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RESUMO

As plantas medicinais sd@o consideradas de grande importancia a para obtencdo de
moléculas biologicamente ativas e para a descoberta de novos farmacos, sendo necesséria a
realizacdo de pesquisas que avaliem os efeitos de plantas de uso popular. A Myrcia sylvatica
(G. Mey.) DC. é uma espécie vegetal da familia Myrtaceae, produtora de Oleo essencial,
conhecida como pedra-ume-cad, utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas
enfermidades, como diabetes, diarreia e inflamagdes. Apesar de ser bastante utilizada na
forma de chas e comercializada em mercados e feiras como planta medicinal, hd poucos
estudos sobre suas atividades farmacoldgicas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi
investigar o potencial farmacoldgico dessa espécie, avaliando as atividades antiedematogénica
e antinociceptiva do extrato aquoso bruto e do 6leo essencial das folhas de M. sylvatica, além
de avaliar a atividade do extrato aquoso bruto sobre o comportamento e aprendizado em ratos
wistar. Para isso, foram realizados os testes farmacoldgicos de edema de pata induzido por
carragenina e teste da formalina, e os testes comportamentais: labirinto em Y, campo aberto,
caixa claro-escuro, labirinto aquatico de Morris e barra giratoria. Os resultados obtidos
indicaram que o extrato aquoso de M. sylvatica reduziu significativamente o edema de pata
nas doses orais de 90, 180 e 270 mg/kg, assim como na aplicacdo tdpica e na aplicacdo por
fonoforese (reducdo de até 66,9% do edema na dose de 270 mg/kg), demonstrou efeito
antinociceptivo nas doses de 180 e 270 mg/kg nas duas fases do teste da formalina (inibicdo
de até 60,2% da resposta nociceptiva na dose de 270 mg/kg) e também nao apresentou efeito
sobre o comportamento animal apos administracdo durante 21 dias. O déleo essencial de M.
sylvatica ndo mostrou efeito antiedematogénico em nenhuma das doses testadas (50, 100 e
200 mg/kg), porém revelou importante efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste
aplicado, nas trés doses utilizadas (inibicdo de até 98,8 % na dose de 50 mg/kg). Esses
resultados indicam um potencial farmacoldgico do extrato aquoso e do 6leo essencial dessa
planta devido as atividades verificadas, havendo a necessidade de realizacdo de novos estudos
para conhecimento dos principios ativos e dos possiveis mecanismos de acdo dessas
substancias.

Palavras-Chave: Myrcia sylvatica; edema; fonoforese; nocicepgéo; comportamento animal.
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ABSTRACT

Medicinal plants are considered very important for obtaining biologically active molecules,
for discovery of new drugs and it is very important to conduct research to evaluate the effects
of plants of popular use. Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. is a species of Myrtaceae, essential
oil producer, known as “pedra-ume-cad”, used in folk medicine to treat various diseases such
as diabetes, diarrhea and inflammations. Although much used in the form of teas and sold in
markets and fairs as a medicinal plant, there are few studies about its pharmacological
activities. Therefore, the aim of this study was to investigate the pharmacological potential of
the species, evaluating the antiedematogenic and antinociceptive activities of the aqueous
extract and essential oil of M. sylvatica, and to evaluate the activity of the crude aqueous
extract on behavior and learning in Wistar rats. For this, the pharmacological tests (paw
edema induced by carrageenan and formalin test) and behavioral tests (Y maze, Open Field,
Light-dark Box, Morris Watermaze and Rota-rod) were performed. The results indicated that
the aqueous extract of M. sylvatica significantly reduced the paw edema in oral doses of 90,
180 and 270 mg/kg, as well as the topical application and application by phonophoresis
(maximum reduction of 66.9% of edema at dose of 270 mg/kg), showed antinociceptive
effect at doses of 180 and 270 mg/kg in both phases of the formalin test (maximum inhibition
of 60.2% of nociceptive response at dose of 270 mg /kg) and also had no effect on animal
behavior after administration for 21 days. The essential oil of M. sylvatica showed no
antiedematogenic effect on any of the doses tested (50, 100 and 200 mg/kg), but showed
significant antinociceptive effect in both phases of the test at the three doses used (inhibition
to 98, 8% at a dose of 50 mg/kg). Results indicate a pharmacological potential of aqueous
extract and essential oil of this plant due to the observed activities, thus requiring new studies

to know active compounds and possible mechanisms of action of these substances.

Keywords: Myrcia sylvatica; edema; phonophoresis; nociception; animal behavior.
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas para tratamento, cura e prevencao de doengas é uma das
formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade. No inicio da década de 1990,
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que, para 65 a 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento, as plantas medicinais eram a Unica forma de acesso aos
cuidados bésicos de satde. Apesar da grande evolucdo da medicina alopética a partir da
segunda metade do século XX, ainda existem obstaculos na sua utilizagdo pelas
populacbes carentes, que vdo desde 0 acesso aos centros de atendimento médico a
obtencdo de exames e medicamentos. Além disso, a facil obtencdo e a grande tradicao
do uso de plantas medicinais contribuem para sua utilizacdo pelas populac6es dos paises
em desenvolvimento (Veiga Junior et al., 2005).

O Brasil, em decorréncia da miscigenacédo cultural proporcionada por europeus,
africanos e indigenas, possui uma “farmacopeia popular” muito diversa, baseada em
plantas medicinais. Associado a isso, ha ainda as dimensdes continentais do pais com
suas peculiaridades climaticas e diferentes biomas, e por isso uma grande diversidade de
plantas medicinais. Nesse sentido, grande contribuicdo tem sido dada ao longo de
décadas pelo resgate do conhecimento popular, por meio de estudos etnobotéanicos e
etnofarmacéuticos, os quais tém trazido muitas informacdes importantes (Carvalho et
al., 2010).

Segundo a Resolucdo n. 14, de 31 de marco de 2010, da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal é uma “espécie vegetal, cultivada ou
ndo, utilizada com propositos terapéuticos”. Droga vegetal € a “planta medicinal, ou
suas partes, que contenham as substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela
acdo terapéutica, apds processos de coleta, estabilizacdo (quando aplicavel) e secagem,
podendo estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada”. Ja o derivado
vegetal € um “produto da extragdo de planta medicinal in natura ou da droga vegetal
podendo ocorrer na forma de extrato, tintura, alcoolatura, 6leo fixo e volatil, cera,
exsudato e outros derivados”.

Neste trabalho, foram estudados efeitos farmacoldgicos dos derivados vegetais
do tipo extrato aquoso e Oleo essencial. Segundo Lameira e Pinto (2008), as solucdes
extrativas sdo resultantes da dissolu¢cdo de uma planta, j& em formato de p6, num
liguido solvente a fim de extrair alguns constituintes com atividade farmacoldgica;

varios tipos de solventes podem ser utilizados para esse fim, porém a agua e o alcool
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sdo o0s principais. No caso do extrato aquoso, sdo extraidas substancias hidrofilicas,
como aminoécidos, acgucares, alcaloides na forma de sal, saponinas, heterosideos,
flavanoides e mucilagens (Simdes, 2001).

Os 06leos essenciais, por sua vez, sdo produtos volateis do metabolismo das
plantas, produzidos e armazenados em células especiais em diferentes partes dos
vegetais, tais como: flores, folhas e talos, sementes, cascas de frutas, raizes e tronco.
Sdo substancias organicas sollveis em dleos e gorduras que, em geral, constituem-se de
moléculas de alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas e fendis pertencentes a classe das
substancias quimicas dos terpenoides (Almeida, 2011). As substancias existentes nos
6leos essenciais além de serem utilizadas como aromatizantes em alimentos, perfumes,
cosméticos e produtos farmacéuticos, também tém demonstrado ter vérios efeitos
farmacoldgicos importantes (Rocha et al., 2011).

A espécie vegetal objeto desta pesquisa € a Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC., em
virtude do conhecimento tradicional de sua utilizacdo para tratamento de diversas
enfermidades, do potencial farmacoldgico das plantas da familia Mirtaceae e da
caréncia de estudos publicados sobre as atividades farmacoldgicas dessa espécie. Sera
apresentada a seguir uma breve revisdo sobre as principais tematicas abordadas neste

estudo.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo das plantas medicinais é praticada desde os primérdios da
civilizacdo humana, havendo registros desde 5000 a.C de listagens de drogas derivadas
de plantas produzidas pelos chineses. Outras civilizacdes antigas, como Grécia, Roma e
Egito também possuem registro de uso de plantas para diversos fins terapéuticos. Essa
conduta foi observada até mesmo em povos primitivos e isolados, como as tribos
indigenas da América do Sul, e o conhecimento sobre as plantas medicinais foi sendo
transmitido a outros povos ao longo do tempo, servindo de base para a producdo de
varios tipos de medicamentos (Lameira e Pinto, 2008).

Entre as décadas de 1950 e 1970, as plantas medicinais foram negligenciadas
pelo mercado e pelos consumidores, em virtude do grande impulso provocado pela

guimica organica na medicina alopatica. Entretanto, na década de 1980 essa realidade
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comegou a mudar e, as plantas voltaram a ser valorizadas por suas propriedades
curativas e seu baixo custo (Lameira e Pinto, 2008; Ethur et al., 2011).

Nas ultimas duas décadas, o interesse por plantas medicinais e respectivos
produtos tem aumentado, impulsionando a abertura de mercados nacionais e mundiais
na rea de fitoterpicos e plantas bioativas. Atualmente, ha descobertas constantes sobre
0 uso de plantas na area terapéutica (Ethur et al., 2011) e a exploracdo comercial dessas
plantas apresenta perspectivas cada vez mais promissoras de se tornar uma atividade
economicamente rentavel (Aprile e Siqueira, 2012).

Segundo Almeida (2011), é uma orienta¢do da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) que haja uma conexdo entre a medicina tradicional empirica e a medicina
cientifica, de modo que os medicamentos a base de plantas ndo sejam aceitos como
verdade absoluta sem questionamentos, mas que também néo sejam refutados por puro
preconceito, tendo em vista que a terapéutica moderna emprega grande numero de
substancias que, embora sejam obtidas na sua maioria por intermédio de sintese, foram
originalmente isoladas de espécies vegetais.

S&o consideradas plantas medicinais as espécies vegetais que possuem em sua
composicdo substancias sintetizadas de forma natural a partir de sua matéria prima
bésica (dgua e nutrientes), que podem atuar em um organismo animal, promovendo cura
ou atenuacdo dos sintomas de uma enfermidade (Aprile e Siqueira, 2012). Os
compostos quimicamente ativos responsaveis pela acdo terapéutica da planta sdo
denominados “principios ativos” (Martins et al., 2003).

Os principios ativos sdo decorrentes da capacidade das plantas para sintetizar
metabolitos secundarios, substéncias diretamente envolvidas nos mecanismos que
permitem a adequacdo da planta ao seu meio e servem como mecanismos de defesa
contra micro-organismos, insetos e herbivoros, protecdo contra raios ultravioleta e para
atrair polinizadores ou animais dispersores de sementes. Esses metabdlitos muitas vezes
apresentam propriedades biologicas interessantes, sendo estes uma grande fonte de
possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e
propriedades quimicas (Dignani, 2009).

O metabolismo secundario das plantas pode variar consideravelmente
dependendo de vérios fatores, tais como sazonalidade, indice pluviométrico,
temperatura, altitude, radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica e disponibilidade
hidrica e de nutrientes. Tais fatores, bem como outros que podem afetar o contetdo final

de metabdlitos secundarios em plantas medicinais, como condi¢fes de coleta,
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estabilizacdo e estocagem, podem ter grande influéncia na qualidade e,
consequentemente no valor terapéutico de preparados fitoterdpicos (Gobbo-Neto e
Lopes, 2007).

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil estabeleceu uma politica de regulacao
chamada de Politica Nacional de Plantas Medicinais Fitoterapicos, com o objetivo de
melhorar a salde, o uso sustentavel da biodiversidade, promover o respeito a
diversidade regional (cultural e ambiental), além de aumentar a conscientizagdo e
participacdo da comunidade nessas questdes (Coelho-Ferreira, 2009). Essa politica tem
como diretriz garantir aos usuarios do sistema Unico de satde (SUS) o acesso as plantas
medicinais e fitoterapicos, com eficacia, qualidade e seguranca, visando a melhoria da
atengdo a salde e a inclusdo social (Brasil, 2009).

De acordo com Almeida (2011), o Brasil possui competéncia em todas as areas
da ciéncia relacionadas ao estudo de plantas medicinais. Além disso, as bases legais
para a regulamentacdo da Fitoterapia foram objeto de diversas resolucbes e portarias.
Como exemplo, pode-se citar a Portaria n° 212 do Ministério da Saude, de 1989, a qual
define o estudo das plantas como uma prioridade da investigacdo em saude, apontando
areas prioritarias no estudo sobre plantas medicinais, tais como: 1) estudos de
identificacdo, avaliacdo e controle de preparagdes fitoterapicas oficiais e de uso popular
generalizado; 2) estudos botéanicos, farmacotécnicos e quimicos de preparacao
fitoterapica, com vistas a definicdes de métodos de preparo, dose de principios ativos e
controle da qualidade; 3) desenvolvimento de ensaios farmacotécnicos para avaliagcdo
das propriedades terapéuticas das preparacdes farmacéuticas de uso popular obtidas de
plantas medicinais; e 4) investigacdo farmacologica e fitoquimica de espécies
selecionadas da flora brasileira e outros produtos.

Apesar das recomendacdes, 0 uso das plantas medicinais nos servicos publicos
de saude ainda ndo se tornou uma realidade nacional. I1sso pode ser explicado pela falta
de dados cientificos sobre as espécies nativas ou a falta de sistematizacdo dos dados ja
existentes (Barbosa et al., 2009). Mesmo havendo mais de 50 anos de pesquisa com
plantas medicinais no pais, o nimero de espécies estudadas ainda é muito reduzido
(Carvalho et al., 2010).

Dentre as inmeras espécies vegetais existentes no Brasil com potencial para uso
terapéutico estd a Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. cujas atividades farmacoldgicas

foram objeto deste estudo.
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1.1.1.1 Mpyrcia sylvatica (G. Mey.) DC. — Myrtaceae

A Familia Myrtaceae, € pertencente & ordem Myrtales, sendo encontrada
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com muitas espécies
concentradas na regido tropical da América e na Australia. Espécies dessa familia s&o
encontradas em praticamente todos os habitat terrestres, com excecdo das regides aridas
e semiaridas, compreendendo, ao redor do mundo, aproximadamente 100 géneros e
3000 a 3500 espécies (Smith et al., 2004).

Essa familia é uma das mais importantes do Brasil, na qual se destacam o0s
géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, com mais de uma centena de espécies,
enquanto os demais géneros possuem menos de 60 espécies brasileiras (Gressler et al.,
2006). Destes, Eugenia e Myrcia s@o os dois mais importantes, compreendendo cerca de
550 e 250 espécies, respectivamente (Nakamura et al., 2010).

O género Myrcia compreende cerca de 400 espécies tropicais e subtropicais
desde o México e Caribe até o norte da Argentina. (Landrum e Kawasaki, 1997). Na
regido de Santarém-PA, espécies desse género sdo abundantes em ambientes de
vegetacdo aberta, como savanas e bordas de matas secundéarias (Almeida, 2009).

Esse género é conhecido por seu amplo espectro de atividades farmacologicas.
No Brasil, varias espécies sdo utilizadas em tribos indigenas e comunidades tradicionais
com finalidade adstringente, diurética, antidiabética, antidiarreica, anti-hipertensiva,
para estancar hemorragias e para tratar Ulceras bucais (Cerqueira et al., 2013).

Dentro do género Myrcia, um grupo de espécies conhecidas por pedra-ume-caa é
utilizado na medicina popular no tratamento de diversas enfermidades, tais como
diabetes, aftas, leucemia, inflamac6es uterinas, ferimentos e doencas infecciosas (Silva,
2012). Na literatura sobre Myrtaceae, verificou-se que nove espécies sao denominadas
popularmente como pedra-ume-caa, sendo elas: Eugenia biflora (L.) DC., Eugenia
punicifolia (Kunth) DC., Myrcia amazonica DC., Myrcia citrifolia (Aubl.) Urb., Myrcia
guianensis (Aubl.)) DC., Myrcia multiflora (Lam.) DC. (chamada de Myrcia
sphaerocarpa DC. por alguns autores), Myrcia salicifolia DC., Myrcia. speciosa
(Amshoff) McVaugh. e Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. (Cruz e Kaplan, 2004; Jorge et
al., 2000; Limberger et al., 2004; Silva, 2012; Souza Filho et al., 2006).

Dentro desse grupo, destaca-se a Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC., objeto de
estudo desta pesquisa. A M. sylvatica (Figura 1) € classificada como arbusto ou

arvoreta, medindo entre trés e quatro metros de altura (Silva, 2012). Além de ser
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chamada de pedra-ume-caa, na literatura verificou-se outros nomes populares atribuidos
a planta, tais como: cumaté-folha-miada (Silva, 2012), murta (Lustosa et al., 2011;
Zoghbi et al., 2002), murtinha (Dutra et al., 2004; Silva, 2012) e vassourinha (Almeida,
2009; Souza e Scudeller, 2011).

e Yol ~
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Figura 1: Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. A: Registro fotografico do autor; B: Representacéo do habito
com inflorescéncia e fruto. Fonte: Silva, 2012.

A ocorréncia da espécie se da desde a regido da Costa Rica até a parte tropical
da América do Sul. (Govaerts, 2013). Conforme mostra a figura 2, no Brasil, ocorre nas
regides Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia, Roraima), Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco) e Centro-oeste (Mato Grosso), representadas pelas
cores verde, laranja e amarelo, respectivamente. Esta presente nos biomas Amazonia,
Caatinga e Cerrado (Sobral et al., 2013).

Figura 2: Distribuicdo geogréafica de M. sylvatica no Brasil.
Fonte: Sobral, 2013.
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No estado do Para, apresenta-se amplamente distribuida, estando presente nos
municipios de Acara, Augusto Correa, Barcarena, Belém, Benevides, Braganga, Curuca,
Igarapé-acu, Itaituba, Jacundd, Magalhdes Barata, Marabd, Melgaco, Moju, Monte
Alegre, Oriximing, Peixe-boi, Salvaterra, Santa lzabel, Santarém, Tucurui, Vigia e
Viseu. E encontrada em planicies de planalto, florestas, cerrado, savanas, florestas de
varzea, capoeiras baixa de terra-firme e campinas de areia branca, geralmente em solos
pobres em nutrientes e solos arenosos (Silva, 2012).

Na cidade de Belém-PA, a M. sylvatica é comercializada como pedra-ume-caa e
as folhas sdo utilizadas na forma de chas, com indica¢des para o tratamento de diabetes,
diarreia, afta, inflamag&o intestinal e hemorragia ou utilizada em forma de banhos de
assento, por meio da maceragdo das folhas, para tratar inflamagdes uterinas (Silva,
2012).

A M. sylvatica é uma espécie produtora de dleo essencial, uma caracteristica
comum as espécies pertencentes a familia Myrtaceae. Segundo o estudo de Zoghbi et al.
(2002), os constituintes principais identificados em trés amostras de 6leo essencial das
folhas de M. sylvatica coletadas no estado do Tocantins, foram selin-11-en-4-a-ol
(24,7%), oxido de cariofileno (16,6%) e espatulenol (13,8%) (amostra 1); cis-
calameneno (30,1%), espatulenol (18,7%) e a-calacoreno (11,5%) (amostra 2);
espatulenol (40,2%) e B-bisaboleno (14,7%) (amostra 3).

Na pesquisa realizada por Botelho et al. (2010), com folhas coletadas no estado
de Pernambuco, a composicdo quimica do 6leo essencial de M. sylvatica apresentou 0s
sesquiterpenos (91,0%) como classe quimica predominante, sendo 0s constituintes
majoritarios o p-cariofileno (12,4%), a-cadinol (10,51) e a-muuroleno (10,48%).

Silva (2012) realizou um estudo com quatro amostras de M. sylvatica coletadas
no campus de pesquisas do Museu Paraense Emilio Goeldi, estado do Para, e verificou
que os Oleos essenciais obtidos eram constituidos principalmente por sesquiterpenos
hidrocarbonetos (45,8 — 88,9%), tendo como constituintes majoritarios: p-Cariofileno
(6,7 a 11,1%), germacreno D (6,1 a 8,8%), biciclogermacreno (0 a 6,1%) e espatulenol
(3,7 a 9,4%). Apesar de as folhas dessa espécie serem utilizadas pela populacéo
predominantemente na forma de chas, ndo foram encontrados na literatura trabalhos a
respeito da caracterizacao fitoquimica de seu extrato aquoso.

Quanto as atividades bioldgicas e farmacoldgicas da espécie encontradas na

literatura, Lustosa et al. (2011) verificou a atividade fungitéxica do 6leo essencial de M.
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sylvatica no crescimento micelial de fitopatdégenos de espécies florestais; Escher et al.
(2011) verificou que o 6leo essencial de M. sylvatica provocou inibi¢do do crescimento
de cepas de Candida sp.; Botelho et al. (2010) verificou a atividade acaricida do 6leo
essencial de M. sylvatica.

Batista e colaboradores (2010), realizando avaliacdo de toxicidade de M.
sylvatica por meio do bioensaio com Artemia salina, verificaram que 0 seu extrato
aquoso apresentou DLsp de 213,79 pg/ml, sendo considerado moderadamente téxico,
enquanto o seu 6leo essencial apresentou DLsp de 38,1 pg/ml, ou seja, possui alta
toxicidade frente as larvas de Artemia salina, sendo este um bom indicativo para
possivel atividade microbiolégica e anticancerigena.

No estudo realizado por Aranha (2010), os resultados indicaram atividade anti-
inflamatdria e analgésica do extrato aquoso de M. sylvatica administrado por via oral na
dose de 180 mg/kg, sendo 0s mecanismos anti-inflamatorios e analgésicos
provavelmente relacionados com a inibicao da sintese ou liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, como as prostaglandinas. Nesse mesmo estudo, verificou-se também que
a aprendizagem e memdria espacial de ratos ndo foram afetadas pela administragédo
subcrdnica do extrato aquoso de M. sylvatica, na dose de 360 mg/kg).

N&o foram encontrados na literatura outros estudos a respeito da atividade
farmacoldgica de M. sylvatica. Este fato demonstra claramente a necessidade da
realizacdo de pesquisas sobre a espécie, a fim de que suas propriedades farmacologicas
sejam compreendidas e seus efeitos toxicos determinados.

Para o estudo das propriedades antiedematogénica, antinociceptiva e dos efeitos
sobre o comportamento animal (neurotoxicidade) de espécies vegetais faz-se necessaria
uma revisao sobre os temas inflamacao, nocicepcdo e toxicidade de plantas medicinais,

0S quais serdao abordados a seguir.

1.1.2 Inflamacéo

A inflamagéo é definida como “uma reagdo dos tecidos a um agente agressor,
caracterizada morfologicamente pela saida de liquidos e de células do sangue para o
intersticio”. A reac¢do inflamatoria ¢ um dos componentes mais importantes da resposta
imunitaria, porém, apesar de fazer parte dos mecanismos de defesa contra varios tipos
de agressdes, em muitos casos pode também provocar danos no proprio organismo

(Aller et al., 2006; Brasileiro Filho, 2011). E uma reacdo complexa dos tecidos,
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consistindo principalmente nas respostas dos vasos sanguineos e dos leucocitos (Kumar
et al., 2010), um evento no qual as células e mediadores colaboram para neutralizar e
eliminar os estimulos nocivos a fim de permitir a manutencdo da homeostase
(Alessandri et al., 2013).

Essa reacdo € desencadeada por variados tipos de estimulos que podem provocar
lesdo celular, dentre eles estdo: o trauma mecénico, a privacdo de oxigénio ou
nutrientes, as alteracdes imunoldgicas ou genéticas, 0s agentes quimicos, 0s micro-
organismos, as temperaturas extremas e a radiacdo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A inflamacdo pode ser aguda ou crbnica, dependendo da efetividade da reacdo
inicial e da natureza do estimulo causador. A inflamacgdo aguda é rapida e tem duracéao
de horas ou até poucos dias, e apresenta como caracteristicas principais a exsudacdo de
liguido e proteinas do plasma (edema) e a migracdo de leucocitos (principalmente
neutrofilos) para o local da lesdo (Kumar et al., 2010; Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004). Ja a inflamacdo crdnica, difere da inflamag&o aguda, tendo como caracteristicas:
longa duracédo, presenca de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos,
fibrose e destruicdo tecidual (Kumar et al., 2010). A resposta inflamatdria inicial pode
proteger o hospedeiro e ser autolimitada, progredindo para a resolucdo do problema. No
entanto, se a inflamagéo aguda for desregulada, pode ndo haver resolucao e sim evoluir
para uma situacdo mais crénica, com danos para o individuo (Sousa et al., 2013).

Como resultado da reacdo inflamatoria, sdo evidenciados os sinais clinicos: dor,
calor, rubor, edema e perda da funcéo (Brasileiro Filho, 2011), também denominados de
sinais flogisticos. A primeira etapa do processo inflamatério consiste em uma resposta
vascular com aumento na permeabilidade da parede dos vasos. Ha uma transitoria
vasoconstricdo arteriolar promovida pela contracdo dos musculos lisos vasculares,
porém subsequentemente, uma vasodilatacdo arteriolar conduz ao aumento do fluxo
sanguineo para a area danificada, resultando em hiperemia local. Nessa fase inicial, as
alteracdes no endotélio vascular sdo facilmente detectaveis, com consequente exsudagéo
de proteinas e fluido plasmatico do sangue para o tecido (Alessandri et al., 2013).

A proxima etapa da resposta inflamatoria envolve a migracdo de leucécitos da
corrente sanguinea para o tecido-alvo, onde exercem sua funcdo efetora. O
extravasamento de leucdcitos é orquestrado pela acdo combinada de receptores de
adesdo celular e fatores quimiotaticos, envolvendo alteracbes morfoldgicas radicais,
tanto nos leucocitos quanto nas células endoteliais. Constitui assim, um processo ativo

para ambos 0s tipos de células e promove o fluxo rapido e eficiente de leucécitos para
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focos inflamatdrios sem, no entanto, comprometer a integridade da barreira endotelial
(Barreiro e Sdnchez-Madrid, 2009).

Este € um processo complexo mediado por uma variedade de moléculas de
sinalizacdo produzidas por leucdcitos, bem como pela ativagdo de fatores que levam a
formacdo de edema, como resultado de extravasamento de liquidos e proteinas e do
acumulo de leucdcitos no local da inflamagdo (Babu et al, 2009; Kvietys e Granger,
2012; Stables e Gilroy, 2011).

O estudo dos mecanismos envolvidos no processo inflamatério é de fundamental
importancia para se conhecer os alvos de intervencdo farmacoldgica para o
desenvolvimento de farmacos com potencial anti-inflamatério (Moraes, 2011). Tais
mecanismos envolvem a vasodilatacdo com formacdo de edema, a acdo dos leucocitos e

a liberacdo de mediadores quimicos, os quais serdo abordados a seguir.

1.1.2.1 Vasodilatacdo e edema

O edema é o acumulo de liquido no espaco intersticial (Coelho, 2004). E uma
caracteristica fundamental da inflamacdo aguda, causada pelo aumento da
permeabilidade vascular, que leva ao extravasamento de exsudato (fluido rico em
proteinas de alto peso molecular) dos vasos sanguineos para o intersticio. Ocorre como
resultado das acbes de mediadores como histamina, bradicinina, leucotrienos,
componentes do sistema complemento, substancia P e fator ativador de plaquetas
(PAF). Estes fatores alteram as funcdes de barreira dos pequenos vasos e aumentam a
permeabilidade dos capilares e vénulas a agua e proteinas, a fim de facilitar a chegada
de células e fatores sollveis, como anticorpos e proteinas de fase aguda, ao local da
lesdo (Aller et al., 2006; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A avaliacdo do edema é uma medida eficaz e Util para a quantificacdo de
inflamacéo cutanea induzida (Santos et al., 2012). Essa avaliacdo pode ser realizada por
meio do teste de edema de pata, 0 qual se baseia na mensuracdo do volume das patas
traseiras de animais apés a aplicacdo de um estimulo inflamatorio, com o auxilio de um
pletismémetro.

Uma das substancias empregadas para induzir inflamacdo em animais de
laboratério € a carragenina, um polissacarideo sulfatado de elevado peso molecular
(Baker et al., 1986), A resposta inflamatdria induzida por carragenina foi descrita em

1962 por Winter et al. (1962) na pata de ratos e em 1969 em camundongos (Levy,
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1969). A partir de entdo, o teste de edema de pata induzido por carragenina tem sido
amplamente utilizado para testar compostos anti-inflamatorios (Castardo et al., 2008;
Sadeghi et al, 2011).

A resposta desse teste se divide em duas fases: a fase inicial, observada no
periodo de uma a duas horas e meia ap6s a aplicacdo do agente inflamatorio, é
relacionada com a liberagéo de histamina, serotonina, bradicinina, e prostaglandinas em
menor quantidade, enquanto que a fase tardia € atribuida a infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e a continuidade da geracdo de prostaglandinas (Akkol et
al., 2012; Sadeghi et al, 2011).

1.1.2.2 Migracdo e funcdo dos leucdcitos

O inicio da resposta inflamatoria se da a partir da deteccdo de um dano tecidual
por células sentinelas localizadas dentro do tecido afetado, tais como macrdfagos,
mastocitos e células endoteliais vasculares, as quais possuem receptores de
reconhecimento em sua superficie capazes de reconhecer estruturas de espécies
microbianas ou moléculas enddgenas liberadas a partir de células danificadas. Esse tipo
de estimulo induz essas células a secretarem citocinas e uma gama de diferentes
quimiocinas. Em resposta a liberacdo destes mediadores, o endotélio vascular adjacente
torna-se ativo (Dimasi et al., 2013).

ApoOs a ativacdo do endotélio por mediadores inflamatorios, uma série de
moléculas de adesdo promove a ligacdo reversivel de leucocitos ao endotélio ativado. A
aderéncia inicial é mediada por selectinas que facilitam a desaceleracdo dos leucocitos
no endotélio (Dolgachev e Lukacs, 2010). Os leucécitos, uma vez aderidos ao endotélio,
extravazam para 0 espaco intersticial, atravessando a parede vascular entre as células
endoteliais, processo denominado diapedese leucocitaria, e movimentam-se em direcdo
ao agente quimiotatico que o atrai (Faria et al., 2010). Assim, a fase inicial da resposta
inflamatdria é caracterizada por uma rapida migracdo de leucécitos para o tecido
afetado.

Durante a resposta inflamatoria aguda, os neutréfilos polimorfonucleares (PMN)
sdo os primeiros leucocitos a chegar aos locais de inflamacdo, a fim de eliminar
patdgenos microbianos ou remover os detritos celulares por fagocitose, além de estarem
envolvidos também na cicatrizacdo de feridas e na reparacéo tecidual (Pick et al., 2013).

Segundo Geering et al. (2013), na inflamacéo, eosinofilos e basofilos, além dos
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neutrofilos, desempenham a tarefa de eliminar patdgenos, além de contribuirem para a
imunorregulacao.

As pesquisas sobre inflamacdo demonstram que mondcitos e macréfagos
também possuem papel fundamental na inflamacéo, pela liberacéo de varios mediadores
quimicos, incluindo substancias pro-inflamatorias, tais como: fatores de crescimento,
lipidios bioativos, enzimas hidroliticas, citocinas e dxido nitrico (NO) (Chapman et al.,
2013; Moraes, 2011; Nonato et al., 2012).

No caso da aplicacdo intraplantar de carragenina, a resposta imunitaria envolve a
ativacdo de macrofagos, mastocitos e células endoteliais, o que resulta na liberacdo de
uma série de citocinas pré-inflamatdrias e mediadores (incluindo interleucinas e 6xido
nitrico). Os neutréfilos sdo as primeiras células imunes recrutadas a partir da circulagdo
para a pata traseira inflamada e atingem niveis de pico de 1,5 a 3 h ap0s a injecdo da
carragenina. O periodo de influxo de neutrofilos € seguido por um periodo de influxo de
macrofagos, os quais iniciam a fase de resolugdo da resposta imune inata, através da

fagocitose de neutrofilos que sofreram apoptose (Fecho et al., 2007).

1.1.2.3 Mediadores inflamatoérios

No local da inflamacao, macrofagos, mastdcitos, células endoteliais e leucocitos
recrutados do sangue produzem diferentes mediadores da inflamacdo (Aller et al.,
2006). A histamina e a serotonina sdo mediadores que ja se encontram armazenadas nas
células e quando sdo liberadas ja estdo ativas. A histamina encontra-se nos mastocitos,
basofilos e nas plaquetas e é liberada por fatores como traumas, toxinas ou presenca de
alérgenos, agindo imediatamente e provocando vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. Ja a serotonina é proveniente das plaquetas e possui 0 mesmo
efeito da histamina (Faria et al., 2010).

As citocinas sdo mediadores proteicos ou polipeptidicos sintetizados e liberados
por células do sistema imunoldgico durante a inflamacéo, capazes de regular a acdo das
células inflamatérias e do sistema imunoldgico, exercendo efeitos complexos sobre
leucdcitos, células endoteliais vasculares, mastocitos, células tronco hematopoiéticas,
controlando a proliferacdo e ativacdo dessas células. A superfamilia das citocinas inclui
as quimiocinas, as interferonas e as interleucinas (Rang et al. 2011).

Outros mediadores quimicos da inflamacédo sdo os derivados do metabolismo do

acido araquiddnico (AA), um acido graxo poli-insaturado de 20 &tomos de carbono, cuja
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cadeia possui quatro ligacBes duplas. Esta presente na membrana plasmatica das células,
sendo de grande importancia para a fluidez da membrana, e é liberado da membrana
pela acdo de fosfolipases. Apos liberado, as duplas ligacGes deste fosfolipidio s&o sitios
comuns de atuagdo das enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) (Muniz,
2009). Essas enzimas sdo responsaveis pela sintese dos metabdlitos do AA, também
chamados de eicosanoides: as COXs sintetizam as prostaglandinas (PGs) e o0s
tromboxanos (TXs), enquanto as LOXs produzem os leucotrienos LTs e as lipoxinas
(LXs) (Pinheiro, 2011).

Segundo Stables e Gilroy (2011), as ciclooxigenases (COX) sdo enzimas
responsaveis por reagdes complexas que transformam o acido araquiddnico (AA) em
prostaglandinas (PGs). Existem duas isoformas principais envolvidas no processo de
conversdao de AA: a COX-1 e a COX-2. Enquanto a COX-1 é constitutivamente
expressa na maioria das celulas e tecidos, a COX-2 é geralmente induzida quando as
celulas séo submetidas a estimulos inflamatdrios. Embora ndo exclusivamente, acredita-
se que a COX-1 esteja envolvida em fungdes de manutencéo celular necessarias para a
atividade fisiologica normal, e que a COX-2 aja primariamente nos locais onde ha
inflamacéo.

As PGs desempenham um papel importante em condicdes fisiopatoldgicas,
incluindo a resposta imunitaria inflamatéria e alérgica (Akkol et al., 2012), promovendo
a vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular e contribuindo para a dor e a
febre (Recchiuti, 2013). J& os TXs sdo formados a partir de alguns tipos de PGs pela
acdo das COX, e juntamente com as PGs medeiam importantes acGes da resposta
inflamatdria, como a vasoconstricdo inicial, além de serem potentes fatores de
agregacao plaquetaria (Pinheiro, 2011).

As reacdes promovidas pelas LOXs no metabolismo do AA determinam a
formacdo de varios tipos de LTs. Alguns causam vasodilatacdo e extravazamento
plasmatico nas vénulas, e outros funcionam como potentes agentes quimiotaticos de
leucdcitos, principalmente neutrofilos (Pinheiro, 2011; Recchiuti, 2013). As acles pro-
inflamatérias de vérios tipos de PGs e LTs sdo contidas e reguladas pelas LXs, uma
classe de eicosanoides oxidados que se ligam a receptores celulares e bloqueiam o
influxo de neutrofilos, as quais sdo geradas pela acdo combinada de leucocitos e
plaquetas, também a partir da acdo das enzimas LOX, ou acdo conjunta das enzimas
LOX e COX (Muniz, 2009; Pinheiro, 2011).
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O oOxido nitrico (NO) é um mediador secretado pelas células endoteliais e
provoca o relaxamento do masculo liso subjacente, aumentando assim permeabilidade
vascular (Corréa et al., 2008). Além disso, atua como regulador do recrutamento de
leucécitos, exerce acdo citotdxica contra micro-organismos (Coutinho et al., 2009),
aumenta a producdo de prostaglandinas e € um potente vasodilatador (Rang et al.,
2011).

O Fator Ativador de Plaquetas (PAF) possui acdo sobre uma variedade de
células-alvo, sendo um importante mediador em fendmenos alérgicos e inflamatorios, é
produzido por plaquetas e por células inflamatdrias ativadas e produz efeitos como
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, hiperalgesia, além de ser uma
substancia quimiotéaxica para neutrofilos e mondcitos e ativar enzima fosfolipase A,
iniciando a sintese dos eicosanoides (Rang et al., 2011).

Alem desses mediadores celulares, ha ainda os que provém do plasma
sanguineo, como as cininas, as quais sdo produzidas em uma forma inativa e ativadas
por proteases plasmaticas. Dentre as cininas, a mais importante é a bradicinina,
causadora de hiperemia e aumento da permeabilidade vascular, dez vezes mais ativa que
a histamina, além de contribuir ativamente para a dor inflamatéria (Faria et al., 2010)

por meio do estimulo de terminagdes nervosas da dor (Rang et al., 2011).

1.1.2.4 Tratamento da inflamacéo

O tratamento clinico de doencas inflamatorias é baseado em terapias quimicas
ndo esteroidais ou esteroidais. Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) reduzem a
dor e a inflamacgdo pelo blogueio do metabolismo do &cido araquidénico pela enzima
ciclooxigenase (COX), interferindo na producédo de prostaglandina. Tendo em vista que
as prostaglandinas sdo citoprotetoras, uma administracdo de AINEs em longo prazo
pode ocasionar Ulceras gastrointestinais, sangramentos e desordens renais devido a sua
inibicdo ndo seletiva de ambas as isoformas da enzima COX, a constitutiva (COX-1) e a
induzivel (COX-2). Por outro lado, os medicamentos completamente seletivos de
inibicdo da COX-2, apesar de apresentarem reduzida toxicidade gastrointestinal, tém
sido associados a efeitos cardiovasculares adversos (Nonato et al. 2012; Santos et al,
2012).

Ja os anti-inflamatorios esteroidais, ou glicocorticoides ligam-se a receptores

intracelulares e interagem com o DNA para modificar a transcri¢cdo génica, induzindo
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ou inibindo a sintese de proteinas. Sua acdo anti-inflamatéria se da pela inibicdo da
transcricdo dos genes da COX-2, citocinas e interleucinas. Seus efeitos adversos
decorrentes de alta dosagem ou administracdo prolongada sdo sérios, principalmente a
supressdo da resposta a infec¢des ou lesdes (Rang et al., 2011).

Diante disso, 0 uso de drogas esteroides como agentes anti-inflamatérios esta se
tornando muito controverso, em virtude de seus maltiplos efeitos colaterais. Por esse
motivo, atualmente existe grande interesse no desenvolvimento de novos agentes anti-
inflamatorios com menos efeitos colaterais baseados em produtos naturais (Nonato et
al. 2012; Santos et al, 2012).

Um exemplo disso é o anti-inflamatério fitoterapico Acheflan®, indicado no
tratamento local de processos inflamatorios. E um produto oriundo de pesquisa
nacional, encontrado nas formas farmacéuticas aerossol e creme, cada uma contendo 5,0
mg do 0Oleo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea, Borraginaceae), padronizado
em 2,3-2,9% do terpeno a-humuleno (Coutinho et al., 2009).

Vaérias substancias de origem vegetal, pertencentes a diferentes classes quimicas,
possuem atividade anti-inflamatoria comprovada cientificamente. Dentre elas,
destacam-se as classes de terpenos, taninos, alcaloides, lignanas, saponinas, cumarinas e
flavonoides (Coutinho et al., 2009).

1.1.3 Nocicepcéao

A nocicep¢do é um mecanismo protetor do organismo que ocorre sempre quando
um tecido é lesionado, para que o individuo possa reagir de modo a remover a causa do
estimulo doloroso (Guyton e Hall, 2006). A distin¢do entre os termos nocicepcao e dor
é importante. Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, nocicepcao é
definido como “os processos neurais de codificacdo e processamento de estimulos
nocivos”, enquanto que a dor ¢ “uma experiéncia desagradavel sensorial e emocional
associada a uma lesao tecidual real ou potencial” (Barrot, 2012; Garland, 2012).

Sdo chamados de nociceptores 0s receptores que respondem a estimulos
potencialmente lesivos, 0s quais se encontram amplamente distribuidos na pele,
mucosas, membranas, fascias profundas, tecido conjuntivo de &rgdos viscerais,
ligamentos e cépsulas articulares, peridsteo, musculos, tenddes e vasos sanguineos,
cujos campos de recepcdo podem ir desde pequenas regides puntiformes até areas que

medem varios milimetros de diametro (Almeida et al., 2004). Esses receptores
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respondem diretamente a estimulos nocivos e indiretamente a outros através da acéo de
substancias quimicas liberadas pelas células dos tecidos lesionados (Kandel et al.,
2003). Os estimulos captados por eles séo levados pelos nervos periféricos até a medula
espinhal e desta até o encéfalo, onde ocorre a percepcdo (Bear et al., 2008).

De forma mais detalhada, pode-se dizer que o estimulo da ativacdo dos
nociceptores se propaga ao longo dos axdnios dos nervos periféricos que terminam no
corno dorsal da medula, local onde as mensagens sdo retransmitidas pela medula
espinhal através do tracto espinotalamico, até a saida no talamo. O tdlamo, por sua vez,
funciona como a principal "estacdo de retransmissdo” de informagdes sensoriais para
vias nociceptivas que terminam em subdivisdes distintas de ndcleos taldmicos
conhecidos como nicleo lateral ventral posterior e nucleo ventromedial. A partir desses
nacleos, a informacdo nociceptiva € retransmitida para varias regides, incluindo
amigdala, hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal, ganglios da base e regifes do
cortex cerebral. A insula e o cortex cingulado anterior séo regides do cortex cerebral
constantemente ativadas apds estimulos nocivos e essa ativacdo esta associada a
experiéncia subjetiva da dor (Garland, 2012).

A transducdo dos estimulos dolorosos ocorre nas terminacdes nervosas livres das
fibras Ad (pouco mielinizadas) e C (amielinizadas). (Bear et al., 2008). A ativacdo
aguda desses aferentes sensoriais de alto limiar, como no contato com uma superficie
quente, uma picada de agulha ou uma incisdo, provocam uma estimulagéo transitoria da
medula espinhal e do cortex e uma dor de rapida duracéo. Ja em casos de lesdo tecidual
ou inflamagdo localizada, inicia um estado doloroso persistente caracterizado por
ardéncia, sensacdo de pulsacdo e hiperalgesia provocado pelos efeitos das
prostaglandinas, bradicininas e citocinas sobre essas terminacdes nervosas, reduzindo a
intensidade de estimulo necessaria para ativa-las (Brunton et al., 2012).

Diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sdo liberados pelos
terminais dos aferentes primarios no corno dorsal da medula espinhal, onde exercem um
importante papel na modulacdo da transmissdo nociceptiva. Dentre essas substancias
destacam-se 0s aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato e diversos outros
neurotransmissores e neuropeptidios, incluindo as taquicininas (substancia P e
neurocininas), colecistocinina, somatostatina, éxido nitrico, prostaglandinas, galanina,
encefalinas e endorfinas (Carvalho e Lemoénica, 1998). A neuroquimica da nocicepgdo e
modulacdo da dor centro-periferia € um mecanismo extremamente complexo (Garland,
2012).
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O cérebro ndo recebe passivamente as informacgdes nociceptivas advindas do
corpo, mas em vez disso regula ativamente transmissdo sensorial, exercendo influéncias
sobre o corno dorsal da medula via projecdes descendentes (Garland, 2012). Um
circuito modulador enddgeno descendente que conecta a substancia cinzenta
periaquedutal e o corno dorsal da medula funciona como ativador de conexdes que
promovem a facilitagdo ou inibi¢do da nocicepgdo (Guginski, 2008). Assim, a sensacao
de dor pode ser modificada pelos sistemas endégenos inibitorios da dor, principalmente
por meio das vias descendentes de noradrenalina, serotonina e opioides endogenos, tais
como B-endorfina e dinorfina (Yoshimura et al., 2006).

1.1.3.1 Tratamento da dor

Um componente de terapia da dor é a utilizacdo de drogas analgésicas, as quais
interferem na producdo e/ou na transmissdo de impulsos nociceptivos no sistema
nervoso, seja em nivel periférico ou central (Stein, 2013).

Os analgésicos sdo substancias capazes de suprimir a dor e amenizar as reacées
psiquicas e condutuais associadas, por meio de varios mecanismos. Um desses
mecanismos € bloqueio na geracdo dos impulsos, proporcionado por analgésicos ndo
narcoticos, como a aspirina, o salicitato de sodio e a fenilbutazona, os quais bloqueiam a
acdo da bradicinina no receptor, através da diminuicdo da producdo desse agente
algésico e de prostaglandinas a partir de acido araquidénico. Os analgésicos narcoticos
(opiaceos) como a morfina, blogueiam a transmissdo sinaptica nas vias centrais da dor.
Ja os analgésicos locais, tais como a novocaina, possuem como forma de agdo a
hiperpolarizacdo da membrana no axénio, bloqueando a conducdo do potencial de acao
gerado no nociceptor (Douglas, 2006).

O tratamento da dor continua sendo uma &rea muito ativa na pesquisa
farmacoldgica porque compostos analgésicos utilizados clinicamente podem causar
efeitos colaterais indesejados. O tratamento tradicional com anti-inflamatérios nédo
esteroidais (AINES) € reconhecidamente associado a graves complicacbes
gastrointestinais, como sangramento, lesdes e Ulceras. Ja os analgésicos opiaceos
possuem uso restrito em virtude dos efeitos de dependéncia e tolerancia. Por isso,
estudos sdo necessarios para descobrir novas alternativas para o tratamento de dor.

Nesse contexto, substancias naturais obtidas a partir de plantas medicinais ganharam
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importancia no processo descoberta e desenvolvimento de novos farmacos analgésicos
(Ozkay e Can, 2013).

1.1.3.2 Testes nociceptivos

Os estudos experimentais de nocicepcdo sao na maioria realizados em ratos ou
camundongos, sendo sempre observadas as normas éticas para a investigacdo
experimental em animais conscientes. Apesar de 0s animais submetidos a um estimulo
nociceptivo ndo terem capacidade de se comunicar verbalmente na ocorréncia de dor,
eles sdo capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e fisiologicas
semelhantes as observadas em seres humanos. Essas respostas sdo estudadas e
comparadas na presenca de drogas potencialmente analgésicas, o0 que permite inferir se
um animal de experimentacdo esta experimentando uma resposta algica (Peraza et al.,
2007).

Os testes nociceptivos utilizam estimulos elétricos, térmicos, mecéanicos ou
quimicos. Alguns deles contam a laténcia de aparecimento de um comportamento de
evitacdo, como um reflexo de retirada da pata ou da cauda a partir de uma estimulacéo
térmica, como os testes da placa quente e retirada de cauda. Outros ensaios, como o
analgesimetro de Randall-Selitto realizam estimulagdo mecéanica, com aumento
graduacdo de pressao realizada por uma pinga sobre o animal testado. Por fim, alguns
testes nociceptivos contam com a observagdo e pontuagdo de comportamentos
especificos, como o teste de contor¢bes abdominais, no qual os agentes irritantes sao
administrados por via intraperitoneal, induzindo um comportamento estereotipado
caracterizado por contragdes abdominais que sdo quantificadas; e o teste da formalina,
um teste classico no qual o agente quimico é injetado na superficie plantar de uma das
patas, resultando em reacdes como retirada da pata, lambidas, mordidas, ou agitacoes,
que sdo quantificaveis (Barrot, 2012).

A nocicepcdo induzida por formalina estd associada com lesdo tecidual e
acredita-se que seja a que mais se assemelha a dor clinica, em comparacdo com outros
testes que empregam estimulos mecanicos ou térmicos. A injecdo subcutdnea de
formalina na pata do rato induz uma resposta bifasica. A fase inicial é de curta duracéo
e inicia imediatamente apds a injecdo, sendo caracterizada pela ativacdo das fibras C
devido a estimulos periféricos. A fase final é um periodo mais longo e persistente,

causado por inflamacgdo do tecido local e também pelas mudangas funcionais no corno
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dorsal da medula espinhal. Desta forma, substancias que atuam como analgésicos
centrais (opioides) inibem ambas as fases, enquanto drogas de acdo periférica (AINES)

inibem apenas a segunda fase (Gorzalczany et al., 2011).

1.1.4 Toxicidade de plantas medicinais

Um dos principais problemas relacionados a utilizacéo das plantas medicinais é
a crenca de que produtos de origem vegetal sdo isentos de reagdes adversas e efeitos
toxicos. Entretanto, o uso milenar de plantas medicinais revelou, ao longo dos anos, que
determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de
vista cientifico, as pesquisas mostram que muitas dessas plantas possuem substancias
potencialmente toxicas e por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado, respeitando
seus riscos toxicoldgicos (Rodrigues, 2011). Por esse motivo, a eficacia e a toxicidade
potencial de remedios empregados na medicina popular necessitam ser avaliadas
cientificamente (Bussmann, 2011).

Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes em plantas pode-se
citar: efeitos hepatotoxicos ocasionados por apiol, safrol, lignanas e alcaloides
pirrolizidinicos; acdo toxica renal que pode ser causada por espécies vegetais que
contém terpenos e saponinas; alguns tipos de dermatites causadas por espécies ricas em
lactonas sesquiterpénicas e furanocumarinas. Além disso, diversas substancias isoladas
de plantas consideradas medicinais possuem atividades citotoxica ou genotdxica e
mostram relacdo com a incidéncia de tumores (Veiga Junior et al., 2005).

Efeitos adversos de produtos naturais podem variar desde sintomas
gastrointestinais, processos alérgicos até o risco de 6bito. Além disso, substancias
provenientes de plantas sdo agentes xenobioticos, podendo sofrer metabolismo ativador
e assim os efeitos podem ndo se manifestar de forma imediata, intensificando as acoes
toxicas mediante uso crénico, como por exemplo, comprometimento hepatico e renal,
alteracdes hematologicas, problemas cardiovasculares, efeitos carcinogénicos e
complicac6es neuroldgicas (Araujo, 2013).

O Comité Interinstitucional de Neurotoxicologia define neurotoxicidade como
efeitos adversos sobre a estrutura ou funcdo do Sistema Nervoso Central (SNC) ou
Sistema Nervoso Periférico (SNP), causados por agentes biolégicos, quimicos ou
fisicos, 0s quais podem ser permanentes ou reversiveis e resultar de acdes diretas ou

indiretas sobre o sistema nervoso (Slikker Jr e Bowyer, 2005).
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A avaliacdo neurotdxica pode ser realizada tanto em testes in vitro, com o
emprego de culturas de células neuronais de diferentes regides do cérebro,
como por experimentos in vivo, dos quais se destacam 0s testes
sensoriais, de funcdo motora, neurocomportamentais e cognitivos, visto
que as modificagBes de comportamento animal podem estar relacionadas
com lesGes neurologicas ou alteragbes patolégicas e bioquimicas (Araujo,
2013).

Os testes de comportamento animal destinam-se a avaliacdo da neurotoxicidade
de compostos em laboratério. H4 um grande nimero de métodos disponiveis para 0
rastreio de comportamento e caracterizacdo dos efeitos neurotéxicos, sendo a avaliacao
da atividade motora bastante apropriada para a triagem inicial de neurotoxicidade.
Embora os métodos de avaliagdo da atividade motora constituam uma abordagem
racional de rastreio de primeiro nivel, hd uma série de importantes fungfes, como a
memoria, a aprendizagem, a atencdo, 0 comportamento social e a resposta sensorial que
também sdo importantes nas metodologias de analises comportamentais (Kulig, 1996).
Para avaliacdo dessas funcGes, varios tipos de testes podem ser realizados.

O teste do campo aberto é utilizado para verificar o nivel de ansiedade dos
animais em funcdo do numero de quadrantes percorridos e da quantidade de
levantamentos (comportamento exploratério) e autolimpezas (Neumann et al., 2011). O
teste da barra giratéria (rota-rod) € util para mensurar a coordenacdo motora e
modificagdes no tdnus muscular dos animais apds o tratamento farmacoldgico em
funcédo de seu tempo de permanéncia na barra (Gomes et al., 2010). O teste do labirinto
aquatico de Morris foi projetado para aferir a aprendizagem e o desempenho da
memoria espacial, enquanto o labirinto em Y ¢é (til para avaliar o comportamento
exploratério e a memaria ndao espacial (Jung et al., 2008). O teste da caixa claro-escuro
é uma ferramenta adequada para avaliar os efeitos ansioliticos de drogas, com base na
resposta inata de medo em situacdes aversivas (Carnevale et al., 2011) e também serve
para avaliacdo da memoria dos animais testados quando aplicado um sistema de choque.

E importante ressaltar que as plantas medicinais, seus derivados e constituintes
capazes de modificar o comportamento de animais podem ser (teis no tratamento casos

de ansiedade, depressdo ou crises epilépticas. Medicamentos a base de plantas, cujo
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potencial farmacologico é avaliado em modelos animais e neuroquimicos, podem se
tornar novas opcoes terapéuticas na psiquiatria clinica (Aradjo, 2013).

Os estudos sobre as atividades farmacologicas de plantas medicinais, em sua
grande maioria, séo realizados com administracdo oral de extratos de plantas. Neste
estudo, além da administracdo por via oral, foi abordada também a administracdo por
via topica, além da administracdo por fonoforese. Por esse motivo, apresenta-se a seguir

uma breve revisao sobre o tema.

1.1.5 Vias de administracdo de medicamentos

As principais vias de administracdo de medicamentos sdo: oral, sublingual ou
bucal, parenteral, topica, transdérmica, intraocular, intrarrespiratéria, retal, intravaginal,
intrauterina e uretral. A escolha da via ou sistemas de administracdo depende de varios
fatores, entre eles, o efeito local ou sistémico da droga, as propriedades farmacéuticas e
a forma farmacéutica administrada e o tempo necessario para o inicio do tratamento
(Silva, 2010).

A administracdo oral constitui a modalidade mais conveniente de administracao
de drogas. Os medicamentos administrados por essa via podem exercer um efeito local
no trato gastrintestinal ou serem absorvidos pela mucosa e atingirem o sangue ou a linfa
e agindo de forma sistémica (Silva, 2010). Segundo Cabral (2002), a via oral tambem
apresenta desvantagens, pois produz absorcdo variavel da substancia, movimenta as
substancias através do figado, local onde um elaborado sistema enzimatico pode inativa-
las antes que elas cheguem a circulacdo sistémica. Além disso, as medicacGes orais
também podem irritar o trato gastrintestinal, descolorir os dentes e ter um sabor
desagradavel.

A via topica é utilizada para administrar medicamentos através da pele ou da
mucosa. Os medicamentos aplicados por essa via sdo facilmente aplicados, raramente
provocam reacdes alérgicas e provocam menos reacdes adversas do que as substancias
administradas pelas vias sistémicas, porém a absorcdo depende do nivel de hidratacao
da pele (Cabral, 2002). As drogas aplicadas pela pele devem penetrar em suas camadas,
para que o efeito terapéutico seja produzido, sendo que o estrato cérneo (camada
externa densa e queratinizada) € a principal barreira a absorcdo de drogas. A presenca
de uma rede vascular eficiente na derme permite que as drogas que atravessam o estrato

cérneo sejam imediatamente absorvidas, produzindo também efeitos sistémicos (Silva,
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2010). A introdugdo de drogas em tecidos moles através da pele intacta pode ser
promovida pela aplicacdo de um aparelho produtor de ondas ultrassdnicas, técnica esta
denominada fonoforese ou sonoforese. Este € um recurso amplamente utilizado em
alguns paises como Estados Unidos e paises do leste da Europa hd muitos anos (Skauen
e Zentner, 1983).

1.1.5.1 Ultrassom terapéutico e fonoforese

O ultrassom (US) terapéutico € um aparelho utilizado no campo da Fisioterapia
que consiste basicamente em um transdutor vibratério produtor de ondas mecénicas que
atravessam a pele, com fins terapéuticos. Essas ondas produzem uma micromassagem
nos tecidos, promovendo efeitos locais, tais como: aumento da permeabilidade celular,

incremento do metabolismo, vasodilatacdo e analgesia (Agne, 2005).

O US é uma modalidade de energia sonora longitudinal, de penetracdo
profunda, que, ao ser transmitida aos tecidos bioldgicos, é capaz de produzir
alteracOes celulares por efeitos mecénicos. A transmissdo ocorre pelas
vibracBes das moléculas do meio através do qual a onda se propaga. Este
meio irradiado oscila ritmicamente com a frequéncia do gerador ultrassdnico
por efeito piezoelétrico, ao comprimir e expandir a matéria. Para que haja
propagacdo dessas ondas ultrassbnicas, é necessario que o meio tenha
propriedades elasticas. O movimento de um corpo vibrando é transmitido as
moléculas adjacentes, as quais, antes de retornarem a posicéo de equilibrio,
transmitem esse movimento para as moléculas que estdo ao redor (Olsson et
al., 2008).

O uso do ultrassom para administrar compostos terapéuticos através da pele
remonta a década de 1950, quando foram realizados os primeiros estudos de aplicacGes
de ultrassom terapéutico para a aplicacdo local de corticosteroides (Polat, et al., 2011).
De acordo com Merini et al. (2014), o uso do ultrassom em fonoforese possui a
capacidade de aumentar a concentracdo da droga no tecido a ser tratado, aumentando a
permeabilidade da pele a moléculas de baixo ou alto pesos moleculares.

Os medicamentos utilizados na fonoforese sdo anestésicos e anti-inflamatorios

esteroidais e ndo esteroidais (Barnes, 2008), porém tem aumentado o interesse a respeito
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do uso da fonoforese com extratos e 6leos de plantas medicinais, sendo encontrados na
literatura varios estudos dessa natureza.

Camargo (2006) relata que a fonoforese do extrato de Zingiber officinale
promoveu reducédo significativa do edema de pata induzido por carragenina; de acordo
com Muniz (2009), o ultrassom promoveu a facilitacdo e aceleracdo da penetragédo
transcutanea do 6leo-resina de Copaifera reticulata, favorecendo o seu uso topico,
proporcionando um menor tempo de alcance do pico de acdo farmacoldgica; Maia Filho
et al., (2010) verificou a eficacia da fonoforese de gel de Aloe vera na tendinite induzida
em ratos; Ricoldy et al. (2010) verificou os efeitos benéficos da fonoforese do gel
extraido da Calendula officinallis na recuperacdo de lesdo muscular experimental em
ratos; resultados encontrados por Merini et al. (2014) demonstram o efeito anti-
inflamatdrio da fonoforese com gel de Elaeoluma nuda na artrite induzida em ratos.

Ja o estudo de Alfredo et al. (2009) verificou que apesar de a Arnica montana se
mostrar um eficaz anti-inflamatorio em lesdo muscular aguda quando em uso topico,
durante a aplicacdo da fonoforese, ndo foram observaram efeitos significativos, podendo
a cavitagdo estavel promovida pelo US ter inibido a sua acdo farmacoldgica e bloqueado
sua acdo terapéutica.

Dessa forma, percebe-se que a fonoforese pode ser uma grande ferramenta na
aplicacdo topica de plantas medicinais com efeito anti-inflamatorio, porém mais estudos
necessitam ser realizados para que seus mecanismos sejam elucidados, assim como,
verificados quais 0s tipos de substancias e quais espécies de plantas podem ser

utilizadas nesse tipo de administracéo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial farmacoldgico do extrato aquoso bruto e do dleo essencial
das folhas de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. sobre inflamacéo, dor e comportamento

animal.
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1.2.2 Objetivos Especificos

> Auvaliar o efeito antiedematogénico do extrato aquoso e do 6leo essencial das
folhas de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC administrados por via oral, via tépica e

fonoforese.

> Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato aquoso e do éleo essencial das
folhas de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC.

» Avaliar os efeitos do extrato aquoso bruto das folhas de Myrcia sylvatica (G.
Mey.) DC. sobre o comportamento de ratos Wistar mediante administracdo durante 21

dias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BOTANICO

Para a preparacdo do extrato aquoso bruto, foi utilizado o pé das folhas de M.
sylvatica ja disponivel no Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia Experimental da
UFOPA, o qual foi produzido por meio de desidratacdo das folhas em estufa a 40 °C
seguida de trituracdo em moinho, e armazenado em embalagens plésticas devidamente
lacradas e identificadas.

As folhas que deram origem ao p6 foram coletadas no dia 28 de maio de 20009,
correspondendo ao periodo chuvoso do ano. A planta foi coletada no municipio de
Santarém — PA (latitude 02°32°08,9” S e longitude 54°54°23,9 O) em uma area
caracterizada como regido de savana, as margens da Rodovia PA-457, a qual liga a
cidade Santarém a vila de Alter-do-Chdo. A identificacdo da espécie ocorreu por
método de comparagdo, com base nas amostras depositadas no herbario do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amaz6nia em Manaus (INPA/AM). A espécie utilizada nesse
estudo foi identificada como similar as exsicatas de n° 163551 e 163770 do herbério do
INPA/AM, procedente de Alter-do-Chéo, Santarém - PA.

Uma nova coleta de material botanico foi realizada no dia 31 de marco de 2013,
periodo chuvoso do ano, no mesmo local, para a extracdo de Oleo essencial das folhas

da referida espécie.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO BRUTO

O extrato aquoso bruto de M. sylvatica foi preparado a partir do pé das folhas
diluido em agua destilada. Essa mistura foi mantida sobre uma placa quente a 70° C
durante 2h e 30min. Apds o resfriamento, o extrato foi filtrado em papel filtro
Sartorius® (85 g/m?, 0,19 mm) e congelado. Apds 24h, o produto congelado foi
colocado no liofilizador Liotop L101 - Liobras®, onde permaneceu durante sete dias.
Apos o processo de liofilizacdo, o material desidratado foi pesado e acondicionado em

recipientes hermeticamente fechados para posterior utilizacdo nos ensaios bioldgicos.
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2.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas coletadas foram submetidas ao processo de secagem em estufa com
recirculacdo de ar mantida na temperatura de 40 °C, até que o peso da amostra se
tornasse constante, o que durou aproximadamente cinco dias. Posteriormente, as folhas
secas foram reduzidas a fragmentos menores manualmente, inseridas no baldo
volumeétrico, onde foi adicionada &gua destilada até a imersdo completa das folhas. O
6leo essencial das folhas M. sylvatica foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger durante o periodo de 3h. O 6leo obtido foi desidratado com sulfato de sédio

anidro (Na;SO,) Merck Millipore® e armazenado em frasco &mbar sob refrigeracéo.

2.4 PREPARACAO DO GEL DO EXTRATO AQUOSO

O gel do extrato aquoso bruto de M. sylvatica foi preparado com o extrato
aquoso liofilizado dissolvido em gel de carbopol Mercur® na concentragdo de 20%.

2.5 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A CCD foi utilizada para determinacdo de grupos de metabolitos secundarios
presentes no extrato aquoso das folhas de M. sylvatica, utilizando-se placas de silica
(SiO;) gel 60 Fusy como fase fixa e empregando-se diversos sistemas de
desenvolvimento, padrdes e reveladores apropriados, conforme a metodologia proposta

por Wagner e Bladt (1996), exposta na Tabela 1.

Tabelal: CondicOes cromatograficas utilizadas para caracterizacéo fitoquimica do extrato aquoso de M.

sylvatica.
METABOLITO ELUENTE REVELADOR PADRAO COR
Terpenoides e Vanilina
acidos graxos Hex: AcOFt :. Acform. sulfarica Timol Cor de rosa
85:10:5
Cumarina
glicosidea AcOEt: Acform.: HAc: H,O KOH 5% Esculina Azul
67,5:7,5:17,5 UV 365nm fluorescente
Flavonoides AcOEt: Acform.: HAc: H,O
' g e NP PEG Rutina Laranja

67,5:7,5:17,5
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C:iTWarIIQSaS ToILé%r?gé) éter KOH 5% 1,2- Verde
P ' UV 365nm benzopirona fluorescente
Taninos Cloreto férrico
. P ButOH: HAc: H,O o o -
hidrolisaveis 40'10'50 1% Acido gélico Azul escuro
Taninos ButOH: HAC: H20 Vanilina
: : BN .
condensados 401050 cloridrica 1% Catequina Vermelho

ACcOEt = acetato de etila; Acform = 4cido formico; Hex = hexano; ButOH = n-butanol; HAc: acido
acético; KOH = hidrdxido de potassio.

2.6 ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFOPA sob protocolo n © 09008/2013, atendendo as Normas Internacionais de
Etica em Experimentacdo Animal.

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar,
machos adultos, com dois a trés meses de idade, saudaveis e sedentarios, pesando entre
250 e 300 g. Somente para o teste de atividade antinociceptiva com dleo essencial de M.
sylvatica foram utilizados ratas Wistar fémeas adultas com peso entre 150 e 200g.
Todos os animais foram provenientes do biotério do Laboratorio de Bioprospeccéo e
Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para e ficaram alojados em
gaiolas de contencdo de polipropileno, com temperatura ambiente de 25 °C e
fotoperiodo de 12h claro/escuro controlados, recebendo agua e racdo a vontade.

Doze horas antes da administracdo dos tratamentos para 0s testes
farmacoldgicos, os animais foram privados de racdo, para evitar qualquer interferéncia
da comida na absorcdo dos compostos administrados, com exce¢do dos animais que
participaram dos testes comportamentais com administracdo do extrato aquoso de M.

sylvatica.

2.7 TESTES FARMACOLOGICOS

2.7.1 Teste de atividade antiedematogénica

O teste de atividade antiedematogénica do extrato aquoso e do 6leo essencial de
M. sylvatica foi realizado em modelo de edema de pata induzido por carragenina
adaptado de Winter et al. (1962).
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Para o teste com o0 extrato aquoso bruto de M. sylvatica, os ratos foram divididos
nos seguintes grupos (n=7):
e Grupo | (controle negativo) — agua destilada (1 mL/kg);
e Grupo Il (controle positivo) — Indometacina (10 mg/kg);
e Grupo Il —extrato aquoso bruto de M. sylvatica (90 mg/kg) (v.0.);
e Grupo IV — extrato aquoso bruto de M. sylvatica (180 mg/kg) (v.0.);
e Grupo V —extrato aquoso bruto de M. sylvatica (270 mg/kg) (v.0.);
e Grupo VI — gel do extrato aquoso bruto de M. sylvatica (20 uL) (topico);
e Grupo VII — ultrassom;
e Grupo VIII — fonoforese (ultrassom + gel do extrato aquoso).

Para o teste com o 6Oleo essencial de M. sylvatica, os ratos foram divididos nos
seguintes grupos (n=6):

e Grupo | (controle negativo) — tween 80 a 0,5% em solugéo salina (1
mL/Kkg);

e Grupo Il (controle positivo) — Indometacina (10 mg/kg);

e Grupo Il —dleo essencial de M. sylvatica (50 mg/kg) (v.0.);

e Grupo IV —0leo essencial de M. sylvatica (100 mg/kg) (v.0.);

e Grupo V —0leo essencial de M. sylvatica (200 mg/kg) (v.0.);

e Grupo VI —0leo essencial de M. sylvatica (20 uL) (topico);

e Grupo VII — ultrassom;

e Grupo VIII — fonoforese (ultrassom + 6leo essencial).

Os tratamentos administrados por via oral foram aplicados por meio de uma
canula orogastrica, a qual foi acoplada a uma seringa. Para a administracdo oral dos
tratamentos, o extrato aquoso liofilizado foi diluido em &gua destilada e o 6leo essencial
em tween 80 a 0,5% em solucédo salina (0,9%). J& os tratamentos por via topica foram
realizados com aplicacdo do gel de extrato aquoso a 20% ou 6leo essencial puro sobre a
regido subplantar da pata posterior de direita dos animais com leve fric¢do durante 1min
para facilitar a absorcéo das substancias através da pele.

Nos animais expostos a fonoforese, foi aplicado o gel de extrato aquoso ou 6leo
essencial sobre a regido subplantar da pata posterior de direita dos animais, associados
ao aparelho de ultrassom Ibramed® com os seguintes parametros: transdutor de 10 mm,
frequéncia de 1 MHz, modo pulsado, intensidade de 0,6 W/cm? e duracdo de 1 minuto.

Estes parametros foram indicados como eficazes para reducédo de edema por Camargo
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(2006), em um estudo de aplicacdo de fonoforese com extrato de Zingiber officinale.
No grupo que recebeu somente ultrassom, foram utilizados os mesmos parametros do
aparelho, sendo necessario o uso de gel de carbopol (neutro) para a condugdo das ondas
ultrassénicas a pele do animal.

Uma hora apds a administracdo dos tratamentos, cada animal recebeu, no tecido
subcutaneo do coxim da pata posterior direita, uma injecdo de 0,1 mL de carragenina
Sigma® diluida a 1% (p/v) em solugdo salina (0,9%). O volume da pata foi mensurado
por meio de um pletismdmetro de pata para ratos EFF 304 Insight®, imediatamente
apos a aplicacdo da carragenina (correspondendo ao tempo zero) e nas horas seguintes
até 4h apds a aplicacdo da carragenina, com intervalo de uma hora entre as medicoes.

\ | /‘ NSO

Figura 3: Teste de edema de pata induzido por carragenina. A: Pletismdmetro digital Insight®; B:
Imobilizagdo do animal e insercéo da pata no aparelho; C: Detalhe da insercdo pata na coluna de
liquido (solugdo de detergente liquido a 1%) do pletismometro.

2.7.2 Teste de atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva do extrato aquoso e do 6leo essencial de M. sylvatica
foi avaliada por meio do teste da formalina proposto por Dubuisson e Dennis (1977).
Para o teste com o extrato aquoso de M. sylvatica, os ratos foram divididos nos
seguintes grupos (n=6):
e Grupo I (controle negativo) — agua destilada (1 mL/kg);
e Grupo Il (controle positivo) — Morfina (2,5 mg/kg) (i.p.);
e Grupo Il — extrato aquoso de M. sylvatica (90 mg/kg) (v.0.);
e Grupo IV — extrato aquoso de M. sylvatica (180 mg/kg) (v.0.).
e Grupo V —extrato aquoso de M. sylvatica (270 mg/kg) (v.0.).
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Para o teste com o Gleo essencial de M. sylvatica, as ratas foram divididas nos
seguintes grupos (n=6):
e Grupo | (controle negativo) — tween 80 a 0,5% em solugéo salina (1
mL/Kkg);
e Grupo Il (controle positivo) — Morfina (2,5 mg/kg) (i.p.);
e Grupo Il —6leo essencial de M. sylvatica (50 mg/kg) (v.0.);
e Grupo IV —dleo essencial de M. sylvatica (100 mg/kg) (v.0.);
e Grupo V —06leo essencial de M. sylvatica (200 mg/kg) (v.0.);

Uma hora ap6s a administracdo dos tratamentos, foi realizada a injecdo
subcutanea de formalina (solugdo de formaldeido a 1% em solucdo salina 0,9%) na
regido plantar da pata posterior direita de todos os animais. ApoOs a aplicacdo da
formalina, os animais foram observados durante dois momentos: de 0 a 5 minutos (fase
neurogénica) e de 25 a 30 minutos (fase inflamatdria) para a contagem do tempo em
segundos gque o0s animais permaneciam lambendo ou mordendo a pata onde havia sido
aplicado o agente quimico irritante. Para uma observacdo mais eficiente, os animais
foram colocados em uma caixa de vidro transparente e filmados durante os periodos, a

fim de minimizar os riscos de erros na contagem do tempo.

Figura 4: Teste da formalina: animal lambendo a pata.

2.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

Testes de comportamento animal foram realizados para avaliar a
neurotoxicidade da espécie estudada, com administracdo do extrato aquoso bruto. Para a
realizacdo dos testes, os ratos foram divididos em quatro grupos (n=9), sendo um

controle negativo e os demais grupos de tratamento com diferentes doses.
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e Grupo | (controle negativo) — agua destilada (1 mL/kg) (v.0.);
e Grupo Il —extrato aquoso de M. sylvatica (90 mg/kg) (v.0.);
e Grupo Il — extrato aquoso de M. sylvatica (180 mg/kg) (v.0.);
e Grupo IV — extrato aquoso de M. sylvatica (270 mg/kg) (v.0.).
Os animais receberam os respectivos tratamentos durante 28 dias e a partir do
21° dia de tratamento todos os grupos de animais passaram pelos cinco testes

comportamentais descritos a seguir.

Tabela 1: Distribuicdo temporal dos testes comportamentais realizados.

21 °dia Labirintoem 'Y
22° dia Campo aberto
23° e 24° dias Caixa claro-escuro
25° e 26° dias Labirinto aquatico

27° e 28° dias Barra giratoria

2.8.1 LabirintoemY

O labirinto que foi utilizado para a realizagdo do teste consiste em um
equipamento em madeira, na forma de Y com bragcos medindo 10 cm de largura, 34 cm
de altura e 43 cm de comprimento, tendo um angulo de 120° entre 0s mesmos. No teste,
realizado conforme o proposto por Sarter et al. (1988), os animais foram colocados
individualmente no labirinto por um periodo de oito minutos, tempo no qual, estes
puderam se deslocar livremente entre os bracos do labirinto. Registrou-se a sequéncia
de entradas nos bragcos do labirinto, nomeados como A, B e C, durante o tempo
estipulado. Entre os testes, todo o labirinto foi limpo com éalcool a 5% em &gua
destilada, a fim de remover os odores e residuos que pudessem interferir na livre
escolha dos animais pelos bragos do labirinto.

As informacbes foram analisadas para determinar o nimero de entradas nos
bracos sem repeticdes, ou seja, 0 nimero de triades em que todos trés bragos foram
representados (ABC, CAB, BCA, CBA ou ACB), ndo sendo consideradas alternancias
as triades como CAC. A porcentagem de alternancia para cada rato foi definida como a
razdo entre o nimero real de alternancias e o possivel nimero (niimero total de entradas
nos bracos menos dois) multiplicado por 100, tal como demonstrado pela seguinte

equacao:
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% de alternancia = [(nimero de alternancias) / (total entradas nos bragos - 2)] x 100

Figura 5: Teste do labirinto em Y.
2.8.2 Campo Aberto

O campo aberto (Broadhurst, 1957) consiste em uma arena circular de madeira
pintada de branco, com 60 cm de diametro e 50 cm de altura. Duas linhas circulares
concéntricas dividem o fundo dessa arena em duas partes (periférica e central), e
segmentos de reta dividem essa a arena em nove areas, sendo oito quadrantes periféricos e
quatro quadrantes centrais.

Para o teste, todos os animais foram colocados individualmente no centro da
arena e puderam caminhar livremente, sendo observados e filmados durante o periodo
de cinco minutos. Na analise posterior dos videos, foram contabilizados os seguintes
parametros de cada animal:

e NuUmero de quadrantes centrais percorridos;

e NuUmero de quadrantes periféricos percorridos;

e Numero de levantamentos do animal sobre as patas traseiras sem apoio
nas paredes da arena;

e Tempo de imobilidade (total auséncia de movimentos) em segundos;

e NuUmero de autolimpezas;

e NuUmero de bolos fecais.
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3

Figura 6: Teste do campo aberto.

2.8.3 Caixa claro-escuro

A caixa claro-escuro EP 158 Insight® utilizada consiste em uma caixa de
acrilico medindo 46 x 27 x 30 cm, dividida em um compartimento claro (maior) e outro
escuro (menor), com um pequeno espacgo de passagem entre os dois compartimentos,
barras de aco inoxidavel no fundo e conectada a um equipamento eletrénico capaz de
emitir choque elétrico. O teste foi realizado conforme o proposto por DeNoble et al.
(1986), a fim de avaliar a memoria aversiva, baseando-se na tendéncia natural dos ratos
de ir para o compartimento escuro logo apos ser colocado no compartimento claro.

No primeiro dia de teste, cada animal foi colocado individualmente no
compartimento claro da caixa. No momento em que 0 rato entrava no compartimento
escuro (passagem dos quatro membros pela divisoria) foi acionado um choque de 1 mA
durante dois segundos. A retencdo do aprendizado foi testada apos 24h, quando o0s
animais foram colocados novamente no compartimento claro e foi registrado o tempo de

laténcia para a entrada no compartimento escuro.

Figura 7: Teste da caixa claro-escuro
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2.8.4 Labirinto aquatico

A memoria e aprendizagem espacial dos animais foram testadas por meio do
teste do labirinto aquético, proposto por Morris (1984). O labirinto aquético utilizado
consiste em uma caixa d’agua de 500 L, preenchida até 20 cm da borda com &gua
mantida a temperatura de 25°C. A caixa foi dividida em quatro quadrantes imaginarios,
demarcados por quatro pontos: Norte (N), Sul (S), Leste (L) e Oeste (O), os quais
serviram como ponto de partida para os animais durante o teste. Uma plataforma
submersa medindo 10 cm x 10 cm foi escondida em um local fixo, um centimetro
abaixo da superficie da agua, na qual foi adicionada tinta branca atéxica para tornar a
superficie opaca e impedir a visualizacdo da plataforma. Proximo a caixa d’agua, foi
colocada uma lampada incandescente de 60 W, com a finalidade auxiliar na
visualizagdo do ambiente.

No primeiro dia do teste, foi realizado um treino com os animais, para que estes
aprendessem a localizar a plataforma submersa. Dessa forma, cada animal foi colocado
individualmente na caixa d’adgua, de frente para a borda do tanque, e teve a
oportunidade de nadar livremente, observando os pontos de referéncia para procurar a
plataforma durante 120 segundos, no maximo. Os animais que ndo encontraram a
plataforma no tempo pré-estabelecido foram colocados manualmente sob a plataforma
por 10 segundos para visualizacdo do ambiente. Todos os animais foram submetidos ao
treino quatro vezes, sendo um para cada ponto de partida (N, S, L e O).

No dia seguinte, 24h apos o treino, foi realizado o teste, sendo registrado o
tempo, em segundos, que cada animal levou para encontrar a plataforma em cada ponto

de partida estabelecido.

OBSERVADOR

Figura 8: Teste do labirinto aquético
Foto: Elenn Aranha
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2.8.5 Barra giratoria — rota-rod

Proposto por Dunham e Miya (1957), o teste da barra giratoria é atil na
verificacdo da acdo de agentes farmacoldgicos sobre a coordenagdo motora dos animais.
O rota-rod é um aparelho motorizado constituido de uma barra giratéria ndo
escorregadia, dividida em quatro compartimentos iguais e com velocidade regulavel em
rotacGes por minuto (r.p.m.). Neste estudo, foi utilizado o rota-rod para ratos EFF 411
Insight®, na velocidade de 10 rota¢Ges por minuto.

No primeiro dia de teste, para que ocorresse a habituacdo com o aparelho, foi
realizado um treino com os animais, dividido em trés séries de dois minutos de duracao.
No treino, quando os animais caiam, estes eram reconduzidos & barra quantas vezes
fossem necessarias, dentro do tempo estipulado.

Apo6s 24h os animais foram submetidos ao teste, e cada animal foi colocado
novamente sobre a barra giratoria, em trés series de 2min. Foi contabilizado o tempo de
permanéncia de cada animal sobre a barra em segundos e o resultado foi obtido pela
média de tempo, levando-se em consideragéo as trés series realizadas, sem recondugdes

a barra em caso de queda.

Rota Rod

Figura 9: Teste da barra giratoria.
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2.9 ANALISE DE DADOS

Os resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média para 0s
respectivos experimentos e analisados, empregando-se o teste de Analise de Variancia
ANOVA one way e teste de Tukey a posteriori, considerando o valor de p < 0,05 como
nivel de significancia estatistica.
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Avaliacdo da atividade antiedematogénica, antinociceptiva e
efeitos comportamentais do extrato aquoso bruto e do 6leo
essencial das folhas de Myrcia sylvatica (G.Mey.) DC.

M. R. Almeida; A. N. S. Bezerra; S. B. Santos; W. C. R. Silva; A. P. F. Assun¢éo; R.H.V.
Mouréo; R. B. Oliveira
Programa de P6s-graduacdo em Recursos Naturais da Amazonia, Universidade Federal do Oeste do

Para, Brasil

RESUMO

O presente estudo expde a avaliacdo do potencial antiedematogénico, antinociceptivo e 0s
efeitos de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC sobre o comportamento animal em ratos wistar, por
meio dos testes de edema de pata induzido por carragenina, formalina, campo aberto, labirinto
em Y, caixa claro-escuro, labirinto aquatico e barra giratoria (rota-rod). Os resultados obtidos
indicaram que o extrato aquoso de M. sylvatica reduziu significativamente o edema de pata
nas doses orais de 90, 180 e 270 mg/kg, assim como na aplicacdo tdpica e na aplicacdo por
fonoforese (reducdo de até 66.9% do edema na dose de 270 mg/kg), demonstrou efeito
antinociceptivo nas doses de 180 e 270 mg/kg nas duas fases do teste da formalina (inibicéo
de até 60,2% da resposta nociceptiva na dose de 270 mg/kg) e também néo apresentou efeito
sobre o comportamento animal (neurotoxico) apos administracdo durante 21 dias. A analise
fitogquimica do extrato aquoso por cromatografia em camada delgada revelou a presenca de
flavonoides e taninos. O 6leo essencial de M. sylvatica ndo mostrou efeito antiedematogénico
em nenhuma das doses testadas (50, 100 e 200 mg/kg), porém revelou importante efeito
antinociceptivo em ambas as fases do teste aplicado, nas trés doses utilizadas (inibicdo de até
98,8 % na dose de 50 mg/kQ).

Palvras-chave: Myrcia sylvatica; edema; fonoforese; nocicep¢do; comportamento animal.

INTRODUCAO

A familia Myrtaceae é encontrada predominantemente nas regiGes tropicais e
subtropicais do mundo, com muitas espécies concentradas na regido tropical da América e na
Australia (Smith et al., 2004). Essa familia € uma das mais importantes do Brasil, na qual se
destacam os géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, com mais de uma centena de espécies,
enquanto os demais géneros possuem menos de 60 espécies brasileiras (Gressler et al., 2006).
Destes, Eugenia e Myrcia sdo os dois mais importantes, compreendendo cerca de 550 e 250
espécies, respectivamente (Nakamura et al., 2010).

Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. é uma espécie amplamente distribuida na América do

Sul, desde a Costa Rica até o Brasil, onde ocorre nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
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(Amorim e Alves, 2001; Sobral et al., 2013). E mencionada na literatura com os nomes
populares de “murtinha” (Dutra et al., 2004) e “vassourinha” (Souza e Scudeller, 2011),
nomes também empregados para denominar varias outras espécies de Myrtaceae.

Segundo Silva (2012), a M. sylvatica € comercializada na regido metropolitana de
Belém-PA com o nome popular “pedra-ume-caa”, no entanto, este nome também ¢ atribuido a
diversas espécies dos géneros Myrcia e Eugenia. As espécies denominadas de pedra-ume-caé
sdo conhecidas como insulina vegetal, por apresentar efeitos hipoglicemiantes, sendo
utilizadas na medicina tradicional no tratamento de diferentes enfermidades, tais como,
diabetes, aftas, leucemia, ferimentos e doencas infecciosas.

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade farmacoldgica
de M. sylvatica, verificando os efeitos antiedematogénico e antinociceptivo do extrato aquoso
bruto e do dleo essencial, assim como avaliar os efeitos da administracdo do extrato aquoso da
referida espécie sobre o comportamento animal. Nos testes de atividade antiedematogénica,
buscou-se avaliar os efeitos da administracdo pelas vias oral, topica e por fonoforese, uma
forma de administracdo de substancias em tecidos moles através da pele intacta, promovida
pela aplicacdo de um aparelho produtor de ondas ultrassénicas (Skauen e Zentner, 1983),
também denominado de ultrassom terapéutico.

Apesar de a M. sylvatica ser bastante utilizada como planta medicinal, ndo foram
encontrados na literatura cientifica outros estudos a respeito de suas atividades
farmacoldgicas, o0 que revela a necessidade da realizacdo de pesquisas sobre a espécie, a fim

de que suas propriedades farmacoldgicas e seus efeitos toxicos sejam determinados.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e processamento do material vegetal
Extrato aquoso (EA)

O material vegetal utilizado para a preparacdo do EA foi coletado em marco de 2009,
em Santarém, Pard, Brasil. As folhas de M. sylvatica foram mantidas em estufa a 40 °C
durante 5 dias para secagem, e posteriormente trituradas até a formacédo de pd, o qual foi
dissolvido em agua destilada 1:6 (p/v). Essa solucdo foi concentrada sob aquecimento em
placa quente a 70 °C (2h e 30min) sob agitacdo constante. Ap0Os esse processo, 0 EA foi
filtrado utilizando-se papel filtro Sartorius® (85 g/m? 0,19 mm) e congelado. Apds 24h, o
produto congelado foi submetido ao processo de liofilizagdo no liofilizador Liotop L101 -

Liobras® e posteriormente foi armazenado em frasco &mbar até a realizagdo dos testes.
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Oleo essencial (OE)

Para a extracdo do OE, a M. sylvatica foi coletada no més de marco de 2013 em
Santarém, Pard, Brasil. As folhas foram mantidas em estufa a 40 °C por 5 dias. O OE das
folhas secas foi extraido pelo sistema de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger, durante
0 periodo de 3h. O 6leo essencial coletado foi desidratado com sulfato de sodio anidro
(Na2SO4) Merck Millipore® e mantido em frasco &mbar sob refrigeracdo ate a realizacdo dos
testes.

Triagem fitoquimica

Foi realizada Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para verificar a presenca dos
grupos de metabdlitos secundarios (terpenos, acidos graxos, cumarinas simples, cumarinas
glicosideas, taninos condensados, taninos hidrolisaveis e flavonoides) no EA das folhas de M.
sylvatica, utilizando-se placas de silica (SiO;) gel 60 F,s4 como fase fixa e diversos sistemas
de eluentes, reveladores e padrdes especificos, segundo a metodologia de Wagner e Bladt
(1996).

Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (250-300 g). Somente para o teste de
atividade antinociceptiva com OE foram utilizados ratas Wistar fémeas adultas (150-200g).
Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com temperatura ambiente de
23+2°C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, recebendo agua e racdo a vontade. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFOPA sob protocolo n°
09008/2013 e todos os procedimentos obedeceram as Normas Internacionais de Etica em

Experimentacdo Animal.

Atividade antiedematogénica

O teste de edema de para induzido por carragenina descrito por Winter et al. (1962) foi
utilizado para avaliar o efeito antiedematogénico do EA e do OE de M. sylvatica. Para o teste
com EA os animais foram divididos nos seguintes grupos (n=7): controle negativo: agua
destilada 1 mL/kg (oral); controle positivo: indometacina 10 mg/kg (oral); EA nas doses de
90, 180, 270 mg/kg (oral); EA 20 uL (topico); ultrassom + gel condutor (1IMHz; 0,6 W/cm?, 1
min); fonoforese (ultrassom + extrato aquoso). Para o teste com OE os animais foram

divididos nos seguintes grupos (n=6): controle negativo: tween 80 a 0,5% em solucédo salina
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(oral); controle positivo: indometacina 10 mg/kg (oral); OE nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg
(oral) diluido em solucdo de tween 80; OE puro 20 uL (tdpico); ultrassom + gel condutor
(IMHz; 0.6 W/cm?, 1 min); fonoforese (ultrassom + OE puro). Foi aplicada uma injecdo
subcutanea de carragenina Sigma® a 1% (0,1 mL na regido plantar da pata posterior direita)
em todos os animais 30min ap6s a administragdo dos tratamentos. O volume da pata foi
mensurado imediatamente ap0s a aplicacdo da carragenina e ap6s 1, 2, 3 e 4 h, utilizando-se o
pletismdmetro digital FF304 Insight®.

Atividade antinociceptiva

O procedimento realizado para avaliacdo de atividade antinociceptiva foi o teste da
formalina proposto por Dubuisson e Dennis (1977). Para o teste com EA os animais foram
divididos nos grupos (n=6): controle negativo: agua destilada 1 mL/kg (oral); controle
positivo: morfina 2,5 mg/kg (intraperitoneal); EA nas doses de 90, 180, 270 mg/kg (oral). No
teste com OE os animais foram divididos nos grupos (n=6): controle negativo: tween 80 a
0,5% em solucdo salina; controle positivo: morfina 20 mg/kg; OE nas doses 50, 100 e 200
mg/kg (v.0.) diluido em solucéo de tween 80 a 0,5 %, todos administrados por via oral.

Uma hora apds a administragdo dos tratamentos, foi injetado o volume de 20uL de
formalina (formaldeido a 1% em solucdo salina 0,9%) foi aplicado no coxim plantar posterior
direito dos ratos. Apos a injecdo de formalina, os animais foram individualmente colocados
em uma caixa de vidro e filmados nos tempos de 0 a 5min (fase neurogénica) e de 25 a 30min
(fase inflamatoria). O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado

em ambas as fases e considerado como indicativo de nocicepcao.

Efeitos Comportamentais

Os ratos foram divididos em 4 grupos (n=9) e receberam os tratamentos por via oral:
agua destilada 1 mL/kg e EA nas doses 90, 180 e 270 mg/kg durante 21 dias. Apds esse
periodo foram realizados os testes descritos a seguir, a fim de verificar possiveis efeitos sobre

comportamento e memoria em decorréncia da administracdo do EA de M. sylvatica.

Campo aberto

Para avaliar o comportamento exploratorio e ansiedade dos ratos, foi aplicado o teste
do campo aberto (Broadhurst, 1957). O campo aberto consistiu de uma arena circular com 60
cm de diametro, cujo piso era dividido em 12 quadrantes, sendo 4 centrais e 8 periféricos. Os

animais foram colocados na arena durante 5min e com uma camera digital foram registrados
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todos os seus movimentos. Na analise dos videos foram verificados: nimero de quadrantes
centrais e periféricos percorridos, nimero de levantamentos sobre as patas traseiras, nimero

de bolos fecais, nUmero de autolimpezas e tempo de imobilidade em segundos.

Labirintoem Y

O teste do labirinto em Y, proposto por Sarter et al. (1988), foi realizado a fim de
avaliar a memoria de curta duragdo dos ratos. O labirinto em forma de Y, confeccionado em
madeira e pintado com tinta escura, possui trés bracos com angulos de 120° entre eles, sendo
3 bragos iguais com 43 cm de comprimento (denominados de A, B e C). Todos os bracos
possuem 10 cm de largura e paredes de 30 cm de altura. Durante o teste, cada rato foi
colocado no mesmo ponto de partida (braco mais longo) deixando-o livre para caminhar no
labirinto durante 8min. Foram registrados manualmente a sequéncia e 0 numero de entradas
em cada braco. O numero de triades em que todos trés bracos foram representados, por
exemplo, ABC, CAB ou BCA, foi considerado como uma alternancia para estimar a memoria
de curto prazo. Nao foram consideradas alternancias as triades como CAC devido a repeticao

de bracos.

Caixa claro-escuro

Este teste foi aplicado para avaliar a memoria aversiva, baseado em DeNoble et al.
(1986). A caixa € composta por um compartimento claro e outro escuro, com um pequeno
espaco de passagem entre os dois e o fundo eletrificado. Ao ser colocado no compartimento
claro, o rato possui a tendéncia natural de ir para 0 compartimento escuro, momento no qual
foi acionado um choque de 1 mA por 2s. A retencdo do aprendizado foi testada apos 24h,
quando os animais foram colocados novamente compartimento claro e o tempo de laténcia

para a entrada no lado escuro foi registrado.

Labirinto aquético de Morris

O teste do labirinto aquéatico desenvolvido por Morris (1984) é um instrumento
utilizado para avaliar a memoria e aprendizado espacial de ratos. O labirinto utilizado
consistiu em uma caixa d’agua de 500 L preenchida com agua até 20 cm da borda e uma
plataforma fixa (10 x 10 cm) localizada 1 cm abaixo da superficie. A agua foi mantida na
temperatura de aproximadamente 25 °C e nela foi adicionada tinta branca atoxica para
impedir a visualizagdo da plataforma. Proximo & caixa d’agua foi colocada uma lampada

(60W) para auxiliar a localizagdo da plataforma. O teste foi realizado em 2 dias, sendo o 1°
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um treino para que os animais aprendessem a localizar a plataforma. A caixa foi dividida em 4
quadrantes e cada animal foi colocado 4 vezes no labirinto, tomando como ponto de partida
cada um dos quadrantes. Apds ser colocado na agua, o animal pdde nadar livremente durante
120 s ou até encontrar a plataforma e quando ndo a encontrava era colocado manualmente
sobre a plataforma por 10 s para memorizar o ambiente. Ap6s 24h do treino, foi realizado o
mesmo procedimento, verificando-se o tempo, em segundos, que cada animal levou para

encontrar a plataforma nos 4 pontos de partida.

Barra giratéria (rota-rod)

Proposto por Dunham e Miya (1957), este teste é utilizado para detectar a acdo de
agentes farmacoldgicos sobre a coordenacdo motora dos animais. Foi utilizado o aparelho de
rota-rod para ratos EFF 411 Insight®, na velocidade de 5 rotagbes por minuto. Primeiramente
foi realizado um treino com os animais durante 2min para que aprendessem a caminhar sobre
a barra giratoria. No dia seguinte, foi realizado o teste, registrando o tempo de permanéncia
do animal sobre o aparelho em 3 séries de 2min cada. A média das 3 séries foi considerada

como o tempo de permanéncia do animal no aparelho expressa em segundos.

Andlise estatistica
Os resultados séo apresentados pela média + erro padréo. Para a analise e comparacgéo
de dados foi aplicada Anélise de Variancia ANOVA one-way e teste Tukey a posteriori,

considerando p < 0,05 como limite de significancia estatistica.

RESULTADOS
Triagem fitoquimica

A tabela 1 apresenta o perfil cromatografico do EA de M. sylvatica via CCD frente aos
padrdes fitoquimicos comerciais timol, esculina, rutina, 1,2-benzopirona, catequina e &cido

galico.

Atividade antiedematogénica

A figura 1 mostra o efeito antiedematogénico do EA de M. sylvatica, tanto por via oral
quanto topica. Os resultados obtidos indicaram uma reducéo significativa (p<0,05) do edema
de pata em comparacdo com o grupo controle negativo em todas as horas avaliadas. Todos 0s

grupos de tratamento apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle negativo
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(dgua) em todas as horas avaliadas. A tabela 2 apresenta os valores da inibicdo do edema em
porcentagem para todos 0s grupos de tratamento do teste com EA.

A figura 2 mostra que o OE de M. sylvatica em todas as formas de administracéo (oral,
topica e fonoforese) ndo apresentou a atividade antiedematogénica em nenhuma das horas,
uma vez ndo houve reducdo significativa do edema de pata em comparacdo com 0 grupo
controle negativo (tween 80 0,5%). A droga padrédo indometacina, conforme o esperado,
reduziu o edema significativamente em todas as horas em ambos os testes. O ultrassom

também reduziu o edema de forma significativa em todas as horas avaliadas.

Atividade antinociceptiva

Os resultados obtidos no teste da formalina indicaram que tanto o EA quanto o OE de
M. sylvatica mostraram efeito antinociceptivo na 1% e na 22 fase do teste. Os grupos
experimentais das doses 180 e 270 mg/kg (EA) e 50, 100 e 200 mg/kg (OE) apresentaram
reducdo significativa da reposta nociceptiva em relagdo aos grupos controles negativos,
conforme as figuras 3 e 4. As tabelas 3 e 4 apresentam os valores da inibicdo da resposta
nociceptiva em porcentagem para todos os grupos de tratamento do teste com EA e OE,

respectivamente.

Efeitos comportamentais

No teste do campo aberto (Fig. 5), ndo foi observada nenhuma alteracdo no
comportamento dos ratos, pois ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos em relacéo ao
grupo controle para nenhum dos parametros avaliados (nimeros de quadrantes periféricos e
centrais percorridos, autolimpezas, bolos fecais, levantamentos e tempo de imobilidade).

No teste do labirinto em Y (Fig. 6), ndo foi verificada alteracdo na memoria de curta
duracdo dos ratos, uma vez que ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
sequéncias corretas em nenhum dos grupos comparado com o grupo controle.

No teste da caixa claro-escuro (Fig.7), verificou-se que a memoria aversiva dos
animais nado foi afetada, pois ndo foi observado aumento significativo no nimero de entradas
no compartimento escuro 24h apds a realizacdo do treino em comparacdo com O Qgrupo
controle. Observou-se que mais de 71% dos animais, em todos os grupos avaliados, nédo
entraram novamente no compartimento escuro, contabilizando o tempo maximo de laténcia

(180s) de permanéncia no compartimento claro.
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No teste do labirinto aquatico (Fig. 8), ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
quanto ao tempo para encontrar a plataforma nos quatro quadrantes, indicando que néo houve
nenhuma alteragdo na memdria espacial dos ratos testados.

Quanto ao teste da barra giratéria (Fig. 9), os dados coletados demonstram que ndo
houve efeitos sedativos ou interferéncia na coordenacdo motora dos animais, tendo em vista
que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais € 0 grupo controle e 0s
animais demonstraram capacidade semelhante de locomocao, equilibrio e forca em todos os

grupos.

DISCUSSAO

O teste de edema de pata induzido por carragenina é um teste adequado para avaliar
drogas anti-inflamatorias e tem sido frequentemente usado para avaliar os efeitos
antiedematogénicos de produtos naturais (Shah e Alagawadi, 2011). Este tipo de teste induz
uma reacdo inflamatoria em duas diferentes fases. A primeira fase ocorre entre 0 e 2,5 h apés
da injecdo do agente flogistico, é atribuida a agéo da histamina, serotonina e bradicinina sobre
a permeabilidade vascular. O volume de edema atinge o seu pico cerca de 3 h pds-tratamento
e, em seguida, comeca a declinar. A fase final é resultante da producéo de prostaglandinas nos
tecidos (Garcia et al., 2004; Akkol et al., 2012). O EA de M. sylvatica, tanto por via oral,
quanto topica e por fonoforese inibiu 0 edema desde a primeira hora, atuando tanto na
primeira quanto na segunda fase, 0 que indica que componentes quimicos presentes no EA de
M. sylvatica podem inibir diferentes aspectos e mediadores quimicos da inflamacao
(histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas).

Segundo Merini et al. (2014), o uso do ultrassom em fonoforese aumenta a
permeabilidade da pele a moléculas de baixo ou alto pesos moleculares, aumentando assim, a
concentracdo da droga no tecido a ser tratado. Neste estudo, apesar de a fonoforese do gel de
EA de M. sylvatica ter tido efeito significativo em relacdo ao grupo controle negativo, este
efeito ndo foi superior ao do EA aplicado topicamente sem o uso do ultrassom, indicando que
o efeito do extrato aquoso ndo foi potencializado pelo ultrassom com o0s parametros
utilizados.

O OE de M. sylvatica, por sua vez, ndo apresentou atividade significativa nesse teste
em nenhuma das formas de administracdo utilizadas. A fonoforese com OE nédo reduziu o
edema em nenhumas das horas, sugerindo que o OE de M. sylvatica, além de ndo produzir

efeito antiedematogénico aplicado por via tépica, ndo possibilitou a transmissao das ondas
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ultrassonicas, uma vez que quando o foi utilizado somente o ultrassom com gel condutor
préprio, foi observada a reducéo do edema.

O teste da formalina tem sido amplamente utilizado em roedores como modelo de dor
aguda provocada por estimulo quimico, a fim de identificar drogas com potencial atividade
antinociceptiva (Grégoire et al., 2012). A 1?* fase resulta da ativagdo de nociceptores
periféricos, enquanto a 22 fase € resultante do desenvolvimento de inflamacéo e sensibilizagdo
central (Han et al., 2013). Substancias que atuam como analgésicos centrais (opioides) inibem
ambas as fases, enquanto drogas de acdo periférica (AINES) inibem apenas a segunda fase
(Gorzalczany et al., 2011). Vale ressaltar que o EA na dose de 270 mg/kg apresentou efeito
superior a morfina na 12 fase e efeito semelhante na 22 fase, assim como o OE nas trés doses
utilizadas apresentou efeito semelhante a morfina na 12 fase e superior na 22 fase, chegando a
inibir em quase 100% a resposta nociceptiva, um dado bastante relevante, tendo em vista que
a morfina € uma substancia opioide com efeito analgesico comprovado.

Assim, os resultados obtidos nesse modelo indicaram que tanto o EA quanto o OE de
M. sylvatica possuem atividade antinociceptiva tanto de origem central quanto periférica, uma
vez que inibiram a resposta nociceptiva em ambas as fases do teste, sugerindo acdo das
substancias diretamente sobre receptores opioides centrais ou pelo estimulo a liberacdo de
opioides endogenos. Para confirmacdo do envolvimento do sistema opioide, sugere-se a
realizacdo de novos testes com uso de naloxona, um antagonista opiaceo classico, para
verificar se ha inibicdo do efeito antinociceptivo de M. sylvatica.

A composicdo quimica dos componentes ndo volateis de espécies do género Myrcia €
pouco conhecida (Cerqueira, 2013). Em estudos sobre espécies da familia Myrtaceae ja foram
isolados metabolitos secundarios dos tipos flavonoides (Nassar, 2006, Wollenweber et al.,
2000; Ye et al., 2004) e taninos (Tanaka et al., 1996; Yang et al., 2000; Lee et al., 1997), o
que corrobora com os resultados da CCD com EA de M. sylvatica.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos sintetizados por diversos tipos de plantas.
Ensaios bioldgicos que utilizam os compostos isolados revelam que os esse tipo de compostos
exibe uma vasta gama de efeitos bioldgicos, dentre eles o efeito anti-inflamatério.
InvestigacGes bioquimicas sobre seus mecanismos de acdo demonstraram que estes
compostos inibem uma ampla variedade de sistemas enzimaticos. Certos flavonoides possuem
capacidade de inibir a ciclooxigenase e a lipoxigenase no metabolismo do &cido araquiddnico,
0 que pode contribuir para as suas propriedades anti-inflamatérias (Rotelli et al., 2003).

Segundo Rocha et al. (2011), tanto flavonoides, quanto taninos sdo associados a

diversos graus de atividades anti-inflamatérias e analgésicas. Porém, ha poucos relatos sobre
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0 papel dos taninos nessas atividades (Hosseinzadeh et al., 2011). Assim, as atividades
farmacoldgicas verificadas no EA de M. sylvatica podem ser decorrentes da presenca de
flavonoides, de taninos ou de uma acéo sinérgica entre esses Compostos.

Quanto a composicao do OE de M. sylvatica, o estudo feito por Zoghbi et al. (2003), a
presenca de sesquiterpenos, no total de 39 componentes volateis. J& no estudo de Silva (2012)
foram verificados 98 constituintes quimicos, representados principalmente por sesquiterpenos,
porém também foram identificados monoterpenos em menor quantidade. Nesses dois estudos,
0s constituintes majoritarios variaram conforme o ponto de coleta, sendo o espatulenol
encontrado em todas as amostras como um dos constituintes majoritarios.

Estudos como o de Sulaiman et al. (2009) ja demonstraram que alguns tipos de
sesquiterpenos possuem atividade antinociceptiva, o que leva crer que esses compostos
presentes no OE de M. sylvatica podem ter sido responsaveis pelo efeito antinociceptivo tao
acentuado verificado no teste da formalina. Quanto ao efeito antiedematogénico de M.
sylvatica, sugere-se que seja decorrente da atividade dos compostos ndo volateis presentes
somente no EA.

N&o foram encontrados outros estudos na literatura cientifica a respeito da toxicidade
de M. sylvatica. Neste estudo, foram avaliados, por meio de testes comportamentais, possiveis
efeitos no sistema nervoso provocados pela administragdo do EA de M. sylvatica durante 21
dias. De acordo com Kulig et al., (1996), ha diversos métodos comportamentais disponiveis
para triagem e caracterizacdo efeitos neurotdxicos. Métodos observacionais padronizados e
avaliacdo da atividade motora demonstram ser adequados para avaliacdo inicial de
neurotoxicidade.

No teste do campo aberto, camundongos e ratos costumam andar proximo as paredes,
um comportamento denominado tigmotatismo. O aumento do tempo gasto na parte central, ou
da relacdo de locomocéo central/locomocdo total sdo indicacGes ansidlise. O efeito contrario,
ou seja, uma diminuicdo dessas variaveis, esta associado a efeitos ansiogénicos. O aumento da
locomocédo pode ser considerado um efeito estimulante, enquanto a diminuicdo da mobilidade
e da movimentacdo vertical (levantamentos) estdo relacionados a sedacdo (Prut e Belzung,
2003). O namero de bolos fecais pode ser alterado por diferentes grupos de farmacos, tais
como ansioliticos, ansiogénicos, dentre outros, como espasmoliticos ou espasmogénicos
(Oliveira et al., 2008). Nenhum destes efeitos foi observado com a administracdo do extrato
aquoso de M. sylvatica.

O teste do labirinto em Y avalia a alternancia espontanea entre os bracos do aparelho,

considerada como um indicativo de memoria de curto prazo, enquanto o teste do labirinto
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aquético avalia a memaria espacial em roedores, funcdes relacionadas a &rea do hipocampo
(Park et al., 2010). Os resultados destes testes demonstraram que ndo houve diferengas
estatisticas entre os grupos testados. O comportamento de esquiva inibitéria (memoria
aversiva) no teste da caixa claro-escuro também foi semelhante em todos os grupos testados.
Segundo lzquierdo e Medina (1997), a formacdo da memdria para esse tipo de
comportamento é decorrente de uma série de eventos bioquimicos envolvendo as regides do
hipocampo, amigdala e cortex parietal. Assim, sugere-se que ndo houve alteracbes no
funcionamento dessas areas cerebrais, pois se verificou que ndo houve prejuizo das funcbes
cerebrais de memdria com a administragdo do EA de M. sylvatica.

O teste da barra giratoria avalia a integridade da fungdo motora dos animais,
verificando efeitos como incoordenacdo e relaxamento muscular, os quais podem ser
induzidos por drogas depressoras do sistema nervoso central (Oliveira et al., 2008). Os
resultados obtidos no teste indicaram que a administragio do EA de M. sylvatica nédo
provocou incoordenacdo motora nos animais. Assim, supfe-se um baixo potencial
neurotdxico da espécie, levando-se em consideragdo que em nenhum dos testes

comportamentais foi verificada alguma alteracéo indicativa de neurotoxidade.

CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo, conclui-se que o extrato aquoso bruto e o 6leo
essencial das folhas de M. sylvatica possuem um potencial farmacologico importante. Vale
ressaltar que o extrato aquoso de M. sylvatica apresentou potencial anti-inflamatorio
administrado tanto por via oral quanto por via topica, 0 que poderia justificar a utilizacdo
popular das folhas dessa planta na forma de chas e de banhos de assento para tratar doencas
inflamatdrias. Verificou-se que tanto o extrato aquoso quanto o 6éleo essencial de M. sylvatica
apresentam grande potencial analgésico. Diante disso, conclui-se que sdo necessarios estudos
quimicos e farmacoldgicos que busquem isolar os compostos ativos responsaveis pelas acoes
farmacoldgicas verificadas e determinar o seu mecanismo de acdo, assim como, estudos mais

aprofundados sobre sua toxicidade.
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Tab. 1. Resultado da CCD realizada com EA de M. sylvatica.

METABOLITO RESULTADO
Terpenoides e acidos graxos Negativo
Cumarinas glicosideas Negativo
Flavonoides Positivo
Cumarinas simples Negativo
Taninos hidrolisaveis Positivo
Taninos condensados Positivo
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Tab. 2. Porcentagem de inibigdo do edema no teste de edema de pata induzido por carragenina a 1% realizado
com EA de M. sylvatica.

T°h 22h 3h 42h

Indometacina  81.99%  823%  765%  85.3%
EA 90 437%  31.0%  43.0%  44.2%
EA180 429%  285%  428%  37.3%
EA 270 66.9%  59.9%  53.8%  59.7%
EA topico 69.7%  443%  452%  38.9%
Fonoforese 50.0%  42.9%  50.8%  47.3%
Ultrassom 488%  323%  36.9%  42.6%

Tab. 3. Porcentagem de inibigdo da resposta nociceptiva no teste da formalina realizado com EA de M. sylvatica.

12 fase 2% fase
Morfina 27.1% 71.8%
EA 90 25.2% 23.2%
EA180 31.1% 56.6%
EA 270 60.2% 45.4%

Tab. 4. Porcentagem de inibicao da resposta nociceptiva no teste da formalina realizado com OE de M.

sylvatica.
12 fase 2% fase
Morfina 24.3% 49.4%
OE 50 24.7% 98.8%
OE 100 37.8% 98.0%
OE 200 30.3% 97.3%
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Fig. 1. Efeito do extrato aquoso de Myrcia sylvatica sobre o edema da pata induzido por carragenina em
ratos. Os animais receberam aplicacdo de 0,1 mL de carragenina a 1% na regido subplantar 1h apds a
administracdo dos tratamentos: agua 1ml/kg (controle negativo), indometacina 10 mg/kg (controle
positivo), EA via oral (90, 180, 270 mg/kg), EA via topica (20ul), fonoforese e ultrassom. Os valores
representam a média + erro padrdo.* Diferenca estatistica em rela¢do ao grupo controle negativo (p < 0,05)
no teste de ANOVA seguido de teste de Tukey (n=7). A: grupos de administracdo por via oral e controles
negativo e positivo; B: grupos de administragdo por via topica e controles negativo e positivo.
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Fig. 2. Efeito do dleo essencial de Myrcia sylvatica sobre o0 edema da pata induzido por carragenina em
ratos. Os animais receberam aplicagdo de 0,1 mL de carragenina a 1% na regido subplantar 1h apos a
administracdo dos tratamentos: tween 80 a 0,5% 1ml/kg (controle negativo), indometacina 10 mg/kg
(controle positivo), OE via oral (50, 100, 200 mg/kg), OE via topica (20ul), fonoforese e ultrassom. OS
valores representam a media + erro padrdo.* Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle negativo
(p < 0,05) no teste de ANOVA seguido de teste de Tukey (n=6). A: grupos de administracdo por via oral
e controles negativo e positivo; B: grupos de administragdo por via topica e controles negativo e
positivo.
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Fig. 3. Efeito do extrato aquoso de Myrcia sylvatica sobre a nocicepcdo no teste da formalina em ratos. Os
animais receberam aplicacdo de 0,2 mL de formalina na regido subplantar 1h ap6s a administracdo dos
tratamentos: agua 1ml/kg (controle negativo), morfina 2,5 mg/kg intraperitoneal (controle positivo), EA
via oral (90, 180 e 270 mg/kg) e foram observados em duas fases: 12 fase (0-5 min) e 22 fase (25-30 min)
apos a injecdo de formalina. Os valores representam a média + erro padrdo.* Diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05) no teste de ANOVA seguido de teste de Tukey (n=6).
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Fig. 4. Efeito do o6leo essencial de Myrcia sylvatica sobre a nocicep¢do no teste da formalina em ratos. Os
animais receberam aplicacdo de 0,2 mL de formalina na regido subplantar 1h ap6s a administracdo dos
tratamentos: tween 80 0,5% 1ml/kg (controle negativo), morfina 20 mg/kg (controle positivo), OE (50, 100 e
200 mg/kg) e foram observados em duas fases: 12 fase (0-5 min) e 22 fase (25-30 min) apds a injecdo de
formalina. Os valores representam a média + erro padrdo.* Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle
negativo (p < 0,05) no teste de ANOVA seguido de teste de Tukey (n=6).
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Fig. 3. Efeito da administracdo do extrato aquoso de Myrcia sylvatica sobre o comportamento
de ratos nos parametros avaliados no teste do campo aberto. A: tempo de imobilidade; B: n° de
levantamentos; C: n° de quadrantes centrais percorridos; D: n° de quadrantes periféricos
percorridos; E: n° de autolimpezas; F: n° de bolos fecais . Os animais receberam administracdo
dos tratamentos: agua 1ml/kg (controle negativo) e EA (90, 180 e 270 mg/kg) durante 21 dias
antes da realizacdo do teste. Os valores representam a media + erro padrao.
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Fig. 6. Efeito da administracdo do extrato aquoso
de Myrcia sylvatica sobre a porcentagem de
sequéncias  corretas no teste do labirinto em Y.
Os animais receberam administracdo dos
tratamentos: agua 1ml/kg (controle negativo) e EA
(90, 180 e 270 mg/kg) durante 21 dias antes da
realizacdo do teste. Os valores representam a
média + erro padréo.

Tempo (s)
S

75

200

150-
0

8100-
=
(H]
[t

50-

04

Q
S
&

Fig. 7. Efeito da administracdo do extrato aquoso de
Myrcia sylvatica sobre o tempo de laténcia para
entrada no ambiente escuro no teste da caixa claro-
escuro. Os animais receberam administracdo dos
tratamentos: agua 1ml/kg (controle negativo) e EA
(90, 180 e 270 mg/kg) durante 21 dias antes da
realizacdo do teste. Os valores representam a média
* erro padrao.
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Fig. 8. Efeito da administracdo do extrato aquoso de Myrcia sylvatica sobre o tempo para encontrar a plataforma
submersa no teste do labirinto aquatico. Os animais receberam administracdo dos tratamentos: agua 1ml/kg
(controle negativo) e EA (90, 180 e 270 mg/kg) durante 21 dias antes da realizacdo do teste. Os valores

representam a média + erro padrao.
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Fig. 9. Efeito da administracdo do extrato aquoso de Myrcia sylvatica sobre o tempo de permanéncia na
barra giratoria. Os animais receberam administragdo dos tratamentos: dgua 1ml/kg (controle negativo) e
EA (90, 180 e 270 mg/kg) durante 21 dias antes da realizagdo do teste.Os valores representam a média +

erro padrdo.
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4 SINTESE INTEGRADORA

A pesquisa apresentada nesta dissertacdo constitui um passo inicial para o estudo dos
efeitos farmacoldgicos de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. Verificou-se que essa planta possui
um potencial anti-inflamatério e analgésico, devido aos efeitos antiedematogénico e
antinociceptivo verificados no extrato aquoso bruto e efeito antinociceptivo verificado no 6leo
essencial. Sugere-se a realizacdo de novos experimentos, em diferentes modelos de
investigagdo da inflamacéo e da nocicepcéo, a fim de confirmar os efeitos verificados, além
de estudos que visem isolar 0s compostos quimicos responsaveis por tais efeitos.

Verificou-se também que o extrato aquoso de M. sylvatica ndo apresentou potencial
neurotdxico devido ndo causar alteragdes comportamentais nos testes realizados, sendo
necessarios estudos mais aprofundados sobre sua toxicidade, assim como estudos sobre a
toxicidade do 6leo essencial da espécie.

Por fim, acredita-se que os resultados contidos neste trabalho séo de grande relevancia,
pois servirdo como base para futuras pesquisas, contribuindo para o conhecimento sobre a

eficacia e seguranca no uso medicinal de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. na Amazonia.
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ANEXO A: Normas da Revista “Journal of Medicinal Plant Research”

Journal of Medicinal Plants Research (ISSN 1996-0875) is an open access journal
that provides rapid publication (weekly) of articles in all areas of Medicinal Plants
research, Ethnopharmacology, Fitoterapia, Phytomedicine etc. The Journal welcomes the
submission of manuscripts that meet the general criteria of significance and scientific
excellence.

The cover letter should include the corresponding author's full address and
telephone/fax numbers and should be in an e-mail message sent to the Editor, with the
file, whose name should begin with the first author's surname, as an attachment.

Regular articles

All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages numbered
starting from the title page.

The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title Page
should include the authors' full names and affiliations, the name of the corresponding
author along with phone, fax and E-mail information. Present addresses of authors
should appear as a footnote.

The Abstract should be informative and completely self-explanatory, briefly present the
topic, state the scope of the experiments, indicate significant data, and point out major
findings and conclusions. The Abstract should be100 to 200 words in length.. Complete
sentences, active verbs, and the third person should be used, and the abstract should be
written in the past tense. Standard nomenclature should be used and abbreviations
should be avoided. No literature should be cited.

Following the abstract, about 3 to 10 key words that will provide indexing references
should be listed.

A list of non-standard Abbreviations should be added. In general, non-standard
abbreviations should be used only when the full term is very long and used often. Each
abbreviation should be spelled out and introduced in parentheses the first time it is used
in the text. Only recommended SI units should be used. Authors should use the solidus
presentation (mg/ml). Standard abbreviations (such as ATP and DNA) need not be
defined.

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant
literature on the subject, and the proposed approach or solution. It should be
understandable to colleagues from a broad range of scientific disciplines.
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Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be
reproduced. However, only truly new procedures should be described in detail; previously
published procedures should be cited, and important modifications of published
procedures should be mentioned briefly. Capitalize trade names and include the
manufacturer's name and address. Subheadings should be used. Methods in general use
need not be described in detail.

Results should be presented with clarity and precision. The results should be written in
the past tense when describing findings in the authors' experiments. Previously published
findings should be written in the present tense. Results should be explained, but largely
without referring to the literature. Discussion, speculation and detailed interpretation of
data should not be included in the Results but should be put into the Discussion section.

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this and in
past studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the
paper. The Results and Discussion sections can include subheadings, and when
appropriate, both sections can be combined.

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief.

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible. Tables
are to be typed double-spaced throughout, including headings and footnotes. Each table
should be on a separate page, humbered consecutively in Arabic numerals and supplied
with a heading and a legend. Tables should be self-explanatory without reference to the
text. The details of the methods used in the experiments should preferably be described
in the legend instead of in the text. The same data should not be presented in both table
and graph form or repeated in the text.

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics should
be prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF, JPEG or
Powerpoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Tables should be
prepared in Microsoft Word. Use Arabic numerals to designate figures and upper case
letters for their parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include sufficient
description so that the figure is understandable without reading the text of the
manuscript. Information given in legends should not be repeated in the text.

References: In the text, a reference identified by means of an author's name should be
followed by the date of the reference in parentheses. When there are more than two
authors, only the first author's name should be mentioned, followed by ‘et al'. In the
event that an author cited has had two or more works published during the same year,
the reference, both in the text and in the reference list, should be identified by a lower
case letter like ‘a* and 'b' after the date to distinguish the works.
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Examples:

Abayomi (2000), Agindotan et al. (2003), (Kelebeni, 1983), (Usman and Smith, 1992),
(Chege, 1998; Chukwura, 1987a,b; Tijani, 1993,1995), (Kumasi et al., 2001)

References should be listed at the end of the paper in alphabetical order. Articles in
preparation or articles submitted for publication, unpublished observations, personal
communications, etc. should not be included in the reference list but should only be
mentioned in the article text (e.g., A. Kingori, University of Nairobi, Kenya, personal
communication). Journal names are abbreviated according to Chemical Abstracts.
Authors are fully responsible for the accuracy of the references.

Examples:

Ogunseitan OA (1998). Protein method for investigating mercuric reductase gene
expression in aquatic environments. Appl. Environ. Microbiol. 64:695-702.

Gueye M, Ndoye I, Dianda M, Danso SKA, Dreyfus B (1997). Active N, fixation in
several Faidherbia albida provenances. Ar. Soil Res. Rehabil. 11:63-70.

Charnley AK (1992). Mechanisms of fungal pathogenesis in insects with particular
reference to locusts. In: Lomer CJ], Prior C (eds) Biological Controls of Locusts and
Grasshoppers: Proceedings of an international workshop held at Cotonou, Benin. Oxford:
CAB International, pp 181-190.

Mundree SG, Farrant JM (2000). Some physiological and molecular insights into the
mechanisms of desiccation tolerance in the resurrection plant Xerophyta viscasa Baker.
In Cherry et al. (eds) Plant tolerance to abiotic stresses in Agriculture: Role of Genetic
Engineering, Kluwer Academic Publishers, Netherlands, pp 201-222.

Babalola OO (2002). Interactions between Striga hermonthica (Del.) Benth. and
fluorescent rhizosphere bacteria Of Zea mays, L. and Sorghum bicolor L. Moench
for Striga suicidal germination In Vigna unguiculata . PhD dissertation, University of
Ibadan, Ibadan, Nigeria.

Copyright: Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before (except in the form of an abstract or as part of a published lecture, or
thesis) that it is not under consideration for publication elsewhere; that if and when the
manuscript is accepted for publication, the authors agree to automatic transfer of the
copyright to the publisher.

Article Processing Charge: Authors are charged a $600 handling fee. Handling fee is
accepted only after a manuscript has been reviewed and accepted for publication.



ANEXO B: Autorizacdo do comité de ética para uso de animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA - UFOPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUAGAO E INOVAGAO TECNOLOGICA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ~ CEUAJUFOPA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto Intitulado “Avaliagio da atividade anti-
inflamatéria, antinociceptiva e efeitos toxicolégicos do extrato aquoso e
do dlec essencial de Myrcia sylvatico (G. Mey,) DC", protocolado sob o
numero N2 09008/2013, utilizando 35 (trinta e cinco) camundongos
heterogénicos e 96 (noventa e seis) ratos heterogénicos, sob a
responsabilidade do professor Dr. Ricardo Bezerra de Oliveira, esta de
acordo com 0s principios éticos de experimentacdo animal da comissdo de

£tica no uso de animais da Universidade Federal do Oeste do Para.
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