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Resumo

A espécie Eugenia dysenterica, nativa do Cerrado brasileiro e popularmente conhecida como
cagaita, ¢ uma arvore de porte mediano com grande utilizagdo no ramo alimenticio e na
medicina tradicional. Varios estudos tém descrito propriedades bioldgicas em derivados
preparados a partir das folhas da referida espécie. O 6leo essencial demonstrou atividade
antidiarreica e efeito cicatrizante; o extrato aquoso apresentou atividades anticolinesterasica e
gastroprotetora. Analises fotoquimicas de derivados da referida espécie apontaram a presenca
de metabolitos secundarios, dentre eles, flavonoides, catequinas e taninos, aos quais foram
atribuidas atividades anti-inflamatéria e analgésica. Considerando que esses compostos
bioativos possuem agdes anti-inflamatorias e que nao ¢ incomum encontrarmos drogas que
possuam ambas as atividades farmacologicas, antinociceptiva e anti-inflamatodria, o objetivo
deste projeto foi investigar possivel acdo antinociceptiva no extrato aquoso das folhas da
Eugenia dysenterica. O extrato aquoso das folhas da E. dysenterica (EAED) foi preparado a
partir das folhas secas e trituradas, misturadas com dgua destilada na proporc¢ao de 20% (m/v).
O efeito de analgesia foi avaliado por meio dos testes de contor¢des abdominais e da placa
quente em camundongos Balb/C. Os animais foram divididos em cinco grupos (n= 6 a
7/grupo) e tratados, por via oral, com EAED (100, 550, 1000 mg/Kg), ou indometacina (10
mg/Kg) solubilizados em carboximetilcelulose 0,5% (CBX 0,5%), ou somente com o veiculo
CBX 0,5%. Os dados obtidos foram expressos como média + E.P.M. e as comparagdes entre
as médias dos diferentes grupos experimentais foram analisadas utilizando-se ANOVA,
seguido do teste de Bonferroni para comparagoes multiplas (*p < 0,05). Os resultados obtidos
mostraram que o EAED reduziu o numero de contor¢des abdominais nas maiores doses, 550 e
1000 mg/Kg, em 51,5% e 54,5%, respectivamente, comparado ao grupo controle que recebeu
apenas CBX 0,5%, O anti-inflamatério indometacina também reduziu em 59,2% o ntimero de
contorgdes abdominais apos o estimulo com &cido acético. No entanto, no teste da placa
quente ndo houve diferencga estatistica entre os grupos experimentais, em todos os tempos
analisados. Portanto, os dados sugerem que o extrato avaliado possui potencial acdo
antinociceptiva em modelo experimental de dor aguda, induzida por agente quimico, o qual
pode estar relacionado aos metabolitos secundarios identificados nessa espécie.

Palavras-chave: antinociceptivo; Myrtaceae; Eugenia dysenterica; contor¢cdes abdominais;
medicina popular



Abstract

Eugenia dysenterica also known as cagaita is a native species from Brazilian Cerrado; it has a
medium size and frequently used in food industry. Howsoever some studies described
biological activities in products from its’ leaves. The essential oil showed anti-diarrheal and
wound healing effects; the aqueous extract showed anti-cholinesterase and gastroprotective
effects. Some studies analyzed the phytochemical content of the products from E. dysenterica
and they related the presence of secondary metabolites, mainly flavonoids and tannins which
anti-inflammatory and analgesic activities has been described. Whereas compounds with
biological activities described in E. dysenterica show anti-inflammatory effect and that some
substances have properties, analgesic and anti-inflammatory, the aim of this study was to
evaluate the antinociceptive effect of the aqueous extract of the leaves from E. dysenterica
(EAED). The extract was prepared after the leaves were dried and pounded, the powder was
mixed with distilled water with the proportion of 20% (m/v). The antinociceptive effect was
measured using the hot plate test or the abdominal writhing test in Balb/c mice. The mices
were divided in five groups (n= 6 or 7/group) and orally treated with three doses of the EAED
(100, 550 or 1000 mg/Kg) or indomethacin (10 mg/Kg) diluted in carboxymethyl cellulose
0.5% (CBX 0.5%), or just CBX 0.5%. The statistical analysis was made using ANOVA
followed by Bonferroni post-test considered statistic significant when p < 0.05, the data were
analyzed as mean + S.E.M. Our results in the abdominal writhing test reveal that the extract in
the two higher doses (550 and 1000 mg/Kg) reduced the abdominal writhing (51.5 and 54.5%,
respectively), the indomethacin group also had decreased number of contractions (59.2%)
compared to control group (mean = 35.17) treated only with CBX 0.5%. In the hot plate test
no experimental group showed statistical difference compared with control CBX. Therefore,
our data suggest that the EAED has potential nociceptive action by decreasing acute pain
caused by chemical agents, and this action may be related to the secondary metabolites
present in the EAED.

Key words: antinoceptive; Myrtaceae; Eugenia dysenterica; abdominal writhing; hot plate;
folk medicine



Lista de Figuras
Figura 1: Estrutura quimica dos principais metabolitos secundarios. ..........cceceevveeieneenuennnene. 12

Figura 2: Eugenia dysenterica/ Cagaiteira ...........c.cccueereeeiiieniieeiiienieeieeeieeieesneeieesaeeseennnes 19
Figura 3: Efeito antinociceptivo do extrato aquoso da Eugenia dysenterica (EAED) em

modelo experimental de contorgdes abdOMINAIS. .......cc.veeeruveeriiieeeiiieeeie e eeree e eevee e ens 23


file:///C:/Users/Victor/Desktop/TCC%202%20Correções%20Pós%20defesa..docx%23_Toc27650297

AA
AINES
ANOVA
CBX
CEUA
CONCEA
COX
EAED
Ian

IL
INDO
LP.
MAPK
NF-xkB
NOSi
PGE;
PGF;,
PGH,
PGI
PPAR
REBIR
SNC
TNF-a
TRPV1
V.0.

UFU

Lista de abreviaturas e siglas
Acido aracdonico

Anti-inflamatério nao esteroidal

Analyze of variance

Carboximetilcelulose

Comissao de ética na utilizacdo de animais
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
Ciclooxigenase

Extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica
[ndice antinoceptivo

Interleucina

Indometacina

Via intraperitoneal

Proteina quinase ativada por mitogenos

Fator nuclear kB

Oxido nitrico sintase induzivel

Prostaglandina E,

Prostaglandina F,,

Prostaglandina H,

Prostaciclina

Receptor acoplado ao proliferador do peroxissomo
Rede de biotérios de roedores

Sistema nervoso central

Fator de necrose tumoral o

Receptor vaniloide de potencial transitério do tipo 1
Via oral

Universidade Federal de Uberlandia



5-HT
CI'IV
kDa

NaCl

Lista de simbolos
Serotonina

Cromo IV
Kilodaltons

Cloreto de sodio



Sumario

L INEEOAUGAO ...t e e e ettt e e e et e e e et e e e e e e aae e e e eeaasaeeeeenaaeeeeeaseeeeeeanns 11
1.1 Familia Myrtaceae € Eugenia dySenteriCau................coueecuveeeeuieeiiueeeiieeecieeeiieesiveeenneeens 11
1.2 Atividades biologicas dO ZENETO EUZEHIA. .........cc.eeeecveeeeiieeiieeeeieeeeeeeeeeeeveeeevee e ens 11
1.3 Compostos bioativos N0 ZENETO EUZEHIA. ..........cc.ueeecueeeeiieeiieeeeieeeeieeereeeeeieeesreeeeaeeens 12
1.4 DOT € NOCICEPGAD ..vveeueveeeereeeiieeeieeesteeesseeesseeeasseeessseeaasseeassseeassseesssseesssesesssessssesesseenns 14

2 JUSTHHICATIVA ...ttt ettt ettt ettt e he e et e bt e st e e s bt e eab e e ste et e e s ateenbeesnaeenean 16

3 OB OEIVOS. c it eutieeiieeiteeite et ettt e et e et e e tbe et ee e st eebeeetbe e bt e e naeebeeeabeenbeeesbeeseeenbeenbeeenseesaeenteenns 17
R € 1 v | OO OSSOSO P RSO PRURI 17
3.2 ESPECITICOS 1.utieniiieiiieeiiteie ettt ettt ettt e e et e et e e bt e easeesseeseseessaeesseessseensaensseenne 17

T Y] (51707 [0 (o 4 T OO USRS 17
4.1 LoCal de EXCCUGAO ...eecviiiiiiieeiie ettt ettt et eare e et e e areeeeareeenree e 17
4.2 Material VEEELAL .......ueeeiiiieiiiieiie et e et 18
4.3 ANIINAIS ¢ttt ettt ettt ettt e bt e bt et s h e e bt e n e e e bt e bt eat e bt e beenbeeheebeente e 19
4.4 GIUPOS EXPETIMEIIEALS ...evvierereeerieriierteeriteeseessreesseessseesseessseesseessseesseesssesnseessseesseesssessseens 20
4.5 Avaliag@o da atividade antinOCICEPLIVA .......eevuveeriieruieeiieriieeiee e eiee e ereeseeeereeseneennens 20

4.5.1 Teste de contorgOes abdOMINAIS. ..........eevieeiivieeeieeeeiieeeeieeeeeteeeeereeeeaeeeereeeeareeeeaneeens 20
4.5.2 Teste da placa QUENTE ........ececueieeiiieeeiieeeiee ettt eette e st e e e reeesreeesbeeesaseeensseeens 21
4.6 Protocolo de @UIANASIA .......couiieiiieiieiiieeeete ettt 21
4.7 ANALISE ESTAtISTICA ... ccouiiiiieiieeiieiie ettt ettt ettt e ettt ebeesaae s 21

5 RESUITAAOS. ...ttt ettt ettt e et e et e et eeab e et e st e e b e areenne 22
5.1 Teste de contorgdes aDAOMINAIS .........eeeeviieiiiieiiie ettt ree e e e ereeeeereeeaneeens 22
5.2 Teste da placa QUENLE .....cc.eevuiriiriiiiieteitetee ettt ettt 22

0 DISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt eb ettt h ettt e bttt e atesbe et e e st e eat e bt et sbe e bt enteeaeenees 24

T CONCIUSDORS ...ttt ettt ettt ettt ettt et b bt b ettt s bt et e et e e bt enbe et sbee bt enteeanenees 28

RETEIEIICIAS oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeaea e aaaeeeeeeeeaaaaaaeaeeas 29



1 Introducao

1.1 Familia Myrtaceae e Eugenia dysenterica

A familia de plantas Myrtaceae ¢ uma das mais importantes do cerrado brasileiro,
possuindo um numero expressivo de géneros e espécies, 140 e 4.620 respectivamente
(DEXHEIMER; POZZOBON, 2017; PAULA et al., 2008).

O género Eugenia da familia Myrtaceae inclui espécies frutiferas, dentre elas, a cereja-
brasileira (Eugenia brasiliensis), a uvaia (Eugenia pyriformis), a pitanga (Eugenia uniflora),
o araga-boi (Eugenia stipitata), e a cagaita (Eugenia dysenterica)(DE ARAUJO et al., 2019;
DE SOUZA et al., 2018).

A espécie Eugenia dysenterica, nativa do cerrado brasileiro, ¢ uma arvore de porte
mediano, com tronco podendo chegar a aproximadamente 10 metros de altura, possui galhos e
ramos tortuosos, seus principais usos estdo relacionados a ornamentagdo e por ser melifera.
Seu tronco e casca pode ser utilizado para producdo de carvdo e cortica. Possui um fruto
amarelo-claro, formato globoso e levemente achatado, sua maior utilizagdo estd no ramo
alimenticio, com a utilizagdo dos seus frutos para producdo de geleias. A formagdo de seus
frutos e sua troca de folhas ocorrem préoximas ao més de setembro (CAMILO et al., 2013;

SANTOS et al., 2012; TELLES et al., 2001).

1.2 Atividades biolégicas do género Eugenia

De acordo com a literatura, derivados vegetais de espécies do género Eugenia tém
demonstrado propriedades biologicas, dentre elas potencial farmacologico, confirmando, do
ponto de vista cientifico, os beneficios do seu uso popular. Na medicina popular, os frutos,
folhas e cascas de espécies do género Eugenia sdo utilizados na preparacao de chés, decocg¢ao
e infusdo, utilizados no tratamento de doengas infecciosas, cardiacas e desordens
gastrointestinais, bem como agentes hipotensores, hipoglicemiantes, antipiréticos e redutores
dos niveis de triglicerideos e colesterol. Além disto, alguns derivados vegetais sdo usados
como repelentes e inseticidas (CECfLIO et al.,, 2012; DE SOUZA et al.,, 2018; RAI;
GEORGE; SETHURAMAN, 2011)

Estudos demonstraram efeitos analgésicos utilizando o extrato bruto das folhas da
pitanga (Eugenia uniflora) (FALCAO et al., 2018); o 6leo essencial do cravo (Eugenia
caryophyllata) (KHALILZADEH; HAZRATI; SAIAH, 2016); o extrato das folhas do jambo
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(Eugenia jambos) (AVILA-PENA et al., 2007); e um extrato hidroetandlico das folhas da
murta vermelha (Eugenia punicifolia) (BASTING et al., 2014).

Alguns derivados da espécie vegetal Eugenia dysenterica apresentaram efeitos
farmacologicos como: o 6leo essencial que apresentou atividade antidiarreica (GALHEIGO et
al., 2016) e efeito cicatrizante em modelo experimental in vitro e in vivo (DA SILVA et al.,
2019); o extrato aquoso da referida espécie foi identificada atividade anticolinesterasica
(GASCA et al, 2017), atividade gastroprotetora (PRADO et al.,, 2014); o extrato
hidroetanolico apresentou as atividades antioxidantes e neuroprotetora em um estudo
(THOMAZ et al., 2018) e em outro apresentou uma atividade de diminui¢cdo da toxicidade
celular induzida por Cr "(AVILA et al., 2016). De modo geral, as atividades bioldgicas
descritas em estudos que utilizaram derivados vegetais de espécies do género Eugenia sdo

atribuidas a presencga de metabolitos secundarios (BAILAO et al., 2015; DEWICK, 2009).

1.3 Compostos bioativos no género Eugenia

Analises fitoquimicas de derivados de espécies vegetais do género Eugenia, incluindo
a espécie Eugenia dysenterica, apontaram a presenca de metabdlitos secundarios, como
flavonoides, taninos e terpenoides (Figura 1) (SOBEH et al., 2019; SOBRAL - SOUZA et
al., 2019; VITEK et al., 2017).

Figura 1: Estrutura quimica dos principais metabdlitos secundarios. (A) Molécula do 4cido
galico, do grupo dos taninos (B) Flavan-3-ol, molécula precursora dos flavonoides, pode-se
observar os anéis aromaticos. (C) Molécula de isopreno precursora dos terpenoides. Fonte:
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Metabolitos secundérios sdo substancias produzidas pelas plantas que servem para sua
protecdo, ja que podem ter atividade de inibi¢do em insetos, e atracdo de polinizadores.
Contudo esses compostos ndo sdo de extrema importancia para a manutencao metabodlica do
espécime. A concentracdo e caracteristicas quimicas dos metabolitos secunddrios podem
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variar de acordo com a espécie vegetal, sazonalidade, e a fase de desenvolvimento, porém
nunca sao abundantemente encontradas nas espécies (BOURGAUD et al., 2001; GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; SHARMA; GARG, 2015).

Flavonodides sdo compostos polifendlicos e protegem as plantas de estresses bidticos
ou abidticos, como a luz ultravioleta, esses compostos também sdo responsaveis pelas cores
das plantas (SAMANTA; DAS; DAS, 2011).

Terpenos sdao considerados a maior classe de produtos naturais, ja que mais de 55.000
foram descritos, e sao derivados de uma molécula de isopreno. Mais de 87 terpenos possuem
atividades analgésicas (GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014).

Taninos sdo compostos fendlicos de alto peso molecular, variando de 500 a mais de
3.000 kDa, e sao encontrados nos vactolos da maioria dos tecidos das plantas. Esses
compostos costumam se associar a proteinas, amido, celulose e minerais. Atualmente, o termo
tanino ainda ndo esta precisamente definido, ja que eles sdo classificados de acordo com sua
capacidade de se ligar a proteinas (HASSANPOUR et al., 2011).

Metabdlitos secundarios podem apresentar atividade farmacologica analgésica e anti-
inflamatoria, como, por exemplo, alguns presentes na espécie Leonurus cardiaca, que
aumentaram o tempo de laténcia no teste da placa quente quando extraidos através de uma
preparagdo hidro-etandlica, uma fragdo desse extrato com alguns diterpenos também diminuiu
o numero de contor¢des abdominais quando comparados com a aspirina € o paracetamol
(WOJTYNIAK; SZYMANSKI; MATEAWSKA, 2013).

Alguns flavonoides possuem efeitos anti-inflamatorios por inibirem enzimas
responsaveis pela transdugdo de sinais nas células inflamatorias, fazendo assim com que nao
haja a ativagdo da resposta imune. Além disso, esses compostos podem inibir a expressao das
enzimas Oxido nitrico sintase induzivel, ciclooxigenase e lipooxigenase responsaveis,
respectivamente, pela produ¢do de 6xido nitrico, prostanoides e leucotrienos. Um importante
efeito anti-inflamatério dos flavondides esta na diminuicao da biossintese de citocinas que
medeiam a adesdao e migracdo de células de defesa circulantes ao local do dano tecidual
(CHEN; YANG; GROSSER, 2013; KUMAR et al., 2013; PINHO-RIBEIRO et al., 2015).

A miricitrina ¢ um flavonoide derivado glicosilado da miricetina. Esse flavonoide
glicosilado ¢ capaz de inibir a atividade e a expressao da NOSi, além disso inibe a migra¢do
do NF-«xB do citoplasma para o ntcleo e inibe a MAPK p38a, uma quinase responsavel pela
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, tendo assim atividade anti-inflamatdria e analgésica

(MEOTTTI et al., 2007; ZARUBIN; HAN, 2005).
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O 4cido galico ¢ um composto do grupo dos taninos hidrolisaveis e parece estar ligado
as atividades anti-inflamatoria e analgésica de algumas das espécies por inibir a COX,
principalmente a isoforma 2 (COX-2), e impedir a migragao do NF-«B, diminuindo, assim, a
sintese de proteinas relacionadas a inflamagao (LIMA et al., 2016).

O cavacrol e o timol, s3o isdbmeros terpenoides, parecem inibir a sintese de citocinas,
tais como TNF-a, IL-6 e IL-1p por uma via colinérgica, ja que a acetilcolina est4 envolvida na
liberacdo desses mediadores. Além disso, outros estudos com monoterpenos indicam a
inibicao da COX-2 e ativacdo dos PPARs a e v, alterando a sintese de proteinas e levando a
uma atividade anti-inflamatéria. Um terpenoide chamado y-Terpineno apresentou atividade
analgésica por meio da via inibitéria descendente, que sera descrita adiante, mais
especificamente por atividade direta nos receptores opioides (DE SIMONE et al., 2005;
GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014; LIANG; LU, 2012; PASSOS et al.,
2015).

1.4 Dor e nocicep¢ao

A nocicep¢do ocorre quando hd a ativagdo de receptores especializados no
reconhecimento de estimulos nocivos, sejam eles quimicos, mecanicos ou térmicos, chamados
de nociceptores. Sinais aferentes reconhecidos por nociceptores sdo conduzidos ao sistema
nervoso central (SNC) por fibras sensoriais primarias denominadas fibras Ad (A-delta), e
fibras C. A sensagdo mais comum conduzida por essas vias ¢ a dor (BOURNE; MACHADO;
NAGEL, 2014).

As fibras tipo Ad sdo de grande calibre e mielinizadas, enquanto as fibras tipo C
possuem menor didmetro e ndo sdo mielinizadas. De acordo com a velocidade de conducao,
as fibras Ad tem um comprimento mediando, variando entre um e seis metros, € sdo capazes
de uma répida transmissdo de informacgdes, de 6 a 30 m/s; as fibras C possuem menos de um
metro e meio de comprimento e por serem desmielinizadas possuem uma velocidade de
transmissao menor, variando entre 0,5 ¢ 2 m/s (BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014). A
dor répida, aguda e localizada, ¢ conduzida ao SNC por fibras do tipo Ad, enquanto a dor
lenta, mais difusa, ¢ conduzida por fibras C (BASBAUM et al., 2009).

A ativagdo dos nociceptores pode resultar, por sua vez, na ativacdo de vias de
respostas protetoras reflexas, integradas na medula espinhal, e de vias ascendentes para o

cortex cerebral as quais tornam a sensacao de dor consciente. Estimulos irritantes que levam a
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respostas integradas na medula espinhal iniciam reflexos protetores inconscientes. Isto ocorre,
por exemplo, quando um animal toca uma placa quente; o animal reage no sentido de afastar-
se do estimulo térmico, antes de ter percep¢ao da dor (DAS, 2015; MOHAMMADI et al.,
2013).

A dor ¢ um aviso ao organismo de que algo esta errado e, assim como a sede e a fome,
esse aviso cria um estado de aversdo ao estimulo que o causa. A dor, portanto, seria a jungdo

do estimulo nociceptivo as suas implicagdes emocionais e cognitivas (PORRECA;

NAVRATILOVA, 2017).

A dor nociceptiva ¢ associada a terminagdes nervosas livres, cujos canais i6nicos sao
sensiveis a estimulos quimicos, mecanicos e térmicos. Em local de dano tecidual, mediadores
inflamatérios liberados por diferentes tipos de células e plaquetas, dentre eles,
prostaglandinas, histamina, serotonina e substancia P modulam a ativagdo dos nociceptores,
ativando-os ou sensibilizando-os, de modo a diminuir o seu limiar de ativacdo. A
sensibilidade a dor aumentada no local de lesdo tecidual ¢ denominada dor inflamatoria
(DAS, 2015). Tecidos lesionados liberam moléculas que podem causar estado de hiperalgesia,
ou seja, aumento da sensibilidade a dor (JESKE, 2015).

Os prostanoides sdo mediadores inflamatérios derivados do acido araquidonico (AA),
um acido graxo com vinte 4tomos de carbono, o qual ¢ biotransformado pela via das
ciclooxigenases (COX) ou lipooxigenases (LOX). Na via das COX, o AA leva a metabolitos
intermedidrios instaveis e, em seguida, convertidos em prostaglandinas ou tromboxanos.
Estudos demonstraram que a presenca da COX nos sitios de inflamac¢do causa aumento da
sensibilidade mecanica e térmica (VARDEH et al., 2009). A prostaglandina E2 (PGE2) ¢ o
principal prostanoide envolvido na nocicepcao, ao modular o fluxo de ions em nociceptores e
em fibras aferentes por meio da interacdo com seus receptores, os quais ativam proteinas
quinases que fosforilam e diminuem o limiar de ativacdo de canais 16nicos (CHEN; YANG;
GROSSER, 2013; KAWABATA, 2011).

A dor ¢ modulada por uma via descendente, ou seja, o estimulo modulador sai do
encefalo para a medula e alguns dos neurotransmissores envolvidos sao a norepinefrina, a
serotonina ¢ moléculas opioides endogenas (BANNISTER; DICKENSON, 2017).

A norepinefrina, age em receptores a, adrenérgicos na medula, os quais sao acoplados
a proteinas Gi/o, causando uma diminui¢do da conducdo ao cortex de potenciais de agcdo que
chegam a medula . Os receptores para moléculas opioides também sdo acoplados a proteina

Gi/o, tendo seu mecanismo de acdo semelhante ao da norepinefrina, ou seja, por meio da

15



hiperpolarizacdo da célula que esta conduzindo os estimulos da medula ao cortex. No entanto,
a serotonina parece ter dupla fung¢do na passagem desses estimulos nociceptivos. Na periferia
sua a¢do ¢ majoritariamente facilitacdo, diferente do que ocorre na parte central onde ha uma
maior inibicdo ligada a liberacdo de SHT. Essas acdes sdo relacionadas a ativagao de
receptores, como o 5-HT,, que sdo acoplados a proteinas Gq, 5-HT3 que ¢ acoplado a um
canal i6nico que facilita a passagem do ion sodio (Na") e 5-HT1, acoplado a proteina Gi/o
(AL-HASANI; BRUCHAS, 2011; BANNISTER; DICKENSON, 2017; CORTES-
ALTAMIRANO et al., 2018; HOYER et al., 1994; STROSBERG, 1993).

A dor ¢ um problema de saude publica e causa uma série de dificuldades como:
imunossupressdo, distarbios alimentares e insonia (MITSI; ZACHARIOU, 2016). Os
tratamentos mais comumente utilizados no tratamento da dor s3o: analgésicos, como o
paracetamol, os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), os medicamentos opidceos e
associacdo de anticonvulsivantes ou antidepressivos com as drogas citadas anteriormente
(HORGAS, 2017). Alguns dos farmacos citados utilizam da via descendente inibitéria da dor
para obter o seu efeito, como, por exemplo, os farmacos antidepressivos e anticonvulsivantes
que parecem estar relacionados ao aumento da liberacdo de opioides enddgenos e a0 aumento
da quantidade de norepinefrina na via moduladora, fazendo, assim, com que haja uma menor
conducao de estimulos da periferia (KREMER et al., 2016). O paracetamol estd envolvido
com a via descendente inibitoria da dor, ja que este farmaco interage com as transmissoes
serotoninérgica, opioidérgica, adrenérgica, dentre outras (VIJAYAKARAN et al., 2014). Os
AINEs agem inibindo a producdo de prostaglandinas, e por isso, diminuem a hiperalgesia
causada por estas moléculas. Os opidceos sdao moléculas derivadas da espécie Papaver

somniferum que sao agonistas de receptores opioides (TRESCOT et al., 2008).

2 Justificativa

Os atuais medicamentos utilizados para tratamento da dor, possuem numeroso efeitos
adversos ao organismo como: constipacdo, problemas cardiovasculares e dependéncia, no
caso de medicamentos opioides (KHADEMI et al., 2016); os AINEs causam distarbios no
trato gastrointestinal, nos sistemas renal e cardiovascular (RAHMAN; MALCOUN, 2014;
SCHJERNING OLSEN; FOSBOL; GISLASON, 2014; YANG et al., 2015). Assim, a
pesquisa de novas drogas com potencial efeito anti-inflamatorio e menos efeitos adversos ¢

bastante relevante.
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A familia Myrtaceae apresenta espécies, como a Psidium guajava (DE ARAUJO et
al., 2014), a Eugenia uniflora (FALCAO et al., 2018.) e a Campomanesia xanthocarpa (DA
SILVA et al., 2016) com agdes anti-inflamatorias, as quais foram atribuidas a presenca de
metabolitos secundarios especificos, dentre eles, os flavonoides.

Contudo, apesar de andlises fitoquimicas demonstrarem a presenca de compostos
bioativos com potencial acdo anti-inflamatéria em derivados vegetais da espécie Eugenia
dysenterica, poucos estudos investigaram o seu potencial anti-inflamatdério ou analgésico.
Neste sentido, considerando-se que muitas substancias anti-inflamatérias sdo capazes de
diminuir a produ¢do ou bloquear a a¢do de mediadores algésicos, tais como prostaglandinas,
histamina, serotonina e bradicinina (LINGARAIJU et al., 2014) ndo ¢ incomum encontrarmos
drogas que possuam ambas as atividades farmacologicas, analgesia e anti-inflamatéria. Esses
fatores associados aos efeitos adversos de medicamentos anti-inflamatorios citados
anteriormente fomentaram a presente proposta de investigarmos os possiveis efeitos
analgésicos do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica utilizando um modelo

experimental in vivo.

3 Objetivos

3.1 Geral
A presente proposta experimental teve como objetivo geral investigar o efeito
antinociceptivo do extrato aquoso liofilizado das folhas da espécie Eugenia dysenterica em

modelo experimental in vivo.

3.2 Especificos

° Preparar o extrato aquoso da Eugenia dysenterica.

° Avaliar a atividade antinociceptiva por meio da realizagdo dos seguintes testes:
o Teste de contor¢gdes abdominais;

o Teste da placa quente.

4 Metodologia

4.1 Local de Execucao
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia de Produtos

Naturais, Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM)
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/Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e nos Laboratérios de Experimentacdo Animal do

Biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU).

4.2 Material vegetal

O extrato aquoso da E. dysenterica (EAED) foi preparado no laboratorio de
Farmacologia de Produtos Naturais. A espécie E. dysenterica, a partir da qual foram
coletadas as folhas para a preparagdo do extrato aquoso, foi previamente identificada por
bidlogo competente e uma exsicata da espécie foi depositada no herbario da Universidade
Federal de Uberlandia (Numero de Registro: HUFU-45956).

Para este estudo, o extrato aquoso foi obtido a partir das folhas da E. dysenterica
(Figura 2) coletadas em campos de vegetacdo espontdnea em novembro/2018, na Fazenda
Pasto Velho em Lassance, MG e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Hudson Armando
Nunes Canabrava. Apds a colheita, as folhas foram separadas dos galhos, destacaram-se os
peciolos, e foram selecionadas apenas aquelas que, macroscopicamente, ndo apresentavam
indicativos de contaminac¢do por microrganismos. Posteriormente, as folhas foram lavadas
em agua corrente e, em seguida, em agua destilada. Apos esse procedimento, as folhas
foram colocadas em estufa a 45 °C durante 48 horas para secagem. Depois de secas, as
folhas foram trituradas em liquidificador e colocadas em provetas contendo agua destilada
na proporcao de 20% (m/v) por 48 horas a temperatura ambiente. O extrato foi duplamente
filtrado em funil contendo algoddo e, em seguida, em funil contendo papel de filtro. O
extrato obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e acondicionado a temperatura — 20
°C. Apo6s congelamento, o extrato foi liofilizado a — 40 °C até a total remocao do conteudo
de dgua. O material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20 °C até a data da

utilizacao (PRADO et al., 2014).
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Figura 2: Fugenia dysenterica/ Cagaiteira (Fonte: Canabrava, H. A. N., 2017). Origem:
Fazenda Pasto Velho, Lassance, MG. Arvore com, aproximadamente, 2,5 m de altura e
com frutos imaturos no momento da coleta da exsicata.

4.3 Animais
Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c machos, pesando entre 25 a 37g.
Os animais foram fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade
Federal de Uberlandia ¢ foram mantidos no Biotério Central da REBIR, sob condicdes
padrdes de temperatura controlada (25 + 2 °C) e ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, com agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo
com os principios éticos em pesquisa animal recomendados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ap6s aprovacio da Comissdo de Etica na
Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (PROTOCOLO
REGISTRO CEUA/UFU 061/18).
A administragdo por via oral de farmacos, veiculos ou extrato aquoso de Eugenia
dysenterica aos animais foi realizada por meio de canula de gavagem especifica para
camundongos, a qual foi introduzida na boca do animal e gentilmente conduzida até o

estomago. O volume total administrado foi de 1,0 mL / 100 g animal.
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4.4 Grupos experimentais

A avaliacdo da atividade antinociceptiva do EAED foi realizada por meio dos testes de
contor¢des abdominais e da placa quente. Em ambos os testes, foram utilizados camundongos
BALB/c divididos em cinco grupos, e tratados por via oral (v.0.) com o EAED nas doses 100,
550 e 1000 mg/Kg (PRADO et al, 2014), solubilizado em carboximetilcelulose (CBX) 0,5%
(m/v), ou com indometacina (INDO), um anti-inflamatoério nao esteroidal (AINE),
solubilizada em CBX 0,5%, ou tratados somente com CBX 0,5% (veiculo usado na
solubilizacdo do EAED e da INDO). Assim, de acordo com o tratamento recebido, os grupos
experimentais foram:
0 (n=6 ou 7): tratamento com solu¢do de CBX 0,5%, (v.0);
INDO (n = 7): tratamento com indometacina (10 mg/Kg; v.0.);
EAED 100 (n = 7): tratamento com EAED (100 mg/Kg; v.0.);
EAED 550 (n = 7): tratamento com EAED (550 mg/Kg; v.0.);
EAED 1000 (n = 6 ou 7): tratamento com EAED (1000 mg/Kg; v.0.).

4.5 Avaliacao da atividade antinociceptiva

4.5.1 Teste de contorcoes abdominais

O teste de contor¢des abdominais (dor visceral) foi descrito originalmente por Koster et
al., em 1959. As contor¢des abdominais envolvem uma contor¢do da musculatura abdominal,
imediatamente seguida pelo estiramento dos membros inferiores. Geralmente, este modelo ¢
empregado para o screening inicial de novas moléculas com potencial analgésico (CARLINI,
MENDES, 2011).

Ap0s sessenta minutos os tratamentos por via oral os animais, dos grupos experimentais
descritos no item 4.4, receberam inje¢do por via intraperitoneal (i.p.) de acido acético 0,9%
(v/v) em solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril (1 mL de solugdo de 4cido acético/100 g de peso
corporal), como agente indutor das contor¢des abdominais (BATISTA et al., 2016;
PINHEIRO et al., 2011; WHITTLE, 1964). O numero de contor¢des abdominais foi
registrado por dois observadores, entre 10 e 30 minutos, apés a administracdo do acido
acético. A atividade antinociceptiva do extrato da E. dysenterica foi avaliada por
determinagdo do numero das contor¢des exibidas pelos animais tratados com os EAEDs em
relacdo ao numero de contor¢des dos animais dos grupos controles. Os grupos 0 e INDO

foram utilizados como controles negativo e positivo para o efeito antinociceptivo,

20



respectivamente. Os indices percentuais de efeito antinociceptivo (Ian) do EAED, nas

diferentes doses, foi calculado da seguinte maneira:

Law (%) = 100 — (

N2 médio de contorgdes do grupo X 100)
N2 médio contorgbes CBX

4.5.2 Teste da placa quente

Este método de avaliagdo do limiar de sensibilidade térmica foi descrito por Hargreaves
et al. (1988). A intensidade do estimulo térmico deve ser adequada para cada tipo de
avaliacdo, com base na resposta basal dos animais. A avaliacdo foi feita em duplicata (os
animais foram avaliados por duas vezes consecutivas), com intervalo de 20 segundos entre os
dois registros, ¢ a média das duas avalia¢des representa o tempo de laténcia para o animal
exibir reagdes de dor ao estimulo térmico (CARLINI; MENDES, 2011).

ApoOs os tratamentos por via oral (tempos: zero, 30, 60 ¢ 90 minutos), os animais dos
grupos experimentais (0, EAED 100, 550 ou 1000 mg/Kg) foram colocados individualmente
sobre uma placa de aluminio aquecida (55 + 0,5 °C) (EDDY; LEIMBACH, 1953; FALCAO
et al.,, 2018). Em seguida, foi registrado o tempo, em segundos, para o animal exibir as
primeiras reacdes de nocicepcdo (saltos, lambedura, retirada ou sacudida das patas dos
membros posteriores ou anteriores). Apds as primeiras manifestagcdes de dor, o animal era
retirado da placa quente. O tempo de 30 segundos foi utilizado como limite de permanéncia

do animal no aparato para evitar lesdo tecidual.

4.6 Protocolo de eutanasia

Os animais foram previamente anestesiados com xilazina-cetamina (10 e 100 mg/kg,
1.p., respectivamente) e eutanasiados por deslocamento cervical (CONSELHO NACIONAL
DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL, 2018).

4.7 Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢do dos graficos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como a média + E.P.M (erro padrao da média). A comparacdo dos dados obtidos
foi analisada por testes paramétricos, ANOVA (one-way analysis of variance), seguido do
teste de comparacao multipla de Bonferroni, apds a verificagdo pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov que as varidveis exibiam distribui¢do normal. Todos os resultados

foram considerados significantes para um nivel de p < 0,05.
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5 Resultados

5.1 Teste de contor¢des abdominais

No teste de contorgdes abdominais induzidas por 4cido acético, os resultados obtidos
mostram que o EAED apresentou efeito antinociceptivo dose-dependente, como pode ser
observado pela diminui¢do do nimero de contor¢cdes abdominais nos grupos tratados com o
extrato nas concentracdes 550 (média = 17,07+3,82) e 1.000 (média = 16,00+1,68) mg/Kg,
comparados ao grupo controle CBX (média = 35,17+5,49). Os indices percentuais de efeito
antinociceptivo (Ian) dos EAED 550 e EAED 1.000 foram, respectivamente, 51,5% e 54,5%.
De modo semelhante, o AINE indometacina, na dose 10 mg/Kg, também se mostrou eficaz
como antinociceptivo (média = 14,36+1,76) , reduzindo em, aproximadamente, 59,2% (Ian),
o numero de contor¢des abdominais, comparado ao grupo CBX. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica significante entre os grupos tratados com o EAED (550 ¢ 1.000 mg/Kg) e
aquele tratado com INDO (Figura 3).

5.2 Teste da placa quente

O tratamento dos animais com o EAED, em todas as concentragdes utilizadas (EAED
100, 550 e 1.000 mg/Kg), ndo produziu efeito antinociceptivo, avaliado por meio do teste da
placa quente, nos diferentes tempos (0, 30, 60 90 min) comparado ao grupo controle tratado

apenas com CBX (grupo 0). Os dados obtidos estdo expressos como média + E.P.M (Tabela
1.
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Figura 3: Efeito antinociceptivo do extrato aquoso da Eugenia dysenterica (EAED) em
modelo experimental de contor¢des abdominais. Camundongos BALB/c foram divididos
em cinco grupos (n = 6 ou 7/grupo) tratados por via oral com indometacina (INDO), ou como
extrato nas doses 100, 550 ¢ 1.000 mg/Kg, ou somente com o veiculo carboximetilcelulose
(grupo 0). Apds sessenta minutos os tratamentos por via oral, os animais receberam inje¢ao
intraperitoneal (i.p.) de acido acético para indugdo das contor¢des abdominais. O numero de
contor¢oes abdominais foi registrado entre 10 e 30 minutos, apds a inje¢do i.p. de acido
acético (T = 20 min). A atividade antinociceptiva do EAED foi avaliada por determinagdo do
nimero das contor¢des exibidas pelos animais tratados com o extrato em relacdo ao nimero
de contor¢des dos animais dos grupos controles (0 e INDO). *Significancia estatistica entre
os grupos tratados (INDO e E. dysenterica 550 e 1.000 mg/Kg) e o controle (grupo
0),(ANOVA seguido do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas, p < 0,05).
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0 min 30min | 60min | 90 min
Grupo Tempo de laténcia (segundos)
0 5.456 £0.2923 | 5436 £0.5038 | 5.601 +0.4276 | 5.422 +0.5028
EAED
(100 mg/Kg) 5.047+0.3771 | 5.307+0.4443 | 5.245+0.4122 | 5.609 + 0.6204
EAED
(550 mg/Kg) 4988 +0.4423 | 4.794+0.3422 | 5.085+0.3950 | 5.387 + 0.5051
EAED
(1000 mg/Kg) | 5.723+£0.4195 | 5.777 +0.5203 | 4.998 +0.3398 | 5.428 + 0.4539

Tabela 1. Efeito do extrato aquoso da Eugenia dysenterica (EAED) sobre o limiar de
sensibilidade térmica de camundongos BALB/c submetidos ao teste da placa quente. Os animais
foram divididos em cinco grupos experimentais (n = 7/grupo) tratados por via oral com EAED nas
doses 100, 550 e 1.000 mg/Kg, ou somente com o veiculo carboximetilcelulose (grupo 0). Em seguida,
os animais foram colocados sobre uma placa de aluminio aquecida (55 + 0,5 °C) imediatamente ap6s
os tratamentos (tempo 0 min) ou apds 30, 60 e 90 min. Os tempos de laténcia para o animal exibir as
primeiras reagdes de nocicepcao foram registrados e correspondem ao limiar de sensibilidade térmica.
Nao houve significancia estatistica nas comparagdes entre os grupos tratados ( E. dysenterica 100, 550
e 1.000 mg/Kg) e o controle (grupo 0) nos tempos 0, 30, 60 e 90 min (ANOVA seguido do teste de

Bonferroni para comparagdes multiplas, p > 0,05).

6 Discussio

Espécies vegetais do Cerrado brasileiro, dentre elas, Eugenia dysenterica, sao fontes
ricas de compostos bioativos com potencial farmacoldgico (BAILAO et al., 2015). Derivados
vegetais, como 6leos essenciais, obtidos a partir das folhas da E. dysenterica sdo utilizados na
medicina tradicional como anti-inflamatorios, antimicrobianos, anti-hipertensivos,
antidiarreicos e purgativos e, do ponto de vista cientifico, estas agdes t€m sido atribuidas aos
metabolitos secundarios encontrados na referida espécie. Analises fitoquimicas identificaram
a presenca de terpenos, compostos alifaticos, flavonoides e taninos em espécies do género
Eugenia (DE SOUZA et al., 2018) e estudos tém demonstrado propriedades anti-inflamatorias
e analgésicas relacionadas a essas substancias (SOBEH et al., 2019). Assim, neste sentido, o
presente estudo investigou possivel acdo antinociceptiva do extrato aquoso das folhas da E.
dysenterica.

O teste de contor¢des abdominais foi descrito originalmente por Koster et al., em
1959. As contor¢des abdominais envolvem uma contor¢do da musculatura abdominal,
imediatamente seguida pelo estiramento dos membros posteriores, como resposta reflexa a
peritonite induzida pela injec¢do intraperitoneal de uma substancia irritante, como uma solugao
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de acido acético 0,9%. Geralmente, este modelo é empregado para o screening inicial de
novas moléculas com potencial analgésico, ja que a administracdo de acido acético causa a
liberacdo de substancias pro-inflamatorias, como as prostaglandinas (por exemplo, PGE, e
PGF,,), bradicininas, substancia P e citocinas pré-inflamatoérias, tais como IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a. O peritonio parietal ¢ inervado por fibras somaticas e viscerais e a inje¢do de acido
acético causa um efeito nocivo que leva a uma contragdo reflexa. (CARLINI; MENDES,
2011; DE LA PUENTE et al., 2017, NAGHIZADEH; MANSOURI; GHORBANZADEH,
2016)

Testes que utilizam estimulos térmicos para avaliar efeito antinociceptivo incluem o
teste da placa quente. O teste da placa quente é utilizado como modelo experimental para
estudo de substancias que tenham mecanismos de acdo associados a antinocicepcdo central
(DOS SANTOS et al., 2014; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). No teste da placa
quente utiliza-se uma placa metalica aquecida entre 52 e 56 °C, sobre a qual os animais sao
colocados individualmente e registra-se o tempo que o animal permanece sobre esse aparato
até a primeira reagao ao estimulo térmico. Este intervalo de tempo ¢ referido como tempo de
laténcia (SILVA et al., 2013). O estimulo térmico ativa receptores vaniloides, como o
TRPV1, em nociceptores estimulando-os. Estes, por sua vez, conduzem a informagao ao SNC
produzindo uma resposta nociceptiva (BATISTA et al., 2016; SILVA et al., 2013).

Em nosso estudo, o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica, administrado por via
oral, apresentou efeito antinociceptivo dose-dependente no teste de contor¢des abdominais,
com inibi¢cdo no niimero de contor¢des abdominais de 51,5% e 54,5%., em comparacdo ao
grupo controle tratado apenas com o veiculo carboximetilcelulose, nas doses de 550 e 1.000
mg/Kg, respectivamente. De modo semelhante, o anti-inflamatoério ndo esteroidal
indometacina, utilizado como controle positivo de efeito antinociceptivo, também foi eficaz
na redugdo das contor¢des abdominais em 59,2%. Contudo, o efeito antinociceptivo do
extrato ndo foi significativamente diferente daquele observado com o f&rmaco indometacina.

Esses achados sugerem, portanto, que EAED possui acdo antinociceptiva em modelo
experimental de dor aguda, induzida por um agente quimico, como o 4acido acético. Uma vez
que o acido acético induz efeito de algesia por evocar uma reacdo inflamatoria aguda
relacionada a produgao de mediadores inflamatdrios, incluindo, prostaglandinas, leucotrienos,
histamina, serotonina, bradicinina e citocinas, os quais reduzem o limiar de ativagdo de fibras
nociceptivas (BAHAMONDE et al., 2013), podemos inferir que o efeito antinociceptivo do

EAED pode estar relacionado a diminui¢do na produ¢do de mediadores algésicos por células
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inflamatorias peritoneais, tais como macrofagos e basofilos, mecanismo este associado ao
efeito antinociceptivo da indometacina. A indometacina ¢ um inibidor competitivo reversivel
das ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2), as quais atuam na via de metabolizag¢ao do acido
araquidonico levando a biossintese de prostanoide, prostaglandinas e tromboxanos. A inibigdo
enzimatica reduz os niveis de prostaglandinas produzidas, incluindo PGE, e PGI, com agdes
de hiperalgesia (AHLUWALIA et al., 2019; JESKE, 2015; KAWABATA, 2011).

Em seguida, para avaliar se o EAED possuia atividade antinociceptiva central, foi
realizado o teste da placa quente com animais tratados por via oral com diferentes
concentragdes do EAED, como foi feito no teste das contorgdes abdominais. Neste modelo
experimental, ndo foi evidenciado efeito antinociceptivo comparando-se os grupos de animais
tratados com o extrato e o grupo controle tratado apenas com o veiculo, em todos os tempos
analisados. Uma vez que o teste da placa quente ¢ também um instrumento valido para
detectar compostos bioativos com propriedades semelhantes aquelas de substancias opioides,
os dados obtidos sugerem que o EAED nao contém compostos bioativos Opio-similes. Este
resultado pode ser explicado pelo fato de que, no teste da placa quente, apenas os analgésicos
centrais aumentam o tempo de resposta ao estimulo térmico (BATISTA et al., 2016; SILVA
etal., 2013).

Outras espécies do género Eugenia também demonstraram efeito antinociceptivo.
Extrato bruto das folhas da Eugenia uniflora, extraido a partir de uma mistura de agua e
acetona e duas fracdes derivadas deste extrato, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa,
apresentaram efeito antinociceptivo em modelo experimental de contor¢des abdominais. No
teste da placa quente, a fracdo aquosa aumentou o tempo de laténcia para reacdes de dor ao
estimulo térmico. Neste estudo, foram detectados os metabodlitos secundarios miricitrina e
acidos elagico e galico, no extrato e nas fragdes, aos quais sdo atribuidas agdes anti-
inflamatérias (FALCAO et al., 2018) Os mecanismos de a¢do dos metabélitos citados estdo
elucidados na literatura. O 4&cido galico € um tanino hidrolisdvel e age inibindo a COX,
principalmente a isoforma 2; além disto, o acido gélico e o elagico inibem a migracao do fator
de transcri¢do NF-kB ao nticleo em células-alvo, diminuindo, assim, a sintese proteica de
mediadores pro-inflamatorios (LIMA et al., 2016; ROGERIO et al., 2008; SEPULVEDA et
al., 2011).

Outro estudo, também utilizou os testes de contor¢des abdominais e da placa quente
para avaliar a atividade analgésica do oleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata). Os

resultados mostraram uma diminui¢do de 87,7% no niimero de contor¢des no grupo tratado
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com o 6leo essencial, comparado ao grupo controle. No teste da placa quente o 6leo essencial
aumentou o tempo de laténcia em 82,3% quando comparado ao veiculo (TAHER et al., 2015).
Outra espécie da familia Myrtaceae com atividade analgésica, avaliada pelo teste das
contor¢cdes abdominais, ¢ a Pimenta pseudocaryophyllus, conhecida popularmente como
cataia. Analises fitoquimicas de um extrato etandlico, suas fracdes e do 6leo essencial das
folhas da referida espécie revelaram a presenca de derivados da quercetina e os acidos galico
e elagico (PAULA et al., 2012).

Neste sentido, analises fitoquimicas de extrato aquoso das folhas de E. dysenterica
também identificaram metabdlitos secundarios, como a quercetina (GASCA et al., 2017).
Esse metabolito, pertencente a classe dos flavonoides, inibe as duas isoformas da
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), reduzindo, assim, a sintese de PGH, precursor de
prostaglandinas e tromboxanos; inibe a transloca¢do do fator de transcricdo NF-«xB, inibindo a
sintese de citocinas; inibe a COX-2 e a oOxido nitrico sintase (NOSi). Portanto, possui
propriedades anti-inflamatorias. Além disso, possui efeito analgésico relacionado a
diminui¢do na sintese de prostanoide, bem como assim como atuando diretamente em vias
dopaminérgicas e adrenérgicas, por meio de interacdes com receptores D2 e a2,
respectivamente (CHOI et al., 2012; GUNAY et al., 2016).

Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, foi feita a analise fitoquimica do
extrato aquoso das folhas da E. dysenterica, espécie da qual foram coletadas as folhas para a
preparacdo do EAED utilizado no presente trabalho. Essa andlise identificou os metabolitos
secundarios catequina e procianidina (PRADO et al., 2014). A catequina pertence ao grupo
dos polifenois e possui efeitos anti-inflamatorios. Por meio, por exemplo, da inibi¢do da
migracao do NF-kB ao nucleo, diminuido, assim, a resposta a estimulos inflamatorios (PAN
et al.,, 2018). A atividade antinoceptiva da catequina ja foi avaliada e este metabolito nado
aumentou o tempo de laténcia no teste da placa quente, porém no teste de contor¢des
abdominais, diminuiu significativamente o numero de contor¢des induzidas pelo acido acético
(ISLAM et al., 2019).

Considerando os dados da literatura apresentados e os resultados obtidos em nosso
estudo, sugerimos que o EAED, a exemplo de outras espécies do género Eugenia e da familia
Myrtaceae, possui efeito antinociceptivo, o qual parece ndo estar envolvido com o sistema
opioide. Este efeito poderia ser atribuido, pelo menos em parte, a presenga de metabdlitos
secundarios, tais como flavonoides e taninos, como a catequina, uma vez que nao ¢ incomum

encontrarmos substancias anti-inflamatorias com potencial analgésico. Contudo, outros
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experimentos ainda deverdo ser realizados para investigarmos uma potencial atividade anti-

inflamatoéria do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica.

7 Conclusdes

. O EAED possui acdo antinociceptiva dose-dependente em modelo experimental de
dor aguda, induzida por agente quimico.

. EAED pode ndo conter compostos bioativos 6pio-similes.

. O AINE indometacina mostrou atividade antinociceptiva em modelo experimental de
dor aguda induzida por agente quimico.

. A atividade antinociceptiva do EAED pode ser atribuida, pelo menos em parte, aos

metabolitos secundarios encontrados nessa espécie, dentre eles, flavonoides e taninos.
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