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RESUMO

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), conhecida como pitanga, € uma espécie usada na
medicina tradicional que possui atividades bioldgicas j4 descritas na literatura, tais
como antioxidante, anti-inflamatéria, antinociceptiva, que estdo associadas a
presenca de flavonoides, acidos fendlicos, taninos hidrolisaveis e 6leos essenciais.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades anti-inflamatéria
e antinociceptiva do extrato seco por aspersdo (ESA) das folhas de E. uniflora e
investigar o mecanismo de acdo envolvido na atividade antinociceptiva de fracdes
obtidas. O extrato foi obtido por turbdlise utilizando a mistura agua: etanol:
propilenoglicol como solvente, e em seguida, foi submetido a secagem por spray
dryer. O ESA foi submetido a sucessivas particbes com hexano, agua e acetato de
etila, originando fracbes FH, FAQr e FAE respectivamente. A caracterizacdo do ESA
e fracOes foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nos ensaios in vivo foram utilizados camundongos
Swiss (Comité de ética: n°® 0068/2020) para avaliar as atividades anti-inflamatoria
(testes de edema de pata e de peritonite, ambos induzidos por carragenina) e
antinociceptiva (testes de contorcbes abdominais induzidas por &cido acético,
formalina e movimento de cauda). Na investigacdo do possivel mecanismo de acéao,
foi realizado o teste da formalina com as fracGes frente a acdo de um bloqueador
opioide néo seletivo (naloxona). Como resultados foi possivel detectar a presenca de
polifenadis, incluindo os marcadores acido galico e acido elagico e miricitrina por CCD,
com bandas mais evidentes no ESA e FAE. O perfil observado por CCD, foi
confirmado por CLAE e corroboram com dados da literatura para extratos da espécie.
O ESA demonstrou atividade anti-inflamatoria diminuindo o edema de pata durante
todo o experimento, bem como diminuindo a migracéo leucocitaria para a cavidade
peritoneal, apresentando relevancia estatistica. Nos testes de nocicepcdo, ESA foi
capaz de reduzir o niumero de contor¢des induzidas por &cido acético, diminuiu o
tempo de lambedura de pata no teste da formalina e aumentou a laténcia para
movimento de cauda em banho quente, com p < 0,05. Durante a avaliacdo de
mecanismo de acdo a FAE demonstrou atividade antinociceptiva superior a FAQr, e
considerando a analise fitoquimica sugere-se que o composto relacionado a essa
atividade seja o flavonoide miricitrina, visto que esta presente apenas na FAE.

Confrontando FAE e FAqgr (25 mg/kg) com o bloqueador naloxona, houve um aumento



no tempo de lambedura (p < 0,05), indicando que a atividade antinociceptiva percebida
anteriormente se da através de receptores opioides. Considerando estes resultados,
concluimos que E. uniflora confere potencial terapéutico com propriedades anti-
inflamatdrias e antinociceptivas e de acordo com a investigacdo de mecanismo de
acao, sugerimos que estas atividades estejam relacionadas a presenca de flavonoides
e mais especificamente a miricitrina enriquecidos na FAE, através da atuacdo em

receptores opioides.

Palavras-Chave: Eugenia uniflora; anti-inflamatério; antinociceptivo; miricitrina;
agonista opioide.



ABSTRACT

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), known as pitanga, is a species used in traditional
medicine that has biological activities already described in the literature, such as
antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive, which are associated with the presence
of flavonoids, phenolic acids, hydrolysable tannins, and essential oils. In view of the
above, the aim of this work was to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive
activities of the spray-dried extract (SDE) of E. uniflora leaves and to investigate the
mechanism of action involved in the antinociceptive activity of the fractions obtained.
The extract was obtained by turboextraction using the mixture water: ethanol:
propylene glycol as solvent, and then was subjected to spray drying. The SDE was
submitted to successive partitions with hexane, water and ethyl acetate, originating
fractions HF, AqrF and EAF respectively. The characterization of SDE and fractions
was performed by thin layer chromatography (TLC) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). In the in vivo assays, Swiss mice were used (Ethics
Committee: No. 0068/2020) to evaluate the anti-inflammatory (paw edema and
peritonitis tests, both induced by carrageenan) and antinociceptive (abdominal
contortions tests induced by acetic acid, formalin and tail movement) activities. To
investigate the possible mechanism of action, the formalin test was performed with the
fractions against the action of a non-selective opioid blocker (naloxone). As results it
was possible to detect the presence of polyphenols, including the markers gallic acid
and ellagic acid and myricitrin by TLC, with bands more evident in SDE and EAF. The
profile observed by TLC, was confirmed by HPLC and corroborate with literature data
for extracts of the species. SDE demonstrated anti-inflammatory activity by decreasing
paw edema steadily throughout the experiment, as well as decreasing leukocyte
migration into the peritoneal cavity. In nociception tests, SDE was able to reduce the
number of acetic acid-induced writhing, decreased paw licking time in the formalin test
and increased the latency for tail movement in hot bath. During the mechanism of
action evaluation, EAF showed higher antinociceptive activity than AqrF, and
considering the phytochemical analysis it is suggested that the compound related to
this activity is the flavonoid miricitrin, since it is present only in EAF. Confronting EAF
and AgrF (25 mg/kg) with the blocker naloxone, there was an increase in licking time
(p < 0,05), indicating that the previously perceived antinociceptive activity takes place

through opioid receptors. Considering these results, we conclude that E. uniflora



confers therapeutic potential with anti-inflammatory and antinociceptive properties and
according to the investigation of mechanism of action, we suggest that these activities
are related to the presence of flavonoids and more specifically myricitrin enriched in
EAF, through acting on opioid receptors.

Keywords: Eugenia uniflora; anti-inflammatory; antinociceptive; myricitrin; opioid

agonist.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € a resposta de um tecido vivo e vascularizado a um agente
infeccioso, a um antigeno ou mesmo a um estimulo irritante de natureza fisica,
quimica ou traumdtica. Essa resposta manifesta-se pela presenca de 4 sinais
cardinais: rubor, calor, edema e dor que pode levar a perda de funcéo do tecido ou
orgdo afetado (ETIENE, VIEGAS, VIEGAS, 2021). A dor nociceptiva representa um
sistema importante para alertar o organismo sobre um dano tecidual, a partir da
sinalizacdo mediada por receptores periféricos de alto limiar, denominados
nociceptores (NICKEL et al., 2012).

Na tentativa de inibir o processo inflamatério e nociceptivo, os anti-inflamatérios
nao esteroides (AINEs) constituem em um grupo heterogéneo de moléculas com
propriedades anti-inflamatéria, analgésica e antipirética eficazes. Mas em paralelo a
estes efeitos, € frequentemente associado a tais farmacos os efeitos adversos
gastrointestinais graves, como ulceracfes e dispepsias pelo seu uso continuado
(MITCHELL et al., 1993).

Em outra direcdo, tem-se sugerido diversas estratégias na busca de novos
farmacos anti-inflamatorios e analgésicos que apresentem mecanismos relevantes e
desencadeiem reacfes adversas menos intensas. Dentre eles, existem numerosos
agentes oriundos de fontes naturais que apresentam importantes atividades
biologicas, tais como terpenos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, entre outros, que
tem demonstrado atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva em modelos
farmacoldgicos in vitro e in vivo. O estudo de plantas medicinais preconizadas pela
medicina popular recorre ao emprego de técnicas e modelos experimentais para
validar a sua utilizacdo de forma segura e eficaz, na procura de novos medicamentos
ou prototipos de novos farmacos a partir de produtos naturais (UPADHYAY, 2019).

Nesse contexto, insere-se Eugenia uniflora L., conhecida popularmente como
pitanga ou pitangueira, pertencente a familia Myrtaceae, representando importancia
econdmica devido ao seu potencial agroindustrial e alimenticio, além de apresentar
efeitos benéficos a saude, sendo utilizada para tratamento de disturbios gastricos,
diabetes, febre e hipertensdo. Foi evidenciada a presenca de flavonoides, &cidos
fendlicos, monoterpenos e sesquiterpenos, antocianidinas e carotenoides na pitanga.

A constituicdo quimica de espécies vegetais confere a elas a capacidade de
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apresentar propriedades terapéuticas, justificando assim o seu uso pela populacéo
(BEZERRA et al., 2018; BIAZOTTO et al., 2019; SOBEH et al., 2019). Acerca das
atividades farmacoldgicas descritas para E. uniflora, a literatura relata propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria, antinoceptiva, antidiabética, redutora lipidica,
antiproliferativa, leishimanicida, antibacteriana e antifingica (FALCAO et al., 2018;
RONCATO et al., 2019; SOBEH et al., 2019).

Considerando que o0s estudos sobre o uso de espécies vegetais sao
sustentados pela biodiversidade brasileira e pela busca de novos agentes
terapéuticos, principalmente no que se refere a identificacéo dos principais compostos
ativos, elucidacdo da estrutura e atividade farmacoldgica (seguranca e eficacia), esse
projeto justifica-se pela ampliagdo e esclarecimento sobre o conhecimento acerca da
diversidade de produtos derivados das folhas de Eugenia uniflora com atividades anti-
inflamatoria e antinociceptiva e os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na

resposta antinociceptiva.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DA INFLAMACAO

A inflamag&o é um processo regulatério iniciado como consequéncia de leséo
tecidual ou infecdo. Se trata de um dos eventos mais eficazes que protegem nosso
corpo contra infeccdes, lesdes, exposicdo a produtos téxicos ou estresse. Em
detrimento disso, € um processo complexo que envolve diferentes tipos de células do
sistema imunoldgico e vias de sinalizagdo (CHOVATIYA; MEDZHITOV, 2014).

A fungéo da inflamacéo é reconhecer e eliminar o estimulo nocivo e remover o
tecido danificado com o objetivo de restaurar a homeostase, desencadeando assim,
o término da resposta aguda, ensejando o processo de reparacdo completo (JUNIOR
et al., 2011) como visto na figura 1. Mas quando este processo ndo ocorre de maneira
eficiente e sincronizada, a resposta inflamatoria pode levar a uma leséao tecidual
persistente. Quando a resposta inflamatoria é excessiva e prolongada pode levar a
diversas desordens que resultam nas patogéneses mais prevalentes, como as
doencas reumaticas, diabetes, doenca de Alzheimer e aterosclerose (SERHAN;
CHIANG, 2004).
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Figura 1 - Esquema representativo do processo inflamatério.
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Fonte: Etienne, Viegas, Viegas, 2021.

E um processo dinamico e orquestrado por interacées entre mediadores da
inflamacéo e células inflamatérias, tendo como sua caracteristica mais classica a
vasodilatacdo, que é produzida por diversos mediadores, sendo eles citocinas e
prostaglandinas, como: histamina (His), prostaglandinas E2 (PGEZ2), interleucina 13
(IL-1B), TNF-a, lipoxinas, cininas, leucotrienos, 6xido nitrico (NO) e outros (Figura 2).

Eventos vasculares relacionados com a fase aguda da inflamacgéo incluem
vasodilatacdo das pequenas arteriolas com aumento no fluxo sanguineo, aumento na
permeabilidade e extravasamento de liquido. O extravasamento de fluidos durante o
processo origina-se a partir de cascatas proteoliticas (sistema complemento, sistema
de coagulacéo, sistema fibrinolitico e sistemas de cininas). Esse exsudato inflamatoério
local é constituido de proteinas plasmaticas e leucdcitos, que ficam restritos aos vasos
sanguineos, mas, com 0 aumento da permeabilidade, tém acesso, através das

vénulas pos-capilares, ao sitio de infec¢do ou lesdo (Figura 2) (ROCK; KONO, 2008).
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Figura 2 - Componentes da resposta inflamatéria, aguda e crénica e suas fungdes.
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Esse fluido inflamatério acarreta algumas caracteristicas marcantes do
processo inflamatorio, como o inchagco que € consequéncia do aumento da
permeabilidade vascular que permite o extravasamento do fluido e, assim, a formacéo
do edema. A dor esta relacionada, tanto pela compressao de terminagdes nervosas
pelo edema, quanto pelas substancias quimicas (citocinas, quimiocinas e
prostaglandinas) liberadas no tecido. Por ultimo vem a perda de funcao, podendo ser
total ou parcial, em decorréncia do edema e da dor, principalmente nas articulacdes e
tecidos ou membros relacionados ao movimento (BARNES,1998).

Tanto na resposta de fase aguda quanto na crénica os mediadores
inflamatdrios como a bradicinina, leucotrienos, interleucinas, substancia P e
prostaglandinas agem ativando outras células envolvidas com o processo inflamatorio,
ampliando assim, a resposta inicial ao agente lesivo. Assim como os mediadores
inflamatorios liberados pelos macrofagos, mastocitos e células endoteliais ou
nervosas traumatizadas, acabam ativando nociceptores facilitando a transmissao
dolorosa (KRAYCHETE, CALASANS, VALENTE, 2006).

O &cido araquidénico € um mediador inflamatério resultante da acdo da
fosfolipase A2 nos lipideos de membrana que posteriormente € metabolizado pela
cicloxigenase (COX-1 e COX-2), lipoxigenase e epoxigenase, formando
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas e &cido

epoxieicosatetraeindico (HOHJOH et al., 2014).
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A COX-2, é frequentemente referida como a isoforma induzivel responséavel
pela producdo de prostaglandinas durante a inflamacao. Além do envolvimento em
processos inflamatdrios, a COX-2 também esté relacionada com o crescimento e a
formacao tumoral (SILVA, 2017). Uma das prostaglandinas formadas pela COX-2 é a
prostaglandina E2 (PGE2), que € o principal prostanoide pré-inflamatério envolvido na
hipersensibilidade dolorosa periférica e central. A PGE2 ativa na periferia os canais
de sédio e calcio, reduz o fluxo de potassio, ativa receptores purinérgicos, sensibiliza
e potencializa os receptores TRPV1 e aumenta a sensibilidade de receptores de
bradicinina via PKA e PKC produzindo assim a hiperalgesia. A sensibilizacéo central
da PGEZ2 pré-sinaptica ocorre pela liberacdo de calcio e posteriormente de glutamato,
substancia P e do peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP), enquanto a
PGEZ2 pos-sinaptica potencializa os receptores NMDA e AMPA e bloqueia a liberagéo
de neurotransmissores inibitérios como a glicina (Figura 3) (CHEN, YANG,
GROSSER, 2013).

Figura 3 - Sensibilizacdo periférica e central via prostaglandina E2 (PGE2).

Inflammation Pain

@ interneuron .
Glycine
@ Peripheral £
-2 1

nociceptor ending
b J Primary afferent

fiber terminal

\ COX-27
\\\\.m,,ls 11
N 4

PGE:2

g -
VIPAR S .
A ) E - >
W
Dorsal horn
‘ D neuron

~

Glu glutamate
SP: substance P
CGRP: calcitonin gene

related peptide

—> Activation
----- 1 Inhibition

Fonte: Chen, Yang, Grosser (2013).

Os outros mediadores inflamatérios, como a bradicinina, fator de crescimento
nervoso (NGF), ion hidrogénio (H*), fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 13

(IL-1 B), interleucina 6 (IL-6) e quimiocinas promovem a sensibilizacdo periférica a
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partir da ativacdo de receptores TRPV1 e TRPAL, e canais de sodio tipo Nav 1.7, Nav
1.8 e Nav 1.9 resultando em aumento da sensibilidade e excitabilidade dos
nociceptores via proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC) e proteina
quinase ativada por mitbgeno (MAPKS) (JI et al., 2011).

2.1.1 Abordagens terapéuticas para tratamento de processos inflamatorios

Os glicocorticoides séo os anti-inflamatérios mais elementares, sdo moléculas
enddgenas, mas também sdo encontrados seus derivados sintéticos conhecidos
como anti-inflamatérios esteroides (AIEs). Sado sintetizados e liberados pelas
glandulas adrenais e exercem acdes sobre o metabolismo de diversas moléculas
(carboidratos, proteinas e lipideos), além de exibirem a atividade anti-inflamatoria e
imunossupressora. Alguns exemplos de AIEs utilizados na clinica sdo: dexametasona,
prednisona, budesonida etc. Estes farmacos exercem acdes anti-inflamatérias
amplas, tais como interacdes com receptores intracelulares que controlam transcricao
génica, que reprimem a transcricdo de diversos fatores como o AP-1 e o NFKkB que
regulam a sintese da COX-2, de citocinas, de moléculas de adesédo, dentre outras
(CHROUSOS; MARGIORIS, 2001). Também inibem a acéo da fosfolipase A2 (PLA2),
enzima responsavel pela liberacdo do acido araquiddnico, que é um precursor das
prostaglandinas e dos leucotrienos (CLARK, 2007; MENEZES et al., 2009).

Sabe-se que as enzimas COX (COX-1 — constitutiva, e COX-2 —induzida) estao
envolvidas na producéo e instalagdo de um processo inflamatério, estas sendo
mediadas por sinalizacdo quimica dos mediadores acima mencionados. Dessa forma,
muitas estratégias e regimes terapéuticos sdo baseados no uso de medicamentos que
inibem tais enzimas. Nesse contexto, os farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINEs), séo considerados os de primeira escolha por serem menos toxicos e mais
seguros do que os anti-inflamatérios esteroides, sobretudo em tratamentos a longo
prazo. Mas esta classe de farmacos é relacionada aos efeitos colaterais bastante
indesejaveis, que incluem desde dispepsias a ulceracdo gastrica e duodenal,
hipersensibilidade e possibilidade de recorréncia (MITCHELL et al., 1993).

Essas duas classes de anti-inflamatoérios (AIEs e AINES) representam a maior
parcela do arsenal terapéutico disponivel para o tratamento e controle de processos

inflamatoérios. E embora sejam as mais usuais para esses quadros, os efeitos
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adversos relacionados a elas sdo bem conhecidos. Todos os AIEs e AINEs
convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos gastrointestinais. Esses
efeitos estéo relacionados a inibicdo da producéo de prostaglandinas em 6rgdos como
estbmago e rins, que origina lesBes gastricas, nefrotoxicidade e aumento de
hemorragias (MASFERRER et al.,1994; FABIOLA et al., 2001; RAJAKARIAR et al.,
2006). Isso pode ocorrer mesmo com a administragdo intramuscular ou intravenosa
de tais medicamentos, por inibirem a COX-1, impedindo a sintese das prostaglantinas
gastricas, especialmente PGI2 e PGE2, que servem como citoprotetores da mucosa

gastrica.

2.2 NOCICEPCAO

Dor é a sensacao desagradavel que tem por funcao priméaria a protecédo do
organismo. A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP — International
Association for the Study of Pain) a define como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada com o dano tecidual real ou potencial, ou descrita
em termos de tal dano” (LOESER, TREEDE, 2008). Assim como a inflamacao, trata-
se de uma experiéncia completa e multidimensional que envolve a transducdo da
informacéo gerada pelo estimulo nocivo, bem como o processamento cognitivo e
emocional pelo cérebro, ou seja, apresenta o envolvimento de componentes
discriminativos-sensoriais, afetivos-motivacionais e cognitivos-emocionais (Figura 4)
(SEWARDS, SEWARDS, 2002).

Figura 4 - Modelo conceitual da experiéncia dolorosa.
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Fonte: Adaptado de LOESER et al., 2001.

J& o termo nocicepcao refere-se a percepcao do sinal no sistema nervoso
central evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados (o0s
nociceptores), existentes no local da leséo, que fornecem informagdes sobre a lesao
tecidual ocasionada por estimulos nocivos (FURST, 1999; FEIN, 2011).

Existe uma sequéncia de eventos que originam o fendbmeno doloroso, e o
primeiro deles é a transformacdo dos estimulos agressivos em potenciais de acéo
que, das fibras nervosas periféricas, séo transferidos para o sistema nervoso central
(BESSON, PERL, 1969). Os receptores especificos para a dor estao localizados nas
terminacdes nervosas de fibras nervosas aferentes primeira ordem e, quanto ativados,
sofrem alteracdes na sua membrana, permitindo a deflagracdo de potenciais de agao.

Esses receptores sensoriais como ja falado sdo os nociceptores, que séo
neurdnios com terminacdes nervosas livres (Figura 5) e eles sdo capazes de traduzir
um estimulo agressivo de natureza térmica, quimica ou mecanica, em estimulo
elétrico que sera transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cértex
cerebral como dor (LEVINE, TAIWO, 1994; LOEWENSTEIN, 1971). Sdo encontrados
na pele, nas articulacdes, nos masculos, nos 0ssos e em varios 6rgaos internos, mas
nao no sistema nervoso central (SILVERTHORN, 2010). Ainda que todos o0s
receptores para a dor sejam terminacdes nervosas livres, essas terminacfes adotam
duas vias separadas para a transmisséo de sinais dolorosos para o sistema nervoso
central, correspondendo assim aos dois tipos de dor, uma via para dor pontual rapida,

e a outra para dor lenta crénica (HALL, 2011).

Figura 5 - Receptores sensoriais simples com terminac¢des nervosas livres.
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2010).
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As fibras de primeira ordem, relacionadas com a conducdo do estimulo
doloroso séo classificadas de acordo com a sua estrutura, diametro e velocidade de
conducgao em trés tipos: fibras C, fibras A-B, fibras A-d (RANG et al., 2001). As fibras
do tipo C caracterizam-se por serem amielinizadas, possuem diametro de 0,4 a 1,2
pm e velocidade de conducédo que varia de 0,5 a 2,0 m/s (Figura 5). Estas fibras
apresentam receptores termossensiveis, mecanicos e receptores especificos para
substancias algogénicas (tais como ions potassio, acetilcolina, enzimas proteoliticas,
serotonina, prostaglandinas, substancia P e histamina) (MILLAN, 1999).

As fibras A-0 s&o mielinizadas, tém didmetro que varia de 1,0 a 4,0 um,
conduzindo a uma velocidade de 12 a 30 m/s (Figura 5). Elas transmitem informacdes
de alta intensidade e baixa laténcia, promovendo a sensacdo dolorosa rapida da
primeira fase da dor aguda, e sdo elas que desencadeiam o reflexo de retirada.
Enquanto as fibras A- possuem didmetro maior que 10 um e velocidade de condugao
gue varia entre 30 e 100 m/s (Figura 6). Estas fibras estéo relacionadas a alodinia,
gue € uma dor provocada por estimulos que normalmente ndo gerariam dor, causada

por alteracdes sensoriais (MILLAN, 1999).

Figura 6 - Esquema representativo das fibras sensoriais de primeira ordem.
Tipos de fibras Caracteristicas das fibras ~ Velocidade de condugdo  Associada com

AR (beta) Grossas, mielinizadas 30-70 m/s Estimulos mecanicos
AS (delta) Finas, mielinizadas 12-30 m/s Frio, dor rapida, estimulos mecanicos

C Finas, nao mielinizadas 0,5-2m/s Dor lenta, calor, frio, estimulos mecanicos
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2010).

Assim a dor pontual comunica rapidamente o individuo, desempenhando
funcdo importante na reacao imediata para se afastar do estimulo doloroso, por outro
lado, a dor lenta tende a aumentar com o passar do tempo, produzindo sensacéo
intoleravel em que a pessoa tenta aliviar sua causa (HALL, 2011).

Ha quatro classes de nociceptores ja descritos: mecanicos, térmicos,
polimodais e silenciosos ou silentes. Os nociceptores mecanicos respondem a
pressdo intensa, enquanto o0s nociceptores térmicos as temperaturas extremas
(quente > 45 °C, ou frias < 5 °C) e estes possuem um tipo de fibra aferente de
conducéo do estimulo conhecida por fibras do tipo A mielinizadas, que conduzem os
impulsos na velocidade de 3 m/s a 40 m/s. Esse conjunto de receptores também pode
ser conhecido como nociceptores mecanotérmicos (FEIN, 2011). Esses receptores
térmicos sdo conhecidos também como receptores de potencial transitério (TRP), os
guais sdo canais catidnicos (Na*, Ca®* e K*) ndo seletivos. As respostas ao calor
nocivo envolvem a subfamilia de receptores TRPV1, que s&do sensiveis a
temperaturas acima de 42 °C, pH extracelular baixo e estados inflamatorios. Os
receptores TRPM8 e TRPAL estéo envolvidos na resposta ao frio e ao mentol, sendo
o TRPMS8 ativado em temperaturas abaixo de 15 °C e o TRPA1l ativado em
temperaturas abaixo de 17 °C (ANDRADE, MEOTTI, CALIXTO, 2012).
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Os nociceptores polimodais respondem a estimulos nocivos mecénicos,
térmicos ou quimicos; e possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem o
impulso em velocidade menor que 3 m/s. Os nociceptores silenciosos ou silentes sao
ativados por estimulos quimicos e mediadores inflamatérios, respondendo a estimulos
mecanicos e térmicos somente depois de serem ativados. E de igual forma aos
polimodais, apresentam fibras do tipo C amielinizadas (FEIN, 2011).

De acordo com a sua etiologia a dor pode ser classificada como dor nociceptiva,
gue é resultante da ativacdo ou sensibilizacdo de nociceptores periféricos; dor
inflamatoria, que é desencadeada pela liberacdo de mediadores quimicos a partir de
células inflamatorias, bem como pelos tecidos periféricos ou células tumorais, 0s quais
ativam ou modificam as propriedades de resposta dos aferentes nociceptivos ao
estimulo; e dor neuropatica, a qual surge em virtude de injuria ou anormalidades
adquiridas por parte de estruturas neurais centrais ou periféricas (Figura 7) (ZHU; LU,
2010). Esta ultima € uma dor crbnica que tem relacdo com a neurotoxicidade de
algumas substancias, e requer uma abordagem diferente visando a analgesia do que
a destinada aos outros tipos de dores (SCHESTATSKY, 2008).

Figura 7 - Diagrama esquematico dos tipos de dor.
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Fonte: MOTA (2013).

Como foi dito, a dor corresponde a um dos sinais classicos do processo
inflamatorio, pois este tem a capacidade de sensibilizar ou ativar os nociceptores. Em
modelos animais, essas estruturas ndo sdo capazes de discriminar 0 componente

emocional da dor, apenas a sensacgédo nociceptiva (MILLAN, 1999), a qual ocorre
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mediante uma lesdo tecidual, que, induz a formacdo de mediadores quimicos
envolvidos na dor inflamatéria local, ocasionando danos celulares. Tais mediadores,
sdo a histamina (HIS), bradicinina, a serotonina (5-HT), o ATP, produtos da ativacao
da via de acido araquidénico (AA), prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), ions (K*
e HY), citocinas e fatores do crescimento. Parte desses mediadores atuam de maneira
direta no local da inflamacéo, resultando em dor inflamatoria espontanea, e outros
agem indiretamente via estimulacdo de células inflamatérias, induzindo a liberacéo de
agentes algogénicos, sensibilizando os nociceptores por reduzir o limiar de ativagao,
amplificando a percepgéo da dor (SILVERTHORN, 2010). Esses mediadores ativam
segundos mensageiros que por sua vez fosforilam canais de sédio regulado por
voltagem (Nav 1,8) e receptores TRPV1 resultando em reducgéo do limiar de ativacéo
e aumento de resposta a estimulos de calor (Figura 8) (GRIFFIN; WOLF, 2009).

Figura 8 - Sensibilizacao periférica.
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Legenda: Um agente sensibilizador ativa o seu receptor acoplado a proteina G, e este receptor
desencadeia duas cascatas de sinalizacdo paralelas. Um ramo ativa a via da fosfolipase C resultando
em aumento da liberacé@o de calcio das reservas intracelulares e outro ativa a proteina cinase C (PKC).
Ambos aumentam o influxo de fons em resposta ao estimulo nociceptivo. Fonte: GRIFFIN; WOOLF
(2009).

A regulacéo inibitéria da dor é realizada pelas vias descendentes que partem
do cérebro para as laminas I, Il e IV do corno dorsal da medula espinal (Figura 9)
(MERTENS et al., 2015).
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Figura 9 - Regulagéo inibitéria da transmisséo da nocicepgéo.
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Os opioides representam o principal sistema de controle periférico e central da
dor. Os receptores opioides apresentam uma elevada distribuicdo de receptores no
corno dorsal da medula espinal, nas laminas | e Il (MERRER et al., 2009) e por isso
sdo um importe alvo para caracterizagdo farmacologica de substancias

antinociceptivas. Os peptideos opioides (B-enforfina, encefalinas e dinorfinas) agem
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sobre os receptores u, d e K, acoplados a proteina G, e quando ativados inibem a
adenilato ciclase, subsequentemente reduzindo o influxo de célcio, aumentando o
fluxo de potassio, gerando uma reducdo na liberacdo de neurotransmissores
excitatorios pré-sinapticos e hiperpolarizacdo pdés-sinaptica (STEIN, 2013). Além
disso, parte da resposta inibitéria do sistema € atribuida pela desativacao do sistema
noradrenérgico no cérebro e ativagdo de receptores ar-adrenérgicos na medula
espinal (VO et al., 2016).

A noradrenalina exerce seus efeitos pela ativacdo dos receptores a: e az-
adrenérgicos, pela reducdo pré-sinaptica do fluxo de célcio e pela ativacdo pos-
sinaptica dos canais de potassio (PERTOVAARA, 2013). Enquanto o papel da
serotonina parece ser atraves da inibicao de respostas nociceptivas transmitidas pelas
fibras-C no corno dorsal da medula espinal (LIU et al., 2010). Outros mediadores sé&o
0 GABA e a glicina que sao os principais neurotransmissores inibitorios que agem no
corno dorsal da medula espinal. O GABA agindo atraves da sua ligacéo alostérica a
receptores GABAa presentes nas fiboras C e na medula espinal, reduzem a
excitabilidade neural e favorecem a hiperpolarizacdo. A glicina, em parceria com 0
GABA, permite que os ions de magnésio permanecam blogueando o canal do receptor
NMDA, um potente neurotransmissor excitatério (RUSCHEWEYH et al., 2011). Um
outro caminho que estd sendo desvendado aos poucos é a participacdo dos
canabinoides no processo analgésico, como foi estudado por Ascencéao et al. (2016)
a partir do aumento na expressao de receptores CB1 e CB2 em processos
nociceptivos.

A intervencdo terapéutica nas dores inflamatérias e neuropaticas € uma
situacdo dificil na area clinica, uma vez que as drogas existentes apresentam
capacidade limitada e revelam efeitos colaterais indesejaveis. Portanto, existe um
campo de pesquisa farmacologica para o estudo de drogas alternativas que
demonstrem boa eficacia e seguranca, diminuindo a dor neuropatica e inflamatéria
com uma tatica para cessar a transicdo da dor aguda para a cronica (HOLANDA
PINTO et al., 2008).

Os farmacos analgésicos trabalham em prol do alivio imediato da dor, e estes
variam desde o paracetamol a potentes opioides, como a morfina. O paracetamol é
um inibidor fraco da COX-1 e da COX-2 nos tecidos periféricos, ndo possuindo efeito

anti-inflamatério significativo, apenas analgésico e antipirético. Os opioides atuam
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diretamente nos receptores opioides do SNC, os quais sdo parte de um sistema
analgésico que responde a moléculas opioides enddégenas (SILVERTHORN, 2010).
Além destes existem outros farmacos analgésicos utilizados na clinica, muitos
deles derivados de moléculas de plantas ou animais, incluindo o &cido acetilsalicilico,
derivado da casca de arvore do salgueiro (género Salix), que age inibindo as
prostaglandinas, diminuindo a inflamacdo, e consequentemente a transmisséo dos
sinais de dor gerados no local de lesdo. Também os farmacos opioides, como a
morfina e codeina, sdo provenientes do 6pio da papoula, Papaver somniferum. Além
disso, fitoterapicos como arnica (Arnica montana) demostraram atividade analgésica
e anti-inflamatéria, carvalho (Quercus sp) com potente acdo anti-inflamatéria e a
catinga de mulata (Tanacetum vulgare ou Tanacetum partheinium) com atividade anti-
inflamatoria e potente analgesia para enxaquecas (BOTSARIS; MACHADO, 1999;
TESKE; TRENTINI, 2001). Estes farmacos tém sido usados na medicina ocidental e
na chinesa por seéculos, e hoje é possivel encontrar diversas formulacdes
farmacoldgicas sintéticas e fitoterapicas envolvendo seus componentes quimicos ou

derivados deles.

2.3 EUGENIA UNIFLORA LINN

2.3.1 Familia Myrtaceae

Myrtaceae é uma familia composta por mais de 130 géneros e 3800-5800
espécies de arbustos e arvores verdes durante todo o ano, cujas folhas opostas, com
nervuras marginais sao frequentes nesta familia. Tem distribuicdo geografica ampla,
sendo encontrada em todos 0s continentes, exceto na Antartica, com predominancia
nas regides tropicais e subtropicais (ABOUTABL et al.,, 2011; GU et al., 2001;
STEFANELLO, PASCOAL, SALVADOR, 2011).

Esta dividida em duas subfamilias: Myrtoideae, que apresenta frequentemente
frutos em bagas e inclui os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia,
Pseudocaryophyllus e Syzygium, e Leptospermoideae, com frutos na sua maioria com
semente Unica do tipo noz, a qual pertencem os géneros Eucalyptus, Leptospermum
e Malaleuca (TYLER, 1999). Aproximadamente um terco das espécies desta familia

pertencem ao género Eugenia, com cerca de 1000 espécies distribuidas do sul do
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México ao norte da Argentina. Estima-se que 350 espécies sejam nativas do Brasil,

com um pequeno nimero de espécies sendo encontradas na Africa.

2.3.2 Género Eugenia

O género Eugenia, subtribo Eugeniinae, ordem Myrtales, subclasse Rosidae,
classe Magnoliopsida, se distribui entre as Ameéricas Central e do Sul (CRONQUIST,
1981). Na América tropical e subtropical foram referidas mais de 500 espécies deste
género que consiste em arvores ou arbustos, com flores tetrdmeras ou pentameras,
solitarias ou em racemos, com sépalas bem diferenciadas no botdo floral
frequentemente reduzidos a glomérulos ou fasciculos, célice aberto ou fechado,
rompendo-se irregularmente, bractéolas persistentes ou deciduas, ovario bilocular
com uma ou duas sementes, geralmente membranaceas e embrido com cotilédones
unidos. O fruto € uma baga de até trés centimetros de diametro, esférico e achatado
nas extremidades, em gomos mais ou menos salientes, coroados pelo calice (BRAGA,
1985).

2.3.3 Espécie Eugenia uniflora

2.3.3.1 Aspectos botanicos e distribuicdo geografica

A primeira citacdo da espécie no Index Kewensis (1958) foi em 1983, com o
nome de Stenocalys pitanga Berg., e a denominacgéo atual comecou a ser usada por
Angely em 1965.

Eugenia uniflora é bem distribuida no territério brasileiro, e parece ser mais
abundante nas regifes sudestes e sul, pelo fato de ter sido objeto de estudo de muitos
trabalhos nos paises do sul do nosso continente. Trata-se de uma arvore ou arbusto
perene de porte médio, com 3 a 12 m de altura, € nativa do Brasil e € comum na regiao
litordnea do nordeste ao sul do pais (Figura 10). Também estd presente em outras
regides da América do Sul, como Paraguai, Uruguai e Argentina. E menos presente
em paises da América Central, sudeste da Asia e da Africa. No Brasil é conhecida
popularmente como pitanga (que significa “vermelho profundo” em Tupi Guarani) e
cereja brasileira ou ginja (ANGELY, 1965).
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Figura 10 - Eugenia uniflora Linn.

Fonte: Autoria prépria (2022).

- Caule: cilindrico, medindo de 15 a 35 cm de diametro, podendo ser ereto ou
ramificado, coloragcdo marrom acinzentada, com casca que desprende em placas
coriaceas. As espécies diferenciam-se em relacdo ao lenho quanto ao tipo de
parénquima axial e presenca de cristais. Quanto a casca, o tipo de arranjo das células
esclerificadas no floema é periderme e apresentam ritidoma. (SOFFIATI,
ANGYALOSSY-ALFONSO, 1999).

- Folhas: simples, ovais lanceoladas, medindo de 4,5 a 6,2 cm de comprimento
e 2,0 a 2,7 cm de largura, glabras, membranaceas e levemente coriaceas, coloracéo
verde escuro; apice agudo, base aguda e obtusa, margem inteira, peninérvea, com
nervura principal mais proeminente na regido medial basal da face abaxial. Peciolo
mede de 0,3 a 0,6 cm de comprimento. O parénquima fundamental € bem
desenvolvido; nessa regido podem ser observadas drusas. O feixe vascular do tipo
bicolateral € envolvido por bainha fibrosa, constituida de duas a cinco camadas
celulares, podendo ser interrompidas nas regifes laterais relacionadas com o floema,
voltado a epiderme superior (JORGE et al., 1994).
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- Flores: nascem nas axilas das folhas em pendunculos unifloros, filiformes,
agrupados em numeros de 2 a 6, medindo de 2,4 a 3,6 cm de comprimento. No apice
o botéo floral é protegido por bracteas de 2 a 4 mm de comprimento. Ocorrem no
periodo de janeiro, setembro e outubro.

- Fruto: baga esférica, costada com 8 saliéncias, achatadas nos polos, medindo
de 1,2 a 2,8 cm de diametros por 0,7 a 1,7 cm de altura. Ocorre no periodo de marco,

abril, outubro e novembro.

2.3.3.2 Aspectos fitoquimicos

Os primeiros componentes desta espécie que despertaram interesse foram os
Oleos essenciais. Os sesquiterpenos germacreno, furanoelemeno, y-elemeno e selina
trienona foram relatados pela primeira vez por Ricker et al. em 1977. Wyerstahl et al.
(1988) confirmaram estes dados, detalhando a composi¢cdo do Oleo essencial de
folhas de E. uniflora. No Brasil, os primeiros a relatarem o isolamento e identificacao
de componentes do 6leo essencial de folhas foram Morais et al. em 1996, colhidas na
regido Nordeste do Brasil, com rendimento de 0,74%, do qual os componentes
majoritarios séo selina-1,3,5(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, com
teores de 48% e 17% respectivamente.

Schmeda-Hirschmann (1995) foi o primeiro a relatar a presenca dos flavonoides
guercetina e miricitrina nas folhas de E. uniflora coletadas no Paraguai. A quercetina
e miricetina apresentam estrutura quimica semelhante, mas diferem nas quantidades
de hidroxilas, onde a miricetina possui uma hidroxila a mais na posicdo 5’ do anel B
(Figurall) (CHEN et al., 1996). Também foram descritos em menor propor¢ao 0s
flavonoides afzelina, desmantina 1 e as moléculas glicosiladas de miricetina e
guercetina (RATTMANN et al., 2012).

Um outro estudo investigando os constituintes fendélicos de E. uniflora relatou a
presenca de eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2, dois taninos macrociclicos
hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico das folhas (LEE et al., 1997). Alguns
outros taninos relatados em E. uniflora sdo camptotina A, oenoteina B, gemina D e
hipomanina A (RATTMANN et al., 2012).

Bezerra et al. (2017) analisando os perfis cromatograficos por CLAE-DAD e

CCDAE das folhas extraidas com metanol, do extrato bruto acetdnico, das fracdes
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aquosa, acetato de etila e hexanica de E. uniflora quantificaram os marcadores
quimicos miricitrina, acido galico e acido elégico (taninos hidrolisaveis) por CLAE, e
demonstraram que a fracdo acetato de etila correspondia a fracdo que continha a
maior concentracado destes marcadores, sendo 6,587 %m/m, 0,899% m/m e 0,323

%m/m, de miricitrina, &cido gélico e acido elagico, respectivamente.

Figura 11 - Flavonoides majoritarios encontrados em Eugenia uniflora.
HO

A: Miricitrina; B: Quercetina.
Fonte: Autoria prépria (2022).

Sobeh et al. (2019) avaliou um extrato metanolico obtido das folhas de E.
uniflora submetendo-o a diversos procedimentos cromatograficos, incluindo
cromatografia em coluna e cromatografia em papel e obteve a separacdo de 17
compostos que posteriormente tiveram suas estruturas quimicas estabelecidas em
UV, MS e NMR (H%, C*3, DEPT, COSY, HMQC e HMBC). Dentre eles encontraram-se
miricitrina e derivados glicosilados, quercetina e compostos glicosilados, acido
elagico, acido galico, metilgalato, acido gentisico e derivados glicosilados e dilactona
de acido vanoleico.

Além desses, também foi relatado a presenca de terpenos e antraquinonas (-
sitosterol, &cido betulinico e centelosideo C) em folhas de E. uniflora (BRASILEIRO et
al., 2006; RATTMANN et al., 2012).

2.3.3.3 Aspectos farmacologicos

Inimeros efeitos terapéuticos tém sido atribuidos a E. uniflora L., dentre eles
estdo: acao hipotensora (SCHAPOVAL et al., 1994; CONSOLINI et al., 1999; AMAT
et al., 2002; PINO et al., 2003), antidiarreica (SANTOS et al., 2007; COSTA et al.,
2013), anti-inflamatoéria (DESRIVOT et al., 2007; PRESTES et al., 2011; RATTMANN
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etal., 2012; DENARDIN et al., 2014), antirreumética (COSTA et al., 2013), anti-pirética
(DESRIVOT et al., 2007; COSTA et al., 2013), hipoglicemiante (ARAI et al., 1999).

Schapoval et. al (1994), estudando infusos e decoctos de folhas de E. uniflora,
seguindo o modo de preparo preconizado pela populagédo, relatam efeito anti-
inflamatério com a infusdo elaborada a partir de folhas frescas; os infusos e decoctos
testados ndo mostraram acdo analgésica nas condi¢cdes do ensaio. A infusao
provocou aumento no tempo de sono, induzido por pentobarbital, segundo os autores,
provavelmente, devido aos monoterpenos, por atuarem no citocromo P450, o qual
esta envolvido na biotransformacao do pentobarbital. Os decoctos se revelaram mais
ativos em relacédo a diminuicé@o do transito intestinal, provavelmente, por extrairem os
taninos mais eficazmente. Tanto infusos como os decoctos preparados nas
concentracdes de 5% (p/v) ndo exibiram acdo antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus (ATCC 6538p) e Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC
10321).

Para avaliar os efeitos de E. uniflora na inflamacédo encontram-se descritos
alguns ensaios, todos desenvolvidos em camundongos e usando ou Oleo essencial
ou extrato aquoso ou alguma de suas fragdes. Em um modelo de edema de pata, o
extrato aquoso de E. uniflora na concentracdo de 300 mg/kg por v.o. foi capaz de
reduzir o edema em 57% (SCHAPOVAL et al., 1994). Mas, em modelo de edema de
orelha induzido pelo 6leo de créton, ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos controle e tratado com o 6leo essencial das folhas de E. uniflora. Isso pode
indicar para a possibilidade de que existe mais compostos anti-inflamatérios nas
fracBes mais polares das folhas. Rattmann et al. (2012) usando a fracao butandlica
proveniente da extracdo hidroalcdolica das folhas de E. uniflora nas doses de 300
mg/kg v.o. comprovaram que esta fracao rica em flavonoides inibiu consideravelmente
varios parametros pro-inflamatérios, como citocinas pré-inflamatérias, atividade
enzimatica da mieloperoxidase, expressdo de enzimas INOS e COX-2, todos
fortemente associados a manutencao dos processos inflamatorios.

Ja na avaliacdo dos efeitos antinociceptivos, Amorin et al. (2009) relataram que
o0 6leo essencial bruto na concentracdo de 200 mg/kg v.o. foi capaz de reduzir em 48%
o0 numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos.
Isso sendo mais evidente na fracdo pentano (70%) e nos sesquiterpenos (74%). Mas

todos os produtos provenientes do 6leo essencial de E. uniflora foram capazes de
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aumentar o tempo de laténcia na placa quente, confirmando o seu potencial

analgésico.
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2.4  OBTENCAO E FRACIONAMENTO DE EXTRATOS VEGETAIS

Ao estudar uma matriz quimica vegetal faz-se necessario utilizar técnicas de
separacéo e purificacdo para avaliacdo dos compostos quimicos ali presentes. Porém,
ao longo de um processo de purificacdo é possivel que se obtenham compostos
purificados com menor atividade biolégica do que a do extrato bruto, isso pode
decorrer de diversos motivos, incluindo do resultado de sinergias entre os diferentes
constituintes ali presentes. O fracionamento de extratos vegetais tem como objetivos
principais o isolamento e a identificacdo de metabdlitos priméarios ou secundarios por
meio de processos cromatograficos e espectrofotométricos obtendo fracdes
enriquecidas em compostos ativos (SIMOES et al., 2017).

O fracionamento bioguiado € uma das primeiras ferramentas da qual o
pesquisador deve lancar mao em seus estudos acerca da identificacdo de substancias
com novos mecanismos de acao para tratar de patologias humanas. Este processo
se vale de ensaios in vitro baseados em alvos moleculares, como a ligacdo a
receptores ou a inibicdo de proteinas-chave, sendo estes alvos de relevancia clinica
ja estabelecida ou com forte potencial terapéutico, ou ainda usando cultura de células
humanas ou de mamiferos baseados na investigacdo de efeitos em processos
patolégicos celulares a fim de guiar a separacdo dos componentes de um extrato
vegetal visando a fracdo ou grupo de fracbes que apresentem a maior resposta
biologica pretendida.

O estudo bioguiado inicia a partir da escolha da planta, baseando-se no uso
tradicional e popular e em levantamentos bibliograficos em literatura cientifica que
relatam as caracteristicas da espécie. Depois disto € obtido um extrato bruto obtido
das partes de interesse da planta, e define-se o solvente de acordo com a natureza
guimica dos compostos bioativos de interesse, ou seja, de forma a solubilizar a maior
guantidade possivel de substancias com as atividades bioldgicas pretendidas. Entéo,
realizam-se varias separacfes dos compostos quimicos a partir da solubilizacédo
destes em solventes com diferentes polaridades, obtendo-se fracfes e subfracdes
com bioatividade concentrada (OLDONI et al., 2016; KARLING, 2017).

A principal vantagem destes ensaios € a rapidez da execucao juntamente com
0 menor custo associado com a possibilidade de triagem de varias fracdes e
compostos resultando, em geral, na identificacdo de substancias e/ou misturas ativas,

com potencial para o desenvolvimento de mais pesquisas e futuramente novos
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farmacos. A literatura cientifica registra diversos estudos que iniciam suas analises
com triagens baseadas no fracionamento bioguiado em modelos in vitro baseados em
alvos moleculares e em culturas de células. Apesar destes ensaios terem baixo poder
preditivo e resultados limitados, eles serviram como pontapé inicial para o

desenvolvimento da maioria fitofarmacos atualmente usados.

2.5 METODOS DE CARACTERIZACAO DE EXTRATOS E FRACOES

Caracterizar uma amostra faz-se necessario pois 0s extratos vegetais
geralmente ocorrem como uma combinacdo de varios grupos de metabdlitos
secundarios com diferentes polaridades, e sua separacao e identificacdo ainda hoje é
um desafio (SASIDHARAN et al., 2011).

Existem diversas formas de caracterizacdo, mas os metodos cromatograficos
e 0S espectroscopicos sado hoje em dia os principais métodos utilizados tanto na
separacao, quanto na caracterizacao e identificacdo de moléculas organicas. Dentre
0s métodos cromatograficos encontram-se a cromatografia em camada delgada, a
liquida e a gasosa (RUCKER et al.,, 1998). E entre 0s espectroscopicos estdo o
ultravioleta-visivel (UV-VIS), o infravermelho (IR), a ressonancia magnética nuclear
(NMR) e a espectrometria de massas (MS).

Os procedimentos cromatograficos diferem entre si pelo seu tipo de interacéo
com a fase estacionaria (adsorcao, particdo, troca iénica, por exemplo), pelo tipo de
condicBes operacionais (placa de silica, coluna aberta ou alta presséo, por exe mplo)
e pelas mudancas de eluentes ou fases moveis. E possivel utilizar a cromatografia
liquida por particdo para promover separacfes sequenciais e assim, isolar
componentes especificos ou enriquecer alguma classe quimica. Mas para se obter
maior purificacdo dos compostos obtidos séo utilizadas cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, cromatografia flash e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(SASIDHARAN et al., 2011).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um procedimento simples, rapido
e pouco oneroso que fornece ao pesquisador uma resposta rapida sobre os
componentes que estdo na mistura, auxiliando também na confirmacgéo da identidade
de um composto através da comparacdo entre os fatores de retencdo (Rr) do
encontrado na amostra e de um composto conhecido. Além disso, na CCD é possivel

a realizacdo da pulverizacdo de reagentes quimicos de triagem, que promovem a
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alteracao da coloracdo de bandas de acordo com 0s compostos existentes na amostra
(SASIDHARAN et al., 2011).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica versatil, robusta
e amplamente utilizada na identificacéo de compostos de origem vegetal. ISso se deve
ao fato de que certos compostos tém diferentes taxas de migracdo na fase movel
considerando-se também a fase estacionaria utilizada. O processo de separacao pode
ser realizado por elui¢cdo isocrética ou gradiente, este segundo sistema é mais comum
guando se trata de matrizes vegetais complexas (SASIDHARAN et al., 2011).

Atualmente, a CLAE ainda é considerada a técnica mais utilizada para obtencdo de
perfis quimicos e quantificacdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides e taninos. A
utilizacdo de detector como arranjo de diodos (DAD) é aplicada para a identificacdo dos
polifenois presentes em matrizes vegetais complexas; fornecendo informagdes acerca do tempo

de retencéo e espectros de varredura dos picos observados nas amostras (FU et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato e fracdes
obtidos das folhas de Eugenia uniflora buscando estabelecer um possivel mecanismo
de acao envolvido que justifique a atividade antinociceptiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Coletar e caracterizar as folhas de E. uniflora;

o Obter extrato bruto e fracOes a partir das folhas de E. uniflora;

o Caracterizar os derivados obtidos das folhas de E. uniflora por cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

o Avaliar as atividades anti-inflamatodria - através dos testes de edema de pata
induzido por carragenina e peritonite induzida por carragenina — e, analgésica —
através dos testes de contor¢des induzidas por acido acético, teste da formalina
e teste da remocéao de cauda - in vivo do extrato bruto e frac6es obtidos a partir
das folhas de E. uniflora;

o Identificar e estabelecer um mecanismo de acédo que possa estar envolvido na

atividade analgésica das folhas de E. uniflora.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Eugenia uniflora foram coletadas no municipio de Paulista,
Pernambuco, Brasil, e a sua identificacao foi realizada por deposi¢do da exsicata no
Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA),
correspondendo a exsicata de n® 93732. A espécie também foi registrada no Sistema
Nacional de Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (Sisgen)
sob o cédigo A449575. Posteriormente foi realizada a secagem do material vegetal
em estufa de ar circulante até estabilizacdo (72h h, 40 °C; Lucadema®). Apds
secagem, o material foi triturado em moinho de facas (TE-680, Tecnal®).

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO SECO POR ASPERSAO E FRACOES

O extrato foi produzido de acordo com a metodologia proposta pelo nosso
grupo de pesquisa (BEZERRA et al., 2018; RAMOS et al., 2017; ALMEIDA et al.,
2022), onde o material vegetal foi submetido a uma turboextracdo (LAR.2, Metvisa®)
por 20 minutos (4 ciclos de 30 s com intervalos de 5 min entre os ciclos) na proporcéo
planta/solvente de 5% (p/v), utilizando como solvente a mistura de agua, etanol e
propilenoglicol (1:1:1, v/viv). Ao final, o extrato foi filtrado sob vacuo com auxilio de
algodao.

O extrato obtido foi submetido a secagem por aspersao em mini spray
dryer (MSD 1.0, LabMag®) utilizando como parametros de secagem:
temperatura a 170 °C, fluxo de 0,6 mL/h e entrada de ar com presséo de 30 L/h
para obtencéo do extrato seco por aspersao (ESA).

O ESA foi disperso em agua destilada (10 g/100 mL), mantido em banho de
ultrassom (Cristof6li®) até completa solubilizacdo e em seguida foi particionado com
hexano (8 vezes), obtendo-se as fases aquosa e hexanica. As fases obtidas foram
reunidas, concentradas em evaporador rotatério (RV10 Basic, IKA®) até eliminacéo
total do solvente organico e posteriormente submetidas a secagem por liofilizacao,
obtendo-se as fracbes hexanica (FH) e fracdo aquosa (FAQ). A FAq foi pesada e

dispersa em agua destilada (10 g/100 mL) foi entdo particionada por 12 vezes com
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acetato de etila (na proporcéo 1:1, v/v) (RAMOS et al., 2017). As fases acetato de etila
e aquosa foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério (RV10 Basic, IKA®)
até eliminacdo total do solvente organico e entdo congeladas e posteriormente
submetidas a secagem por liofilizacdo, originando a fracdo acetato de etila (FAE) e
fracdo aquosa residual (Faqgr). A metodologia que utilizamos para obtencédo do ESA e

o fracionamento deste nas trés fracdes segue esquematizada na figura 12.

Figura 12 — Esquema do método extrativo e fracionamento

Material vegetal
estabilizado (pd)

Turboextragdo - 20 min (4 ciclos de 30 s);
proporgao planta/solvente de 5% (p/v);
solvente — etanol:agua:propilenoglicol (1:1:1)

[ Extrato liquido (EL) ]

Secagem por aspersao — Spray dryer;
Temperatura de entrada 170 C; fluxo 0,6 mL/h;
entrada de ar com pressio de 30L/h
Extrato Seco por
Aspersao (ESA)
Fracionamento — ESA disperso em H,0 e particionado 8x;
solvente hexano

Fracdo Hexanica Fracao Aquosa
(FH) (FAq)
Concentragdo das fases — As duas Fracionamento — FAq dispersa em H,0 e
fases obtidas apos os particionada 12x; solvente acetate de etila (1:1, v/v)

fracionamentos foram reunidas e ‘ ‘
concentradas em  evaporador

rotatério Ejté? eliminacdo  do| Frac3o Acetato Fracao Aquosa
solvente orgénico; de Etila (FAE) Residual (Faqgr)

Secagem - Liofiliza¢do

Fonte: Autoria propria (2022).

4.3 CARACTERIZACAO DE MARCADORES QUIMICOS NO EXTRATO SECO
POR ASPERSAO E FRACOES

4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

As amostras e padrbes foram aplicados com auxilio de aplicador semi-
automatico (Linomat V, Camag®) controlado pelo software Wincats® (Camag®). Extrato

e fragBes foram diluidos em metanol na concentracdo 3 mg/mL e, os padrfes na
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concentragéo de 1 mg/mL. Foram aplicados 30 uL de cada amostra (ESA, FH, Faqr,
FAE) e 15 pL de cada padrao (acido galico, acido elagico e miricitrina, todos adquiridos
da Sigma-Aldrich®) em bandas de 10 mm de largura, com 5 mm entre elas. Em
seguida, a placa foi submetida a eluicdo utilizando como fase mével acetato de etila:
acido férmico: agua (90:5:5, v/v/v) em cuba cromatografica (20 x 10 cm, Camag®).
Apés eluicdo, a placa foi seca a temperatura ambiente e por fim foi realizada a
derivatizacdo na placa com reagente Natural A (éster de 2-etilamina de &cido
difenilboril) e seguido de polietilenoglicol 400 (PEG400). Por fim, foram fotografadas
sob luz UV 365 com auxilio de Fotodocumentador (System®) com software UVP® e
camera fotografica Canon® (Rebel T3, EOS 1100 D).

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Primeiramente foi feita a preparacao das solucdes de ESA, FH, FAqr e FAE,
onde 15 mg dos pos foram pesados e transferidos para baldées volumétricos, e
adicionados 20 mL de agua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®). Os baldes foram
levados a um banho de ultrassom (Cristof6li®) até promover solubilizacdo. Em
seguida, foi realizada a diluicdo para obter solu¢cdes de concentracdo igual a 1 mg/mL.
Os padrdes acido galico (96% de pureza, Sigma®), acido elagico (95% de pureza,
Sigma®) e miricitrina (99% de pureza, Sigma®) foram usados como substancias de
referéncia. As solucfes das amostras e dos padrdes foram filtradas em membrana de
difluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45 ym (Macherey-Nagel®) e entdo foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. As analises foram realizadas
em triplicata.

As condicdes de analise foram: sistema Thermo Scientific (Ultimate 3000
Thermo Fisher Scientific®) equipado com Detector de Diodo (DAD) (Thermo Fisher
Scientific®), bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific®), desgaseificador
e um amostrador automatico (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific®). O software
Chromeleon (Dionex®) foi usado para aquisi¢éo e processamento dos dados.

A separacao cromatografica foi realizada em coluna C1s (250 mm x 4,6 mm de
diametro interno, 5 um; Supelco®) protegida por uma pré-coluna feita de mesmo
material (Phenomenex®). A fase mével composta por agua ultrapura (A) e metanol

grau HPLC (B) acidificados com 0,05% (v/v) de &cido trifluoroacético, foi utilizada no



44

fluxo de 0,8 mL/min, seguindo o gradiente: 10-25% do solvente B (10 min), 25-40%
do solvente B (5 min), 40-70% do solvente B (10 min), 75% do solvente B (5 min) e
75-10% do solvente B (1 min). As separacdes cromatograficas foram realizadas a
temperatura de 24 + 2 °C. Os comprimentos de onda de 254, 270 e 350 nm foram
usados para detectar acido eldgico, acido gélico e miricitrina, respectivamente, de

acordo com a absor¢do maxima medida pelo DAD.

4.4  ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

O presente estudo teve parecer favoravel pela Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (n° 0068/2020). Estando todos os
procedimentos de acordo com as legislacdes brasileiras para experimentacao animal.
Foram utilizados Camundongos (Mus musculus) Swiss obtidos do Biotério do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Para ambientacdo os animais
foram conduzidos apds o desmame ao Biotério Setorial do Laboratorio de Bioquimica
de Proteinas da UFPE, sendo mantidos sob condi¢cdes padréo (ciclo claro/escuro de
12 horas, 22 + 2 °C e umidade de 50-55%) com agua e racao fornecidas ad libitum
até atingirem o peso e idade ideais para experimentacdo. Os animais pesavam entre

30 e 40 g, com idade entre 8 e 10 semanas.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO SECO
POR ASPERSAO

4.5.1 Edema de patainduzido por carragenina

Os camundongos machos foram agrupados em cinco grupos de seis animais e
tratados com ESA de E. uniflora (50, 100 ou 200 mg/kg v.0.), ou com solucédo salina
(0,9% v.0.) uma hora antes do inicio dos testes e a indometacina (20 mg/kg i.p.) foi
administrada 30 minutos antes do inicio dos testes. Os animais tiveram o volume de
suas patas traseiras medido utilizando o paquimetro, e este momento foi considerado
o tempo 0. Uma hora ap6s os tratamentos o edema de pata foi induzido. O agente
flogistico carragenina em uma solugao a 2% (15 uL) em soro fisioldgico foi injetado na
regido subplantar da pata direita traseira. A diferenca entre o volume inicial das patas

e 0 volume nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos foi determinada e a alteracédo foi
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calculada: Alteracao percentual = ((Volume final da pata - Volume inicial da
pata))/(Volume inicial da pata) x 100 (LAPA, 2007).
4.5.2 Peritoninte induzida por carragenina

Trinta camundongos machos foram agrupados em cinco grupos de seis animais
e foram tratados com ESA de E. uniflora (50, 100 ou 200 mg/kg v.0.), ou solucéo salina
(0,9% v.0.) uma hora antes do inicio dos testes. Indometacina (20 mg/kg i.p.) foi
administrada 30 minutos antes do inicio dos mesmos testes. Passado esse tempo, 0s
animais receberam uma injecao intraperitoneal de 1% de carragenina em solucéo de
soro fisiolégico. Apds quatro horas os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e 2 mL de PBS heparinizado foi injetado na cavidade peritoneal, logo em
seguida o exsudato foi removido e armazenado. Entdo se seguiu com a contagem de
leucécitos da lavagem peritoneal, que foi realizada e expressa em porcentagem
(LAPA, 2007).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO ESA

4.6.1 Contorgcbes abdominais induzidas por acido acético

Trinta e seis camundongos machos foram separados em seis grupos (n = 6) e
receberam um dos seguintes tratamentos: ESA de E. uniflora (50, 100 ou 200 mg/kg
v.0.), ou solucéo salina (0,9% v.o0.), ou morfina (10 mg/kg i.p.) ou indometacina (20
mg/kg i.p.). A solucéo salina e o ESA foram administrados uma hora antes do inicio
dos testes, ja as drogas padrdo morfina e indometacina foram administradas 30
minutos antes. A contorcdo abdominal foi induzida por acido acético. Apds o tempo
estabelecido os animais receberam injecao intraperitoneal de acido acético (0,85%
v/v) e foram colocados em caixa de polietileno para registrar o nimero de contor¢des

no intervalo correspondente de 5 a 15 minutos ap6s ainjecdo (OLIVEIRA et al., 2018).

4.6.2 Teste daformalina

Trinta e seis camundongos machos foram separados em seis grupos (n = 6) e

receberam os seguintes tratamentos: ESA de E. uniflora (50, 100 ou 200 mg/kg v.0.),
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ou solucao salina (0,9% v.0.), morfina (10 mg/kg i.p.) ou indometacina (20 mg/kg i.p.).
A solucgéo salina e o EB foram administrados uma hora antes do inicio dos testes, ja
as drogas padrao morfina e indometacina foram administradas 30 minutos antes. Para
avaliagéo no teste da formalina os animais receberam 20 pL de formalina (2,5%, v/v)
na regiao subplantar da pata traseira direita. O tempo gasto pelo animal lambendo a
pata foi registrado durante os primeiros cinco minutos (primeira fase da resposta
nociceptiva: dor neurogénica), e no intervalo correspondente de 15 a 30 minutos
seguintes (segunda fase da resposta nociceptiva: dor inflamatéria) apos a injecéo de
formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.6.3 Teste do movimento de cauda

Trinta e seis camundongos machos foram separados em seis grupos (n = 6) e
receberam os seguintes tratamentos: ESA de E. uniflora (50, 100 ou 200 mg/kg v.0.),
ou solucéao salina (0,9% v.0.), morfina (10 mg/kg i.p.) ou indometacina (20 mg/kg i.p.).
A solucéo salina e o0 ESA foram administrados uma hora antes do inicio dos testes, ja
as drogas padrédo morfina e indometacina foram administradas 30 minutos antes. Os
animais utilizados no estudo foram pré-selecionados 24 horas antes das experiéncias
imergindo suas caudas em agua morna (55 + 1 °C). Aqueles que mantiveram suas
caudas imersa por mais que cinco segundos foram excluidos e os animais
selecionados foram separados em grupos. Em seguida, eles receberam tratamento e
tiveram suas caudas imersas na agua morna nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
ap6s o tratamento e o tempo de laténcia para uma reacdo de desconforto foi

registrado, ndo ultrapassando 20 segundos (KHATUN et al., 2015).

4.7 INVESTIGACAO DE POSSIVEL MECANISMO DE ACAO PARA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DAS FRACOES AQUOSA E ACETATO DE ETILA

4.7.1 Teste daformalinacom uso de bloqueador de receptor opioide

Da mesma forma como j& mencionado anteriormente para a avaliagdo da
atividade antinociceptiva do ESA, este procedimento experimental ocorreu, mas dessa

vez o tratamento se deu seguindo 0s passos a seguir: inicialmente foi administrado
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naloxona (2 mg/kg i.p) 30 minutos antes da administragéo das fracbes FAE e FAQr
(6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg v.0.) que foram administrados uma hora antes do
inicio do teste. Entdo os animais receberam 20 pL de formalina (2,5%, v/v) na regiéo
subplantar da pata traseira direita. O tempo gasto pelo animal lambendo a pata foi
registrado durante os primeiros cinco minutos (primeira fase da resposta nociceptiva:
dor neurogénica), e no intervalo correspondente de 15 a 30 minutos seguintes
(segunda fase da resposta nociceptiva: dor inflamatéria) apés a injecdo de formalina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versdo 8.0 e
expressos em valores médios com desvio padrdao (x DP). As diferencas
estatisticamente significantes foram calculadas usando a andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Os valores foram

considerados significativamente diferentes em p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ANALISES CROMATOGRAFICAS DO EXTRATO SECO POR ASPERSAO E
FRACOES

A cromatografia em camada delgada (CCD) por se tratar de procedimento
simples, rapido e de baixo custo permitiu confirmar a presenca dos trés marcadores
quimicos de E. uniflora (4cido galico, acido elagico e miricitrina) através da
comparacao entre os fatores de retencéo (Rr) das bandas observadas na amostra e
dos padrdes de referéncia.

Considerando a analise por CCD de ESA, FH, FAQr e FAE, é possivel observar
na figura 13 que os padrdes de acido galico (AG; banda azul fluorescente; R¢= 0,67)
e miricitrina (MIR; banda amarela; Rf = 0,73) apresentam bandas com melhor
resolucdo do que o acido elagico (AE; banda azul esverdeada; Rs = 0,52), que
apresenta este efeito de cauda devido a solubilidade do mesmo, e que dificulta a
identificacdo do padrao nas amostras analisadas, o que também foi observado por
Bezerra et al. (2018).

Figura 13 - Cromatograma obtido por CCD do ESA, fragdes e padrdes observados apos derivatizagédo
e luz ultravioleta.
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Legenda: ESA — Extrato bruto. FAQr — Fracdo Aquosa. FH — Fragé@o Hexanica. FAE — Fragdo Acetato
de Etila. AG — Acido Gélico. AE — Acido Elagico. MIR — Miricitrina.
Fonte: Autoria prépria (2022).
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No que se refere ao ESA e as fracdes observamos uma série de bandas, sendo
12 bandas no ESA; 7 bandas na FH; 6 bandas na FAQr; 7 bandas na FAE. Foi possivel
observar que tanto no ESA quanto nas trés fracBes ha presenca de acido gélico e
acido elagico, embora a banda do acido gélico na FAQr ndo tenha ficado tdo evidente
guanto nas outras. Na FAQr a banda referente a miricitrina apresentou-se menos
evidente, enquanto na FAE foi intensificada.

A partir dessas analises pode-se inferir que a utilizacdo da mistura de solventes
etanol: agua: propilenoglicol favorece a extracdo de compostos fendlicos, devido ao
carater polar do solvente garantido pela presenca da agua e do etanol. Somado a isto
temos a presenca do propilenoglicol que, como sugerido por Bezerra et al. (2020)
explicaria a melhor solubilidade na extracdo de taninos devido ao efeito das porcdes
hidrofobicas das cadeias poliméricas e oligoméricas destes. Portanto, a mistura de
solventes utilizada promove um bom rendimento de extracdo de ambas as classes de
compostos estudados, os flavonoides e os taninos hidrolisaveis, garantindo assim a
otimizacdo do desempenho no processo de extracao.

Analisando os cromatogramas obtidos por CLAE do ESA e das suas fracdes
(Figura 14) observamos regides especificas detectadas nos intervalos entre 7 e 10
min, e depois no intervalo de 21 a 25 min. Nesses intervalos foram detectados cinco
picos, dois deles foram identificados como os taninos hidrolisaveis, acido galico e
acido elagico. Os outros picos séo sugestivos de flavonoides, dentre eles é possivel
observar o pico caracteristico de miricitrina, detectado com maior intensidade na FAE
e ausente na FAqr. De forma semelhante ao que foi relatado na literatura, este
composto também foi observado apenas na FAE, enriquecida em flavonoides. Os
outros picos ndo puderam ser confirmados, mas ha indicativos na literatura de que

possam ser relativos a quercitrina (BEZERRA et al., 2018).
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Figura 14 - Cromatograma do extrato e fragdes de E. uniflora (270 nm) e espectros de varredura dos
picos correspondentes aos marcadores da espécie.
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Legenda: ESA — Extrato bruto. FAQr — Fracdo Aquosa. FH — Fracdo Hexanica. FAE — Fracdo Acetato
de Etila. Fonte: Autoria propria (2022).

Através do fracionamento do ESA foi possivel observar o enriquecimento na
concentracdo dos marcadores, 0 que pode ser observado tanto nas analises de CCD
guanto de CLAE. Como utilizamos inicialmente o solvente hexano que apresenta
carater bastante apolar, foi possivel a extracdo melhorada de compostos apolares tais
guais os polifendis, e isto foi evidenciado na presenca de diversas bandas referentes
a estes grupamentos na CCD da FH. O segundo fracionamento, agora usando como
solvente o acetato de etila, que apresenta um carater mediano de polaridade, permitiu
a extracao e enriquecimento de compostos com carater mais apolares que estavam
presentes na fracdo aquosa separando-os de compostos mais polares. Assim,
obtivemos uma fracdo enriquecida em compostos fendlicos semi-purificados, como
observamos através da boa definicdo de picos na CLAE de FAE.

A selecdo de um solvente adequado para obter frac6es ricas em determinado grupo de
compostos constitui uma etapa bem importante. A utilizacdo de solventes de crescente
polaridade é necessaria para realizar uma separacdo baseada nas propriedades dos compostos
de interesse. Nesse sentido, o0 solvente acetato de etila tem sido utilizado em alguns trabalhos

para obter fragOes ricas em flavonoides partindo de extratos brutos, demonstrando consequente
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incremento das atividades bioldgicas (BEZERRA et al., 2018; SOUZA-MOREIRA et al., 2019;
VAFAEI; BIN MOHAMAD; KARIMI, 2019).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO SECO
POR ASPERSAO

A infusdo de folhas de E. uniflora ja € utilizada na medicina popular como anti-
inflamatoério contra dores reumaticas e febre. Schapoval et al. (1994) descreveram
uma atividade anti-inflamatoria para infus6es de decoctos de folhas frescas e secas
no edema de pata na concentracdo de 300 mg/kg. Buscando avaliar essa atividade
anti-inflamatodria do ESA, foram realizados os testes de edema de pata induzido por

carragenina e a peritonite induzida por carragenina.

5.2.1 Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata induzido por carragenina envolve trés etapas distintas, de
acordo com os mediadores envolvidos. Na etapa inicial, compreendendo os primeiros
60 minutos ocorre a liberacdo de histamina e serotonina, responsaveis pela
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular no inicio do processo
inflamatorio. A segunda etapa, que ocorre entre 60 e 120 minutos, a resposta é
desencadeada por cininas, que tém a capacidade de induzir um aumento na
permeabilidade dos vasos sanguineos e a biossintese de prostaciclinas e outros
autacoides participantes do processo inflamatorio. A terceira etapa comeca da sintese
de prostaglandinas no tecido inflamado, com um pico maximo na segunda hora. Nesta
fase ocorre uma infiltracdo macica de leucdcitos polimorfonucleares (UENO et al.,
2000; CARVALHO, 2011).

Os nossos resultados podem ser observados na Figura 10, e eles demonstram
gue quando comparados ao grupo controle, os grupos tratados com o ESA de E.
uniflora, nas concentracfes de 100 mg/kg e 200 mg/kg, apresentaram significativa
inibicdo no aumento do volume do edema de pata, e isto se manteve constante
durante a execucdo do experimento, desde o tempo 15 minutos até 120 minutos,
sendo o p < 0,05 (Figura 15). Estes resultados sao similares ao do grupo tratado com

indometacina (20 mg/kg).



52

Figura 15 - Efeito do ESA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), indometacina e salina no teste de edema de
pata induzido por carragenina em camundongos
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As medidas foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a injecdo s.pl. de
carragenina. Andlise estatistica realizada no Graphpad Prism 6, usando teste ANOVA de uma via
seguido pelo Teste de Bonferroni. *p<0,05 comparando os grupos tratados versus o grupo controle (n
= 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria propria (2022).

Como foi mencionado acima, a carragenina, que é um polissacarideo sulfatado
extraido de algas marinhas, € usada como estimulo inflamatoério (diluida entre 1-2%)
em modelos animais para testar substancias, por provocar inchaco e dor (COSTA et
al., 2004). Elainduz o edema de pata resultando na liberacdo de mediadores tais como
a histamina, serotonina, bradicinina, substancia P e fator de agregacao plaquetaria,
bem como algumas prostaglandinas (via da ciclooxigenase), dessa maneira, 0S
achados neste estudo sugerem que as acdes antiedematogénicas do ESA de E.
uniflora estdo relacionadas a inibicdo de uma ou mais vias de sinalizacao
intracelulares envolvidas nos efeitos desses mediadores. Mas, pela acdo da
carragenina em recrutar e promover a liberacdo de tantos mediadores quimicos, é
necessaria a realizacédo de testes que elucidem quais mediadores estdo participando
da atividade anti-inflamatoria observada para o ESA.

Sobeh e colaboradores (2019), investigando a atividade anti-inflamatoria do
extrato butandlico das folhas de E. uniflora (100 mg/kg, v.0.) em um teste similar ao
gue realizamos, de edema de pata induzido por carragenina, diferindo no tempo em
gue os animais ficaram em observacao, que foi de 24 horas, demonstraram que o
extrato diminuiu o tamanho do edema induzido por carragenina em comparagao com

0 controle positivo, que neste caso foi usado o anti-inflamatério diclofenaco. Eles
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sugerem que esta atividade pode ser atribuida a inibicdo de COX-2, visto que é por
meio desta via que age o diclofenaco. Eles atribuem esta atividade a presenca de
diversos flavonoides, entre eles miricetina e quercetina (SOBEH et al., 2019; WANG
et al., 2010; AZEVEDO et al., 2015).

5.2.2 Peritonite induzida por carragenina

E conhecido que a carragenina tem agdo na liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, entdo uma injecdo intraperitoneal de carragenina promove a liberacéo
de citocinas leva ao recrutamento de leucdcitos, principalmente polimorfonucleares,
para o local da lesao, isto € uma resposta essencial e precoce da inflamacao. Durante
a inflamacdo ha duas isoenzimas COX distintas capazes de converter acido
araquidonico em endoperoxidos de prostaglandinas. A COX-1, também conhecida
como PGH sintase-1, é expressa constitutivamente na maioria das células. Por outro
lado, a COX-2 (PGH sintase-2) € mais rapidamente induzivel; e sua expressao varia
dependendo do estimulo. A COX-2 € um produto génico de resposta imediata
acentuadamente sobrerregulada por forca de cisalhamento, fatores de crescimento,
promotores tumorais e citocinas (KATZUNG et al., 2017), estas ultimas foram
induzidas e liberadas em presenca da carragenina na cavidade peritoneal dos
camundongos, 0 que promoveu a inducdo destas enzimas.

Neste estudo observamos que os animais tratados com o ESA de E. uniflora
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg tiveram uma diminuicdo significativa na migracao
do nuamero total de leucdcitos (35,38%, 49,39% e 55,56%, respectivamente), e
também promoveram uma diminuicdo na migracdo do numero total de neutrofilos
(20,76%, 35,85 e 60,37%, respectivamente), enquanto o grupo indometacina teve
uma reducéo na migracao de leucdcitos de 79,01% e neutrofilos de 71,69% (Tabela

1). O valor de p calculado nesses achados foi menor que 0,05.

Tabela 1 - Efeito do ESA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), indometacina e salina no teste de peritonite
induzido por carragenina 1% em camundongos.

Dose Leucécitos Inibicdo Neutrofilos Inibicdo
(mg/kg) (10°/mL) (%) (10°/mL) (%)
Salina - 8.1+0.9 - 5.3+0.5 -
Indometacina 20 1.74£0.6* 79.01 1.5+0.3* 71.69

E. uniflora 200 3.6+0.9* 55,56 2.1+0.4* 60,37
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100 mg/kg 4.1+0.6* 49,39 3.4+0.4* 35.85
50 5.2+0.7* 35,81 4.2+0.3* 20.76

4 h apos receberem a injecao s.pl. de carragenina, e apds eutanasia, 0s animais tiveram o liquido de
sua cavidade peritoneal removido e analisado. Analise estatistica realizada no Graphpad Prism 6,
usando teste ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Bonferroni. *p<0,05 comparando 0s grupos
tratados versus o grupo controle (n = 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria propria (2022).

No mesmo estudo realizado por Sobeh e colaboradores (2019) foi demonstrado
gue o extrato butandlico de E. uniflora (100 mg/kg, v.0.) inibiu a migracao leucocitaria
de forma semelhante ao diclofenaco, mas este efeito néo foi significativo para ambas
as drogas. Em nosso modelo, usamos o farmaco indometacina, que apresenta
inibicdo nado seletiva tanto para COX-1 quanto para a COX-2, o que pode sugerir que

a acao do ESA de E. uniflora seja semelhante a este mecanismo.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO SECO POR
ASPERSAO

Devemos enfatizar que a definicdo dor € reconhecida como a percepcao de
uma sensacao nociceptiva, logo ela abrange dois aspectos, a nocicepgdo e a
percepcdo. A percepcdo envolve a funcdo integrativa modulada por circunstancias
emocionais, motivacionais e psicolégicas, enquanto a nocicepcéo é o resultado da
ativacao de neurdnios sensoriais somaticos especificos. A partir destes conceitos, dor
se enquadraria como termos mais adequados para o ser humano, enquanto
nocicepcao seria mais apropriado para modelos animais (NOBACK et al., 1999).

E embora os animais ndo externem a habilidade de comunicar verbalmente um
episédio doloroso quando sdo submetidos a um estimulo reconhecidamente
nociceptivo, ou pelo fato de ainda ndo conseguirmos distinguir o tipo de comunicacgao
existente se houver, quando o0s animais sdo submetidos a um estimulo
reconhecidamente nociceptivo, eles apresentam respostas comportamentais, motoras
e fisiologicas equivalentes as observadas em humanos. E a partir da observacao
destes parametros é possivel inferir que um animal esta vivenciando uma resposta
algica, avaliar a sua intensidade e compreender como substancias potencialmente
analgésicas interferem no processo. Entdo, deste modo, os modelos experimentais

de dor sdo chamados de modelos de nocicepcao, e constituem o ponto de partida
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para a caracterizacdo farmacoldgica de novos compostos antinociceptivos (LAPA et
al., 2007).

ApOs uma triagem inicial da atividade anti-inflamatdria realizada com o ESA de
E. uniflora, desenvolvemos as avaliacbes da atividade antinociceptiva e fim de
investigar esses efeitos de E. uniflora, realizou-se os testes de contor¢bes abdominais

induzidas por acido acético, teste da formalina e teste do movimento de cauda.

5.3.1 Teste de contor¢cBes abdominais induzidas por acido acético

Este teste € um modelo néo seletivo de dor inflamatoria visceral, mas com alto
poder de sensibilidade na identificacdo de drogas antinociceptivas promissoras, sendo
uma ferramenta de triagem de compostos com atividade analgésica periférica que
envolvem a ativagéo de receptores somaticos e viscerais. Este modelo também induz
inflamacéo local mediada por prostaglandinas, bradicinina, TNF-a, IL-13 e IL-8
(OLONODE et al., 2015). Tais mediadores locais estimulam neurdnios nociceptivos
sensiveis aos anti-inflamatérios esteroides e aos opioides. Mas o acido acético
também pode agir induzindo a nocicepcdo através da dissociacdo dos prétons
existentes no acido, que ativam receptores de potencial transitorio vanildide subtipo 1
(TRPV1) e canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs) encontrados nos neurdnios
aferentes primarios (IKEDA et al., 2001; COUTAUX et al., 2005).

Os nossos achados demonstraram que o tratamento com as diferentes
concentracfes do ESA de E. uniflora foi eficaz na reducdo do nimero de contor¢cdes
abdominais induzidos por acido acético. Os grupos tratados com as concentracdes de
50, 100 e 200 mg/kg demonstraram reducao de 35%, 55% e 59,83% respectivamente,
com p < 0,05. O grupo tratado com morfina teve reducéo de 99,14%, ja o grupo tratado
com indometacina demonstrou reducdo de 89,57%, quando comparados ao grupo

controle (Figura 16).

Figura 16 - Efeito do ESA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), indometacina, morfina e salina no teste de
contor¢gfes abdominais induzidas por acido acético (0,85%, v/v) em camundongos
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Os animais foram observados para registrar o nimero de contor¢des no intervalo correspondente de 5
a 15 minutos apds a injecdo do acido acético. Andlise estatistica realizada no Graphpad Prism 6,
usando teste ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Bonferroni. *p<0,05 comparando os grupos
tratados versus o grupo controle (n = 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria prépria (2022).

Este resultado demonstra que o ESA de E. uniflora foi capaz de produzir, de
forma significativa, um efeito antinociceptivo no modelo experimental das contor¢des
induzidas por acido acético. Este modelo € sensivel aos AINEs e a narcéticos, bem
como a outras drogas de acdo central (REICHERT et al.,, 2001). Mas também é
sensivel a relaxantes musculares e outras drogas analgésicas. As contracdes
evidenciam-se por contracdes e rotacdo do abdémen, seguidas por extensao de uma
ou ambas as patas traseiras; a contagem do numero de contorc¢des verificadas em um
intervalo de tempo pré-determinado € um indicativo da intensidade para a resposta
nociceptiva (COUTO et al., 2011).

Ainda no mesmo estudo, Sobeh e colaboradores (2019) investigaram a acao
antinociceptiva do extrato butandlico de E. uniflora e demonstraram que o extrato tinha
atividades significativas e dose-dependentes reduzindo o namero das contor¢des
induzidas por acido acético, isso de forma semelhante ao diclofenaco. Eles acreditam
gue a resposta observada se deva a acdo em receptores peritoneais locais, através
da inibicdo da liberacdo dos mediadores inflamatorios envolvidos neste modelo.

Um estudo com 6leos essenciais obtido das folhas de E. uniflora sendo eles
Oleo bruto, e as fracBes pentano, diclorometano e metandlica, foi observado que a
fracdo pentano foi a Unica a apresentar efeito antinociceptivo significativo, inibindo as

constricdes em 70% na dose de 200 mg/mL (AMORIM et al., 2009). Eles inferiram que
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o efeito antinociceptivo observado tinha relagdo com os furanosesquiterpenos

encontrados na fragao pentano.

5.3.2 Teste da formalina

Este € outro modelo experimental para avaliar a atividade antinociceptiva de
substancias investigadas, sendo sensivel para varias classes de drogas analgésicas.
Consiste em duas fases diferentes que sao separadas por um tempo: a primeira fase,
dita neurogénica (0-5 minutos) é resultante da estimulacdo quimica direta dos
nociceptores, e a segunda fase, dita nocicepcdo inflamatéria (15-30 minutos), é
dependente da inflamacao periférica e das alteracbes no processamento central da
dor (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992; BERRINO et al., 2003).

Portanto, o tempo do teste pode ser usado para esclarecer o mecanismo de um
possivel efeito antinociceptivo. Os estudos anteriores demonstram que AINEs, tais
como aspirina, indometacina e diclofenaco, conhecidos por inibir a atividade da
enzima COX, séo ineficientes ou causam pequena inibicdo na primeira fase do teste,
mas podem atenuar, de maneira dose-dependente, a segunda fase da nocicepcao
induzida pela formalina (SANTOS; VEDENA; FREITAS, 1998).

Os nossos resultados na primeira fase demonstram que o tratamento por via
oral com ESA (200, 100 e 50 mg/kg) reduziram significativamente o tempo de
lambedura da pata injetada com formalina, quando comparado ao controle, em 65,62,
60,45 e 42,93%, respectivamente. A morfina (10 mg/kg) reduziu significativamente em
93,43%, ja a indometacina ndo apresentou diferenca estatistica do grupo controle. Ja
na segunda fase do teste, as diferentes concentraces do extrato de E. uniflora (200,
100 e 50 mg/kg) produziu uma consideravel reducdo no tempo de lambedura da pata
de 74,97, 65,86 e 61,44%, respectivamente, com p < 0,05. Os controles positivos
indometacina (20 mg/kg) e morfina (10 mg/kg) foram capazes de diminuir de maneira

expressiva em 92 e 86,31%, quando comparado ao controle (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do ESA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), indometacina, morfina e salina no teste da
formalina em camundongos
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Os animais foram observados para registrar o nimero de lambeduras da pata em dois intervalos de
tempo, no primeiro de 0 a 5 minutos e depois no intervalo de 15 a 30 minutos. Andlise estatistica
realizada no Graphpad Prism 6, usando teste ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Bonferroni.
*p<0,05 comparando os grupos tratados versus o grupo controle (n = 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria propria (2022).

Diversos trabalhos revelam que a aplicacdo de formalina provoca a liberacéo
de distintos mediadores inflamatdrios, como prostaglandinas, 6xido nitrico, glutamato,
cinina, entre outros (HUNSKAAR; HOLE,1987; SANTOS et al.,1998), estabelecendo
potenciais de acéo e despolarizando a membrana neural. A formalina atua também
através da ativacao de receptores TRPAL, que sédo canais idbnicos nao seletivos, e
estdo presentes preferencialmente em neurbnios nociceptivos primarios. Os
receptores TRPA1 sédo acionados por compostos irritantes, baixas temperaturas,
substancias eletrofilicas ou por meio de mediadores, como a fosfolipase C ou proteina
guinase A, gue iniciam vias de sinalizacao celular e conduzem a ativacao do receptor.

Nossos achados indicam que o ESA de E. uniflora é capaz de inibir tanto a
primeira fase quanto a segunda fase da nocicepcdo induzida pela formalina em
camundongos, de forma semelhante a morfina. A morfina e outras drogas opioides
exercem suas atividades antinociceptivas atuando em receptores (M, K € 8) € assim

modulam a transmisséo do estimulo nociceptivo.

5.3.3 Teste do movimento de cauda
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Nossos achados indicaram que o tempo de laténcia dos animais tratados com
0 ESA nas concentragbes de 200 e 100 mg/kg aumentou significativamente em
comparacao ao grupo controle apés 30 minutos de tratamento, com p < 0,05 (Figura
18). No tempo de 60 minutos os grupos tratados com o ESA nessas concentracdes
apresentaram eficiéncia maxima, com resultados similares ao grupo tratado com
morfina. O grupo tratado com o ESA na concentracdo de 50 mg/kg nédo apresentou
diferenca significativa do grupo controle.

Figura 18 - Efeito do ESA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), morfina e salina no teste do movimento de cauda
em camundongos.
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Os animais foram observados por 120 minutos para registrar o tempo de laténcia para retirada da cauda
do banho aquecido. Andlise estatistica realizada no Graphpad Prism 6, usando teste ANOVA de uma
via seguido pelo Teste de Bonferroni. *p<0,05 comparando os grupos tratados versus o grupo controle
(n = 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria propria (2022).

Esse teste € sensivel para identificar a atividade de compostos cujos
mecanismos sejam semelhantes aos promovidos pelos analgésicos opioides. Este
ensaio experimental consiste na aplicacdo de uma fonte radiante de calor na cauda
do animal como estimulo nociceptivo térmico, provocando seu movimento de retirada.
Um aumento no tempo de reacdo é geralmente considerado como um parametro
importante para avaliar a atividade antinociceptiva central, caracterizando-se por uma
nocicepcdo aguda nado-inflamatoéria. Sendo assim, substancias que atuam em nivel
central, como a morfina, sdo capazes de suprimir respostas de neurdnios espinhais

ao estimulo térmico nocivo na cauda, aumentando o tempo de laténcia.
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Sobeh e colaboradores (2019) realizaram um teste semelhante, o teste da placa
quente, que também detecta substancias analgésicas de efeito central, visto que
avalia o tempo de laténcia para que o animal levante ou lamba as patas estando numa
placa aquecida a (55 £ 0,5 °C) ao reagirem a um estimulo térmico. Nesse estudo, eles
observaram que o extrato butandlico (100 e 200 mg/kg) de E. uniflora administrado
por via oral foi capaz de aumentar a laténcia para responder (retirar e lamber a pata)
no teste da placa quente, nos tempos 1, 2, 3, e 4 horas. Como farmaco comparador
eles utilizaram a nalbufina, um analgésico opioide, e sugeriram que o0 extrato

butandlico de E. uniflora tenha atividades analgésicas centrais de forma semelhante.

5.4 INVESTIGACAO DE POSSIVEL MECANISMO DE ACAO PARA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DAS FRACOES AQUOSA E ACETATO DE ETILA

Nas plantas medicinais, embora possam existir diversos metabdlitos
secundarios, apenas 0S compostos presentes em maior concentracdo sao
normalmente isolados e estudados para fins terapéuticos. Para que isso ocorra é
necessario uma complexa e longa analise de substancias ativas, visto que, muitas
vezes, 0S compostos presentes em menor propor¢do na planta, sdo os que
apresentam melhores efeitos biolégicos. Por esse motivo, existe a necessidade de
varios trabalhos prévios para analise de extratos e testes biologicos, envolvendo
extratos semi-purificados e fracdes (YUNES; CALIXTO, 2010).

Neste contexto, as metodologias para preparacdes de extratos vegetais, sao
parte do processo que visam isolar os seus constituintes (SIMOES et al., 2004).
Inicialmente, utilizamos como solventes a mistura etanol, agua e propilenoglicol na
proporcao 1:1:1. Posteriormente o extrato foi submetido a um processo de particéo
liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes, o hexano e o acetato de
etila, visando uma semi-purificacdo das substancias através das suas polaridades.
Assim, para localizar os principios ativos, os extratos e as fracbes semi-purificadas
foram testados e analisados em procedimentos cromatograficos para a identificacao
dos compostos.

A fim de investigar o mecanismo de acdo envolvido no efeito antinociceptivo
observado no teste da Formalina, repetimos o teste agora utilizando as duas fragbes
oriundas do ESA, a fragao acetato de etila e a fragdo aquosa residual (FAE e FAQr)

nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg. Por impedimento farmacotécnico
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nao foi possivel analisar o efeito da fracdo hexéanica, visto que esta tinha consisténcia
de uma graxa insolavel, e ainda apés o uso de Tween 80 (5%) como tensoativo ndo
foi possivel dissolvé-la em meio aquoso para assim promover sua administracédo por
via oral como foi realizado com as demais fra¢des. Depois disso, confrontamos a maior
dose utilizada anteriormente (25 mg/kg) realizando um tratamento prévio com uma
droga bloqueadora dos receptores opioides, a naloxona (2 mg/kg).

Priorizamos por estudar o mecanismo relacionado aos receptores opioides pois
ele é bastante significativo, j& que é bem efetivo em diminuir a nocicepcao induzida
por estimulos quimicos (LE BARS et al., 2001). Somado a isto, tais receptores estdo
envolvidos em diversos niveis de transmissdo dolorosa, sendo encarregados pelas
acOes antinociceptivas diretas e indiretas dos agonistas opioides (LEE et al., 2003).
Os receptores opidides p (1€ 2), 0 (1 e 2) ek (1, 2 e 3) e sistemas de peptideos
endégenos (encefalinas, dinorfinas e [(-endorfinas) estdo consideravelmente
envolvidos nos processos antinociceptivos, sendo encontrados em regides criticas
para a modulacdo da dor, como a area cinzenta periaquedutal, nucleos hipotalamicos,
sistema limbico e ndcleo magno da rafe (HERNANDEZ-DELGADILLO; CRUZ, 2006).

Em nosso estudo observamos inicialmente que a FAE em todas as doses
analisadas (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) apresentou diferenca significativa em relacdo ao
controle na primeira fase do teste da formalina (resposta neurogénica), reduzindo
aparentemente pela metade o tempo gasto em lambeduras, com p < 0,05 (Figura 19).
Um achado interessante é o de que a FAQr, na primeira fase do teste, s apresentou
diferenca significativa com relacéo ao controle na maior dose, 0 que nos sugere que
havia algum composto em maior concentracdo na FAE que permitia a melhor resposta
no efeito de reducdo no tempo gasto em lambedura.

Na segunda fase do teste (dor inflamatoria) a atividade da FAE nas trés doses
se mostrou ainda melhor, em relagdo ao observado com o grupo controle,
aparentando reducédo de até 3 vezes no tempo gasto em lambedura. Enquanto para a
atividade da FAQr foi observada diferenca significativa apenas nas doses de 12,5 e 25
mg/kg em relacdo ao controle, com p < 0,05 (Figura 19). Esses achados nas duas
fases do teste de formalina corroboram para a comprovacdo da atividade

antinociceptiva de E. uniflora frente a esse teste.

Figura 19 - Efeito de FAE e FAqr (6,25, 12,5 e 25 mg/kg, v.0.), FAE e FAQr (25 mg/kg, v.0.) + naloxona
(2 mg/kg i.p.) e salina no teste da formalina em camundongos.
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Os animais foram observados para registrar o nimero de lambeduras da pata em dois intervalos de
tempo, no primeiro de 0 a 5 minutos e depois no intervalo de 15 a 30 minutos. Foi realizada uma
administracdo prévia (30 min) de naloxona 2 mg/kgr. Andlise estatistica realizada no Graphpad Prism
6, usando teste ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Bonferroni. *p<0,05 comparando 0s grupos
tratados versus o grupo controle (n = 6 animais/grupo).

Fonte: Autoria propria (2022).

Analisando a composicao fitoquimica das fracdes (FAE e FAQr) através dos
cromatogramas (Figuras 13 e 14), percebemos que a miricitrina € um composto que
esta presente em maior evidéncia na FAE, sendo assim, esse composto pode estar
envolvido na atividade exacerbada que foi observada nesta fracdo, em detrimento do
gue foi observado na FAQr. Sabe-se que os flavonoides interagem com enzimas e
proteinas celulares e, assim, regulam processos como crescimento celular, apoptose,
resposta imunoldgica e inflamacao (CALIXTO et al., 2004; KO et al., 2005). Estudos
anteriores demonstraram que a administracdo sistémica de miricitrina foi capaz de
reduzir a dor aguda e crénica em camundongos e essa atividade foi atribuida a inibicéo
da atividade da proteina quinase, da reducéo na producéo de NO e da atividade anti-
inflamatoria (AGULLO et al., 1997; GAMET-PAYRASTRE et al., 1999; CHEN et al.,
2000; MEOTTI et al., 2006a; MEOTTI et al., 2006b).

Em nosso estudo, utilizamos uma administracdo oral de uma fracéo
enriquecida, contendo miricitrina, que apresentou atividade antinociceptiva
semelhante a morfina e seguimos para a investigacdo do possivel mecanismo de
acao. Iniciamos com o tratamento prévio dos animais com naloxona (2 mg/kgi.p.), um
antagonista ndo seletivo para os receptores opioides, seguimos com a administracao
de FAE e FAQr (25 mg/kg) e 1 hora ap6s administramos a formalina subplantar e

submetemos os animais ao teste (Figura 19).
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Como foi dito anteriormente, os opioides agem sobre 0s receptores p, 0 € K,
acoplados a proteina G, e quando ativados inibem a adenilato -ciclase,
subsequentemente reduzindo o influxo de calcio, aumentando o fluxo de potéssio,
gerando uma reducao na liberacdo de neurotransmissores excitatorios pré-sinapticos
e hiperpolarizacdo poés-sinaptica e assim reduzem a transmissdo dolorosa e a
nocicepcao (STEIN, 2013). Em estudo realizado por Meotti e colaboradores (2007)
utilizando fatias corticais de encéfalos de ratos, foi evidenciado que a miricitrina inibiu
o influxo de calcio através do bloqueio dos canais de calcio levando a uma atividade
antinociceptiva comprovadamente com acao central. Eles demonstraram também que
a atividade antinociceptiva de miricitrina envolve mecanismos de ativagédo da proteina
G inibitoria, abertura de canais especificos de K* e inibi¢cdo do influxo de calcio.

Em nosso estudo foi possivel observar que a naloxona reverteu boa parte do
efeito antinociceptivo da FAE e FAQr no modelo de nocicepcéo induzido pela injecao
subplantar de formalina. Esse resultado sugere que 0s receptores opioides estao
envolvidos na mediacao da resposta inflamatoria de FAE e FAQr de E. uniflora no teste
da formalina e que esta atividade se deve principalmente a miricitrina, visto que esta
molécula esta em maior proporcdo na FAE evidenciado na caracterizacao fitoquimica
das fracdes por CCD e CLAE.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencéo do extrato seco por aspersao (ESA) das folhas de Eugenia uniflora
ocorreu por uma turboextracdo com posterior secagem por spray dryer. A partir deste
extrato bruto foi realizado uma série de fracionamentos que permitiu a obtencao de
das fracbes hexanica, aquosa residual e acetato de etila (FH, FAgr e FAE,
respectivamente).

Através da caracterizacao fitoquimica do ESA das folhas de E. uniflora e das
fracOes foi possivel a identificacéo dos trés marcadores quimicos: 4cido elagico, acido
galico e miricitrina, este ultimo estando evidente apenas no ESA e nas FH e FAE.

O ESA de E. uniflora demonstrou atividade anti-inflamatéria em modelos
experimentais agudos, através da diminuicdo do edema de pata induzido por
carragenina durante o tempo total do experimento (120 minutos), bem como promoveu
a diminuicdo da migracdo de leucdcitos e neutrdfilos de forma semelhante a
indometacina.

O ESA de E. uniflora também demonstrou atividade antinociceptiva nos
modelos de dor periférica e central, sendo evidenciado pela redu¢do do namero de
contor¢cdes abdominais, reducdo no tempo de lambedura em ambas as fases da
resposta nociceptiva a formalina e maior laténcia para o movimento de cauda.

A investigagcdo do possivel mecanismo de acdo envolvido na atividade
antinociceptiva realizada com as fracdes FAE e FAQr demonstrou que a via opioide
pode estar envolvida na acdo central, visto que essa acéao foi bloqueada pelo uso do
antagonista ndo seletivo de receptores opioides, naloxona. Uma possivel explicacdo
para esta atividade antinociceptiva mediada pela via opioide é a presenca do
flavonoide miricitrina, isto sendo sugerido pela maior presenca da a¢ao antinociceptiva

na FAE contra a acdo na FAqr.
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