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RESUMO

A Eugenia dysenterica, popularmente conhecida como cagaita, € uma espécie frutifera nativa
do Cerrado brasileiro e pertencente a familia Myrtaceae. Compostos fenolicos na referida
espécie tém sido relacionados a ac¢do antioxidante da cagaita. Contudo, ndo existem trabalhos
que tenham avaliado o potencial anti-inflamatorio da E. dysenterica. Assim, este estudo propds-
se a investigar os possiveis efeitos anti-inflamatorios do extrato aquoso das folhas de E.
dysenterica em modelo experimental in vivo. O extrato aquoso foi preparado a partir das folhas
secas e trituradas na propor¢do de 20% (m/v), seguido de congelamento e liofiliza¢do. Para a
avaliagdo dos efeitos farmacologicos anti-inflamatérios, inicialmente, foi padronizado o
método de edema de pata induzido por carragenina. Camundongos da linhagem BALB/c foram
tratados por via oral com carboximetilcelulose 0,5% ou indometacina (10 mg/Kg). Apds 60
minutos, os animais receberam inje¢do intraplantar de carragenina (30 uL. a 0,5% ou 1,0%) na
pata posterior direita e solugdo salina (NaCl 0,9%; 30 uL.) na pata posterior esquerda (controle).
A determinagdo do volume da pata foi feita em pletismometro. As medidas do edema foram
registradas antes da inje¢do da carragenina e apos 0,25, 0,5, 1, 2, 4, e 6 horas. O edema foi
expresso como o aumento do volume (mL) da pata tratada com CGN comparado a pata controle
em cada intervalo de tempo. Em seguida, foi realizada a eutandsia por deslocamento cervical
dos animais e as patas posteriores direita e esquerda foram seccionadas na articulacdo tibio-
tarsica com lamina de bisturi e colocadas em tubos falcon contendo formalina 10% para fixagao.
Posteriormente, foram seccionados os dedos e feito corte longitudional para inclusdo em
parafina, colorag@o das laminas e avaliagdo de infiltrado inflamatério no masculo plantar. Apos
a padronizagado, foram realizados os experimentos com as concentragdes 100 mg/kg, 550 mg/kg
e 1000 mg/kg do extrato aquoso da Eugenia dysenterica administrado por gavagem. Ao grupo
controle positivo foi administrado, por via oral (v.0.), indometacina (10mg/kg); ao controle
negativo foi administrado CBX 0,5%. Apods sessenta minutos, os animais receberam injecao
intraplantar de carragenina 0,5% na pata direita e NaCl 0,9% estéril na pata esquerda e o volume
das patas foi medido em pletismométro antes da inje¢do de carragenina e ap6s 1,2, 3,4,5¢ 6
horas. A avali¢do estatistica dos dados obtidos demonstrou que o extrato aquoso da Eugenia
dysenterica ndo foi eficaz na redugdo do edema de pata induzido por carragenina nesse modelo

experimental.

Palavras-Chave: Myrtaceae, carragenina; inflamacao.



ABSTRACT

Eugenia dysenterica, popularly known as cagaita, is a fruit species native to the Brazilian
Cerrado and belong to the Myrtaceae family. Phenolic compounds in this species have been
related to the antioxidant action of cagaita. However, there are no studies evaluating the anti-
inflammatory potential of E. dysenterica. Thus, this study proposed to investigate the possible
anti-inflammatory effects of the aqueous extract of the leaves of E. dysenterica in experimental
model in vivo. The aqueous extract was prepared from the dried and crushed leaves at a ratio
of 20% (w/v), followed by freezing and lyophilization. For the evaluation of anti-inflammatory
pharmacological effects, initially the carrageenan-induced paw edema method was
standardized. BALB/c mice were orally treated with 0.5% carboxymethylcellulose or
indomethacin (10 mg / kg). After 60 minutes, the animals received an injection inside the paw
of carrageenan (30 pL at 0.5% or 1.0%) in the right hind paw and saline solution (NaCl 0.9%,
30 pL) in the left hind paw (control). Paw volume determination was performed on a
plethysmometer. Measurements of edema were recorded before carrageenan injection and after
0.25,0.5, 1, 2, 4, and 6 hours. Edema was expressed as the increase in volume (mL) of the paw
treated with CGN compared to the control paw at each time interval. Euthanasia was then
performed by cervical displacement of the animals and the right and left hind paws were
sectioned at the tibio-tarsal joint with a scalpel blade and placed in falcon tubes containing 10%
formalin for fixation. Afterwards, the fingers were sectioned and made longitudinal cut for
inclusion in paraftin, staining of the blades and evaluation of inflammatory infiltrate in the
plantar muscle. After the standardization, the experiments with the concentrations of 100
mg/kg, 550 mg/kg and 1000 mg/kg of Eugenia dysenterica aqueous extract administered by
gavage were performed. The positive control group was administered orally, indomethacin
(10mg / kg); negative control was administered 0.5% CBX. After sixty minutes, the animals
received an injection in one of the hind paws of 0.5% carrageenan in the right paw and 0.9%
NaCl in the left paw and the paw volume was measured in plethysmometer before the injection
of carrageenan and after 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours. Statistical evaluation of the data obtained
showed that the aqueous extract of Eugenia dysenterica was not effective in reducing paw

edema induced by carrageenan in this experimental model.

Key words: Myrtaceae; carrageenan; paw edema.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem uma opg¢ao de tratamento e manutenc¢do das condigdes
de saude para um numero expressivo de individuos, principalmente aqueles menos favorecidos
(LIMA et al., 2013). O uso popular e empirico de diferentes preparagdes de espécies vegetais
com fins terapéuticos ¢ bastante antigo e a medicina moderna reconhece a sua importancia na
ateng@o primadria, tendo em vista que 85% da populagdo mundial utilizam plantas ou seus
derivados nos cuidados basicos a satde (POLITICA NACIONAL DE PLANTAS
MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 20006).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados para identificar e comprovar a presenga
de substancias biologicas ativas em diferentes espécies vegetais. Varios estudos farmacologicos
evidenciaram que fra¢des e extratos de algumas espécies de plantas possuem propriedades
antivirais, antiofidicas e anti-inflamatorias, constituindo uma alternativa para o tratamento de
diversas enfermidades (ZAMUNER et al., 2012). Assim, extratos, 6leos ou outros produtos
derivados de plantas, bem como compostos isolados de produtos naturais vegetais sdo matéria-
prima promissora para o desenvolvimento de novas drogas. O desenvolvimento de fitoterapicos
com eficacia e seguranga comprovadas representam uma estratégia para aumentar o acesso da
populagido aos medicamentos e para oferecer mais op¢des de tratamento para diversas condigdes
patologicas (SILVA et al., 2001; LIMA et al., 2013).

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando cerca de 25% do
territorio brasileiro, localizado na porgdo central do pais (MENDONCA et al, 2008). Dentre as
espécies nativas do Cerrado brasileiro, encontramos a Fugenia Dysenterica DC, conhecida
popularmente como Cagaita ou Cagaiteira. Estudos de analise fitoquimica sugerem a presenca
de polifenois no extrato da folha da espécie Fugenia dysenterica, entre os quais estdo presentes
os flavondides catequina, além de taninos condensados. Varias atividades biologicas sdo
desempenhadas por compostos fenolicos, como os flavondides, dentre elas estdo as a¢des anti-
inflamatoria e antioxidante (MALHEIROS, MACHADO & MAPELI, 2014).

A inflamagdo ocorre devido a uma resposta do organismo contra invasdo de patdgenos
e se caracterizada pela presenca de dor, rubor, calor, edema e perda de fun¢do. Sendo ela
associada a patogénese do cancer, disfun¢do cardiovascular, envelhecimento e outros disturbios
debilitantes e que oferecem risco a saude. No geral, a inflamacdo € um processo de
superproducdo de radicais livres, ativacdo de enzimas complexas e liberagdo de mediadores
inflamatorios e pro-inflamatoérios. Sendo ela impedida, principalmente, através da inibi¢do da
sintese de eicosanoides (prostaciclinas, prostaglandinas e tromboxanos) (RUSH &

NICULESCU, 1997, CARUSO et al., 2004; FINCH, 2005; BRANDAO, 2011).



Apesar de a literatura apresentar varios estudos sobre propriedades anti-inflamatorias de
espécies do género Fugenia, no presente momento, ainda ndo existem dados que demonstrem
atividades anti-inflamatorias para £. dysenterica. Uma vez que essa espécie contém flavonoides
e taninos, substancias para as quais tém sido descritas agdes anti-inflamatorias, este estudo
investigou possiveis efeitos anti-inflamatorios do extrato aquoso liofilizado das folhas de F.

dysenterica em modelo experimental in vivo.

2 Revisao da literatura
2.1 Eugenia dysenterica

A Cagaita € uma espécie frutifera pertencente a familia Myrtaceae, encontrada nos
estados de Goids, Minas Gerais, Sdo Paulo, Tocantins e Bahia, apresentando-se como uma
arvore com até 10 m de altura, tronco e ramos tortuosos, casca grossa e fissurada. Seus frutos
tém formato globoso (3-5 cm de didmetro) e cor amarelo-clara (SILVA et al., 2001; RIBEIRO,
2011). Na regido central do Brasil, seu florescimento ocorre em agosto a setembro, iniciando-
se junto com as primeiras chuvas e durando apenas uma semana. Concomitantemente, ha novas
brotagdes ricas em pigmentagdo vermelha (PROENCA & GIBBS, 1994). Os processos de
florescimento, producdo de nova folhagem e frutificacdo ocorrem no periodo de um més
(RIBEIRO et al., 1994; SANO et al., 1995).

A FEugenia dysenterica possui um grande potencial produtivo com presenga de muitas
arvores com mais de 1.500 frutos na mesma safra, sendo que seu peso varia de 2,0 g a mais de
30 g, e seu diametro, de 2,0 cm a 3,0 cm (SANO et al., 1995). Seu caule ¢ de madeira pesada,
dura, de textura fina, densidade baixa e de ma qualidade, sendo usado como mouro, carvao e
lenha (CORREA, 1984). Além disso, sua casca pode ser usada na industria de curtume, e é
popularmente utilizada por possuir propriedade antidiarreica (MACEDOQO, 1991). Suas folhas
possuem a mesma propriedade terapéutica apresentada pela casca, além de também serem
usadas para o tratamento de ictericia, diabetes e doencas cardiacos (BRANDAO, 1991; SILVA,
1999).

O género Eugenia compreende mais de 500 espécies. Estudos com extratos
hidroetanolicos de folhas das espécies F. aurata e E. punicifolia mostraram propriedades anti-
inflamatorias por mecanismos que envolvem reducdo da adesdo e da desgranulagdo de
neutrofilos (COSTA et al,, 2016). A presenga dos compostos fendlicos na F. dysenterica tem
sido relacionada a acdo antioxidante da cagaita observada em estudos que avaliaram efeitos
gastroprotetores utilizando-se o extrato aquoso de folhas da cagaita. (PRADO et al.,, 2014).

Segundo Pietrovski et al. (2008), a Eugenia brasiliensis, outra espécie de planta pertencente a



familia a Myrtaceae, apresenta atividade anti-inflamatoria topica, comprovada pelo uso do
extrato hidroalcoolico, de fragdes e de componentes isolados (quercetina, catequina e catequina
galato), os quais mostraram capacidade de reduzir significativamente o edema de orelha
induzido por créton em camundongos. A analise histologica mostrou a inibigdo do influxo de
células polimorfonucleares. Além dessas atividades bioldgicas, estudo demonstrou atividade
antifingica contra o Crypfococcus neoformans no 6leo hidrolisado das folhas de £. dysenterica
(COSTA et al., 2000).

Além de todas a fungdes atribuidas a Eugenia dysenterica, experimentos realizados
recentemente com o oleo essencial extraido das folhas dessa espécie, por Galheigo et al. (2015),
mostram que houve a inibi¢do da diarreia induzida pelo 6leo de mamona, mas a farinha de
carvdo administrada percorreu a mesma distancia no intestino e quando usada loperamida
(farmaco antidiarreico) ela foi reduzida, sugerindo que a agdo antidiarreica € relacionada ao
aumento da absor¢@o intestinal e/ou inibigdo da secregdo intestinal. Comprovando que a planta

promove a inibi¢do da diarreia, agdo pela qual j& era popularmente conhecida por possuir.

2.2 Compostos bioativos na espécie Eugenia dysenterica

A espécie F. dysenterica, em geral, ¢ fonte de vitamina C, apresenta alto nivel de
umidade, fibra alimentar e compostos fenolicos, sendo estes ultimos os principais encarregados
da sua acdo antioxidante. (CARDOSO et al., 2011; ROCHA et al., 2011; PEREIRA et al,,
2012). Suas folhas possuem quercetina, flavonoides e catequinas, sendo reportado o isolamento
destes dois ultimos compostos secundarios recentemente (GASCA et al., 2017).

Os compostos fenolicos na E. dysenterica tém sido associados a sua capacidade
protetora contra patogenos e insetos. Em relagdo aos alimentos, esses compostos estdo
correlacionados a textura, sabor, coloragdo, nutricdo e conferindo, juntamente com outras
substancias, a a¢do antioxidante dos vegetais. Também sdo importantes para a pigmentacao de
flores, e a associagdo com hormonios inibe ou estimula a floragdo. Difundidos em varios
vegetais, 0os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios e tém como composi¢do um anel
aromatico ligado a grupos funcionais € com um ou mais substituintes hidroxilicos. (LADEIRA
et al, 1987, SIQUEIRA et al,1991; SOARES et al., 2008; EVERETTE et al., 2010).

A atividade biologica dos flavonoides presentes nas folhas e caule de £. dysenterica foi
estudada em linhagens de células leucémicas e foram descobertos quatro novos compostos
bioativos: acido 3-acetil-olean-12-en-28-oico, isoquercetina, 3-hidroxi-4-metoxibenzoato de
metilo e quercetina-3-0- (6"-O-galoil) -B-d-glucopirandsido. Este ultimo composto apresentou

efeito citotoxico contra CCRF-CEM (leucemia de célula T aguda) e Kasumi-1 (leucemia
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mieloide aguda), indicando o potencial uso do flavonéide O-galoil como farmaco antileucémico
(VITEK et al., 2016).

Polifénois dietéticos aparentam ter agdo anti-inflamatoria e antioxidante em doencgas
associadas a obesidade (WANG et al., 2014). Assim, foram realizados experimentos com o
extrato rico em polifendis extraido da cagaita e administrado por via oral a ratos previamente
obesos. Observou-se um aumento da homeostasia da glicose e atenuagido da dislipidemia, sem
haver alteracdo no peso dos animais e no tecido adiposo. Os efeitos benéficos promovidos pelo
extrato parecem estar associados, em parte, a redugdo da inflamagao hepéatica e possui potencial
para prevencdo e tratamento da obesidade (DONADO-PESTANA et al., 2018).

Estudos in vitro sugerem que atividades anti-inflamatérias dos flavonoides estdo
associadas a inativagdo de enzimas pro-inflamatorias como a S-lipoxigenase, Oxido nitrico
(NO) sintase e ciclooxigenase-2, responsaveis pela sintese de leucotrienos, NO e
prostaglandinas, respectivamente. (FUNK, 2001; BEHLING, et al., 2004; SERAFINI et al,,
2010).

Além dos flavonoides, a espécie F. dysenferica também contém taninos. Os taninos
possuem um alto peso molecular e sdo divididos em dois grupos de acordo com sua estrutura:
taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Os taninos sdo caracterizados pela sua capacidade
de precipitagdo de proteinas, como aquelas encontradas na saliva, elucidando sua importancia
na defesa da planta contra pragas, microrganismos patogénicos e animais que as utilizam como
alimento (EFRAIM et al., 2006).

Na natureza, ha a presenca de diversos compostos fenolicos, diferindo de acordo com a
sua composi¢do quimica, mas compartilhando da mesma agéo antioxidante. Assim, diferentes
métodos podem ser empregados para sua extragdo da planta e quantificagio (EFRAIM et al.,
2006). Um dos métodos utilizados € o de Folin-Ciocalteu, com o objetivo de verificar todas as
classes de compostos poli-hidroxifendlicos e resultando na mensuragdo da capacidade
antioxidante total. Faz-se essa generalizagdo, pois o reagente desse método interage também
com compostos ndo fendlicos (EVERETTE et al., 2010). Em trabalho realizado por Takao et
al. (2015), foi avaliado o conteido fendlico total (TPC) de espécies pertencentes a familia
Mpyrtaceae, incluindo a FEugenia dysenterica, e a correlagdio com o indice de atividade
antioxidante (AAl), o qual quantifica o potencial antioxidante, pelo método de sequestro de
radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Os resultados indicaram alta correlagdo entre
TPC e AAL com destaque para a espécie P. laruotteanum. Outro método € o de Vanilina, no
qual se identifica a presenca de taninos condensados e catequinas, através da reacdo destes com

a vanilina em meio com HCL, resultando em um precipitado vermelho, observado
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espectrofotometricamente. Além dessas substancias, o0 método de Vanilina também detecta

flavonoides monoméricos e poliméricos. (AGOSTINI-COSTA et al., 2003).

3 JUSTIFICATIVA

Considerando que as plantas medicinais representam uma opg¢ao terapéutica de grande
importancia para a manutencdo das condi¢cdes de saude das pessoas, especialmente pela
descoberta de novos compostos bioativos, pesquisas cientificas e divulgagdo de propriedades
terapéuticas de determinadas plantas medicinais contribuem fortemente para validar ou ndo o
uso popular dessas plantas e contribuem para a descoberta de novas drogas de origem vegetal
com potencial uso farmacolédgico / terapéutico.

Fugenia dysenterica ¢ uma planta medicinal, conhecida popularmente como “cagaita”,
com propriedades farmacologicas gastroprotetoras, as quais tém sido atribuidas a presenga de
substancias polifenois, flavonoides e taninos. Uma vez que estudos tém demonstrado que estas
substancias possuem atividades anti-inflamatérias e que as mesmas foram identificadas em
espécies da mesma familia, justifica-se investigar o possivel papel da F. dysenterica no controle
de processos inflamatorios.

Desta maneira, este estudo tem potencial para fornecer subsidios para a utilizagdo de F.
dysenterica, tradicional planta medicinal do Cerrado brasileiro, na producdo de novos
medicamentos uteis no tratamento de doengas inflamatorias.

Vale lembrar que este projeto contribui para o desenvolvimento da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicas, aprovadas por meio do Decreto No 5.813, de 22 de junho
de 2006, cujas ag¢les visam, entre outros, promover: (1) pesquisa, desenvolvimento de
tecnologias e inovagdes em plantas medicinais e fitoterapicos; (2) o uso sustentavel da
biodiversidade (entre os elementos que compdem a biodiversidade, as plantas sdo a matéria-
prima para a fabricagdo de fitoterapicos e outros medicamentos); (3) formagao e capacitacdo de
recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovagdo em plantas
medicinais e fitoterapicos; (4) pesquisa, desenvolvimento tecnologico e inovagdo com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoOticas adaptadas,
priorizando as necessidades epidemioldgicas da populacio (POLITICA NACIONAL DE
PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2006).
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral:

A finalidade deste estudo foi investigar possivel atividade anti-inflamatéria no extrato
aquoso obtido das folhas da espécie Eugenia dysenterica utilizando modelo experimental in

Vivo.

4.2 Objetivos Especificos:

o Preparar extrato aquoso de Fugenia dysenterica.

o Avaliar agdo antiedematogénica sobre edema de pata induzido por carragenina.
o Realizar analise histopatolégica do musculo plantar.

o Quantificar a enzima mieloperoxidase (MPO) em amostras teciduais.

S METODOLOGIA

5.1 Condicao ambiental
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Geral,
Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, na Universidade Federal de

Uberlandia (UFU).

5.2 Material vegetal

Uma amostra da espécie Fugenia dysenterica (Figura 1) foi coletada em campo de
vegetacdo espontdnea e, em seguida, identificada por bidlogo qualificado. Em seguida uma
exsicata (amostra prensada e dessecada) foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Uberlandia (No de Registro: HUFU-45956). Posteriormente, as folhas da Eugenia dysenterica

foram coletadas e utilizadas para a preparacdo do extrato aquoso.
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Figura 1: Eugenia dysenterical Cagaiteira (fonte: Canabrava, H. A. N., 2017). Origem: Fazenda Pasto
Velho, Lassance, MG. Latitude minima: 0° 0' 0" S; Longitude minima: 0° 0' 0" W. Arvore com,
aproximadamente, 2,5 m de altura ¢ com frutos imaturos no momento da coleta da exsicata.

5.3 Obten¢ao do extrato aquoso

Para obtengdo do extrato aquoso, as folhas foram isoladas dos galhos e lavadas em agua
corrente e, em seguida, agua destilada. Apos a lavagem, as folhas foram colocadas em estufa a
45 °C por dois dias para secagem completa. Em seguida, foram trituradas em liquidificador,
tamisadas e, para realizar a extrag@o, colocadas em provetas contendo agua destilada a 20%
(m/v) por 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi filtrado duas vezes,
primeiro em funil com algoddo e, em seguida, em funil contendo papel de filtro. O extrato
obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e mantido a temperatura -20° C. Apds o
congelamento, os extratos foram liofilizados (processo de desidratagdo) a -40 °C até a total
remoc¢do do conteido de 4gua e o material adquirido foi pesado e acondicionado em freezer a

— 20 °C até a utilizagéo.

5.4 Animais

A pesquisa foi realizada com camundongos da linhagem BALB/c machos, com 20 a 30
gramas, fornecidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimenta¢do Animal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram mantidos em condi¢es padrdes, com
temperatura do ambiente controlada a 25 °C e ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
com agua e racgdo ad libitum.

A administrag@o de farmacos, veiculos ou extrato aquoso de F. dysenterica aos animais

foi realizada por via oral, por meio de canula de gavagem especifica para camundongos
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(Figuras 2 e 3), a qual foi introduzida na boca do animal e gentilmente conduzida até o
estomago. O volume total administrado foi 1,0 mL / 100 g animal.

Este projeto de pesquisa foi submetido a avaliagdo pela CEUA (Comissdo de Etica no
Uso de Animais) da Universidade Federal de Uberlandia, que regulamenta a pesquisa

envolvendo animais e foi APROVADO (PROTOCOLO No 005/18 — ANEXO I).

T m'\i\\\\ﬂ\'\\\\m\'\\\\]

-

Figura 2: Gavagem em camundongos Figura 3: Canula de gavagem
Balb/c. Fonte: o autor (2018) especifica para camundongos Balb/c.
Fonte: o autor (2017)

5.5 Avaliacio dos efeitos farmacolégicos anti-inflamatoérios
5.5.1 Padronizacao de modelo experimental para avaliacao de atividade anti-inflamatoria
em camundongos BALB/c: Edema de pata induzido por carragenina

Este modelo foi utilizado para avaliar o efeito antiedematogénico do extrato aquoso de
E. dysenterica em camundongos BALB/c com edema de pata induzido por carragenina (CGN)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Inicialmente, foi padronizada a concentra¢do de CGN para indugdo do edema de pata.
Foram avaliadas as concentrag¢des 0,5 e 1,0% de CGN preparada em solugéo salina (NaCl 0,9%)
estéril. Além da concentragdo, também foi avaliado o tempo para desenvolvimento do edema
de pata apds a administrac¢do intraplantar de CGN. Nesta etapa de padronizagdo, os grupos
controles positivo e negativo para efeito anti-inflamatorio foram, respectivamente: animais
tratados por via oral com o anti-inflamatorio ndo — esteroidal indometacina (10 mg/Kg
solubilizado em carboximetilcelulose (CBX; 0,5%); 1,0 mL/ 100 g animal) e animais tratados
somente com CBX 0,5%; 1,0 mL/ 100 g animal). Assim, os animais utilizados no ensaio de

padronizacdo foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1A (n = 3): animais tratados por via
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oral (v.0.) com solu¢do de carboximetilcelulose 0,5% (1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle
negativo para efeito anti-inflamatorio); Grupo 1B (n = 3): animais tratados por via oral (v.0.)
com solugdo de carboximetilcelulose 0,5% (1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle negativo
para efeito anti-inflamatorio); Grupo 2A (n = 3): animais tratados por via oral (v.0.) com
indometacina preparada em solugdo de carboximetilcelulose 0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g
animal) (grupo controle positivo para efeito anti-inflamatorio); Grupo 2B (n = 3): animais
tratados por via oral (v.0.) com indometacina preparada em solugdo de carboximetilcelulose
0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle positivo para efeito anti-inflamatoério).
Uma hora antes os tratamentos por via oral, os animais foram submetidos a jejum alimentar e
hidrico. Sessenta minutos apds os tratamentos por via oral, os grupos 1A e 2A receberam
injecdo intraplantar de carragenina a 1,0% na pata posterior direita, enquanto os grupos 1B e
2B receberam inje¢do de CGN 0,5%. Como controle negativo do efeito induzido pela inje¢do
de carragenina, foi administrado igual volume de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) na pata
posterior esquerda em todos os grupos experimentais (ALBERTINI et al., 2004; LIMA et al,,
2013). Asinje¢0es intraplantares foram realizadas utilizando-se seringas para insulina (0,3 mL)
e agulhas ultra-finas (BD ultra-fine II, 8 mm de comprimento, 0,3 mm de calibre). O volume
das patas, medido até a articulagio tibio-tarsica, foi determinado antes e apos 0, 25, 0,5, 1, 2, 4
e 6 horas a injecdo da carragenina, com o auxilio de um pletismémetro (Figura 4) (VAN
ARMAN et al, 1965). O edema foi expresso como o aumento do volume (mL; valores
absolutos) da pata tratada com CGN (pata direita) comparado a pata controle negativo

esquerda), em cada intervalo de tempo.

Figura 4: Pletismometro.
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5.5.2 Avaliaciio do efeito antiedematogénico de E. dysenterica em Edema de pata induzido por
carragenina

Neste procedimento foram utilizados grupos experimentais com até 4 animais (n = 4).
Diferentes concentragdes de extrato aquoso de Fugenia dysenterica (100, 550, 1000 mg/Kg)
preparadas em 4agua destilada foram administradas por via oral (v.0.) sessenta minutos antes da
injecdo intraplantar de CGN na pata posterior direita do animal. O grupo controle positivo para
o efeito anti-inflamatorio foi tratado com indometacina (10 mg/kg, solubilizada em CBX 0,5%;
v.0.; 1 mL/100 g animal), enquanto o grupo controle negativo para o efeito anti-inflamatério
foi tratado com solugdo de CBX 0,5% (1 mL/100 g animal; v.0). Como os veiculos para
solubiliza¢do do extrato (veiculo: dgua destilada) e da indometacina (veiculo: CBX 0,5%)
foram diferentes, aqueles animais tratados com indometacina também receberam igual volume
de agua (veiculo do extrato), enquanto os animais tratados com extrato, receberam igual volume
de CBX, e o grupo controle negativo recebeu igual volume de dgua. Para indugdo do edema de
pata foi realizada inje¢do intraplantar de 30 uL. de CGN (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) a 0,5% (30 puL correspondem a 150 ug de CGN; 5 mg CGN diluida em 1ml de solugio
salina 0,9% estéril) na pata posterior direita, como controle negativo do efeito induzido pela
injecdo de carragenina, na pata contralateral foi administrado igual volume de solugdo salina
estéril (veiculo). As inje¢des intraplantares foram realizadas utilizando-se seringas para insulina
(0,3 mL ou 0,5 mL) e agulhas ultra-finas (BD ultra-fine II, 8 mm de comprimento, 0,3 mm de
calibre). O volume das patas, medido até a articulagdo tibio-tarsica, foi determinado antes
(volume basal) e apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas a inje¢do da carragenina, com o auxilio de um
pletismometro. O edema foi expresso como o aumento do volume (mL) da pata tratada com

CGN comparado a pata controle negativo (volume basal), em cada intervalo de tempo.

5.6 Padronizacio dos cortes histologicos para analise morfolégica e patologica

Apés a ultima medida do edema podal, os animais foram mortos por deslocamento
cervical. Em seguida, as patas posteriores direita e esquerda foram seccionadas com lamina de
bisturi e colocadas em tubos falcon contendo formalina 10% (formaldeido 37% de pureza
diluido em 4gua destilada) e mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 12 horas, para
a fixag8o. Apds essa fixagdo prévia, foram utilizadas para posterior processamento: (A) as patas
completas (pata com coxim e dedos); (B) somente o coxim, obtido a partir de corte nas patas
fixadas; (C) somente o coxim em corte longitudinal (dividido em duas partes). Em momento
posterior, o coxim completo (D) e o coxim em corte longitudinal (E) foram submetidos a

procedimento para desmineralizagdo com acido férmico a 10% durante 48 horas, antes do
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processamento para obtencdo dos cortes histologicos. As amostras (A — E) foram processadas
para posterior inclusdo em parafina e preparacdo dos cortes histologicos, seguindo-se a
sequéncia: (1) as patas foram colocadas em cassetes proprios e identificados; (2) desidratagdo
em concentragdes crescentes de alcoois (1) alcool 70% overnight, e, posteriormente a (II) 85%,
(III) 95%, (IV) Absoluto I, (V) Absoluto II e, por fim, (VI) Absoluto III durante 30 minutos
cada, sendo o alcool absoluto correspondente a 99% de pureza; (3) para a diafanizag@o, utilizou-
se trés banhos de Xilol (Xilol 1, Xilol 2 e Xilol 3) também de duragdo de 30 minutos cada, para
permitir melhor penetragdo de parafina na pega. Em seguida (4), as amostras foram colocadas
em recipientes contendo parafina liquida a 60 °C e mantidas em estufa, num total de trés banhos
de parafina, cada um com durac¢do de 30 minutos. Na inclusdo propriamente dita (5), verteu-se
a parafina com as amostras com a face plantar voltada para baixo em uma forma metalica para
a formagdo dos blocos e esse material foi mantido por 12 horas a temperatura ambiente. Apds
a inclusdo em parafina, (6) os blocos foram utilizados para a obteng@o dos cortes histologicos
em aparelho denominado microtomo. Os cortes histologicos foram feitos com espessura de
cinco micrometros (um) e, imediatamente, foram distendidos em agua aquecida em banho-
maria a 56°C, em um aparelho aquecedor com termostato, para evitar microdobras nos cortes.
Apés a distensdo, os cortes foram colocados sobre ldminas de vidro, as quais foram colocadas
em estufa por duas horas e, em seguida, coradas com a técnica hematoxilina/eosina. Para a
coloragdo, os cortes parafinizados e colocados sobre as laminas de vidro foram: (1)
desparafinizados em xilol IIL, IT e I durante 15 minutos cada; (2) hidratados em alcool (imersdo
em 4lcool absoluto III por 1 minuto; imersdo em alcool absoluto II por 1 minuto; imersdo em
alcool absoluto I por 1 minuto; imersdo em alcool 95% por 1 minuto; imersdo em alcool 85%
por 1 minuto; imersdo em alcool 70% por 1 minuto); em seguida, as ldminas foram (3) lavadas
em agua corrente durante 10 minutos; (4) lavadas em agua destilada durante 5 minutos; (5)
coradas pela hematoxilina de Harris (corante basico) filtrada por 50 segundos; (6) lavadas em
agua corrente durante 10 minutos; (7) lavadas em agua destilada durante 5 minutos; (8) coradas
pela Eosina-floxina (corante acido) por 1,5 minutos a 2 minutos; (9) lavadas em 4gua corrente
para retirar o excesso de corante (as laminas foram mergulhadas 4 vezes em agua corrente). Em
seguida, os cortes foram (10) desidratados em alcool (imersdo em alcool 70%; imersdo em
alcool 85%; imersdo em alcool 95%; alcool absoluto I; alcool absoluto II; alcool absoluto 1III;
as laminas foram mergulhadas 10 vezes em cada reagente); (11) diafanizados em xilol I, I e
IIT durante 10 minutos cada; e, por fim, as laminas foi feita a (12) montagem das laminas
colocando-se uma gota de resina sintética sobre uma laminula de vidro (24 mm x 60 mm), e

esta €, entdo, colocada e comprimida sobre o corte de modo a espalhar-se a resina em fina
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camada entre a lamina e a laminula. Apos a montagem, (13) as ldminas foram colocadas em
estufa para secagem a 37 °C por 48 horas (a secagem tem a finalidade secar a resina fixando a
laminula sobre a lamina de vidro (esta etapa pode ser feita em estufa a 37° C ou a temperatura
ambiente). As laminas contendo os cortes foram avaliadas em microscopio de luz para avaliagdo
da qualidade dos cortes e coloragdo, considerando os diferentes tipos de material utilizado

(cortes A—E).

5.7 Avaliacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em amostras teciduais.

Para avaliagdo da atividade da mieloperoxidase, marcador quantitativo de neutrofilos
utilizamos a técnica de Bradley et al, 1982. O material coletado, previamente pesado, foi
homogeneizado em 2,0 mL de tampao fosfato de sodio pH 5,4 e, em seguida, foram transferidos
300 uL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL e acrescentados 600 uL de
HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% (p/v) diluido em tampao fosfato
pH 5,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes utilizados no ensaio enzimatico. O ensaio enzimatico foi realizado em
microtubos (eppendorf) de 1,5 mL, e a reagdo seguiu a seguinte ordem: 200 uL dos
sobrenadantes das amostras foram adicionados de 100 pL de peroxido de hidrogénio 0,003%,
100 puLL de TMB (3,3, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil
sulféxido — Merck); em seguida, essa mistura foi mantida a temperatura ambiente por 1 minuto
cronometrados. Posteriormente, a reagao foi finalizada com a adig¢@o de 100 uL. de H2SO4 (4cido
sulfurico — Merck) 4 M. Em seguida, foram adicionados 200 uL. a microplaca de 96 pogos e
realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda igual a 450 nm. Os resultados

foram expressos como indice de MPO (Absorvancia em D.O./g de peso umido da amostra).
5.8 Protocolo de eutanasia

Os animais foram mortos por deslocamento cervical sem anestesia prévia. Este
procedimento ¢ aceito pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria para pequenos animais,
incluindo aves pequenas e roedores com menos de 200 gramas (GUIA BRASILEIRO DE
BOAS PRATICAS EM EUTANASIA EM ANIMAIS, 2012).
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5.9 Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢do dos graficos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como a média £ S.E.M (erro padrdo da média). A comparag@o dos dados obtidos foi
analisada por testes paramétricos, apds a verificacdo pelo teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov que as variaveis exibiam distribui¢do normal. Foram utilizados o teste t de Student ou
ANOVA seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni quando apropriado. Todos os

resultados foram considerados significativos para um nivel de p < 0,05.

6 RESULTADOS
6.1 Padronizacio de modelo experimental para avaliacdo de atividade anti-inflamatoria

em camundongos BALB/c: edema de pata induzido por carragenina

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 5 e mostram que (1) o edema de pata
em camundongos Balb/c foi induzido em ambas as concentragdes de carragenina (0,5 e 1,0 %
em NaCl) utilizadas; (2) o edema de pata induzido por carragenina (0,5 e 1,0 %) foi mais
evidente ap6s 4 e 6 horas a injegdo intraplantar de CGN; (3) o anti-inflamatorio ndo-esteroidal
indometacina foi eficaz na redu¢do do edema de pata apos 4 e 6 horas a injecdo intraplantar de
carragenina, em ambas as concentragdes utilizadas (CGN 0,5 e CGN 1,0 %). Considerando os
resultados obtidos no ensaio de padronizag@o, padronizou-se a utilizagdo de carragenina 0,5%

para a avaliagdo do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de . dysenterica.
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Figura 5: Padronizacio do método de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em
camundongos da linhagem BALB/c. (A) Avaliacido tempo-dependente do edema de pata em
animais tratados por indometacina (INDO; 10 mg/Kg;
carboximetilcelulose; controle positivo) ou apenas carboximetilcelulose (CBX) (controle
negativo); e, apos 1 hora, tratados com CGN (0,5% ou 1%) por via intraplantar. (B) Avaliagdo
do edema de pata ap0os 4 e 6 horas a inje¢@o intraplantar de CGN (0,5 e 1%), em animais tratados

via oral com: veiculo:

por via oral apenas com CBX. (C e D) Avaliagdo do edema de pata em animais tratados com
INDO por via oral e, apds 4 e 6 horas, com injecdo intraplantar de CGN 0,5 % (C) e 1% (D).
Dados representativos de seis observagdes independentes (n = 6) e expressos como média +
SEM. Significancia estatistica entre os grupos experimentais: p > 0,05 (ANOVA seguido do
teste de comparac¢do multipla de Bonferroni).

6.2 Efeito antiedematogénico do extrato aquoso da E. dysenterica

A Figura 6 mostra os resultados obtidos na avaliacdo tempo-dependente do efeito
antiedematogénico do extrato aquoso da E. dysenterica em camundongos BALB/c com edema
de pata induzido por carragenina 0,5%. O edema de pata foi reduzido em animais tratados com
indometacina (Figura 6 A), entretanto, o tratamento dos animais com o extrato aquoso de F.
dysenterica (ED), em todas as concentragdes utilizadas (100, 550, 1000 mg/kg), ndo foi eficaz

na reducgdo do edema de pata nesse modelo experimental (Figuras 6 B - D).
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Figura 6: Avaliacio do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de E. dysenterica em
modelo de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em camundongos da linhagem
BALB/c. (A) Avaliagdo tempo-dependente do edema de pata em animais tratados por via oral
com: indometacina (INDO; 10 mg/Kg; veiculo: carboximetilcelulose 0,5% (CBX)) e agua
destilada (controle positivo); ou apenas CBX e agua destilada (controle negativo); e, apds 1
hora, tratados com CGN 0,5% por via intraplantar. (B — D) Avaliagio do efeito
antiedematogénico do extrato aquoso de F. dysenterica em edema induzido por administragio
intraplantar de CGN 0,5%, em animais tratados por via oral apenas com CBX e agua; ou
indometacina e agua; ou extrato da . dysenterica (ED; 100 mg/Kg; 550 mg/Kg; 1000 mg/Kg)
e CBX. Dados representativos de oito observagdes independentes (n = 8) e expressos como
média £ SEM. Significancia estatistica entre os grupos experimentais: p > 0,05 (ANOVA
seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni).

6.3 Padronizacio das prepara¢des de tecido plantar (musculo plantar) para analise

histopatolégica

A utilizagdo da pata completa (A) para a analise histopatologica tornou-se invidvel, visto

que, na tentativa de realizar os cortes histoldgicos, a presenga do osso ainda mineralizado
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impossibilitou a obtengdo dos mesmos. Isto também aconteceu com o coxim plantar isolado
(B), no qual a presenga do osso causou resisténcia para o corte e consequente desinclusio da
peca. Ja o coxim em corte longitudinal (C), com as pecas incluidas com a face do corte voltada
para baixo, ndo houve resisténcia dssea e, com isso, foi possivel a visualizagdo e analise do
musculo plantar. Entretanto, os melhores cortes histoldégicos, com mais fibras musculares
preservadas, foram obtidos apds procedimento de desmineralizagdo. Tanto o coxim completo
(D) quanto o coxim em corte longitudinal (E) apos desmineralizagdo em acido formico 10%,
ndo apresentaram resisténcia durante a realizagdo dos cortes no micrétomo. Os cortes obtidos,
apos coloracdo, possibilitaram as analises histopatologicas no musculo plantar. Portanto,
padronizamos a preparagdo dos cortes histologicos como segue: (1) apos eutanasia dos animais,
retirar as patas e colocar em formaldeido 10% por, no minimo 48 horas; (2) apds a pré-fixacéo,
remover os dedos para isolar somente o coxim; (3) fazer um corte longitudinal no coxim, sem
dividi-lo em duas partes; (4) colocar a peca em acido formico 10%, durante 48 horas; (5) retirar
a peca do acido formico e lavar com solug@o tampao (solugdo salina tamponada com fosfato,

PBS) quatro vezes; (5) iniciar o processamento das pecas para inclusdo em parafina e coloragio.

6.3.1 Analise histopatolégica dos cortes histologicos obtidos apdés a padronizacio das

preparacoes de tecido plantar

Figuras A e B: cortes histologicos do musculo plantar de animais tratados com
carboximetilcelulose (0,5%; v.0.) e injecio intraplantar de carragenina 0,5%. (A)
aumento de 4x; (B) aumento de 10x. Nos cortes longitudinal e transversal, observa-
se feixes de fibras cilindricas, multinucleadas e com nucleo periférico e presenca de

infiltrado inflamatorio.
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Figuras C e D: cortes histologicos do musculo plantar de animais tratados com
carboximetilcelulose (0,5%; v.0.) e injecao intraplantar de carragenina 0,5%. (C)
aumento de 40x; (D) aumento de 100x. Em (D) observa-se infiltrado neutrofilico e

linfocitario, com predominancia de polimorfonucleares.

6.4 Dosagem da enzima mieloperoxidase (MPQO) em amostras teciduais

No grupo controle negativo, tratado com carboximetilcelulose (0,5%), foi detectada maior atividade
da enzima micloperoxidase (MPO), comparada aos demais grupos experimentais, incluindo o grupo
controle tratado com indometacina. Nos grupos de animais tratados com extrato aquoso da Fugenia
dysenterica nas concentragdes de 100 ¢ 550 mg/kg houve menor atividade MPO, semelhantes aquela
atividade observada no grupo controle positivo. Nas amostras teciduais de animais tratados com a maior
concentragdo do extrato (1000 mg/kg), houve maior atividade MPO, semelhante ao grupo controle

negativo.
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Figura 7: Dosagem de mieloperoxidase (MPO) (D.O./g peso imido) em amostras teciduais de
animais tratados por via oral com carboximetilcelulose (0,5%; grupo controle negativo - CT"®);
indometacina (10 mg/kg; grupo controle positivo CTP™); extrato aquoso da Eugenia dysenterica
(concentracdes 100, 550 e 1000 mg/kg), e, apos 60 minutos, tratados com injeciio intraplantar de

carragenina 0,5%.

7 DISCUSSAO

Compostos bioativos, como flavonoides, tém sido detectados em diferentes preparagdes de extratos
derivados das espécies do género Eugenia e estdo associados a a¢Oes anti-inflamatdrias relacionadas a
espécies vegetais diversas, inibindo a inflamacgo através da inativagdo de enzimas pro-inflamatérias
como: 6xido nitrico sintase, S-lipoxigenase e ciclooxigenase-2 que sintetizardo 6xido nitrico, leucotrienos
e prostaglandinas, respectivamente. (FUNK, 2001; BEHLING et al., 2004; PIETROVSKI et al., 2008;
SERAFINI et al., 2010, COSTA et al.,2016).

A presenca de flavonoides, além de taninos, na Fugenia dysenterica torna possivel a presenga de
agdo anti-inflamatoria associado as folhas da planta, pois sdo substancias que possuem essa propriedade,
mas ndo ha relatos na literatura do uso do extrato aquoso obtido através das folhas da espécie F. dysenterica
para esse proposito farmacologico (EFRAIM et al., 2006; GASCA et al., 2017).

Um dos métodos para investigacdo da presenga de atividade anti-inflamatoria € o edema de pata
induzido por carragenina, o qual ¢ um modelo experimental ja bem estabelecido na literatura. Estudos

realizados com extrato metanolico de Anmona crassiflora também investigaram potencial efeito anti-
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inflamatdrio para a referida espécie utilizando o modelo experimental de edema de pata induzido por
carragenina (ROCHA et al., 2015).

A carragenina ¢ um elemento extraido das células de algas marinhas vermelhas, composta por
hidratados de carbono de cadeia longa e possui agdo irritante. Ela induz a inflamagio de forma bifésica:
sendo a fase inicial, na primeira hora apos sua aplica¢@o, mediada pela liberac@o de histamina, serotonina
e bradicinina; e a segunda fase, a partir de duas horas da sua aplicagdo, mediada pela alta produgao de
prostaglandinas e infiltrado polimorfonuclear de leucdcitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos). Na fase
de atuagdo tardia da carragenina também ha liberagdo de radicais livres derivados neutrdfilos, 0xido nitrico
(NO) e citocinas pro-inflmatorias (fator de necrose tumoral e interleucina-1p) os quais induzem a
inflamagdo aguda. (VINEGAR, SCHREIBER & HUGO, 1969; DI ROSA, 1972; SALVEMINI et al.,
1996; HALICI et al., 2007).

Ao causar uma lesdo local aonde foi aplicada, inicia uma rea¢io em cadeia nos vasos sanguineos:
dilata¢@o de vasos da microcircula¢do, aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de liquido plasmatico e formaggo de edema, diapedese de células para o meio extracelular,
fagocitose, aumento da viscosidade sanguinea e diminui¢iio do fluxo sanguineo. Essas rea¢des sdo
provocadas pelos mediadores quimicos dainflamag&o, dentre os quais destacam-se: (1) aminas vasoativas
(histamina e serotonina) presentes em granulos citoplasmaticos de mastocitos, basofilos e plaquetas e
induzem aumento da permeabilidade e vasodilatagdo; (2) proteases plasmaticas (sistema complemento
(anafilatoxinas C3a e C5a) e cininas plasmaticas), responsaveis por aumento de permeabilidade vascular
e vasodilatagdo, sendo que as cininas, jutamente com o sistema de coagulagdo, também ira induzir a
formagdo do coagulo; (3) metabdlitos do acido araquidonico, como PGI2 e PGE que provocam
vasodilata¢io e tromboxano A2 que produz vasoconstri¢do; (4) constituintes lisossdmicos presentes em
granulos azurdfilos de neutrdfilos e aumentam a permeabilidade vascular; (5) radicais livres de oxigénio
que provocam aumento da permeabilidade vascular; (6) fator ativador de plaquetas que estimula sintese
de prostaglandinas e leucotrienos € em concentragdes baixas causa aumento da permeabilidade vascular
e vasodilatagdo, mas em niveis normais leva a vasoconstri¢do; (7) citocinas (interleucina 1, TNF) que
estimulam a sintese de PGI2, potente vasodilatador. A evolugdo da inflamagdo para um processo agudo
ou cronico ¢ determinada pelo tipo de estimulo que a iniciou e qual exsudato inflamatdrio foi produzido
(BECHARA & SZABO, 2009).

A carragenina, sendo um composto com potencial comprovado para induzir reagdo inflamatdria
aguda, foi utilizada para indugdo do edema nas patas direitas traseiras dos camundongos e realizagdo dos
experimentos para investigar possivel propriedade anti-inflamatoria da Fugenia dysenterica. Antes do
experimento para avalia¢do do efeito antiedematogénico do extrato aquoso, foi realizada a padronizagao

(1) da concentragdo de carragenina (1% ou 0,5%) que seria utilizada, (2) dos tempos para avaliagdo do
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edema e verificou-se a eficacia do anti-inflamatorio ndo esteroidal indometacina na redugéo do edema de
pata induzido por carragenina na dose utilizada (10mg/kg). Diante dos resultados obtidos, foi estabelecido:
(1) a dose intraplantar de carragenina 0,5%, pois foi eficaz na indu¢do do edema de pata, o qual foi
mensuravel no plestimémetro; além de provocar menor desconforto aos animais; (2) o anti-inflamatorio
indometacina na dose 10mg/Kg, v.0., foi eficiente na redugdo do edema causado pela carragenina 1% e
0,5%, em todos os tempos avaliados; (3) foram definidos ostemposde 1,2, 3,4, 5 e 6 horas para avaliagao
do edema de pata; foram excluidos os tempos de avalia¢do de 15 e 30 minutos pois € possivel que aumento
de volume de pata nesses tempos seja o proprio volume da carragenina injetada e ndo ao edema decorrente
da inflamagdo.

Ap0s padronizagio, foram realizados os experimentos com o extrato aquoso obtido das folhas da
FEugenia dysenterica nas concentragdes de 100, 550 e 1000 mg/kg. Em todas as concentragdes do extrato
utilizadas para tratamento dos animais, ndo foi observado reduciio do edema de pata induzido por
carragenina, comparado ao grupo controle negativo. A quantificagdo do edema foi realizada utilizando-se
plestimometro, assim como na avaliag@o de redugdo de edema de pata em camundongos através do extrato
metanolico da Annona crassiflora supracitado (ROCHA et al., 2015). Entretanto, ha outros instrumentos
que podem ser usados para quantificar edema de pata, como alternativa ao pletismometro, como o
paquimetro. Esta ferramenta ¢ semelhante a uma pinga e possui precisdo absoluta, podendo ser do tipo
manual ou digital. Em formato de L, possui um brago mével para ajustar o objeto (pata) no meio dos bicos,
sendo dois bicos superiores para medir as distancias interas e dois bicos inferiores para medir as distancias
internas do objeto (MECANICA INDUSTRIAL, 2018).

Apds avaliagdo da agdo antiedematogénica as patas traseiras dos animais dos grupos foram
seccionadas para avali¢do histopatologica e dosagem de MPO. Como n#o ha dados na literatura de como
ocorre o0 processamento de amostras do muasculo plantar, foi necessario a padroniza¢do. As primeiras
amostras preparadas utilizando-se a pata completa e o coxim isolado, sem prévia desmineralizagdo, foram
incluidas com a face plantar voltada para baixo, mas quando feitos os cortes histoldgicos, as amostras
foram desincluidas devido a resisténcia Ossea. Assim, foi utilizado, o coxim com corte longitudinal
dividindo-o em duas partes, sem prévia desmineralizagdo. A amostra foi incluida com a face do corte
voltada para baixo e foi possivel o corte em micrétomo; contudo, apos confeccdo da lamina, as fibras
musculares ndo foram preservadas. Diante do exposto, foi feita a desmineralizagdo de amostras de coxim
isolado e coxim isolado com corte longitudinal sem sec¢@o completa; ndo houve resisténcia 6ssea ao corte
no micrétomo e, apds confecgdo das lAminas, foram observadas fibras musculares preservadas e presenca
de infiltrado inflamatdrio. Assim, padronizou-se que a amostra utilizada seria o coxim isolado e com corte

longitudinal.
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No presente estudo, outro modelo experimental para investigacdo de possiveis atividades anti-
inflamatdrias do extrato aquoso da F. dysenterica foi por meio da determinagdo da atividade da enzima
MPO em amostras teciduais de animais tratados com diferentes concentragdes do extrato (100, 550 e 1000
mg/Kg) e animais tratados com o veiculo carboximetilcelulose 0,5% ou indometacina (10 mg/kg),
controles negativo e positivo para efeito anti-inflamatdrio, respectivamente. Em uma inflamagfo, as
primeiras células recrutadas sfio os leucocitos (neutrofilos, basdfilos e eosinofilos). A enzima
mieloperoxidase € o principal componente de neutrofilos, localizada em seus granulos azurdfilos
(GARCIA-LEME & FARSKY, 1993). Portanto, MPO constitui um marcador importante de infiltrado
inflamatdrio neutrofilico.

A maior atividade MPO detectada no grupo controle negativo sugere que a inje¢do de carragenina
induziu uma reagdo inflamatoria com infiltrado neutrofilico, dados que corroboram com a analise
histopatologica em amostras teciduais desse grupo experimental. O tratamento dos animais com
indometacina e com o extrato aquoso da Lugenia dysenterica nas concentragdes 100 e 550 mg/kg,
possivelmente, reduziu o infiltrado inflamatério, uma vez que foi detectada menor atividade MPO nesses
grupos experimentais. Contudo, a maior atividade MPO detectada em amostras de animais tratados com
concentragdo mais elevada do extrato (1000 mg/kg) pode estar associada a um efeito de toxicidade, o qual
merece ser investigado. O extrato aquoso da Fugenia dysenterica ndo apresentou efeito
antiedematogénico embora tenha sido observada tendéncia de reducao de infiltrado neutrofilico no tecido
inflamado.

A auséncia de diferenga estatistica significante entre os grupos experimentais pode estar associada
ao tamanho amostral e grande variabilidade interindividual nos animais ou auséncia compostos bioativos

com efeito inibitorio sobre o edema de pata induzido por carragenina.

8 CONCLUSOES

e Na padroniza¢do do método de edema de pata induzido por carragenina, ambas as concentragdes de
carragenina utilizadas (0,5 e 1,0 %) foram adequadas para a indugio do edema de pata.

e O anti-inflamatério indometacina (10 mg/Kg) foi eficaz na reducdo do edema de pata
induzido por ambas as concentra¢des de carragenina (0,5 e 1,0 %).

e Indometacina foi mais eficaz na reducdo do edema de pata apds 4 e 6 horas a injecdo
intraplantar de carragenina 0,5 ou 1%.

e O extrato aquoso obtido das folhas da planta Kugenia dysenterica nas concentragdes de 100,

550 e 1000 mg/kg, ndo reduziu o edema de pata induzido por carragenina.
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e Houve tendéncia a reducdo na atividade da MPO nos tratamentos com extrato aquoso da
Eugenia dysenterica nas concentragdes de 100 mg/kg e 550 mg/kg, comparavel ao controle
positivo. A atividade de MPO nas amostras dos animais tratados com extrato aquoso da
FEugenia dysenterica na concentragdo 1000 mg/kg foi comparavel ao grupo controle

negativo.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS
Novos experimentos utilizando um niimero maior de animais 30 necessarios para a investigagao

de possivel efeito anti-inflamatério do extrato aquoso da Fugenia dysenterica.
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