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RESUMO

A Eugénia flavescens Dc (Myrtaceae) € uma planta medicinal conhecida
popularmente como araca-da-mata, encontra-se distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais com relatos na medicina tradicional no uso da dor, inflamacéo e diarreia,
descrito na literatura as atividades fitotoxico e de citotoxicidade. Neste estudo
avaliamos pela primeira vez o potencial gastroprotetor e antinociceptivo do Oleo
essencial (OE) de E. flavescens. As folhas foram coletadas no municipio de Santa
Cruz da Baixa Verde/PE, o OE foi extraido por hidrodestilacdo, a caracterizacéo
quimica do OE foi analisada por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
(CG/EM). Para os testes de lesao gastricas foram utilizados os métodos induzidos
por etanol e etanol/acidificado, a &rea ulcerada foi mensurada por software ImageJ
(Version 1.45) em mm?2. Como também, foram analisados os possiveis mecanismos
de acdo que atuam na protecao gastrica como os compostos sulfidrilicos (-SH), 6xido
nitrico (ON), canais K+ATP e sintese da prostaglandina E2 (PGE2). Para avaliar a
atividade nociceptiva foram utilizados o teste de contor¢bes abdominais induzidas
pelo acido acético. Ademais, analisamos o0 potencial antioxidante antinoceptico e
toxicidade aguda do OE. Nossos resultados mostraram que o OE de E. flavescens
apresentaram como majoritarios o Guaiol 19,97%, Germacrene B 12,53%,
bicyclogermacrene 11,11%, E-cariophylene 7,53%, compostos comuns encontradas
em outras espécies de plantas medicinais com atividade gastroprotetora. Todos 0s
resultados foram expressos em média epm (p<0.05), o OE apresentou eficacia na
reducdo da Ulcera gastrica induzidas por etanol e etanol/acidificado, as
concentracdes de 50, 100 mg/kg apresentaram os melhores resultados comparados
com o grupo controle (+) carbenoxolona com reducdo de 18,29+6,26; 6,75+2,00 %
(etanol) e 16,26+1,49; 2,04+0,80% (etanol/acidificado). O mecanismo de acao do OE
pode estar relacionado com reducdo espécies reativas como os compostos -SH e
ON, sendo reduzidos em 42,73% e 64,73% respectivamente. Essa capacidade de
reducdo € explicada pela presenca de moléculas antioxidantes no EO de E.
flavescens E-cariophylene, bicyclogermacrene. Nossos resultados contribuem para
a rapida recuperacao da mucosa gastrica apos tratamento com OE E. flavescens,
sem qualquer toxicidade observada tendo grande potencial para o desenvolvimento

de novos farmacos antitlcera.

Palavras chave: Atividade gastroprotetora; Atividade antinociceptiva,

Metabolitos secundarios; Eugenia flavescens.



ABSTRACT

Eugenia flavescens Dc (Myrtaceae) is a medicinal plant popularly known as
araga-da-mata, distributed in tropical and subtropical regions with reports in traditional
medicine for pain, inflammation and diarrhea, described in the literature as phytotoxic
and cytotoxic. In this study we evaluated for the first time the gastroprotective and
antinociceptive potential of the essential oil (EO) of E. flavescens. The leaves were
collected in Santa Cruz da Baixa Verde/PE, the EO was extracted by hydrodistillation,
the chemical characterization of the EO was analyzed by gas chromatography and
mass spectrometry (GC/MS). For the gastric lesion tests, ethanol-induced and
ethanol/acidified methods were used, the ulcerated area was measured by ImageJ
software (Version 1.45) in mm2. Also, the possible mechanisms of action that act in
gastric protection such as sulfhydryl compounds (-SH), nitric oxide (NO), K+ATP
channels and prostaglandin E2 (PGE2) synthesis were analyzed. To evaluate
nociceptive activity, the acetic acid-induced abdominal contortions test was used.
Furthermore, we analyzed the antinociceptive antioxidant potential and acute toxicity
of the EO. Our results showed that the E. flavescens EO presented as majorities
Guaiol 19.97%, Germacrene B 12.53%, bicyclogermacrene 11.11%, E- caryophylene
7.53%, common compounds found in other medicinal plants species with
gastroprotective activity. All results were expressed as mean epm (p<0.05), the EO
showed efficacy in reducing ethanol and ethanol/acidified induced gastric ulcer, the
concentrations of 50, 100 mg/kg showed the best results compared to the control (+)
carbenoxolone group with reduction of 18.29+6.26; 6.75+2.00 % (ethanol) and
16.26+1.49; 2.04+0.80% (ethanol/acidified). The mechanism of action of EO may be
related to reduction reactive species such as -SH and ON compounds, being reduced
by 42.73% and 64.73% respectively. This reduction ability is explained by the
presence of antioxidant molecules in the EO of E. flavescens E-caryophylene,
bicyclogermacrene. Our results contribute to the rapid recovery of gastric mucosa
after treatment with E. flavescens EO, without any observed toxicity having great

potential for the development of new anti-ulcer drugs.

Key words: Gastroprotective activity; antinociceptive activity; secondary

metabolites; Eugenia flavescens.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera gastrica € uma doenca cronica, que ocorre no trato gastrointestinal
causando sérios danos a parede gastrica, afetando cerca de 10% da populacdo
mundial principalmente em paises subdesenvolvidos (Farzaei, Abdollahi, and Rahimi
2015). E caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes profundas na mucosa e
submucosa, devido a processos complexos que resultam em disturbio no equilibrio
biolégico, provocado pela agéo corrosiva gerada apartir da hipersecrecao de acido
cloridrico (Kangwan et al. 2014).

Embora se tenha tratamentos, h4 uma alta taxa de ocorréncia de 0,7/1000
pessoas por ano acometidas com lesdes de Ulcera gastricas devido ao grandeuso
de antinflamatdrios, contaminacéo por Helicobacter pylori (HP), consumo excessivo
de bebidas alcodlicas, tabagismo e estresse, fatores agressivos que levam ao
desequilibrio da secrecado do acido gastrico e pepsina, como também a alteracao dos
fatores protetores da mucosa como o préprio muco, fluxo sanguineo, bicarbonato,
prostaglandinas, sistemas antioxidantes entre outros (Al-Sayed and El-Naga 2015;
Analyses and Ulcers 2009; D. L. Araujo et al. 2021).

Otratamento das doencas inflamatérias do trato gastrointestinal, buscam
meétodos terapéuticos com menos efeitos colaterais e eficazes. Muitas pessoas com
faixa etaria variadas e géneros distintos, sofrem com dores abdominais, refluxos, mal
estar proporcionados pelos tratamentos convencionais prolongados sob continuo
uso de medicacéo, em muitos casos sem esperanca de recuperacao permanente (A.
L. de Almeida et al. 2017; Andréia et al. 2019; Vechi etal. 2018).

O uso de antibiéticos e anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) é amplamente
descrito para tratar a inflamacéo, febre, dor e doencga trombotica. Porém, o uso
continuo desses medicamentos ocasiona efeitos colaterais indesejados,
desencadeando sérios danos como desenvolvimento de tlcera hemorragica, tlcera
erosiva e gastrite medicamentosa (Colucci et al. 2009).

Os AINEs agem inibindo a biossintese de prostaglandinas a partir das ciclo-
oxigenases (COX 1 E COX 2), levando a diminuigéo, formacéo e liberagdo de muco
gue é um dos fatores de protecdo da mucosa gastrica. A reducédo de prostaglandinas
promovidas pelos AINEs ocasiona disfungdo mitocondrial, alteracdo da
permeabilidade celular e a ativacdo de neutrofilos, que favorecem a formacao de

Ulceras (Colucci et al. 2009; Raghunath, O’morain, and McLoughlin 2005).
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A busca de novos farmacos utilizando produtos naturais vem crescendo muito
nos ultimos anos. Varias pesquisas sdo voltadas para a descoberta de novas
substanciasbioativas produzidas por plantas medicinais, como uma alternativa no
desenvolvimento de novos medicamentos no tratamento de varias doencas, por
serem de origem natural, apresentando menos efeitos colaterais (Analyses and
Ulcers 2009; Colucci et al. 2009; Kangwan et al. 2014; Raghunath, O’morain, and
McLoughlin 2005; Thekkan and Arts 2017).

Os oleos essenciais conhecido como metabdlitos secundarios produzidas por
plantas aromaticas, sédo utilizados a séculos na fabricacdo de cosméticos,
perfumarias e farmacologicamente para fins medicinais, devido a grande quantidade
de moléculas biologicamente ativas. Muitas espécies ricas em 6leo essenciais
apresentam resultados promissores no tratamento da ulcera gastrica (Rozza 2012).
Na literatura existem varios estudos que comprovam a atividade gastroprotetora
de espécies pertencente a Familia Myrtaceae, investigacdes sobre novas espécies
do género Eugenia sdo de suma devido a grande diversidade de atividades
biolégicas comprovadas na literatura, pois a similaridade quimiotaxondémica revela
descobertas de novas moléculas bioativas (Denardin et al. 2014).

Eugenia flavescens DC é uma planta medicinal popularmente conhecida no Brasil
como “araca-da-mata”. Ha relatos na medicina tradicional para uso contra diarreia,
dor, inflamacédo e doencas estomacais. Na literatura existem poucos estudos sobre
suas atividades biol6gicas. Um estudo feito por da Silva et al., (2017) mostraram
eficientes no combate a células cancerosas de colo retal (HCT-116) com resultados
promissores para estudos mais aprofundados. O objetivo do estudo € avaliar a
atividade gastroprotetora das folhas de OE de E. flavescens e sua atividade

antinoceptiva.
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1 OBJETIVOS

1.1 GERAL

Avaliar a atividade gastroprotetora e analgésica do 6leo essencial obtido das
folhas de Eugénia Flavescens.

1.2 ESPECIFICOS

v Caracterizar e quantificar os principais constituintes quimicos presentes no

OE de E. flavescens.

v" Analisar a atividade antioxidante do OE de folhas de E. flavescens.

v Investigar a toxicidade aguda e a atividade antinociceptiva in vivo do OE

de E.flavescens .

v' Analisar a atividade antiulcerogénica do 6leo essencial.

v Investigar possiveis mecanismo de acao da atividade antiulcerogénica do

6leo essencial.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Ulcera Gastrica

A Ulcera géstrica € uma doenga crbnica recorrente no mundo, sendo considerada
um problema de saude publica da sociedade moderna (Amorim et al. 2016). As taxas
de incidéncia mundial variam de 0,10% a 0,19% ao ano, e acometem
aproximadamente 5% a 10% de pessoas durante a vida, principalmente nos paises
ocidentais (Figura 1) (Araujo et al. 2021; Santin et al. 2011;Sumbul et al. 2010). A
Ulcera gastrica apresenta notavel impacto na qualidade de vida dos individuos
acometidos, podendo ocasionar dores abdominais, refluxo e vbmitos e, em alguns

casos, o desenvolvimento de neoplasias malignas (Amorim et al. 2016).

Figura 1 . Mapa mundial de uUlcera péptica.

no data !l less than 20! 20-40|! 40-60/ 60-801 80-1000 100-1200 120-14008 140-160
160-18001 180-2000 200-2200 more than 220
Peptic ulcer disease by country (per 100,000 inhabitants)

Fonte: Awaad, El-meligy, and (2013)
O mapa mosta a ocorréncia em nimero de casos de Ulcera géstrica no mundo, em tons marrons
escuro temos 0s paises com maior nimero de casos, nas cores amarelas ocorre em menores

proporcdes, em cinza nao ha informacdes .

A ulcera gastrica € uma doenca que afeta a mucosa géastrica e duodenal,
ocasionando lesdes superficiais ou profundas da parede gastrica (Rozza, 2012).

Embora se tenha grande avancos na medicina para desvenda-la, a sua etiologia

ainda néo foi totalmente esclarecida. Muitas hip6teses da etiopatogénese da Ulcera
gastrica estdo voltadas para os fatores genéticos, disturbios fisiopatologicos e fatores

ambientais (Andréia et al. 2019).
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A etiologia desta doenca ocorre quando ha um desequilibrio acentuado entre

os fatores agressores [fatores enddgenos ou exdgenos como: Habitos alimentares,

uso excessivo de alcool, stress,tabagismo, infec¢cédo por bactérias Helicobacter pylori

(HP), uso prolongado de anti- inflamatérios ndo esterdides (AINES), desrregulacdo

na secrecao gastrica como a pepsina e acido gastrico] e fatores de protecédo da

mucosa [0 préprio muco, bicarbonato (HCOs-), fluxo sanguineo adequado,

renovagado celular, prostaglandinas (PG), sistema antioxidante, compostos
sufidrilicos (-SH) e oxido nitrico (NO)]. I(D. L. Araujo et al. 2021; Mariano et al. 2016;

Rozza, 2012).

Figura 2: Fisiologia do estbmago e suas principais estruturas
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Fonte: ENCYCLOP/DIA BRITANNICA ONLINE (2013).

A Imagem mostra todas as caracteristicas anatdmica e fisiolégica do estbmago indicando suas

regibes e as camadas que constitui o tecido do estbmacal.

> mucosa

. submucosa

> muscular

- serosa

O estbmago é composto por cinco regides diferentes: cardia, fundo, corpo, antro

e piloro, cada regido apresenta algumas caracteristicas e fungdes diferentes como

mostra na Figura 2. O fundo e o corpo sdo areas funcionais contituidas
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principalmente pelas glandulas oxintricas (oxys do grego para acido) e pelas
glandulas piloricas, distribuidas em 80% do org&o. J& na regido do antro é constituida

principalmente pelas glandulas piléricas gastrina ou célula G Figura (3) (Schubert
and Peura, 2008).

Figura 3: Gandulas oxyntricas e pylorica responsaveis pela secrec¢ao gastrica
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Fonte: SCHUBERT; PEURA (2008)
A imagem mostra as principais grandulas responsaveis pela secre¢éo gastricas do estdmago e
as principais céluas que atuam na secrecao.

O revestimento interno do estdbmago € constituido por quatro camadas: a
mucosa, submucosa, camada muscular e a serosa (Figura 2), todas se diferenciam
pelo tipo de tecido que as formam. A camada da mucosa e submucosa sdo
constituidas principalmente por tecido epitelial do tipo colunar simples, apresentam
vesiculas de glicoproteinas mucina (Muc 1, Muc 5 Ac, Muc 5 AB e Muc 6) que formam
a camada do muco responsavel pela protecdo da mucosa géastrica da acadodo acido
cloridico. A camada muscular, formada pelos musculos liso, circular e longitudinal,
atua nas contracdes segmentares e peristalticos em todo o estbmago contribuindo
no processo digestivo. A camada da serosa é formada principalmente por tecido
conectivo fibroso e epitélio escamoso simples, que constitui o peritbnio visceral

(Glavin and Szabo 1992; Schubert and Peura 2008; Vimala and Gricilda Shoba
2014).
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3.1.1 Secrecédo Gastrica

De acordo com Costanzo (2007) o estbmago pode secretar cerca de dois litros
de suco gastrico por dia, formado principalmente por HCI, fatores intrinsecos e
pepisina, que estdo envolvidos na digestdo de alimentos e facilita a absor¢céo de
nutrientes essenciais como o ferro, célcio, vitamina Biz entre outros. A secrecao acida
ocorre de forma complexa e pode envolver pelo menos trés tipos celulares diferentes,
as células interecromarfins (ECL) produzindo histamina, as células G produzindo
gastrina e as células D que secretam a somatostatina. Com funcao de dificultar o
desenvolvimento de bactérias e virus, o HCI é responséavel pela manutencdo do pH
que varia de 1 a 2 no lumén gastrico (Awaad, El-meligy, and Soliman 2013).

A Secrecao do HCI se d& pela bomba de prétons (H*/K*-ATPase), que bombeia
ions de Hidrogénio (H*) contra um gradiente de concentracdo para o limen gastrico,
em troca de ions de potassio (K*), ao receberem o estimulo secretor as células
parietais, que estimulam os tubulos vesiculares a se direcionarem a regido apical das
células fundindo-se a membrana plasmatica. Esse processo é regulado por
estimulos e sinalizacdo de segundo mensageiros neurais (acetilcolina), hormonais
(gastrina), paracrinos (somatostatina e histamina), quimicos (glutamato, etanol,
proteina) e fisicos (distenséo) (Schubert and Peura 2008; Schubert 2014).

Figura 4: Célula parietal e fatores estimulantes e inibidores da secre¢éo &cida.
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Fonte: Berne, Levy, and Koeppen (2008)
A figura mostra a célula pariental e as principais vias que atuam na producao e inibicao da

secrecdo do HCL.

A acetilcolina é liberada por neurdnios pds-ganglionares do nervo vago, sendo
responsavel pela estimulagdo da secrecdo do &cido géastrico a partir de receptores
muscarinicos Ms, que se localiza na membrana celular pariental, atuando
indiretamete na inibicdo de somatostatina diminuindo a liberagdo da histamina e
gastrina. A gastrina € responsavel pela estimulacdo da secrecdo acida gastrica
durante o processo digestivo, agindo principalmente na liberacéo da histamina pelas
ECL.

A histamina atua estimulandoa secrecdo acida gastrica logo apos se ligar aos
receptores de histamina -2 (H2), desencadeando uma cascata de eventos que eleva
os niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). A somatostatina
atua inibindo a secrecdo da gastrina e histamina, sendo liberada pela células D,
reduzindo significativamente o pH do lumen gastrico e reduzindo a liberacdo de
gastrina e histamina (Berne, Levy, and Koeppen 2008; Braga et al. 2016; Schubert
2014; Schubert and Peura 2008; Venkateswarar&o, chita; Venkataramana 2013;
Vimala and Gricilda Shoba 2014).

3.1.2 Fatores protetores da mucosa gastrica

A parede gastrica € constantemente agredida por diversos fatores endégenos, o
HCI, sais biliares, pepsina, variacbes do pH, temperatura, pressao osmotica e
também por fatores exdégenos como 0 uso excessivo de bebidas alcéolicas,
contaminagao por microorganismos, uso prolongado de medicamentos (Araujo et al.
2021; Braga et al. 2016). Os fatores de protecdo da mucosa sao a barreirado muco
bicarbonato e fosfolipideos, fluxo sanguineo, rapida renovacao celular, producdo do
acido nitrico, prostaglandinas e mecanismos antioxidantes (Gyires, Toth, and Zadori
2015).

Barreira da Mucosa — Formada pelo muco, bicarbonato, e fosfolipideos recobrem
toda a area da mucosa gastrica, sendo considerada a primeira barreira de defesa da
parede gastrica, estimulada por fatores neurais e hormonais.
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O muco é secretado pelas células epiteliais superficiais sendo constituido de
glicoproteinas de mucina (Metz and Editor 2008). Tém funcdo de manter o
microambiente neutro compH ~ 7, protegendo as celulas epiteliais do estdbmago
contra a acao do HCL e pepsina. Devido a sua alta viscosidade, contribui para que o
bicarbonato ndo se perca no lumen gastrico (Gyires, Toth, and Zadori 2015).
Segundo Allen, Flemstro, and Flemstro (2005) realata que quando ha alguma
alteracdo na barreira do muco e bicarbonato uma série de mecanismos de defesa
atua na neutralizac@o intracelular do &cido, tendo um rapido reparo epitelial e
manutencao do fluxo sanguineo.

Prostaglandinas — Tém funcdo importante para a manutencao da integridade da
mucosa por diversos mecanismos de protec¢ao, podendo atuar na secre¢cdo do muco
e bicarbonato através dos receptores EP2/EP4 e IP, respectivamente, acoplados a
proteina G. As prostaglandinas sao potentes vasodilatadoras tendo a capacidade de
aumentar o fluxo sanguineo, dando maior resisténcia no desenvolvimento de lesdes
(Eguchi et al. 2007; Mariano et al. 2016; Pai et al. 2013).

Agrupamentos sufidrilicos (-SH) — Sdo compostos presentes na mucosa gastricas
e em diversas enzimas, tém a funcdo de estimular a sintese do muco e eliminar
espécies reativas do oxigénio (EROs). O seu papel na gastroprotecdo tem sido
demonstrado em varios modelos de inducao de Ulcera gastrica e se da pela reducéo
destescompostos presentes na mucosa (Kupai et al. 2010; Robert et al. 1979; Santin
et al.2011).

Oxido nitrico (ON) — Apresenta a funcgéo citoprotetora e reguladora do fluxo
sanguineo devido as suas caracteristicas vasodilatadoras, atuando na homeostase
no trato gastrointestinal. O ON é sintetizado a partir de L-arginina, no entanto, em altas

guantidades promove a perda da barreira da mucosa contribuindo para a lesao
gastrica e processosinflamatérios (Kangwan et al. 2014; Koo, Song, and Bae 2018).

Microcirculacdio — A mucosa do estbmago € uma regido amplamente

vascularizada, que contribui para a manutengcédo do microambiente estimulando o
fluxo de oxigénio, nutrientes e bicarbonato, além de eliminar substancias toxicas. O

fluxo sanguineo ineficiente pode comprometer a mucosagastrica e estimular o

desenvolvimento de lesdes (Jain et al. 2007; Kangwan et al.2014; Viana et al. 2016).

Sistemas antioxidantes — Os sistemas de defesas antioxidantes desempenham
um papel importante na gastroprotecdo, pois as EROs contribuem no
desenvolvimento de lesbes gastricas provocadaspelo etanol, AINEs e stress (Das et
al. 1997). As EROs estimulam a peroxidacdo lipidica das membranas atacando

acidos graxos insaturados, provocando sérios danos celulares como diminuicédo da
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permeabilidade da membrana alterando as atividades de enzimas e receptores
(Odabasoglu et al. 2006).

3.1.3 Principais tratamentos para Ulcera gastrica

O tratamento da Ulcera gastrica se da por meio de medicamentos que
apresentam finalidade de neutralizar os agentes agressivos, ou estimular os agentes
de defesa da mucosa gastrica, sendo utilizado agentes anticolinergicos, antiacidos,
antagonistas de recepitores histamina (Hz), inibidores de bomba de prétons H*/K*-
ATPase (IBPs) e antibioticos utlizados no tratamento da Helicobacter pylori. No
entanto, esses medicamentos sdo caros e geram inumeros efeitos adversos (Allen,
Flemstro, and Flemstro 2005; Andréia et al. 2019; Braga et al. 2016).

Os medicamentos mais utlilizados para o tratamento da Ulcera gastrica sdo os
IBPs como: omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, dexlansoprazol entre outros, sendo
considerado os mais eficazes chegando a reduzir em 95% na producéo diaria do
acido gastrico, além de aumentarem a secrecdo do bicarbonato na mucosa (Palileo
and Kaunitz 2011). Os IBPs atuam se ligando covalentemente em residuos de
cisteinas da H*/K*- ATPase das células parientais de forma irreversivel;24 horas
apos novas H*/K* ATPase sao desenvolvidas, podendo agir no final da producéo do
acido gastrico (Freedberg, Lebwohl, and Abrams 2014). Embora sejam bastante
eficazes, os medicamentos IBPs apresentam varios efeitos colaterais como:nauseas,
dores de cabeca, hipersecrecao de acido gastrico, ma absorcao, diarréia, infeccao e

até cancer (Naunton et al. 2017).

Os medicamentos antagonistas dos receptores de histamina (Hz2) sdo bastantes
utilizados no tratamento da Ucera gastrica como a ritidina, nizatidina e cimetidina. Eles
atuam reduzindo a secrecédo acida a partir do bloqueio desses receptores, 0s quais
blogueiam a ligagcdo da histamina. O uso continuo promove alta incidéncia de
Ulceras, alteracdes imunoldgicas, sonoléncia entre outras (Jain et al. 2007; Mariano
et al. 2016).

Os anticolinérgicos atuam bloqueando 0s receptores muscarinicos diminuindo a
secregdo acida, tendo um efeito noceptivo reduzindo a dor (Jain et al. 2007). Os
antiacidos (bicarbonato de sédio, hidroxido de aluminio, hidroxido de magnésio) séo
medicamentos que buscam neutralizar a secre¢do do &cido cloridrico, mas nao
curam, apenas causam um alivio imediato dossintomas e ocasionam varios efeitos

adversos (Jain et al. 2007).
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Um dos grande causadores da gastrite crénica é a contaminagéo por H. pylori,
microorganismo que consegue colonizar o trato digestivo, mesmo sendo um
ambiente acido, sendo um fator de risco para o surgimento de Ulcera, gastrite e até
cancer. A H. pylori afeta o funcionamento do trato gastrico alterando os mecanismos
de protecdo. O tratamento se da por antibidticos (amoxicilina, tetraciclina,
claritromicina) combinados com antisecretores ou antagonistas do receptor Hz (Jain
et al. 2007; Koo, Song, and Bae 2018; Matsuda, Li, and Yoshikawa 1999).

3.2 Plantas medicinais

O Brasil constitui uma mega biodiversidade de fauna e flora, apresenta a maior
diversidade vegetal do mundo, representada por mais de 55.000 espécies
catalogadas, mais da metade dessas espécies encontram-se nas florestas tropicais,
area correspondente a apenas 7% da area totalda superficie da Terra (Dias et al.
2020; Ferreira, Batista, and Pasa, 2015).

De acordo com Maciel et al. (2002) o Brasil é um pais que detém uma diversidade
cultural e ética de suma importancia, que através do acumulo de conhecimento sobre
0 ambiente e as observacdes feitas dos elementos da natureza durante muito tempo
pelas comunidades tradicionais, foram capazes de encontra espécies de plantas com
alto poder de cura sobre vérios tipos de doencas, conhecimento esses, que foram
transmitidas através de ensinamentos orais de uma geracdo para outra, sendo
utilizada até hoje (Ferreira, Batista, and Pasa, (2015).

A humanidade procura na natureza recursos que buscam aumentar as
condicBes de sobrevivéncia e as plantas medicinais apresentam um valor importante
para diversas culturas (Ferreira, Batista, and Pasa 2015; Maciel et al. 2002). Muitas
espécies de plantas apresentam propriedades farmacoldgicas de suma importancia
para minimizar os problemas de saude existentes.

Maciel et al. (2002) afirma que, as observacdes e uso das comunidades sobrea
eficacia de plantas medicinais, contribuem de forma significativa na descoberta de
potencialidades terapéuticas, isso desperta o interesse de pesquisadores de varias
areas como a bhotéanica, farmacologia, fitoquimica e medicina.

Estudos confirmam que pelo menos 25% dos medicamentos produzidos
atualmente sdo derivados de plantas medicinais, que pode fazer parte de forma
direta ou indireta, ou seja, servindo de modelo para a producdo de compostos

sintéticos e novos componentes moleculares (Firmo et al. 2011).
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Segundo Firmo et al. (2011), planta medicinal é toda planta que pode ser
administrada ao homem ou animal, podendo ser utilizado por qualquer via sendo
oral, topica, intraperitonial, que apresente alguma atividade terapéutica.

Para a Anvisa (2010), Planta medicinal é definida como espécie vegetal que
pode ser de origem cultivada ou ndo, e que apresenta sua utilizacdo para fins
terapéuticos pode ser utilizado de forma fresca quando a coleta é feita no momento
do uso, ou seca quando a poés a coleta € posta para secar podendo ser processada,
triturada, ou n&o, sendo considerada droga vegetal.

A fitoterapia € denomida o tratamento utilizando plantas medicinais, 0s
fitoterapicos sdo medicamentos desenvolvidos a partir dessas plantas. Com isso,
podemos dizer que a fitoterapia é caracterizada pelo tratamento utilizando plantas

medicinais, podendo ser administrada por diferentes formas farmacéuticas, sem a

utilizacdo de principios ativos isolados (Carvalho et al. 2008).

3.2.1 Famila Myrtaceae

A familia Myrtaceae apresenta uma grande diversidade de espécies no mundo,
gue encontram-se distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. Sdo geralmente
arbustos ou arvores. E constituida por uma expressiva quantidade de individuos
dividindo-se em 145 géneros e mais de 5600 espécies dos quais se destacam 0s
géneros Syzygium, Eugenia e Campomanesia (The Plant List, 2013; Pereira, Zoghbi,
and C 2013). Segundo Forzza et al., 2015 no Brasil a familia Myrtaceae é diversa
chegando a ter 1034 espécies distribuidas em 23 géneros, sendo considerada a
guarta maior familia em espécies no pais (Farias et al. 2020) .

As myrtaceas apresentam potencial econémico destacando-se as frutiferas,
sendo bem representadas na culinaria brasileira, podendo ser consumidasin natura
ou em forma de sucos, geleias e doces. Outras apresentam as caracteristicas
ornamentais podendo ser utilizadas para recuperacéo de areasdegradadas. Existem
também as com valor medicinal e espécies aromaticas que se destacam pela
producdo de O6leo essencial, dos quais sdo utilizados em diversos produtos e
medicamentos ( De Araujo et al., 2019).

A familia Myrtaceae apresenta grande valor ecologico, nutricional, medicinal e
econdmico. Distribuida em varios lugares do mundo como mostra a Figura 3, ocorre
principalmente nas regides tropicais e intertropicais, em especial no hemisfério sul,

nos paises da Australia e América do Sul, como também na Europa, Asia e Africa.
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Figura 5: Distribuicdo da familia Myrtaceae no mundo

Fonte: http://raiz-iifp.pt/en/myrtaceae-the-eucalypts-family/ acessado 12/11/2021.

Os representantes da familia Myrtaceae vivem em diversos ambientes,
apresenta morfologia: Folhas simples, estipulas ausentes, folhas inteiras, filotaxia
opostas ou alternadas e espiraladas, limbo translicido com cavidades secretoras,
flores geralmente bissexuais com impanto desenvolvido, sua inflorescéncia pode ser
solitéria ou reunidas com grandes niumeros de estames. O fruto pode ser indeiscente
tipo baga, deiscente tipo capsula, drupa aquénio ou pixideo (Gomes et al. 2009).

E importante destacar que grande parte dessas espécies sdo utilizadas na
medicina popular e avaliadas quanto as suas atividades farmacoldgicas. Ja foram
descritos na literatura por varios efeitos farmacoldgicos contra Ulcera gastrica (A. L.
de Almeida et al. 2017) , dor (Costa et al. 2020), ansiolitico (Hajiaghaee et al. 2016),
inflamacdo (Gbenou et al. 2013), infec¢cdes (R. O. M. da Silva et al. 2019),
leishmaniose (J. H. De Souzaet al. 2020), e convulsdes (Imade et al. 2021).

As Myrtaceaes apresentam varios estudos que abordam a atividade
gastroprotetora como mostra a Tabela 1, incluindo o uso de folhas, frutos, caulhes e

raizes

Tabela-1 Espécies da Familia Myrtaceaes com atividades gastroprotetoras

Espécie/ Nome Parte Principais Atividades Referéncia
popular usada Compostos bioldgicas

Campomanesia Extrato (+) - catequina (2R, Antidiarreica, Madalosso, et
lineatifolia Ruiz e etanolico 3S)-5,7,3", 4-tetra- antioxidante, al. (2012)
Pav (gabiroba, (folhas) hidroxilflavan-3-ol gastroprotetora

guavira ou champa) (catequina) e

(quercitrina).


http://raiz-iifp.pt/en/myrtaceae-the-eucalypts-family/

Campomanesia
reitziana
(guabiroba)

Eucalyptus
citriodora Hook
(Eucalipto limao)

Eugenia
dysenterica
(cagaita)

Eugenia involucrate
DC. (cerejeira,
cereja-do-Rio
Grande)

Eugenia jambolana
Lam (ameixa preta,
amora indiana)

Eugenia mattosii
(cerejinha)

Eugenia punicifolia
(Kunth) DC (pedra-
ume-cad, murta)

Eugenia uniflora L.
(cereja, ibipitanga,
pitanga)

Marlierea
tomentosa Cambes
s (guarapuruna)

Melaleuca
quinguenervia
(Capoteira,
Cajepute)

Myrcianthes
pungens (guabiju)

Myrtus
communis L.
(murta)

Extratos
etandlico
(frutos)

OE.

Extrato
(folha)

Extrato
etanolico
(folhas)

Extrato
(folhas)

OE. (fruto)

Extracto
hidroalcodlic
o (folhas)

Extrato
hidroaceténic
o (folhas)

Extratos de
metanol
(folhas e
frutos)

OE

Extratos de
metanol
(folhas e
frutos)

OE. (Folhas)

Isolado chalcone
dimetil
cardamonina (DMC)

Eranial (27,04%),
neral (19,93%) e
mirceno (27,04%)

procyanidin B-1
(5),galato de
procianidina dimérica
catequina (4)
Flavondides e
terpenos

Flavonéides e
terpenos

Presentes
compostos fendlicos,
terpenos e/ou
esterodides,

flavonoides, taninos,
terpenoides

taninos e flavonodides

Flavonoéides e
terpenos

30 % 1,8 cineole,
19,7 % pcymen-8-ol,
16,5 % p-cymene,
9,9 %

Antocianinas,
carotendides (B-
caroteno),
flavonoides,
esteréides e
alcal6ides

Isolado (-) - mirtenol

Antinociceptivo,
anti-inflamatoria,
antioxidante

Antitumoral,
antiinflamatoria,
gastroprotetora

antioxidante

gastroprotector,
antinociceptivo

Protetor
gastrointestinal,
adstringentes e
diuréticas

Gastroprotetor

Efeitos anti-
inflamatorios,
antinociceptivos, e
gastroprotector

Disturbios
digestivos,
verminoses, gota,
vasorelaxante,
antioxidante

Antioxidante,
antinociceptiva,
gastroprotetora

Antioxidante,
antiulcera

antioxidante,
antinociceptiva,
gastroprotetora

Gastroprotecao,
antiinflamatarias,
antinociceptivas,

Cabral, et al.
(2017)

Gbenou, et al.
(2013)

Prado, et al.
(2014)

Vechi, et al.
(2018)

Pai, et al.
(2013)

dos Santos et
al. (2018)

Basting et al.
(2014); Périco
etal. (2019)

Souza and
Costa (2017)

Nesello et al.
(2017)

Ozlem and
Gurler (2021)

de Almeida et
al. (2017);
Nesello et al.
(2017)

Viana et al.
(2016)
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Plinia edulis (Vell.) Extrato triterpenos e Antiulcerigena, Ishikawa et al.
(cambuca) etandlico flavondides antioxidante, (2008)
(folhas) diabetes
Psidium guajava Extrato luteina, zeaxantinae  Antioxidante e Uduak et al.
(goiaba) (folhas) licopeno, quercetina  gastroprotetora (2012); Ahmed
etal. (2021)

Syzygium OE. (Broto) Carvacrol, eugenol, Antiinflamatoria, Batiha, et al.
aromaticum L. timol e cinamaldeido  analgésica, (2020)
(cravo) antiéxidante,

antidiabete,

antidepressante,

antipirética

Fonte: Do autor 2021

As espécies do género Eugenia ocorrem em todos os estados brasileiros
representando 384 taxons dos quais 122 ocorrem no Nordeste, sendo a segunda
regido mais rica perdendo apenas para a Regido Amazonica (Batiha et al. 2020).

O género Eugenia é representado por espécies aromaticas ricas em oOleo
essencial, dos quais apresentam varias funcdes necessarias para a sua
sobrevivéncia, atuando na adaptacdo as variacfes climaticas, defesa contra
herbivoria, protecdo contra os raios UV e patdogenos microbianos. Além disso, estes
Oleos possuem efeitos medicinais (BRASIL, 2007; Huang et al. 2010).

Os compostos bioativos de plantas medicinais oriundos da sua atividade
metabdlica sdo gerados a partir dos metabolitos primarios e secundarios encontrados
em todas espécies. (Huang et al. 2010).

OE sdo misturas naturais complexas que podem conter cerca de 20-60
componentes em diferentes concentracdes. Eles séo caracterizados por dois ou trés
componentes principais (componentes majoritarios), relativamente em altas
concentracdes, (20-70%) em comparacdo com outros componentes presentes em
guantidades vestigiais (De Almeida, Almeida, and Gherardi 2020; Hanif etal. 2019).

Os Terpenos sao hidrocarbonetos constituidos por varias unidades de isopreno
(C5), enquanto terpendides séo terpenos que foram bioquimicamente modificados
através de enzimas que adicionam moléculas de oxigénio ou removem um grupo
metil (Oliveiraet al. 2020; Ootani et al. 2015).
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3.2.2 Eugenia flavescens DC

A E. flavescens € uma planta medicinal conhecida popularmente como araca-da-
mata, utlizada por comunidades tradicionais para tratar diversas doencas como

diarréia, dor, doencas estomacais (Figura 6).

Figura 6: Inflorescéncia (A e B) e fruto (C) de Eugenia flavescens

Fonte: Google imagens.

Na literatura foi descrita pela primeira vez por Pereira, Zoghbi e Bastos (2010) a
composicdo quimica do OE das folhas rico em germacreno D e biciclogermacreno.
Cantanhede et al. (2017) relataram em seus estudos que o extrato das folhas rico
em triterpenoides e compostos fendlicos moléculas que apresentam varias
atividades biolbgicas descrito na literatura. Da Silva et al. (2017) descreve em seus
estudos que o OE apresentou atividade citotoxica contra celulas canerigenas do colo
do ultero. No Brasil ocorre principalmente nas regides Norte e Nordeste, parte do

Sudeste e Centro-Oeste exceto na regido Sul como mostra a Figura 7.
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Figura 7: Distribuicdo da espécie Eugenia flavescens no Brasil

Fonte: http://inct.florabrasil.net/category/lista-de-especies-da-
flora-do-brasil/ acessado em 15/08/2021.

Sao caracteristicas taxonémicas da espécie E. flavescens: Arbusto com 3,5m de
altura, caule acinzentado, glabro. Folhas 2,5-7 x 1,8-4,3 cm, elipticas ou obovadas,
glabras a pubérulas em ambas as faces cartaceas, amarelo-esverdeadaspalidas;
pontuacdes salientes em ambas as faces, apice cuneado ou emarginado, base
redonda; peciolo 1-4 mm; nervuras central plana na superficie adaxial e saliente na
abaxial; nervuras laterais salientes em ambas as faces; nervura intramarginal com
distancia de 2,5-4,6 mm de distancia da margem. em fasciculos axilares; lobos do
célice ovados, desiguais entre si; bractéolas ca. 1,5 mm, ovadas,persistentes apos a
antese; Fruto 0,6-0,75 x 1-1,2 cm, depresso-globoso, glabros, com pontuacdes em
sua superficie (dos Santos and de Sales 2012).


http://inct.florabrasil.net/category/lista-de-especies-da-flora-do-brasil/
http://inct.florabrasil.net/category/lista-de-especies-da-flora-do-brasil/

32

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados em forma de artigo conforme as normas do periodicos
“Industrial Crops and Products”. (CiteScore: 7.8, Factor de impacto: 5.645)
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ANTIULCEROGENICA DO OLEO ESSENCIAL DAS
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Resumo

A Eugenia flavescens Dc (Myrtaceae) é uma planta medicinal conhecida popularmente como
araca-da-mata, encontra-se distribuida nas regifes tropicais e subtropicais com relatos na
medicina tradicional no uso da dor, inflamac&o e diarreia, descrito na literatura as atividade
citotoxicidade contra celulas cancerigenas do colo do Utero. Neste estudo avaliamos o
potencial gastroprotetor e antinociceptivo do 6leo essencial (OE) de E. flavescens. O OE foi
extraido por hidrodestilacdo e a caracterizacdo quimica do OE foi feita por cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (CG/EM). Para avaliar a atividade antinociceptiva foram
utilizados o teste de contor¢Ges abdominais induzidas pelo acido acético. Analisamos o
potencial antioxidante e toxicidade aguda do OE Para os testes de lesdo gastricas foram
utilizados para inducéo etanol absoluto (0,2 ml/animal) e 0,3 M HCl/etanol 60% solugédo 1
mL/150g pelos métodos induzidos por etanol e etanol/acidificado. Também foram analisados
mecanismos de ac¢do que atuam na protecdo gastrica como os compostos sulfidrilicos (-SH),
oxido nitrico(ON), canais K+ATP e sintese da prostaglandina E2 (PGE2). Nossos resultados
mostraram que o OE apresentou como componentes majoritarios o Guaiol (19,97%),
Germacreno B (12,53%), biciclogermacreno (11,11%) e E-cariofileno (7,53%). O OE
apresentou eficacia na reducéo da Ulcera gastrica induzidas por etanol e etanol/acidificado e as
doses de 50 e 100 mg/kg apresentaram os melhores resultados comparados com 0 grupo
controle (+) carbenoxolona com reducéo de 18,29+6,26; 6,75+2,00 % (etanol) e 16,26+1,49;
2,04+0,80% (etanol/acidificado). O mecanismo de acdo do OE pode estarrelacionado com
reducdo espécies reativas como 0s compostos -SH e ON, sendo reduzidos em 42,73% e
64,73% respectivamente. Essa capacidade de reducdo e explicada pela presenca de moléculas
antioxidantes no OE de E. flavescens E-cariophylene, bicyclogermacrene. Nossos resultados
mostraram rapida recuperacdo da mucosa gastrica apés tratamentocom OE E. flavescens, sem
qualquer toxicidade observada tendo grande potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos antidlcera.

Palavras chave: Atividade gastroprotetora, Atividade nociceptiva, Metabolitos secundarios,
Eugenia flavescens
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Abreviagoes

OE (Oleo essencial), PGE2 (prostaglandinas E2), HP (Helicobacter pylory), AINEs (anti-
inflamatérios ndo esterdides), AMPc Adenosina 3,5' monofosfato ciclico, ON (Oxido nitrico),
PGE2 (Prostaglandina E2), -SH (Compostos sulfidrilicos), L-NAME (Nw-Nitro-L- arginina
metil éster cloridrato), NEM (Etimaleimida), COX-1 (Cicloxi-genase-1), COX-2 (Cicloxi-
genase-2endg), ECL Celulas enterocromafins-similes.

1 Introducéo

A Ulcera géastrica é uma doenca cronica, ocorre no trato gastrointestinal causando sérios
danos a parede gastrica, segundo estudos a ulcera gastrica afeta cerca 10% da populacédo
mundial principalmente em paises subdesenvolvidos (Farzaei, Abdollahi, and Rahimi 2015).
Caracterizada pelo desenvolvimento de lesGes profundas na mucosa e submucosa, devido a
processos complexos que resulta em disturbio no equilibrio bioldgico, provocado pela agdo
corrosiva gerada a partir da hipersecrecdo de acido cloridrico (Kangwan et al. 2014).

Embora se tenha tratamentos, ha uma alta taxa de ocorréncias de 0,7/1000 pessoas por
ano sao acometidos com lesdes de Ulcera gastricas devido ao grande uso de antinflamatorios,
contaminacdo por Helicobacter pylory (HP), consumo excessivo de bebidas alcoodlicas,
tabagismo e estresse, sdo fatores agressivos que levam ao desequilibrio da secrecdo do &cido
gastrico e pepsina, como também a alteracdo dos fatores protetores da mucosa como o proprio
muco, fluxo sanguineo, bicarbonato, prostaglandinas, sistemas antioxidantes entre outros (Al-
Sayed and EI-Naga 2015; Analyses and Ulcers 2009; D. L. Aradjo et al. 2021).

As doencas inflamatdrias do trato gastrointestinal como as Ulceras gastricas buscam
métodos terapéuticos menos invasivos e eficazes. Varios individuos com facha etéria e
géneros distintos, sofrem com os tratamentos convencionais e permanente sob continuo uso
de medicagéo, em muitos casos sem esperanca de recuperacdo permanente (A. L. de Almeida
et al. 2017; Andréia et al. 2019; Vechi et al. 2018). O uso de antibioticos, anti-inflamatdrios
néo esteroides (AINESs), sdo amplamente descritos para tratar a inflamacéo, febre, dor e doenca
trombotica, o uso continuo desses medicamentos ocasionam efeitos colaterais indesejados,
desencadeando sérios danos como formacao de Ulcera hemorragica, Ulcera erosiva e gastrite
medicamentosa (Colucci et al. 2009). Os AINEs agem inibindo a biossintese de
prostaglandinas a partir das ciclo-oxigenase (COX 1 E COX 2), levando a diminuicdo,
formacdo e liberacdo de muco que é um dos fatores de prote¢do da mucosa gastrica. A reducdo
de prostaglandinas promovidas pelos AINEs ocasiona disfuncdo mitocondrial, alteracdo da
permeabilidade celular e a ativacdo de neutrofilos, que favorecem a formacdo de Ulceras
(Colucci et al. 2009; Raghunath, O’morain, and McLoughlin 2005).

A busca de novos farmacos utilizando produtos naturais vem crescendo muito nos Gltimos
anos, varias pesquisas voltadas para a descoberta de novas substancias bioativas produzidas
por plantas medicinais vem sendo uma alternativa no desenvolvimento de novos
medicamentos no tratamento de varias doencas, entre elas a Glcera gastrica, por ser de origem
natural apresentam menos efeitos colaterais e ndo causam danos a saude. (Analyses and

Ulcers 2009; Colucci et al. 2009; Kangwan et al. 2014; Raghunath, O’morain, and
McLoughlin 2005; Thekkan and Arts 2017).

Na literatura existe varios estudos que comprovam a atividade gastroprotetora de espécies
pertencente a Familia Myrtaceae, mais investigacfes sdo necessarias em busca de novas
espécies do género Eugenia devido a grande diversidade de atividades biologicas
comprovadas na literatura, pois a similaridade quimeotaxondmica revela a descobertas de
novas moléculas bioativas (Denardin et al. 2014).
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A Eugenia Flavescens DC é uma planta medicinal popularmente conhecida no Brasil
como “araga-da-mata” ha relatos na medicina tradicional para uso de doengas como diarreia,
dor, inflamacdo e doencas estomacais. Na literatura existe poucos estudos sobre suas
atividades bioldgicas. Cantanhede et al., (2017), em um estudo feito com extrato das folhas
de E. flavescens, foi analisado o efeito fitotoxico do extrato devido a presenca de triterpenoides
e compostos fendlicos. Em outro estudo da Silva et al., (2017) mostra a atividade de
citotoxicidade cancerosas colo retal HCT-116 e em células normais MCR-5 com resultados
promissores para estudos mais aprofundados. O objetivo do estudo é avaliar a atividade
gastroprotetora das folhas de OE E. flavescens e sua atividade noceptiva.

2 Material e métodos
2.1 Material vegetal e extracdo de 6leo essencial

As folhas de Eugenia flavescens DC. (Myrtaceae) foram coletadas na Serra da Madeira,
no municipio de Santa Cruz da Baixa Verde, Pernambuco (7°51'33.3 "'S e 38°12'17.8 "W) em
julho de 2019. O material utilizado neste trabalho foi identificado e uma exsicata depositada
no Herbario Semiarido do Brasil (HESBRA / UAST / UFRPE) sob o ndmero 3240. O dleo
essencial foi obtido em um aparelho do tipo Clevenger, utilizando 600g de folhas frescas,
limpas e trituradas no liquidificador industrial, imersas em agua destilada 1: 9(p/v) em cada
replicado. A extracdo foi realizada através de hidrodestilacdo por 4 h. O 6leo extraido foi
armazenado em ambar fraco, protegido da luz a 4°C. O rendimento (%) do 6leo foi calculado
com base no peso do material fresco.

2.2 Anélise da composicao quimica do 6leo essencial

A composicdo do dleo essencial foi analisada utilizando o Cromatografo a Gas da
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA) série 5975C, com sistema de detec¢do quadrupole
equipado com coluna apolar DB-5 Agilent J&W, (60 m x 250 mi.d. x 0,25 m de espessura de
pelicula). A partir da analise dos tempos de retencdo (TR) dos compostos presentes ha amostra
de 6leo essencial, dos padrdes de hidrocarbonetos e da combinacdo do 6leo essencial com a
mistura padréo, foram calculados os Indices de Retencéo (IR) para cada componente do 6leo.
Os compostos foram identificados comparando o0s seus espectros de massa (MassFinder 4,
NISTO08 e Wiley Registry ™ 92 Edig&0), integrados no software Agilent MSD Productivity
ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) e o indice de Retencdo com os dos
padrdes auténticos disponiveis no (Bizzo et al. 2020). A amostra de 6leo foi quantificada em
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC-FID), nas mesmas condi¢des
GC-MS, em triplicata, para célculo do desvio padrdo da porcentagem de area de pico de cada
composto. Utilizado para determinar a proporcdo dos compostos no 6leo essencial (de Veras,
da Silva, and Ribeiro 2021).

2.3 Atividades antioxidantes

2.3.1 ABTS

A atividade antioxidante do OGleo essencial pelo método 2,2'-azino-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-acido sulfonico (ABTS) foi avaliada como descrito Rufino, et al.
(2006). Onde o radical cationico ABTS-+ foi produzido pela reac¢do entre 7 mM ABTS em
H20 e 140 mM persulfato de potassio, armazenado no escuro a temperatura ambiente durante
16 h. Antes de ser utilizado, a solucdo ABTS+ foi diluida em etanol para obter uma
absorvancia de 0,700 = 0,05 a 734 nm.
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As diluigdes do 6leo essencial foram misturadas coma solugéo etandlica ABTS, sendo
incubadas a 25°C no escuro, com subsequente medicdo da absorvancia a 734 nm.
Hidroxitolueno butilado (BHT) e analogo de vitamina E (Trolox®) utilizados como controlos
positivos, e etanol com branco. A percentagem de inibicdo (1%) foicalculada utilizando a
equacdo: 1% = [(A734b -A734s) / (A734b)] x 100, em que A734b é a absorvancia do branco,
e A734s ¢é a absorvancia das amostras. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As
concentragdes das amostras responsaveis por 50% da diminuicdoda atividade inicial do radical
livre ABTS (ICso) foram calculadas através de regresséo linear.

2.3.2 DPPH

Os testes da atividade antioxidante utilizando o método do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) foi avaliada como descrito por Pires et al., 2017, Hidroxitolueno butilado (BHT) e
analogo de vitamina E (Trolox®) foram utilizados como controlos positivos, e metanol com
branco. A porcentagem de inibicdo (1%) foi calculada utilizando a equacéo: 1% = [(A517b -
A517s) / (A517b)] x 100, onde A517b é a absorvancia do branco, e A517s é a absorvancia das
amostras. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As concentracdes das amostras
responsaveis por 50% da diminuicéo da atividade inicial do radical livre DPPH (IC50) foram
calculadas através de regressao linear.

2.3.3 Hidroxil (OH-)

A atividade de extracdo do radical de hidroxil do 6leo essencial foi realizada pelo método
do acido salicilico com algumas modificacdes (Scherer and Godoy 2009). Foram utilizadas 1
ml de vérias concentragdes de 6leos essenciais misturados com 1 ml de 4cido salicilico 9 mM,
1 ml de acido salicilico 9 mM de sulfato ferroso e 1 ml de perdxido de hidrogénio de 9 mM.
A mistura de reacdo foi incubada durante 60 min a 37 °C em banho, ap6s incubacéo, a
absorvancia das misturas foi medida a 510 nm. A quercetina foi utilizada como controle
positivo, e o batedor com branco. A porcentagem de inibicao (1%) foi calculada utilizando a
seguinte equacdo: 1% = [(A510b -A510s) / (A510b)] x 100, em que A510b ¢ a absorvancia do
branco e A510s € a absorvancia das amostras. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.As
concentracdes das amostras do 6leo responsaveis por 50% da diminuicdo da atividade inicial
do radical hidroxila (IC50) foram calculadas através de regressdo linear.

2.3.4 Superoxidos (02-)

Os testes de eliminagdo radical dos superdxidos foram realizados de acordo com a
metodologia de Mariano et al. (2016). Onde a quercetina foi utilizada como controle positivo,
e agua como branco. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. A inibicdo percentual
(1%) foi calculada pela seguinte equacdo: 1% = [(A560b -A560s) / (A560b)] x 100, onde
A560Db é a absorvancia do branco e A560s é a absorvancia das amostras. As concentragoes
das amostras do 6leo responsaveis por 50% da diminuicéo da atividade inicial do superdxido
(1C50) foram calculadas através de regressao linear.

2.4 Animais e procedimentos éticos

Os procedimentos experimentais foram realizados em camundongos heterogenio (10-12
semanas de idade, 30-35 g) fornecidos pelo biotério central do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami- Lika/UFPE. Os camundongos foram mantidos em uma casa de animais com
livre acesso a alimentos (a menos que indicado) e agua, sob temperatura (22 = 2 °C), e
luminosidade controladas (ciclo 12 h claro/escuro). Todos os procedimentos éticos foram
realizados de acordo com as recomendac6es do Conselho de Organizagfes Internacionais de
Ciéncias Médicas (CIOMS) e Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal/Brasil (CONCEA), aprovados previamente pelo Comité de Etica no Uso Animal
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(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, sob o numero 36/2021 CEUA/UFPE.
2.5 Teste de toxicidade aguda e dose mediana letal

Foram realizado o teste de toxicidade aguda para avaliar a seguranca do OE. E. flavescens
de acordo com a Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE,
2008). Os camundongos (fémeas) foram divididos em sete grupos (n = 3), e tratado oralmente
(v.0.) por gavagem com 100 pL das seguintes doses do OE. E. flavescens: 2,000 mg/kg. Os
animais foram observados durante 30, 60, 120, 180e 240 min ap0s tratamento oral e
diariamente durante 14 dias. Foram feitos os registros do peso e a alimentacdo ingeridos
diariamente dos animais, como também possiveis sinais de alteracdes, tais como tremores,
convulsdes, salivacdo, piloerecdo, hiperatividade, hemorragia, entre outros indicadores de
toxicidade. A mortalidade foi avaliada durante 14 dias, onde o LD50 foi calculado de acordo
com Ahmed e Azmat (2014).

2.6 Avaliacéo da atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva foi avaliada pelo método de contorcdo induzida por acido
acetico. Os animais foram separados em cinco grupos (n = 6 por grupo) tratado com salina via
oral controle (-), OE E. flavescens oral nas concentragfes de 25, 50 s 100 mg/kg, e
indometacina via intraperitoneal 20 mg/kg. A solucéo salina e o0 OE foram administrados 1
hora antes do acido acético, ja a indometacina foi administrada 30 min. antes. Os animais
receberam uma injecdo intraperitoneal (0,1 ml/10 g) de 0,85% (v/v) de &cido acético em soro
fisioldgico, em seguida colocado numa caixa de polietileno para registar o periodo de laténcia,
0 tempo até a primeira contorcao e o nimero de contor¢ées no intervalo correspondente a 5-
15 min. apos a inje¢do de &cido acético (W. K. Costa et al. 2020)

2.7 Atividade gastroprotectora
2.7.1 Teste lesdo gastrica induzidas por etanol

O método de ulcera gastrica induzida por etanol foi avaliada de acordo com Robert et al.
(1979), onde foram observadas a atividade gastroprotetora do OE. E. flavescens. Apds um
jejum de 12 horas com acesso livre a dgua, os camundongos foram divididos aleatoriamente
em seis grupos (n=6) em que: o grupo sham (ndo recebeu nenhum tratamento), grupo controle
() veiculo (salina, 0,9% 10 ml/kg v.0.), grupo controle (+) carbenoxolona (100 mg/kg; v.0.)
e 0s grupos experimentais do 6leo essencial E. flavescens (25, 50, e 100 mg/kg; v.0.). Uma
hora ap6s a administracdo das drogas, os animais receberam por via oral o agente lesivo a
gavagem de etanol absoluto (0,2 ml/animal). Ap6s uma hora os animais foram sacrificados os
estbmagos foram removidos lavados e fotografados. A area ulcerada foi mensurada por
planimetria com auxilio do software ImageJ (Version 1.45). Os resultados foram expressos
em area total de lesBes gastricas (mm?).

2.7.2 Teste lesdo gastrica induzida por etanol acidificado

O método de ulcera gastrica induzida por etanol acidificado foi avaliada de acordo com
Robert et al. (1979), onde foram observadas a atividade gastroprotetora do OE. E. flavescens.
Apds um jejum de 12 horas com acesso livre a dgua os camundongos foram divididos
aleatoriamente em seis grupos (n=6) em que: o grupo sham (nao recebeu nenhum tratamento),
grupo controle (-) veiculo (salina, 0,9% 10 ml/kg v.0.), grupo controle (+) carbenoxolona (100
mg/kg; v.0.) e 0s grupos experimentais do 6leo essencial E. flavescens (25, 50, e 100 mg/kg;
v.0.). Uma hora apds a administracdo das drogas, 0s animais receberam por via oral (gavagem)
0,3 M HCl/etanol 60% solucdo 1 mL/150g. Em seguida os animais foram sacrificados uma
hora apds a inducdo de lesbes gastricas, os estdbmagos foram removidos lavados e
fotografados. A area ulcerada foi mensurada por planimetria com auxilio do software ImageJ
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(Bethesda, MD, USA). Os resultados foram expressos em area total de lesdes gastricas (ALU)
(mm?).

2.7.3 Teste de barreira fisica

Para avaliar o OE. E. flavescens como uma barreira fisica (mecénica), que tem a
capacidade de proteger a camada da mucosa da acdo do etanol, o teste de barreira fisica foi
avaliado de acordo com o método de Vidal et al. (2017). Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=6), sendo: grupo sham (ndo recebeu
qualquer tratamento), controle (-) (salina, 0,9% 10 ml/kg v.0.), grupo experimental do OE. E.
flavescens (100 mg/kg; oral, v.0.) e 0 grupo experimental do OE. E. flavescens (100 mg/kg;
intraperitoneal, i.p.). Ap6s uma hora do tratamento oral (p.o.), e 30 minutos através da via
intraperitoneal (i.p.). Uma hora depois foram administrados o agente lesivo a gavagem de
etanol absoluto (0,2 ml/animal), sendo sacrificados ap6s uma hora de administracéo do agente
ofensor. Os estdbmagos foram removidos, lavados e abertos ao longo da grande curvatura,
fotografados para analise das lesdes. A area ulcerada foi mensurada por planimetria com
auxilio do software ImageJ (Bethesda, MD, USA). Os resultados foram expressos em area
total de lesGes gastricas (ALU) (mm?).

2.7.4 Investigacdo dos mecanismos envolvidos na gastroprotecao

2.7.4.1 Compostos sulfidrilicos (-SH)

Os experimentos foram realizados de acordo com Matsuda et al., 1999 e de Veras et al.,
(2021). Em que foram utilizados dois grupos (n=6) de camundongos com jejum de 12 h com
livre acesso a agua foram pré-tratados com 10 mg/kg, i.p. de N-etilmaleimida (NEM) (-SH).
Apobs trinta minutos do pré-tratamento, os animais receberam controle (salino, 0,9%, 0,1

mL/30g; p.o.) ou OE. E. flavescens (100 mg/kg, p.0.). Uma hora ap6s do pré-tratamento
animais receberam por via oral o agente lesivo a gavagem de etanol absoluto (0,2 ml/animal)
ap6s uma hora, os animais foram sacrificados e as lesGes gastricas foram avaliadas como
descrito anteriormente.

2.7.4.2 Oxido nitrico (ON)

A anélise foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Matsuda et al., (1999).
Os camundongos com jejum de 12 horas com livre acesso a agua, 0s animais foram divididos
em dois grupos (n=6), sendo pré-tratados com 10 mg/Kkg, i.p. de No-Nitro-L-arginine methyl
ester hydrochloride (L-NAME) (inibidor ndo especifico da sintese enzimatica ON), ap6s 30
min foram tratados oralmente com controle (salina, 0,9%, 0,1 mL/30g; p.o.) ou OE. E.
flavescens (100 mg/kg, p.0.). Uma hora ap6s do pré-tratamento animais receberam por via
oral o0 agente lesivo a gavagem de etanol absoluto (0,2 ml/animal) ap6s uma hora, os animais
foram sacrificados e as lesdes gastricas foram avaliadas como descrito anteriormente

2.7.4.3 Canais K+ATP

O teste foi realizado de acordo com o método de Rahgozar et al., (2001) e de Veras et al.,
(2021). Os animais foram divididos em dois grupos (n=6) e pré-tratados com 10 mg/kg,
i.p. de Glibenclamide (bloqueador selectivo do canal de potassio). Apds 30 min, 0s
camundongos receberam controle (salino, 0,9%, 0,1 mL/30g; p.o.) ou OE. E. flavescens (100
mg/kg, p.0.). Uma hora apos do pré-tratamento animais receberam por via oral o agente lesivo
a gavagem de etanol absoluto (0,2 ml/animal) ap6s uma hora, os animais foram sacrificados e
as lesdes gastricas foram avaliadas como descrito anteriormente.
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2.7.4.4 Prostaglandina E2 (PGE2)

O teste foi realizado de acordo com Matsuda et al., (1999). Os animais divididos em 2
grupos (n=6) pré-tratados com 10 mg/kg, i.p. de Indometacina (inibidor anti-inflamatério ndo
esterdide de sintese PGE2). Apoés trinta minutos do pré-tratamento, 0os camundongos
receberam controle (salino, 0,9%, 0,1 mL/30 g; p.o.) ou OE. E. flavescens (100 mg/kg, p.o0.).
Uma hora ap0s do pré-tratamento animais receberam por via oral o agente lesivo a gavagem
de etanol absoluto (0,2 ml/animal) ap6s uma hora, os animais foram sacrificados e as lesGes
gastricas foram avaliadas como descrito anteriormente.

3 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism® (versdo 8.4.3; San
Diego California USA). A analise estatistica foi feita utilizando a ANOVA unidireccional
seguida pelo teste p6s-hoc de Tukey-Kramer. Salvo especificacdo em contrario, os dados
normalizados contra controlo sdo meios £+ SD. P-valores < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

4 Resultados
4.1 Extracdo e caracterizacdo quimica do OE

A extracdo do OE E flavescens teve um rendimento 0,22%. A caracterizag&o resultou na
identificacdo de 36 constituintes representados em 89,84% do 6leo total (Tabela 1), divididos

em 51,61% sesquiterpenos hidrocarbonetos (SH), 30,62% sesquiterpenos oxigenasse (SO),
4,65% hidrocarbonetos monoterpenos (NH) e 3,01% monoterpenos oxigenase (MO). Os
compostos majoritarios encontrados foram Guaiol 19,97%, Germacrene B 12,53%,
bicyclogermacrene 11,11%, E-cariophylene 7,53%, germacrene D 6,85% e germacrene A
4,99% respectivamente.

Tabela 1. Composicéo quimica do 6leo essencial das folhas de E. flavescens (EOEF), destacando em
negrito os principais componentes.

Retention indexes

Peak Compound % Composition S.D.
Cal Lit
1 B-pinene 974 972 0.17 0.02
2 d-elemene 1335 1336 0.58 0.01
3 a-cubebene 1348 1349 0.28 0.01
4 a-copaene 1374 1375 0.65 0.02
5 -bourbonene 1388 1384 0.34 0.05
6 B-elemene 1390 1391 1.95 0.08
7 a-gurjunene 1409 1408 0.13 0.03
8 E-caryophyllene 1417 1419 7.53 0.37
9 [-copaene 1431 1428 0.25 0.04
10 v-elemene 1431 1433 1.95 0.08
11 a-guaiene 1437 1438 0.57 0.03

[N
N

trans-muurola-3.5-diene 1451 1450 0.15 0.01



13 a-humulene 1452 1453 1.55 0.02
14 allo-aromadendrene 1458 1460 0.51 0.03
15 trans-cadina-1(6).4-diene 1475 1473 0.23 0.07
16 y-muurolene 1478 1476 0.21 0.02
17 germacrene-D 1480 1481 6.85 0.13
18 B-selinene 1489 1486 0.16 0.02
19 trans-muurola-4(14).5diene 1493 1491 0.13 0.02
20 bicyclogermacrene 1500 1497 11.11 0.21
21 a-muurolene 1500 1500 0.39 0.03
22 germacrene A 1508 1505 4.99 0.06
23 y-cadinene 1513 1514 0.31 0.06
24 d-cadinene 1522 1523 2.61 0.41
25 trans-cadina-1.4-diene 1533 1532 0.10 0.00
26 elemol 1548 1549 3.01 0.24
27 germacrene B 1559 1558 12.53 0.16
28 E-nerolidol 1564 1563 1.20 0.06
29 spathulenol 1577 1578 1.14 0.04
30 guaiol 1600 1599 19.97 0.83
31 10-epi-y-eudesmol 1622 1620 0.22 0.05
32 1-epi-cubenol 1627 1629 0.48 0.03
33 y-eudesmol 1630 1632 2.76 0.09
34 B-eudesmol 1644 1650 0.72 0.06
35 a-eudesmol 1652 1654 1.20 0.06
36 bulnesol 1670 1668 2.93 0.05
Hydrocarbon monoterpenes (MH) 4.65
Oxygenated monoterpenes (MO) 3.01
Hydrocarbon sesquiterpenes (SH) 51.61
Oxygenated sesquiterpenes (SO) 30.62
Total 89.84

Cal- indice de retencio experimental relativo e Lit- indice de retencfo de Literatura; S.D. Desvio Padrao.
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4.2 Atividades antioxidante

O OE E. flavescens apresentou baixa atividade pela captura do radical ABTS" onde o
valor do ICsp foi de 472,39+0,29 sendo superior ao Trolox que foi 129.49+0.22 e 0 BHT
336.82+0.15 modelos padrédo utilizados (Tabela 2). O OE E. flavescens reduziu o radical
DPPH, porem apresentou moderado potencial antioxidante com ICso de 279.12+0.42
comparado ao Trolox que foi 63.71+0.12 e 0 BHT 228.20+0.21.

Tabela 2. Actividade antioxidante do 6leo essencial de folhas de E. flavescens (EO E. flavescens),
expressa em IC50 (ug/mL).

Methods (I1Cso)

Sample
ABTS DPPH* OH- Oz
EO E. flavescens 472.39+0.29° 279.12+0.42¢ 590.38+0.71° 247.29+0.24"
Trolox® 129.49+0.22%  63.71+0.122 N.T. N.T.
BHT 336.82+0.15° 228.20+0.21° N.T. N.T.
Quercetin N.T. N.T. 33.61+0.23%  28.29+0.23°

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (SD). Os meios seguidos por diferentes
letras minudsculas na coluna s&o significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni. ABTS:
2',2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato); DPPH: 2,2-Difenil-1-picrylhydrazyl; OH-:radical hidroxil;
02-: Radical superdxido; BHT: Hidroxitolueno butilado; N.T. - Néo Testado.

4.3 Atividade de toxicidade aguda

A administracdo oral do OE de E. flavescens nas concentracdes de 2000 mg/kg para
avaliar a toxicidade aguda (tabela 3) ndo ocasionou alteracfes no peso, nem o consumo de
agua nos animais durante as 8 horas iniciais, como também nos 14 dias seguintes ao
tratamento. Durante 0 acompanhamento ndo houve morte e nenhuma alteracdo significativa
no seu comportamento ou lesdo dos 6rgaos internos, esses resultados mostram que OE de E.
flavescens através da dose fixa (OCDE 2001) é superior a 2.000 mg/kg, ndo sendo téxico e
seguro nas dosagens utilizadas podendo ser usado para estudos com efeitos farmacolégicos.

Tabela 3. Toxicidade oral aguda do 6leo essencial de folhas de E. flavescens (EO E. flavescens).

Dose
Gross behavior No. of animal Mortality
Treatment (mo/kg; )

effect died (%)

p.o.)
1.75 No change 0/3 0.00
55 No change 0/3 0.00
175 No change 0/3 0.00
55 No change 0/3 0.00

EO E. flavescens

175 No change 0/3 0.00
550 No change 0/3 0.00
2,000 Piloerection 0/3 0.00

D/T: ndmero de ratos mortos/ndmeros de camundongos tratados. Nenhum: ndo se observaram sintomas de
toxicidade durante o periodo de observacao.
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4.4 Teste antinociceptivo

Os resultados mostraram que OE. E. flavescens apresentou resultados significativos
(Figura 1) principalmente na dose de 100 mg/kg que reduziu em 73,17% o numero de
contorcBes abdominais, apresentando melhor resultado comparado com a indometacina (+)
farmaco padréo. J& as doses de 25 e 50 mg/kg apresentaram 25,40+3,03 e 18,0+2,72 resultados
menores sendo que o grupo tratado com o Oleo naconcentracdo de 50 mg/kg apresentou
resultado semelhante o da indometacina. Nessemodelo o &cido acético tem a capacidade de
induzir a nocicepcao através de um mecanismo que envolve as células residentes (macréfagos
e mastdcitos). Essas células liberam citocinas (TNF- a, interleucina 1 B e interleucina 8) que
estdo diretamente envolvidas na resposta de contorcédo (I. B. da S. Santos et al. 2020).

Figura 1. Efeito do 6leo essencial de folhas de E. flavescens e indometacina na contorcéo induzida
pelo &cido acético intraperitoneal em camundongos.
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Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (SD) (n=6). Os meios seguidos por
diferentes letras minGsculas na coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni.

4.5 Lesdo gastrica induzidas por etanol

E possivel observar que lesdo gastrica induzidas por etanol (Figura 2) resultaram em dano
tecidual visivel ocasionando uma area total de 69,24+8,12% no grupo controle (-), 0S grupos
tratados com OE. E. flavescens apresentaram reducéo significativa da area lesionada em todas
as concentragdes 25, 50 e 100 mg/kg, onde a dose de 25 mg/kg foi 27,03+4,61% e ndo difere
significativamente do grupo controle (+) carbenoxolona 31,33+4,65%. Os grupos tratados
com o6leo nas doses 50 e 100 mg/kg apresentaram os melhores resultados comparado com o
farmaco padrdo utilizado com redugdo de 18,29+6,26 e 6,75+2,00 % sendoa concentragdo de
100 mg/kg com o melhor resultado na redugéo de area lesionada.
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Figura 2. Efeitos do 6leo essencial de folhas de E. flavescens nas leses gastricas induzidas pelo etanol
em camundongos.
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Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (SD) (n=6). Os meios seguidos por
diferentes letras minGsculas na coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni.

4.6 Lesdo gastrica induzidas por etanol acidificado

Os resultados apresentados na figura 3 pela administracédo induzida pelo etanol acidificado,
onde gerou uma area total lesionada de 86,79+3,09%. A administracdo do OE. E. flavescens
apresentou reducdo de &rea lesionada em todas as doses 25, 50 e 100 mg/kg, com
comportamento de dose dependente reduzindo 27,16+1,53%, 16,26+1,49 e 2,04+0,80 %.
Onde a concentracdo de 25 mg/kg ndo apresentou diferenca significativa do grupo controle
(+) carbenoxolona 32,21+4,59%. Ja as concentragdes de 50 e 100 mg/kg diminuiu
significativamente a area lesionada apresentando melhores resultados que o respectivo padrao.

Figura 3. Efeitos do 6leo essencial de folhas de E. flavescens lesBes gastricas induzidas por etanol
acidificado em camundongos.
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Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (SD) (n=6). Os meios seguidos por
diferentes letras minudsculas na coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni.
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4.7 Teste de Barreira fisica

O teste de barreira fisica do OE. E. flavescens nas lesdes gastricas induzidas por etanol
(figura 4), foram realizadas com a concentracdo de 100 mg/kg o qual obteve os melhores
resultados nos testes anteriores (figura 2 e 3). Os dados apresentados mostram uma &rea total
lesionada de 78,69+6,50%, onde os resultados da administracdo do Oleo essencial por
diferentes vias, resultaram em 7,53+1,08% pela via oral e 1,40+0,73% pela via inteperitonial.
A administracdo do 6leo essencial pela via inteperitonial apresentou o melhor resultado, ndo
deferindo significativamente com o grupo sham animais que ndo passaram pelo processo de
lesdo géstrica induzidas por etanol.

Figura 4. O teste de barreira fisica do 6leo essencial de folhas de E. flavescens em lesbes gastricas
induzidas por etanol em camundongos.
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Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (SD) (n=6). Os meios seguidos por
diferentes letras minGsculas na coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni.

4.8 Mecanismos envolvidos na gastroprotecao

A dose de 100mg/kg do OE E. flavescens apresentou os melhores resultados, sendo assim
selecionada para avaliar os possiveis mecanismos de acao da gastroprotecdo. Na Tabela 5 foi
observada uma reducdo significativana acao gastroprotetora do OE, nos grupos pré-tratados
com NEM (antagonista) inibidor de sintese dos compostos sufidrilicos (-SH), L-NAME
inibidor da sintese do 6xido nitrico (ON)e indometacina inibidor da sintese se prostaglandina
E2 (PGE). Ja nos grupos tratados com glibenclamida, um bloqueador dos canais K* ATP, o
OE apresentou uma reducdo na gastroprotecdo de 92,93% para 80,17%, na agdo dos
blogueadores dos canais K* ATP.
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Tabela 4. Avaliacdo dos mecanismos de a¢do do 6leo essencial de folhas de E. flavescens contra a
lesdo géstrica induzida pelo etanol em camundongos.

Dose Dose Gastric Gastroprotection
Mechanism  Pretreatment (mg/kg; Treatment (mg/kg; Lesion P
_ (%)
i.p.) p.o.) Area (%)
Saline - Saline - 72.474+6.12 -
Control Saline ﬂaESSCEe'nS 100 5124213 92.93
Sulfhydryl NEM 10 Saline - 87.53+5.17 -
Compounds EOE.
(_SH) NEM 10 flavescens 100 50.12+3.12 42.73
- 1 — +. _
Nitric Oxide L-NAME 10 Ezglrée 85.46+4.02
(NO) L-NAME 10 flavescéns 100 30.68+4.35 64.10
ATP- Glibenclamide 10 Saline - 82.25£2.91 -
dependent EOE
potassium Glibenclamide 10 flavescens 100 16.31+2.12 80.17
channels
10 Saline - 81.87+4.68 -
Indomethacin
Synthesis . EOE.
PGE2 Indomethacin 10 flavescens 100 27.13+1.49 66.86

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrao (SD) (n=6). Os meios seguidos por diferentes
letras mindsculas na coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo post-hoc de Bonferroni.

5 Discussao

Muitas pesquisas tém demostrado diversos efeitos bioldgicos da familia Myrtaceae, em
especial o género Eugenia. No entanto, ainda encontramos espécies como a E. flavescens que
ndo apresentam relatos de atividades bioldgicas na literatura sendo este o primeiro registro de
atividade gastroprotetora e antinociceptiva do OE E. flavescens.

Pereira et al. (2010) descrevem pela primeira vez a composi¢do do OE E. flavescens e
apresentam como compostos majoritario germacreno D (14,95 %) e ciclogermacreno (11,72
%), trans-cadina-1,4-dieno (16,52 %), trans-muurola-3,5-dieno (13,28 %) e B-caryophyllene
(11,07 %), resultados semelhantes contrados nos nossos achados. A diversidade dos
compostos quimicos e seus rendimentos podem ser influenciados por diversas caracteristicas
ambientais, fisioldgicas, genética e fitopatoldgica atuando no metabolismo vegetal (Bano et
al. 2013).

O guaiol composto mais abundante no OE E flavescens € conhecido na literatura pelas
atividades antimicrobiana(Choudhary et al. 2007), inseticida (Liu et al. 2013), e leishmanicida
(Garcia et al. 2018). Varios estudos relatam as caracteristicas fitoquimicas de plantas
medicinais com atividades biologicas gastroprotetoras apresentando como principais
majoritarios Byciclogermacreno, (E)-cariophyleno e germacrene B como as espécies H.
martiusii benth (Caldas et al. 2011), L. sidoides Cham, C. sylvestris sw, P. emarginatus, S.
aromaticum (Lima et al., 2008; Rozza, 2013). Os OE do género Eugenia apresentam varias
atividades antiiflamatdria (Batiha et al. 2020), antinociceptiva, antipirética (Elmezogi, Al-
mehdawi, and Salem 2015), antioxidante (D. C. S. de Oliveira et al. 2018), inseticida (da Silva
et al., 2015), antimicrobiano (Costa et al., 2010), antitlcera (Ozlem and Gurler 2021),
ansiolitica (Zimath et al., 2017; Freitas et al., 2013), anticonvulsivante (Pourgholami et al.
1999), antiploriferativo (Denardin et al. 2014).
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Um estudo realizado por Da Silva et al. (2017) relata que OEs das folhas de E. flavescens
e E. patrisii apresentaram atividade antioxidante moderada pelo método DPPH, resultados
semelhante aosnosso achados. (Sviech et al. 2018) relata que a atividade antioxidante presente
nos compostos fendlicos do OE das folhas de E. uniflora atua como agentes redutores na
protecdo dos tecidos contra os danos causados pelas ERO e ERN. Ferreira et al. (2021)
descreve a acdo do OE E. florida como antioxidante pelo método DPPH e ABTS tendo como
resultado significativo de 65% e112%. E possivel que a a¢io antioxidante do OE E. flavescens
seja atribuida principalmente aos seus principais componentes germacrene B, (E)-
caryophylene e bicyclogermacrene presentes em outras espécies com acdo antioxidante
Myrciaria floribunda (I. B. da S. Santoset al. 2020), E. stipitata McVaugh (W. K. Costa et al.
2020).

A atividade antinociceptiva do OE E flavescens foi avaliada o método de contorgédo
abdominal pelo acido acético. Este € um método quimico néo seletivo que tem como modelo
0 rastreio de medicamentos analgésicos (EImezogi, Al-mehdawi, and Salem 2015) em que
mediadores inflamatdrios tais como IL-1, IL-6, TNF-a, e prostaglandinas (PGE2a ¢ PGF2a)
citoquinas séo liberados e estimulam os neurénios nociceptivos. (de Veras, da Silva, and
Ribeiro 2021). Este modelo tipico de nocicepcdo inflamatoéria visceral, € utilizado para
avaliacdo da via periférica dos analgésicos (Costa et al., 2020).

Estudos mostram que os OEs da familia Mytarceae apresentam propriedades
antinociceptiva Eucaliyptus citriodora (Gbenou et al. 2013), Algrizea minor (Veras et al.
2019), Eugenia uniflora (Costa et al., 2020), Myrcia rostrata DC (De Aradjo et al., 2019).
Tendo a presenca dos compostos bicyclogermacrene, (E)-caryophilene egermacreno B como
0s principais majoritarios em comum entre essas especies. Os resultadosde Junior et al. 2017
mostraram que o OE de Croton conduplicatus rico em (E)- caryophyllene apresentou atividade
antinociceptiva e analgésica o autor relata que os mecanismos envolvidos se da pelos
canabinoides periféricos e receptores opiaceos, além de mostrar um efeito sinergético entre os
compostos (E)-caryophyllene e germacreno corroborando com os resultados obtidos.

O meétodo de Ulcera géstrica induzida por etanol e etanol acidifcado é bastante utilizado
para encontrar novos farmacos (Oyagi et al., 2010). O etanol é nocivo ao estdmago pois
perturba a mucosa gastrica em poucos minutos logo a pds a sua administracdo (Lima et al.
2008), afetando os fatores de protecdo da mucosa como a diminuicdo do muco, fluxo
sanguineo e concentracdo do grupo sulfidrilico. O etanol libera radicais livres aumentando a
peroxidacao lipidica, diminuindo a producdo do muco gastrico e inibicdo de prostaglandina
(Caldas et al. 2011). A atividade antitlcera de plantas medicinais pode ser atribuidas pela
presenca de diversas substancias como terpenos, flavonoides, taninos e compostos fenélicos
(Samara et al. 2009).

Um estudo feito Caldas et al. (2011) mostra que o OE H. martiusiu rico em
bicyclogermacreno e cariyophyleno apresentou um efeito gastroprotetor, resultado semelhante
encontrado por Bueno et al. (2021) Baccharis trimera (Less.) DC nas doses de 100 e 200
mg/kg diminuiu a lesdo gastrica de 94% e 98%, houve uma diminui¢do na infiltracdo de
celulas inflamatorias no tecido gastrico, a acdo desses compostos podem esta relacionados a
atividade antisecretoras, atuando via sistema receptor ou mediadores de células parientais
(Samara et al. 2009). Um estudo feito por Rozza and pellizzon (2012) relata que OE B.
dracunculifolia espécie rica em terpenos reduziu significativamente a area total da leséo
géstrica em comparagdo ao grupo controle modelos induzidos por etanol.

Vérios trabalhos descritos na literatura mostram a atividade gastroprotetora das
Mytarceaes: Syzygium aromaticum L. (cravo) (Batiha et al. 2020), Eucalyptus citriodora
Hook (Eucalipto liméo) (Gbenou et al. 2013), Myrtus comuns L. (murta) (Viana et al. 2016),
Melaleuca quinquenervia (capoeira) (Ozlem and Gurler 2021), Eugenia punicifolia (Périco et
al. 2019), Eugenia uniflora L. (cereja, ibipitanga, pitanga) (E. G. Souza and Costa 2017),
Myrcianthes pungens (guabiju) (A. L. de Almeida et al. 2017), Eugenia mattosii ( Dos Santos
et al. 2018), Plinia edulis(Vell.) (Ishikawa et al. 2014).
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O teste de barreira fisica (Figura 4) mostrou o envolvimento gastroprotetor da protecao
fisica, em que os grupos tratados com o OE E. flavescens via oral e intraperitoneal
apresentaram resultados promissores nas duas vias, sendo esta Ultima mais eficaz,
possivelmente devido a sua maior biodisponibilidade. Resultado semelhante foi encontrado
por (Neto et al. 2017) em que o extrato das folhas de Caryocar coriaceum mostrou ser mais
eficiente na gastroprotegéo pela via intraperitoneal.

A acdo gastroprotetora do OE E flavescens pode estar envolvido por diferentes
mecanismos (Tabela 4) como: os compostos sufidrilicos (-SH), oxido nitrico (ON),
prostaglandinas E2 (PGE>), canais K+ ATP que ajudam a proteger e manter a integridade da
lesdo gastrica. De acordo com Zhou et al. (2020) os compostos -SH agem na produc¢éo do
muco como também prevenindo a producéo dos radicais livres presentes na lesdo gerados pelo
etanol, tendo acdo antioxidante . Utilizando um inibidor da sintese de -SH (NEM), percebeu
a alteracdo da protecdo gastrica do OE na lesdo gastrica, onde reduzindo significativamente
mostrando sua participacdo na producéo do muco gastrico. O ON apresentadiversas fung¢fes no
sistema gastroprotetor como 0 aumento do fluxo sanguineo, levando oxigénio e nutrientes para
a area lesionada, além de atuar na secrecdo do acido gastrico e inibicdo dos processos
agressores (Kangwan et al. 2014; Matsuda, Li, and Yoshikawa 1999;Prado et al. 2014; Rozza
2012). O OE E. flavescens reduziu o ON no tecido gastrico observados a partir do L-NAME
(inibidor da sintese do ON). As PGE2 atuam estimulando asecre¢do do muco, tendo funcéo
cito protetora (Mariano et al. 2016; Pai et al. 2013).

Nossos resultados mostraram que o OE teve participacdo no mecanismo das
prostaglandinas, onde o grupo pré-tratado com indometacina foi capaz de diminuir o efeito
protetor do OE. Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo feito por De
Almeida et al. (2017) em que o extrato de Myrcianthes pungens apresentou efeito
gastroprotetor devido a presenca dos compostos fenolicos, atuando na inflamacdo e nos
mecanismos antioxidantes ON e PGE:-.

5 Conclusdo

O OE E. flavescens apresentou atividade gastroprotetora nos modelos de inducdo de
ulcera gastrica por etanol e etanol/acidificado, reduzindo a area da lesdo géstrica diminuindo
a acdo dos agentes agressores da mucosa, atuando principalmente pelas vias do -SH, ON e
PGE>, devido a acdo dos compostos antioxidante presente no OE. Como também apresentou
atividade antinociceptiva, além de néo ser toxico. Podendo ser usados para estudos com efeitos
farmacoldgicos sendo uma alternativa promissora para o tratamento de Ulceras gastricas.
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Conclusdes

O OE de E. Flavescens apresentou auséncia de toxicidade.

O OE de E. flavescens apresentou atividade antioxidante e antinociceptiva.

O presente estudo demostrou que OE de E. flavescens protegeu a mucosa
gastricadas lesfes induzidas por etanol e etanol/acidificado.

O efeito gastroprotetor do OE de E. Flavescens ocorre por varias vias
principalmente pelos compostos sulfidrilicos (-SH), éxido nitrico (ON) e pelas
prostaglandinas E2, inibindo a producéo de HCI devido a presenca de compostos

antioxidantes.

Os proximos estudos visa formular o desenvolvimento de um produto natural que

atue na cicatrizacdo e inflamacao de Ulcera gastrica.
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