,
diferentes espécies pertencentes a essa familia sdo popularmente utilizadas como
antimicrobianos, antidiarreicos, anti-inflamatorios e antioxidantes (CONSOLINI;
BALDINI; AMAT, 1999; OGUNWANDE et al., 2005). Dentro das angiospermas, as

Myrtaceaes recebem grande destaque, estando presente nos mais diferentes
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territérios brasileiros, sendo muito utilizada na medicina popular (CRUZ; KAPLAN,
2012).

3.4. EUGENIA

Praticamente um terco das espécies que constituem essa familia, séo
pertencentes ao género Eugenia. As plantas que representam esse género,
geralmente sdo arvores ou arbustos perenes, que apresentam folhas opostas, seus
frutos sdo em grande maioria comestiveis, e possuem atributos especificos, como cor
e odor caracteristicos (FLORA DO BRASIL, 2020). Possuem inflorescéncia axilares
ou laterais com flores tetrdmeras, com cerca de 1009 espécies, sendo descrita cerca
de 400 no territorio brasileiro (GOVAERTS et al., 2008). onde sdo encontradas duas
Eugenias nativas E. copacabanensis (DE CARVALHO MARTINS et al., 2021) e E.
marambaiensis (DA COSTA SOUZA; MORIM, 2008).Muitas espécies desse género
sao utilizadas dentro e fora do Brasil na medicina popular, por apresentar diversos
compostos com potencial terapéutico, (QUEIROZ et al., 2015), podendo ser usado o
caule, folhas, cascas, frutos, flores e sementes (USMAN; CHOUBEY, 2017).

Dentre as espécies utilizadas podemos citar: E. Brejoensis (WENG KONG et
al., 2020) E. singampattiana (JOHN et al., 2014), E. jambolana (PON PREEJA;
GEETHA, 2020), E. caryophyllus (CHAVAN; KALSHETTI; NAVINDGIKAR, 2020), E.
malaccensis (FIGUEIROA et al., 2013) E. pyriformis (DURAZZINI et al., 2019), E.
brasiliensis (SIEBERT et al., 2020), E. dysenterica (DONADO-PESTANA et al., 2018),
E. involucrata (VECHI et al., 2018), E. uniflora (DE SOUZA et al., 2018), E. umbelliflora
(DEMARCHI et al., 2020), sendo descritas diversas atividades biologicas ja
comprovadas cientificamente, anti-inflamatoérias, antibacterianas, antifingica,
antinociceptiva, antioxidante, dentre outras (GU et al., 2001; ABOUTABL et al., 2011,
SOUZA et al., 2018; PEREIRA et al. 2017).

A Eugenia gracilima Kiaersk, (figura 1), espécie foco do estudo, é uma
Myrtaceae endémica da regido da Caatinga, de vegetacéo de floresta subcauducifolia,
sendo muito pouco estudada, e consequentemente existem poucos relatos na
literatura a respeito do seu potencial de aplicacdo biotecnolégica. Um desses € o
estudo de Sampaio et al., (2019), que apresenta dados sobre o potencial antioxidante
e antiprotozoario do Oleo essencial extraido das folhas de E. gracilima (GOMES
VIDAL SAMPAIO et al., 2019).
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Figura 1: Eugenia gracillima Kiaersk

Fonte: Autora (2020)

Os 6leos essenciais sdo constituidos a partir da mistura de substancias volateis
e naturais, possuem como principal caracteristica, a presengca de odor forte e
apresentam uma enorme variedade de aplica¢des, tendo importancia comercial nas
industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e perfumaria (DE CASSIA DA
SILVEIRA E SA; ANDRADE; DE SOUSA, 2013). Sdo derivados de fenilpropanoides
ou compostos terpénicos encontrados nas diferentes partes das plantas, podendo ser
extraido por diferentes métodos e sendo amplamente utilizados pela populacdo em
geral, como medicamento de origem natural (LOPES et al., 2017). Estudos como esse
agui proposto, a respeito de propriedades biolégicas de 6leos essenciais, associando
sua aplicacdo no tratamento de dores, inflamacdes, doencas virais, cancer, dentre
outras, tem aumentado cada vez mais, evidenciando os potenciais de aplicacéo
desses 6leos e sua importancia farmacolédgica para a populacao que deles fazem uso

(CUNHA et al., 2016). Nesse sentido, estudos como esse sao de extrema importancia,
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uma vez que comprovam a a(;éo desses COMpOStos e trazem seguranca as pessoas

gue fazem uso dessas substancias naturais para tratar enfermidades.

3.5. NOCICEPCAO

De acordo com a Associacao Internacional para Estudos da Dor (IASP, 2018),
a dor é definida como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada
a uma leséo tecidual real ou potencial, ou descrita nos termos de tal les&o.

A dor é uma experiéncia subjetiva, e, portanto, dificil de defini-la exatamente. E
um processo fisioldgico e protetor, uma vez que é por meio dela que pode se perceber
sinais de alerta para situacfes que oferecam perigo ao organismo, e a partir dai, agir
no intuito de protegé-lo. E sua intensidade envolve diversos fatores, além do estimulo
que a provoca.

O termo nocicepcdo, é utilizado para designar dor, e esta relacionado ao
processo de reconhecer os sinais de dor atraves do sistema nervoso, que € o
responsavel por formular as informacdes que estao relacionadas a uma determinada
lesdo (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). Expor o corpo a acdes ou estimulos
potencialmente nocivos, desencadeia sensa¢des desagradaveis, sinalizando para o
individuo que é uma situacao de real ou potencial perigo, que pode colocar em risco
a sua integridade fisica, o processamento dessa informacdo pode ser distinguido
como dor fisiolégica ou patologica (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002; ALMEIDA et
al., 2006).

De acordo com sua origem, a dor pode ser definida como nociceptiva, que é
aguela que resulta de uma ativacdo direta dos nociceptores que estdo localizados na
pele e outros tecidos, desencadeando uma resposta a uma leséo tecidual, geralmente
vem acompanhada de uma inflamacéo, e a neuropatica que acontece quando ha uma
les&o em nervos periféricos, ou no sistema nervoso central (ALEIXO et al., 2016).

Em relacdo ao tempo e duracdo, as dores podem ser agudas ou cronicas. A
dor aguda é resultado da ativacao dos nociceptores locais, e age como uma resposta
fisiolégica a um estimulo que pode ser quimico, térmico ou mecanico, desempenha
um importante papel no que diz respeito a alertar acerca de um possivel problema que
exija maior investigacao e cuidado, geralmente dura poucos dias, uma vez que, tende
a desaparecer quando inicia-se o tratamento (COHEN; JANGRO; NEFF, 2018). Ja a

dor crbnica, geralmente é mais duradoura, chegando a durar de 3 meses ou mais, nao
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regredindo no inicio do tratamento, sendo referida como uma dor intratavel (BRODIN;
MALIN; LEIF, 2016). E considerada mais uma doenca do que um sintoma referente a
outro problema, apesar da dificuldade de tratamento, na maioria dos casos, as
pessoas que apresentam esse tipo de dor, sédo tratadas com os chamados opioides
(ANWAR, 2016).

O Opio é uma substancia extraida da papoula, nhome popular do Papaver
somniferum, espécie pertencente a familia Papaveraceae. Essa substancia é a base
dos chamados opioides, termo utilizado para designar todas as substancias naturais,
semi-sintéticas ou sintéticas que reagem com o0s receptores opioides (DUARTE,
2005). Os opioides dispdem de receptores espalhados em todo o sistema nervoso
central, isso permite com que eles apresentem diferentes efeitos de acordo com o tipo
de receptor ativado ou inibido, fato que lhe permite possuir efeitos, desde analgésicos
a depressores do sistema nervoso central (MELO et al., 2020). Devido ao seu alto
efeito analgésico, sdo amplamente utilizados no tratamento de dores agudas e
principalmente crbnicas, porém, essas propriedades poderosas podem rapidamente
levar o usuario ao vicio, desenvolvendo tolerancia e dependéncia (MELO et al., 2020).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2014), cerca de 70 mil mortes
de pessoas por ano, sao ocasionadas por overdose de opioides.

A intensidade da dor depende de muitos fatores, além do estimulo que a
provoca, e clinicamente iniUmeros analgésicos, principalmente os derivados de
opioides, sao eficazes no controle significativo do sofrimento associado a dor. No
entanto, apesar desses medicamentos demonstrarem uma alta eficacia, como
recompensa trazem consigo também inimeros efeitos adversos prejudiciais a saude
do individuo, entre eles, o alto comprometimento do sistema nervoso central
(PEREIRA et al., 2015).

Dessa forma, se faz necesséria a busca por novas drogas eficazes no
tratamento da dor, que apresentem pouco ou nenhum efeito adverso, garantindo
dessa forma, a seguranca e bem-estar dos individuos que necessitam fazer uso
desses medicamentos. Nesse sentido, 0 uso de plantas medicinais apresenta-se
como uma importante alternativa nesse campo, uma vez que algumas espécies tém
demonstrando uma enorme eficacia e seguranca comprovada nesse campo
(PIMENTEL et al., 2015).
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3.6. INFLAMACAO

O processo inflamatorio é a forma do organismo responder a um determinado
dano ou lesdo em um tecido. A inflamacdo € um importante mecanismo de defesa,
uma vez que atua como uma resposta do sistema imunologico acerca de estimulos
nocivos ao organismo, como por exemplo, a presenca de patdégenos, células
danificadas, compostos toxicos, entre outros casos (CHEN et al., 2018). A nivel de
tecido, as inflamacdes apresentam algumas caracteristicas especificas, como, dor,
vermelhiddo, inchacgo, calor, perda de funcéo do tecido, sdo esses sintomas que
desencadeiam respostas das células imunoldgicas e inflamatorias a lesdo ou infecgédo
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010)

O processo inflamatério é resposta de varias doencas cronicas, como por
exemplo, cancer, diabetes, doengas cardiovasculares, dentre outras (LIBBY, 2007).
Essa resposta inflamatoria € o resultado da ativacéo de vias sinalizadoras que atuam
regulando os niveis de mediadores inflamatorios nas células dos tecidos e
inflamatoérias presentes no sangue (LAWRENCE, 2009). Apesar desse processo
depender principalmente da localizacdo no corpo e do estimulo inicial, todos
compartilham do mesmo mecanismo, que consiste basicamente, no reconhecimento
dos estimulos danosos por parte dos receptores da superficie celular, ativacdo das
vias inflamatdrias, em seguida ha a liberacdo dos marcadores inflamatérios e por
ualtimo as células inflamatorias sao recrutadas (CHEN et al., 2018).

Sédo muitas a quantidade de células e mediadores quimicos que participam do
processo inflamatério. Esses chamados mediadores inflamatérios exercem varias
funcdes na manutencao ou resolucdo da inflamacao, pode possuir origem tecidual ou
plasmatica, suas acdes estdo envolvidas na formacao do edema e surgimento da dor,
e tem o intuito de corrigir os prejuizos causados pelos agentes agressores (COSTA et
al., 2012).

Com base no seu tempo de duracéo, a resposta inflamatoria pode ser dividida
em dois estagios, a inflamacdo aguda e a crénica. A inflamacdo aguda é considerada
0 estagio inicial da inflamacao, pois sua resposta ocorre de imediato ao dano, ha a
presenca dos sinais inflamatorios e geralmente dura apenas por um curto periodo de
tempo, sendo benéfica ao hospedeiro. Porém, se essa resposta inflamatéria persiste
por um periodo mais longo, a inflamacéo cronica se instala havendo a manutencéo do

agente agressor, o que pode levar o hospedeiro a desenvolver diversas doencas
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inflamatorias crénicas (COSTA et al., 2012); (DA SILVA et al., 2014).

Os sinais da inflamag¢do, como aumento do fluxo sanguineo, elevacdo do
metabolismo celular, vasodilatacéo, dentre outros, e 0s mecanismos que tem relacao
com o processo inflamatério, sdo comuns, independente de qual fator é responsavel
por causar a inflamacdo (FERRERO-MILIANI et al., 2007). Quando o agente
inflamatorio se apresenta, a fosfolipase Az é ativada através das membranas
celulares, e em seguida atuam liberando os mediadores inflamatérios que vao agir
aumentando a permeabilidade e facilitando o processo migratorio dos leucécitos até
o local atingido pela inflamag&o (FALCAO et al., 2005).

Uma enorme parcela da populacdo é acometida por algum disturbio
relacionado a inflamacao, inclusive, a sua presenca € responsavel pela manifestacao
de diversas doencgas cronicas. Embora apresente grande ocorréncia, o tratamento das
doencas inflamatorias crbnicas ainda € encarado como um desafio, pois ainda que
varios agentes sejam de facil acesso, a falta de medicamentos que apresentem
eficacia e seguranca no seu uso ainda é um problema, assim como também 0s sérios
efeitos adversos que seu uso prolongado pode trazer (KULKARNI; ACHAIAH;
NARAHARI SASTRY, 2006). Atualmente, as abordagens terapéuticas utilizadas para
tratar as doencas inflamatérias, sdo baseadas nas enzimas pro-inflamatérias da
ciclooxigenase (COX-1 e 2). Os anti-inflamatérios néo-esteroidais (AINES), séo
medicamentos utilizados na reducdo das consequéncias da inflamacéao, eles atuam
inibindo as etapas iniciais da biossintese das prostaglandinas por meio da
ciclooxigenase (COX) (PATIL et al., 2019). No entanto, seu uso esté relacionado a
inimeros efeitos adversos indesejaveis como, toxicidades cardiovasculares,
gastrointestinais e renais (SOFIDIYA et al., 2014).

Nesse sentido, considerando as varias limitagdes que os anti-inflamatérios
atuais apresentam, torna-se urgente a busca por desenvolver novos e eficazes
farmacos para tratar esse tipo de enfermidades. Encontrar medicamentos seguros e
eficazes para tratar a inflamagé&o tem sido considerado um enorme desafio, a principal
estratégia para vencer esse desafio, tem se pautado na utilizacdo de fitoquimicos ou
fitoconstituintes, moléculas derivadas de plantas ou produtos naturais, que estdo se
apresentando como a principal fonte de drogas que podem apresentar acdo anti-
inflamatoria (PATIL et al., 2019). Os produtos naturais se apresentam como opc¢des
seguras, eficaz e de baixo custo para tratar os diversos tipos de doencas inflamatorias

(RAKIB et al., 2020). Dessa forma, eles séo considerados a estratégia mais racional
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e produtiva para atuar na cura dessas doencas (SOFIDIYA et al., 2014).

Indmeros estudos cientificos tém demonstrado o potencial que as plantas
possuem no tratamento de enfermidades inflamatorias (NAGORI et al., 2010). Como
exemplo, podemos citar o estudo de Sobeh et al., (2019), em que o extrato metandlico
das folhas de Eugenia uniflora apresentou atividade anti-inflamatoria frente aos testes
submetidos (SOBEH et al., 2019). No estudo realizado por Costa et al., (2020), o 6éleo
essencial obtido das folhas de Eugenia stipitata também apresentou propriedades
anti-inflamatorias frente aos modelos utilizados (COSTA et al., 2020). E outro exemplo
€ o estudo de Basting et al., (2014), em que o extrato hidroalcodlico das folhas de
Eugenia punicifolia apresentaram importante potencial anti-inflamatorio (BASTING et
al., 2014). Portanto, esses e outros estudos que demonstram o potencial anti-
inflamatério das plantas, fazem delas uma importante e promissora fonte de
compostos que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos e eficazes

farmacos com acédo anti-inflamataria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacéo estdo apresentados na forma de artigo.

O 6leo essencial de Eugenia gracillima Kiaersk alivia a dor e a inflamacdo sem

causar toxicidade oral em camundongos

Joyce Bezerra Guedes®*, Andreza Larissa do Nascimento? Wéndeo Kennedy Costa?,
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Resumo

Compostos a base de plantas tem sido relatado na literatura como potenciais
substitutos terapéuticos no tratamento de diversos tipos de enfermidades. O género
Eugenia, pertencente a familia Mytaceae, tem ganhado destaque por apresentar
importantes atividades biol6gicas. Nesse estudo, o 6leo essencial extraido das folhas
de Eugenia gracillima foi avaliado, quanto a sua toxicidade aguda, atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva e quanto ao seu possivel efeito na funcdo motora em
camundongos. O 6leo essencial foi obtido pelo método de hidrodestilagéo, e a analise
feita por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas, apresentando
0 germacrene-D como composto em maior quantidade. Nao foram observadas
nenhuma morte, nem alteracbes comportamentais de camundongos, nas
concentracdes avaliadas para a toxicidade oral. O consumo de 4gua e racao e 0 peso
dos animais ndo foram alterados na concentracdo de 2000 mg/kg. O Oleo néo

apresentou atividade hemolitica e ndo danificou as membranas das células. Os
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parametros hematolégicos avaliados ndo foram alterados apos o tratamento. Na
andlise dos parametros bioquimicos evidenciou-se, ha concentracdo de 5,000 mg/kg
um aumento nos niveis de alanine aminotransferase e aspartate aminotransferase. Ja
na avaliacao histopatoldgica, os 6rgdos internos dos animais apresentaram textura,
cor e aparéncia sem alteracdes, entretanto, o tratamento com 5,000 mg/kg apresentou
discreto infiltrado leucocitario ao redor da veia centrolobular. A atividade
antinociceptiva foi comprovada através dos testes de contor¢do induzida por acido
acético, formalina e movimento de cauda. Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria,
foi observada reducédo da inflamacdo no teste de edema de pata e diminuicdo na
migracdo do numero de leucdcitos e neutrofilos no teste de peritonite. Os testes de
campo aberto e labirinto em cruz elevado demonstraram que o 6leo ndo afetou a
func@o motora e a atividade exploratdria dos animais. Assim sendo, conclui-se que o
Oleo essencial de Eugenia gracilima apresenta atividades farmacoldgicas
antinociceptiva e anti-inflamatéria, sendo o seu uso seguro, uma vez que, hao causa

danos toxicolégicos, genéticos, hemoliticos ou comportamentais.

Palavras-chave: Caatinga; Eugenia; antinociceptivo; anti-inflamatorio; germacrene D.

Introducao

A dor é caracterizada como uma sensacdo desagradavel que sinaliza a
presenca ou desenvolvimento de lesbes reais ou potenciais. Uma das formas de
classifica é em relacdo ao tempo e suas caracteristicas, podendo ser aguda ou leve,
constante ou intermitente, geralmente tratada com analgésicos e/ou anti-inflamatorios
(LIMA; TRAD, 2007).

Assim, a grande parte das situacdes dolorosas podem estar ligadas a
processos inflamatorios que sédo gerados por uma reacdo de defesa do organismo
frente a uma agressdo, podendo vir de agentes fisicos, quimicos e biologicos
(WONGRAKPANICH et al., 2018). No entanto, tanto os analgésicos opioides, como
os anti-inflamatorios, trazem consigo varios efeitos adversos que causam prejuizos a
saude, tais como: efeitos deletérios no sistema nervoso central (Vella-Brincat e
Macleod, 2007), efeitos adversos imediatos como nausea, tontura; além de
associacdo a complicagbes mais sérias como, overdose, intoxicacdo e dependéncia

(LADOUCEUR, 2011). Nesse sentido, compostos a base de plantas tem sido relatado
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na literatura como potenciais substitutos terapéuticos no tratamento da dor (BASTING
et al., 2014), e inflamacao (COSTA et al., 2016).

As plantas medicinais apresentam em sua composi¢cao agentes importantes,
capazes de auxiliar no tratamento e cura de diversas doencas, contribuindo para a
melhoria da saude humana. Essas plantas produzem substancias que as tornam uma
otima fonte, na busca por novos compostos terapéuticos (Wurtzel e Kutchan, 2016).
Nessa perspectiva, a regido Nordeste do Brasil se destaca, por apresentar em sua
rica flora, produtos naturais com propriedades medicinais de grande importancia.
Tendo como destaque o dominio fitogeografico da Caatinga, onde o uso de plantas
medicinais como forma de tratamento e/ou cura de diversas doencas vem crescendo
exponencialmente e em virtude da pouca quantidade de espécies estudadas,
caracteriza-se como um vasto celeiro de moléculas a serem descobertas (SARAIVA
et al., 2015), dentre estas espécies destaca-se a familia botanica Myrtaceae.

Existem diversos relatos na literatura de Oleos essenciais, extraidos de
espécies do género Eugenia, pertencente a essa familia, que apresentam potencial
anti-inflamatério (Costa et. al., 2016), antimicrobiano (Santos et. al., 2020; Rodrigues
et. al.,, 2017), antinociceptivo (Basting et. al., 2014), dentre outras atividades. A
Eugenia gracilima Kiaersk, é endémica da Caatinga, de vegetacdo de floresta
subcauducifolia, podendo ser encontrada no municipio de Exu, no estado de
Pernambuco. Existem relatos na literatura a respeito do potencial de aplicacdo
biotecnolégica do seu 6leo essencial, apresentando resultados satisfatérios como
antioxidante e antiprotozoaria contra algumas formas de promastigotas (GOMES
VIDAL SAMPAIO et al., 2019), no entanto, até 0 momento ha poucos relatos a respeito
da sua atividade terapéutica. Desse modo, considera-se importante e necessaria a
realizacdo de estudos que avaliem um possivel efeito de toxicidade que essa planta
pode apresentar, bem como avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do

6leo essencial extraido de suas folhas.

Materiais e métodos

Extracdo de material botanico e 6leo essencial

Folhas de Eugenia gracillima foram coletadas no municipio de Exu,
Pernambuco, Brasil (7 °© 21'16.3 "S 39 ° 53'15.5" W), regido do bioma Caatinga. A
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exsiccata foi identificada com o voucher numero 91.440, e depositada no Herbario
Dardano de Andrade Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA / PE). As
folhas coletadas foram imediatamente lavadas em &agua destilada e secas a
temperatura ambiente (27 ° C). Em seguida, o material vegetal foi submetido ao
processo de hidrodestilacdo por 4 h em dispositivo tipo clevenger para obtencdo do

6leo essencial.

Caracterizacdo quimica do Oleo essencial de E. gracillima

A identificacdo dos compostos presentes no EgEO foi feita por cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massa (GC-MS), utilizando-se instrumento
quadripolar Agilent 5975C GC / MSD, equipado com coluna capilar de silica fundida
DB-5 néao polida Agilent J; W (filme de 30 m x 0,25 mm: espessura: 0,25 ym). Para
isso, 1 yL de EQEO foi injetado em modo dividido (50: 1) em um fluxo de 1 ml / min
mantido a uma pressao constante de 7,0 psi em temperaturas quadripolares de 230 °
C e 150 ° C. Os espectros de massa foram realizados a 70 e V (no modo EI) com uma
velocidade de varredura de 1,0 varreduras de 35-350 m / z. Os componentes
individuais foram identificados por comparac¢éo com os valores de indice de retencao
relatados anteriormente, adquiridos por co-injecdo de amostras de EgEO em
hidrocarbonetos lineares C9-C30, calculados de acordo com a equacéo de V den Dool
e Kratz (1963). Em seguida, utilizando as mesmas condi¢cdes acima, 0s componentes
presentes no EQEO foram quantificados por Cromatografia Gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC-FID) com base na &area do pico de cada composto no
cromatograma. Os dados de MS adquiridos para cada componente foram comparados
com os dados disponiveis na biblioteca espectral de massa do sistema GC-MS
(MassFinder 4, Dr. Hochmuth Scientific Consulting, Hamburgo, Alemanha); NIST08
Mass Spectral Library (ChemSW Inc. Fairfield, CA, EUA); Wiley Registry ™ de Mass
Spectral Data 92 Edicdo (Wiley, Hoboken, NJ, EUA) e com outros dados espectrais de
massa publicada (Adams, 2007). As analises foram realizadas em triplicata.

Condicfes do biotério e aprovacao ética

As abordagens experimentais in vivo deste estudo tém parecer favoravel do

Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (n°
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0067/2021) seguindo as recomendacdes da legislacéo brasileira para experimentacéo
animal. Foram utilizados camundongos albinos suicos, machos e fémeas, pesando
entre 30 e 35g, com idade entre 50-55 dias, do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Assami (LIKA). Sendo mantidos em condi¢cdes padréo (ciclo claro / escuro de 12
horas, 22 + 2 ° C e umidade de 50-55%) com espécies devidamente alimentadas com
racdo padrdo (Purina) e com agua fornecida ad libitum. Antes dos protocolos

experimentais, os animais foram aclimatados e jejuados por 6 horas.

Avaliacédo de seguranca por testes de toxicidade

Potencial hemolitico

O teste foi baseado no protocolo estabelecido por Jimenez et al. (2003). Os
eritrocitos de camundongos foram previamente centrifugados (10 min, 3800 rpm) e
uma suspensao a 2% foi incubada em placas de 96 po¢cos com uma solugao de NacCl
a 0,85% e EgEO (156,25-5.000 mg / mL) por 30 min a 27C. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante removido para dosagem da hemoglobina

liberada em leitor de espectrofotdbmetro a 540 nm de absorbancia.

Toxicidade oral aguda em camundongos

Grupos de camundongos fémeas (n = 5) foram separados aleatoriamente e
receberam os seguintes tratamentos: EgEO (2.000 mg / kg ou 5.000 mg / kg) ou NaCl
0,9% (Controle). Imediatamente e por até 4 horas, os camundongos foram observados
individualmente quanto a sensibilidade ao toque e som, alteracdes na pele, olhos e
membranas mucosas, mobilidade e comportamento agressivo. Posteriormente, 0s
animais foram alocados em seus respectivos grupos e monitorados diariamente por
14 dias, quanto ao consumo de racéo, agua e peso corporal (OECD, 2001). Ao final
do teste (15° dia), os animais foram anestesiados com solugéo de cetamina 90 mg /
kg /ip e xilazina 5 mg / kg / ip para coleta de sangue na veia cava inferior para analise
dos parametros hematoldgicos e bioquimicos. Em seguida, foi realizada a luxacao
cervical e realizada laparotomia exploradora para visualizagdo dos vicios e seguida
da retirada dos rins, figado, pulmdo, baco e coracdo para processamento

histopatolégico (Oliveira et al, 2019).
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Analise hematoldgica

Ao final do experimento (15° dia) uma parte do sangue foi homogeneizada em
tubo contendo anticoagulante (EDTA) e submetida a analisador hematoldgico
automatico e avaliacdo dos seguintes parametros: hemacias totais, hematocrito,
volume corpuscular médio (VCM) , hemoglobina corpuscular média (MCH),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), globulos brancos,

segmentados, linfcitos, mondécitos.

Andlise bioquimica

Uma segunda parte do sangue foi transferida para tudo com gel separador e
submetida a centrifugacao (3.000 rpm por 10 min) para obtencéo do soro. Em seguida,
foram avaliados os seguintes parametros: albumina, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase,
proteina total, creatinina, bilirrubina, colesterol total, triglicerideos. As determinacfes

foram feitas de acordo com as instru¢des do kit do fabricante (Labtest).

Investigacdes de atividade bioldgica

Para cada teste os camundongos machos foram separados em seis grupos (n
= 6) e receberam os tratamentos: EgGEO (25, 50 ou 100 mg / kg / por via oral), solucéo
salina (0,9% por via oral), morfina (10 mg / kg) ip) ou indometacina (20 mg / kg ip).
EgEO e solucdo salina foram administrados 1 hora antes do inicio dos testes,

enguanto os farmacos, morfina e indometacina foram administrados 30 minutos antes.

Atividade antinociceptiva

Teste de contor¢gdo abdominal induzida por acido acético

Nesse teste, os camundongos receberam injecao intraperitoneal de acido

aceético (0,85% v/ v) e foram colocados em uma caixa de polietileno para visualizagéo

e registro do numero de contor¢gdes no intervalo correspondente de 5 a 15 minutos
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apos a injecéo (Oliveira et al. ., 2018).

Teste de formalina

Para avaliacdo no teste de formalina, os camundongos receberam 20uL de
formalina (2,5%, v / v) na regido subplantar da pata traseira direita. O tempo gasto
pelo animal lambendo a pata foi registrado em dois intervalos de tempo diferentes: O-
5 minutos (primeira fase: dor neurogénica) e 15-30 minutos (segunda fase: dor

inflamatoria) apos a injecao de formalina (Hunskaar e Hole, 1987 ).

Movimento da cauda

Inicialmente, 30 camundongos foram pré-selecionados 24 horas antes do teste,
apos imersdo das caudas em agua morna (55 £ 1 ° C) e aqueles que retiraram as
caudas imersos antes de 5 s foram selecionados em cachos (n = 6). No dia do teste,
0os camundongos receberam tratamentos com EQEO, solucdo salina e morfina e
tiveram suas caudas imersas em agua morna nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 apds o
tratamento e o tempo de laténcia (limitado a 20 s) para uma reagéao de desconforto foi
registrados (Khatun et al., 2015).

Investigacéo de possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva

Os camundongos (n = 6) foram pré-tratados intraperitonealmente com naloxona
2 mg / kg (antagonista do receptor opioide néo seletivo) e apds 30 min foram tratados
com EgEO (100 mg / kg por 0s), solucéo salina (0,9% vo) ou morfina (10 mg/ kg ip) e
foram submetidos ao teste da formalina, conforme descrito anteriormente.
Atividade anti-inflamatoria
Edema de pata induzido por carragenina

Inicialmente, os grupos de animais receberam seus respectivos tratamentos e

1h ou 30 min apos o edema foi induzido por injecdo intraplantar de carragenina 2%

(15 L) ou solucéo salina (grupo controle). O volume da pata foi avaliado nos tempos
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0, 1, 2, 3 e 4 horas e o percentual de edema foi determinado, seguindo a formula:
Porcentagem = ((Volume final da pata - Volume inicial da pata) / (Volume inicial da
pata)) x 100 ( Winter, 1962).

Inducéo de peritonite por carragenina

Os métodos experimentais foram realizados segundo Oliveira et al., 2016. Os
camundongos receberam seus respectivos tratamentos e uma injecao intraperitoneal
de carragenina 1% (0,1 mL / 10g / pc) foi aplicada apos os tempos pré-estabelecidos
para cada substancia. Apés 4 horas da injecdo, os camundongos foram sacrificados
por deslocamento cervical e imediatamente e 2 mL de PBS heparinizado foram
injetados na cavidade peritoneal e, em seguida, o exsudato foi coletado. Foi realizada
a contagem de leucdcitos e a quantificagdo dos niveis de citocinas (TNF-a e IL-1B) da
lavagem peritoneal (Winter, 1962).

Avaliacao da atividade exploratdria e ansiedade

Para cada teste, os camundongos machos foram separados em seis grupos (n
= 6) e receberam os tratamentos: EQEO (25, 50 ou 100 mg / kg por via oral), solucao
salina (0,9% por via oral) ou Diazepan (10 mg / kg) ip). A solucéo salina e o 6leo
essencial foram administrados 1 hora antes do inicio dos testes, enquanto o Diazepan

foi administrado 30 minutos antes.
Teste de campo aberto

Os animais foram colocados individualmente em campo aberto por um periodo
de 5 minutos, com exploracéo horizontal (nUmero de cruzamentos), comportamentos
de autolimpeza (“gromming”) e exploracdo vertical (“criacdo”) sendo registrados
(Archer, 1973).

Teste de labirinto em cruz elevado

Os camundongos foram colocados individualmente no ponto central da

plataforma e imediatamente por 5 minutos, o niumero de entradas e 0 tempo gasto nos



39

bracos abertos e fechados foram registrados. Em seguida, o indice de ansiedade foi
determinado: Al = 1 - [{(tempo gasto nos bracos abertos / tempo total no labirinto) +
(numero de entradas nos bracos abertos / entradas totais no labirinto)} / 2]. Os valores
do indice de ansiedade variam de 0 a 1, e o aumento do indice expressa

comportamento semelhante ao da ansiedade (Kraeuter, et. Al., 2019).

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versdo 8.0 e
expressos em valores médios com desvio padrdao (+ DP). As diferencas
estatisticamente significativas foram calculadas usando a andlise de variancia
unilateral (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni ou Dunnett (quando necessario).
Os valores foram considerados significativamente diferentes em p <0,05 para

avaliacdo de toxicidade ep <0,001 para testes antinoceptivos e antiinflamatérios.

Resultados e discussao

A caracteriza¢do quimica do EQEO por GC-MS identificou a presenca de 45
compostos totalizando 99,68% do 6leo. Dentre todos os compostos identificados, o0s
majoritarios foram germacrene-D  (16,10%), y-muurolene-g (15,60%) e

bicyclogermacrene (8,53%), de acordo como mostra a tabela 1.

Tabela 1: Composicédo quimica do 6leo essencial obtido das folhas de E. gracillima
gracillima (OEEQ).

Compound RE RI° % Compound R  RI°P %
A-Elemene 924 926 6.06 | Zonarene 1374 1376 0.93
Sativene 932 932 0.21 | a-Muurolene 1387 1385 0.73
a-ylangene 946 945 0.50 | Cyclohexane 1389 1392 0.61
Copaene 961 952 0.60 | a-gurjunene 1417 1420 4.03
Guaia-6,9-diene 974 974 0.68 | yMuurolene-g 1430 1433 15.60
B-boubonene 988 991 0.71 | A-cadiene 1461 1458 6.23
B-cubene 1002 1003 0.11 | (+)-B-guaiene 1471 1470 0.84
Cyclohexane 1014 1015 1.41 | a-cadiene 1480 1482 2.33
a-cubene 1026 1030 0.12 | Selina-3,7(11)-diene 1500 1497 0.15
Bicyclo 1032 1038 4.89 | Germacrene B 1513 1515 7.43
B-copaene 1044 1048 0.31 | (-)-Spathulenol 1522 1525 0.67
y-elemene 1054 1058 0.73 | 2-B-pirene 1533 1533 0.29
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a-guaiene 1086 1087 1.80 | Gobulol 1537 1539 1.03
Cadina-3,5-diene 1095 1100 0.26 | Cyclopropeazulenol 1544 1544 1.01
Alloaromadendrene 1114 1112 0.90 | Cubenol 1548 1550 3.58
a-humulene 1123 1225 1.64 | Viridiflorol 1577 1579 0.42
Transcaryophyllene 1135 1236 0.40 | (+)-spathulenol 1582 1585 1.12
y-amorphene 1160 1162 1.77 | Isospathulenol 1592 1593 0.13
Cyclohexene 1174 1176 0.27 | Cadin-4-en-10-ol 1600 1599 0.67
y-muurolene 1186 1190 1.37 | Torreyol 1602 1605 0.60
Germacrene D 1195 1195 16.10 | a-cadinol 1622 1621 0.45
Naphthalene 1204 1209 0.16

(-)-isoledene 1324 1326 1.30

bicyclogermacrene 1348 1350 8.53

Total 99,68

Rla = Taxa de retencdo determinada; Rlb = Literatura especializada do indice de reten¢éo; % = area
de composto em relacdo ao EOEg.

Existe outro relato de composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de
Eugenia gracillima,(GOMES VIDAL SAMPAIO et al., 2019), em ambos a composi¢ao
foi dominada por hidrocarbonetos sesquiterpenos. O OEEg apresentou uma
composicdo semelhante com outros 6leos de espécies de mesma familia e género. A
predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos € comum em plantas
pertencentes ao género Eugenia, como pode-se observar em E. beaurepaireana
(Magina et al., 2009), E. dysenterica (Costa e Col., 2000) E. uniflora (Chang et al.,
2011), E. stipitata (Costa et al., 2020). A presenca dos compostos germacrene D e
bicyclogermacrene, foram associadas as atividades antibacteriana em E.
beaurepaireana (Magina et al., 2009) e E. uniflora (Chang et al., 2011), antifingica em
E. dysenterica (Costa e Col., 2000), e antinociceptiva e anti-inflamatéria em E. stipitata
(Costa et al., 2020).

O germacrene-D é considerado um precursor de muitos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (Bulow, 2000). Sdo normalmente produzidos em varias espécies de
plantas e é reportado propriedades antimicrobianas e inseticidas (Duarte, 2006).
Alguns estudos relatam a presenca de atividade analgésica, anti-inflamatoria (Del-
Vecchio-Vieira et al., 2009) antitumoral, antioxidante e inibitéria da a-amilase e
acetilcolinesterase (Setzer et al., 2006)

O oleo de E. involucrata, que apresenta o germacrene D e o bicyclogermacrene
como compostos majoritarios, demonstrou importantes atividades antinociceptiva

(LDs0218,6 mg/ kg) e antibacteriana (MIC 400 pg / mL), relatadas em testes realizados
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(Costa et al., 2020).

Avaliacao de toxicidade

Avaliacao fisiol6gica e comportamental

No teste de hemodlise em eritrécitos de camundongo in vitro, as taxas de
hemolise variaram de 0,79 a 1,91% nas concentracOes testadas. Esse resultado
demonstrou que OEEg nao possui atividade hemolitica e ndo danificou as membranas
das células. Em virtude dessa auséncia preliminar de efeitos téxicos, foi ensaiado o
teste toxicidade aguda in vivo.

A avaliacdo de toxicidade aguda foi realizada via oral, nas concentracdes de
5,000 e 2,000 mg/kg em dose Unica ndo promoveu mortalidade nem alteracdes
comportamentais. Os camundongos tratados com a dose de 5000 mg/kg
apresentaram uma reducéo de 53,96% e 38,82% para 0 peso e ao consumo de racao
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Tabela 2). Assim, a LDso foi
determinada acima de 5,000 mg/kg, classificando o OEEg como atoxico ou pouco

toxico, sugerindo seguranca de uso.

Tabela 2. Avaliacdo do consumo de comida e agua e ganho de peso dos animais do

controle e tratados com o 6leo essencial de Eugenia gracillima (EOEQ).

Parametros
Tratamentos Ganho de Consumo de Consumo de agua
peso comida
Controle 3.15+0.09 13.42+0.18 40.85+3.11
Dose Unica 2,000 mg/kg  3.20+0.22 13.05+£0.11 38.77+3.79
5,000 mg/kg 1.45+0.11*  8.21+0.20* 39.81+4.01

Os valores representam a média £+ SEM (n =5/ grupo). * Diferengas significativas (p <0,05) foram

encontradas em comparag&o com o controle.

Efeito do OEEg nos parametros hematoldgicos e bioquimicos
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Adicionalmente, os resultados hematoldgicos sdo sumarizados na tabela 3.
Todos os parametros hematolégicos avaliados: glébulos vermelhos, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular meédia (HCM),
concentracdo meédia de hemoglobina corpuscular (CMHC), glébulos brancos,
segmentados, linfécitos e mondcitos, ndo foram alterados em camundongos machos
apos o tratamento agudo em ambas as concentracdes de OEEg quando comparado
com o controle. O sangue € considerado um indice muito importante a respeito do
estado fisiolégico e patolégico no homem e nos animais, onde geralmente o0s
parametros medidos sao os citados nesse estudo (Adeneye et al., 2006). No entanto,
a normalidade desses parametros pode ser alterada pela ingestéo de algumas plantas
toxicas, o que justifica uma analise hematoldgica detalhada (Ajagbonna et al., 1999).
O efeito do tratamento com OEEg nas necessidades de 2.000 e 5.000 mg / kg néo
causou diferencas significativas nos niveis de hemécias, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracédo
média de hemoglobina corpuscular (CMHC) , glébulos brancos, segmentados,

linfécitos e mondocitos, quando comparados com controles.

Tabela 3: Parametros hematolégicos de camundongos tratados com 6leo essencial
de Eugenia gracillima (OEEQ).

OEEg
Parametro Controle 2000 5000 mg/kg

mg/kg
glébulos vermelhos (108/mms3) 9.23+0.72  9.16%#0.22  9.25+0.42
Hematacrito (%) 43.61+2.33 44.35£0.94 43.96%+1.21
Hemoglobina (g/dL) 15.61+0.81 15.29+0.44 14.96+0.63
VCM (%) 47.72+2.86 46.12+1.03 45.76x0.97
HCM (%) 16.78+0.82 16.01+0.45 16.77+£1.03
CMHC (%) 35.43+1.78 35.78+0.71 36.05+0.47
Glébulos brancos (103/mm3) 8.23+1.21  8.36x0.74  8.65+1.22
Segmentados (%) 51.43£1.38 49.46+2.16 52.45+£3.17
Linfocitos (%) 37.44+0.78 39.42+2.12 38.03x1.76
Mondcitos (%) 10.33£0.95 10.35+1.69 10.37+1.19

OEEg: oleo essencial de Eugenia gracillima. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina

corpuscular média; CMHC: concentragdo média de hemoglobina corpuscular; Os valores representam
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a média + SEM (n =5/ grupo). (*) Indica diferenga significativa (p <0,05) em comparacdo com o controle

O efeito do tratamento com OEEg nas praticas de 2.000 e 5.000 mg / kg em
camundongos controlados e tratados estdo representados na tabela 4. O tratamento
com OEEg nédo causou semelhancas nos niveis de albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) , fosfatase alcalina, gama-
glutamiltransferase, proteina total, creatinina, bilirrubina, colesterol total e
triglicerideos, quando comparados com controles. Entretanto no tratamento com 5.000
mg / kg de OEEg observou-se um aumento nos niveis das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (Tabela 4). Diversos
compostos toéxicos de plantas acumulam-se no figado, onde sdo desintoxicados,
portanto, testes que avaliam a funcdo hepatica sdo bastante Uteis na avaliacdo de
efeitos tdxicos de plantas medicinais. Dentre esses testes, a determinacdo de AST e
ALT sao considerados os principais, pois qualquer necrose das células do figado leva
um aumento significativo dessas enzimas (Adeneye et al., 2006). Dessa forma, esses

resultados podem indicar algum tipo de lesdo hepética ocasionada pelo OEEg.

Tabela 4. Parametros bioquimicos de sangue de camundongos tratados com 6leo
essencial de Eugenia gracillima (OEEQ).

OEEg
Parametro Controle 2000 5000 mg/kg

mg/kg
Albumina (g/dL) 4.77+0.27  4.76x0.96  4.55+0.53
Alanine aminotransferase (U/L) 67.9£2.33 71.245.44  89.9+0.61*
Aspartato aminotransferase (U/L) 102.3£2.93 108.2+3.92 143.5+0.73*
Alkaline fosfatase (U/L) 13.2+0.86 13.2+1.51 13.6+£1.44
Gamma-glutamyl transferase 10.39£1.32 10.1+1.41 11.3£1.72
Proteina total (g/dL) 5.21+0.72 5.79+1.29 5.71+0.53
Nitrogénio da ureia no sangue (mg/dL) 36.6+0.52 37.7+0.76 37.7+0.71
Creatinina (mg/dL) 0.29+0.11 0.28+0.67 0.28+0.43
Bilirrubina (mg/dL) 0.17+0.01  0.19+0.13  0.19+0.32
Colesterol total (mg/dL) 113.4+1.97 111.3+2.38 114.6+2.93
Triglicerideos (mg/dL) 132.5£3.95 130.9+2.89 127.8+3.26

OEEg: 6leo essencial de Eugenia gracillima. Os valores representam a média + SEM (n = 5/ grupo).

(*) indica diferenca significativa (p <0,05) em comparagcao com o controle.
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Peso do 6rgao e histopatologia

Os orgdaos internos dos animais tratados e controle apresentaram textura, cor
e aparéncia sem alteracfes. Na avaliacdo do peso de figado, rim, baco, pulméo e
coracao de animais tratados com OEEg néo apresentaram diferencas significativas
(p>0.05) em comparacao ao controle. A figura 1 mostra os resultados histopatolégicos
de drgdos internos de camundongos controle e tratados com OEEg nas
concentracdes de 2,000 e 5,000 mg/kg. Os camundongos tratados com 2,000 mg/kg
de OEEg e controle apresentaram o tecido hepatico com arquitetura preservada de
veias centrolobulares, corddes de hepatécitos e espaco de Disse. Entretanto o
tratamento com 5,000 mg/kg apresentou discreto infiltrado leucocitario ao redor da
veia centrolobular. Tal fato, pode ser corroborado com as alteracdes evidenciadas nas
transaminases ALT e AST. O tecido renal apresentou glomérulo e tabulos contorcidos
dentro da normalidade. Nos animais tratados com OEEg o baco apresentou nédulos
linfaticos bem delimitados com discreta ativacdo quando comparado ao grupo tratado
com salina. Os pulmdes apresentaram o0s bronquiolos e sacos alveolares dentro da
normalidade para todos os tratamentos. As fibras do miocéardio estavam evidenciadas

em todos os grupos de camundongos sem alteracao.
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Legenda: Fotomicrografias representativas dos figados, rim, baco, pulmao e coragéo de
camundongos fémeas dos grupos controle e tratados com 2,000 ou 5,000 mg/kg de OEEg.
Figados: a veia centrolobular (cv) é vista em todas as imagens assim como o espaco de Disse
(seta). Rins: Glomérulos renais (Gr) e os tubos contorcidos pontas de seta sédo preservados
e ordenados. Baco: Os linfonodos (Nd) sao bem definidos nos grupos de controle e tratados.
Pulméo: Apresenta Bronquiolos (Br) e sacos alveolares (As) em sua morfologia normal em
todos os grupos. Coracgéo: Fibras musculares (seta) sem alteracdes em todos os grupos. Foi
utilizada coloragdo com hematoxilina e eosina. Ampliacéo: 400x para figado e rim. Ampliacédo

&1 I \ . ¥ » 4 A

O conjunto de resultados da avaliacdo da toxicidade revelam que o uso oral em
dose Unica de OEEg néo apresentou efeito toxico em camundongos, podendo assim,

ser explorado em estudos de atividade farmacol6gica aguda.

Atividade antinociceptiva

Teste de contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético

O teste de contor¢cbes abdominais, induz irritagcdo e lesbes no abdémen do
camundongo, provocando os espasmos chamados de contor¢des (Almeida Junior,
2019) além de estimulagdo de nociceptores e consequentes reacdes
comportamentais (Oliveira et al., 2018).

As diferentes concentracfes de OEEg testadas reduziram o numero de
contorcbes abdominais em 78,82-84,75% (Figura 2). Os grupos tratados com as
drogas de referéncia, indometacina e morfina, demonstraram redugcéo de 85,88 e
98,83%, respectivamente, quando comparados ao controle.

Foi reportado que o tratamento com o Oleo essencial de E. caryophyllata
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demonstrou que nas concentragdes de 50, 75 e 100 mg/kg, reduziram em 61,6, 64,8
e 88,3% respectivamente, o niumero de contracdes induzidas por acido acético, em
comparacao com o grupo controle (Daniel et al., 2009). Da mesma forma, um 06leo
essencial de E. stipitata, apresentou resultados positivos quando testado nas
concentracfes de 40, 100 e 250 mg/kg, exibindo uma reducdo de 54,1- 56,6% no
namero de contor¢cdes (Costa et al.,, 2020). No estudo realizado por Sobeh et al.,
(2019), utilizando as concentragfes de 100 e 200 mg/kg, demonstrou que o 6leo
essencial de E. uniflora reduziu em 60 e 74% respectivamente, as contorcoes

induzidas por acido acético.

Figura 3: Efeito do Oleo essencial de Eugenia gracillima (OEEg) na contorcao

abdominal induzida por acido acético.
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OEEg: 6leo essencial de Eugenia gracillima. Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em

comparacao com o controle, ANOVA unilateral seguida pelo teste de Dunnett.

Apesar dos resultados positivos apresentados pelo tratamento de OEEg na
reducdo de contor¢des, ainda assim considera-se como um teste de baixa
especificidade e inadequado para diferenciar os mecanismos analgésicos central e
periféricos (Vogel and Vogel, 1997). Assim exigiu-se a necessidade de teste

complementares, tais como formalina e movimento de cauda.

Lambida de pata induzida por formalina em camundongos

A administracao oral de OEEg apresentou atividade antinociceptiva no teste de
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formalina nas fases neurogénica como na inflamatoéria (Figura 3). Na primeira fase, o
tratamento com OEEg reduziu o tempo de lambedura da pata de 24,71- 62,17%
quando comparados ao grupo controle. Na segunda fase (inflamatoria), as diferentes
concentracdes de EgEO (100, 50 e 25 mg/kg) apresentaram reducao significativa de
81,19, 60,80 e 40,36% respectivamente, no tempo de lambedura da pata. A morfina
(10 mg/kg) foi ativa em ambas as fases e a indometacina suprimiu a resposta na
segunda fase.

Guimaraes et al., (2009), relataram que o tratamento oral com 100 mg/kg de
Oleo essencial de Eugenia candolleana DC., reduziu em 55,6 e 87,8% o tempo de
lambida na primeira e segunda fase respectivamente quando comparado ao controle.
Os resultados obtidos em nosso estudo, indicam que o OEEg apresenta atividade em
ambas as fases do teste, tanto no alivio da dor neurogénica, quanto da dor
inflamatoria. Para fins de confirmacdo de envolvimento central na analgesia, foi

realizado o teste de movimento de cauda.

Figura 4: Efeito do Oleo essencial de Eugenia gracillima (OEEg) em ambas as fases

do ensaio de formalina.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparacdo com o controle, ANOVA unilateral
seguida pelo teste de Dunnett.

Movimento de cauda

Os resultados do teste de movimento de cauda mostraram que o tempo de

laténcia dos animais tratados com OEEg e morfina foi significativamente aumentado
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(p<0.001) apdés 30 minutos de tratamento, quando comparado ao grupo controle
(Figura 4). No tempo de 60 minutos, os tratamentos com OEEg apresentaram eficicia
de 45-70,8%. J& no tempo de 90 minutos, atingiu 0 maximo de eficiéncia com eficicia
de até 84,15%. O tratamento com morfina, apresentou eficacia de 91,65-96,65% no
intervalo de 30-120 minutos ap0s o tratamento.

A reacdo de remocao de cauda é controlada por um reflexo espinhal e diversos
medicamentos podem agir produzindo uma analgesia periférica através de fibras
sensoriais espinhais (Scholz e Wolf, 2002). Dessa forma, com base nos resultados
obtidos nesse teste, pode-se concluir que o OEEg apresenta atividade antinociceptiva

com mecanismo central semelhante a morfina.

Figura 5: Efeito do éleo essencial de Eugenia gracillima (OEEg) no ensaio de imersao

na cauda
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparacdo com o controle, ANOVA unilateral

seguida pelo teste de Dunnett.

Possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva

Buscando avaliar o possivel mecanismo de agdo antinociceptivo do OEEg, um
grupo de camundongos foram pré-tratados, com naloxona 2 mg/kg/ip, (antagonista
opioide), em seguida foi administrado o OEEg na concentracdo de 100 mg/kg e
posteriormente os animais foram submetidos ao teste da formalina. Na figura 6, mostra

gue a administracédo de naloxona antes dos tratamentos com o OEEg, promoveu uma
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inibitoria parcial do efeito antinociceptivo do 6leo, reduzindo a atividade para 45,32 e
23,60% para primeira e segunda fases. Tais resultados sugerem que a agao
antinociceptiva de OEEg envolve, em parte, o sistema opioidérgico. Resultados
semelhantes foram observados em estudo realizado por (SANTOS et al.,, 2020),
utilizando extratos obtidos das cascas de Myrciaria floribunda, planta pertencente a
mesma familia de E. gracillima, onde os resultados demonstraram que, na primeira
fase do teste da formalina, o efeito analgésico do extrato, na concentracdo de 100 mg
/ kg, foi mediado pela acéo sobre os receptores opioides, visto que a naloxona reverteu
0 seu efeito.

Figura 6: Investigacdo dos mecanismos de atividade antinociceptiva do 6leo essencial

de Eugenia gracillima (OEEg) no teste da formalina.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparacdo com o controle, ANOVA unilateral
seguida pelo teste de Dunnett.

Atividade anti-inflamatéria

Edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema de pata induzido por carragenina disponibiliza uma
resposta bifasica, o que permite detectar agentes anti-inflamatérios ativos, que
possuem acgao contra mediadores de inflamacé&o aguda (Costa et al., 2020). A Figura
7 apresenta os resultados do efeito anti-inflamatério do OEEg no edema de pata

induzido por carragenina. Todos 0s grupos tratados com 6leo reduziram
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significativamente o volume do edema de pata com inibicdo de 98,13- 98,20%, quando
comparados ao grupo controle. O tratamento com indometacina reduziu o volume do
edema de 81,02%. A atividade do OEEg e da Indometacina se mantiveram constante
durante todo o teste. Resultados semelhantes foram observados em testes com o 6leo
essencial de E. stipitata, onde o mesmo apresentou redugédo significativa no volume
de edema de pata, exibindo uma inibicdo de 88,66%, 91,3% e 96,94%, nas
concentracoes de 40, 100 e 250 mg/kg respectivamente (Costa et al., 2020).

Figura 7: Respostas de diferentes concentragfes de Oleo essencial de Eugenia

gracillima (OEEg) ao edema de pata induzido por carragenina.
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Os valores representam a média + SEM. * p <0,001 em comparagcdo com o controle, ANOVA unilateral
seguida pelo teste de Dunnett.

Peritonite

No tratamento de camundongos com OEEg nas concentracdes de 100, 50 e 25
mg/kg demonstraram uma diminuicdo na migracdo do numero de leucocitos (82,71,
76,54 e 64,19%, respectivamente), neutrofilos (69,81, 66,03 e 54,71%,
respectivamente). J& o grupo tratado com indometacina apresentou redugcdo da
migracao de leucocitos de 79,01% e neutrofilos de 71,69% (Tabela 7). Em estudos
realizado por (Costa et al., 2020), utilizando 6leo essencial de E. stipitata, espécie
pertencente também a familia Myrtaceae, foram observados resultados semelhantes

para esse mesmo teste, onde o 6leo nas concentragfes de 40, 100 e 250 mg/kg
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apresentou uma diminuicao significativa na migracéo do nimero de leucocitos (76,9%,
81,7% e 86,5%, respectivamente) e neutrofilos (74,5%, 79,6% e 77,9%,
respectivamente), quando comparados ao controle que apresentaram uma inibicado da
migracdo de leucdcitos de 71,9% e 67,7% de neutroéfilos. Outro resultado satisfatorio
para esse teste foi elucidado no estudo de (SOBEH et al., 2019), onde os animais
tratados com o extrato das folhas de E. uniflora 100 mg/kg, po, demonstraram uma
reducédo de 4,84 + 1,97 leucdcitos x 10 ® mL ), quando comparados com os nédo
tratados que apresentaram um resultado de (10,04 * 2,64 leucécitos x 10 ® mL 1).
Os numeros indicados pelo extrato foram semelhantes ao diclofenaco (10 mg / kg,
po), medicamento de referéncia utilizado, que apresentou reducao de (4,02 + 0,82

leucécitos x 10 ® mL - 1).

Tabela 5. Efeito do 6leo essencial de Eugenia gracilima (OEEg) na migracdo de
leucdcitos e migracdo de neutrdfilos na exsudacdo peritoneal em induzida por

carragenina.

Dose Leucocitos Inibicao Neutrofilos  Inibicédo
(mg/kg) (105/ml) (%) (10%/ml) (%)
Veiculo - 8.1+0.9 - 5.3+x0.5 -
Indometacina 20 mg/kg 1.7+£0.6* 79.01 1.5+£0.3* 71.69
OEEg 100 mg/kg  1.4+0.3* 82.71 1.6+0.1* 69.81
50 mg/kg 1.9+0.4* 76.54 1.8+0.3* 66.03
25mglkg  2.9+0.4* 64.19 2.4+0.3* 54.71

Os valores representam a média £ SEM. * p <0,001 em comparagédo com o controle, ANOVA unilateral

seguida pelo teste de Dunnett.

Avaliagdo comportamental: campo aberto e labirinto em cruz elevado

A classe de analgésicos em geral, apresentam como efeitos colaterais comuns,
uma acgado sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ocasionando reacdes como,
sonoléncia, alteracdo da consciéncia, alteracées emocionais e até gerar reducdo da
coordenacao motora (Prut e Belzung, 2003). Dessa forma, com o intuito de investigar
possiveis reacdes desse tipo para OEEg, foram realizados testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevado, utilizando uma dose de 1000 mg/kg do éleo.

Os resultados obtidos para o tratamento com OEEg no campo aberto ndo foram



52

significativos para rearings 11+2 e crossings 79+9. Ja o diazepam, droga controle
utilizada, que demonstrou uma reducgédo rearings (8+1l) e crossing (37+6), no
comportamento exploratério dos animais.

Na avaliacdo de labirinto em cruz elevado os animais tratados com OEEg
apresentaram um indice de ansiedade de 0.54, valor nao significativo em comparacao
ao controle, que apresentou indice de ansiedade de 0,41. O grupo tratado com
diazepan apresentou indice de ansiedade de 0.9, ocasionando ansiedade nos animais
e comprovando sua acgao neuroldgica.

Dessa forma, os resultados obtidos revelam que, o tratamento com OEEg néo
causa nenhum efeito depreciativo do SNC desses animais, uma vez que nem a
atividade exploratéria, nem emocional foram afetadas nos testes realizados, tornando

entdo, o OEEg uma boa opcéo no tratamento de dor e inflamacéao.

CONCLUSAO

O dleo essencial das folhas de Eugenia gracillima ndo apresentou toxicidade
nas concentragbes testadas, também ndo foram observadas alteracoes
comportamentais, bem como seu potencial hemolitico ndo foi significativo,
assegurando dessa forma, o seu uso. O OEEg demonstrou atividade biologica
apresentando mecanismo antinociceptivo e anti-inflamatério, inibindo de forma
satisfatoria a dor e a inflamacéo. De acordo com relatos na literatura, a presenca dos
compostos majoritarios germacrene D e byciclogermacrene, estdo associados a

presenca dessas atividades biologicas.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo, podemos afirmar
gue o Oleo essencial de E. gracillima, apresenta atividade biologica, e apresenta
capacidade de inibir a nocicepcdo, com acado semelhante a expressada pelos
opioides. Além disso, OEEgQ apresentou baixa toxicidade e baixo potencial hemolitico,
demonstrando a seguranca do seu uso e apresentou atividade anti-inflamatéria
promissora sem causar nenhum efeito deletério ao SNC.
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6 SUMULA CURRICULAR

¢ Organizacao do IX workshop potencial biotecnolégico da Caatinga.
e Escrita de revisao sobre antivirais

e Participacéo no projeto de pesquisa “Avaliagao da atividade antinoceptiva e anti-
inflamatoria do éleo essencial das folhas de Eugenia pohliana DC.”
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