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RESUMO

Os vegetais tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas para serem
exploradas terapeuticamente. O uso empirico de drogas de origem vegetal € registrado
desde as civilizagdes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas
utilizada pelo homem para cura, prevengéo e tratamento de doencas. Acmella oleracea
(L.) R.K. Jansen, conhecida popularmente no Brasil como jambu é uma hortalica da
familia Asteraceae, bastante apreciada na regido norte do Brasil, onde faz parte de
pratos da culinaria local e da medicina popular. Apesar de existirem indicagdes
populares de Acmella oleracea para o tratamento de determinadas patologias, estudos
toxicologicos do extrato da flor desta espécie ndo sdo descritos na literatura cientifica.
Assim, o objetivo deste trabalho é analisar os efeitos do extrato aquoso das flores de
Acmella oleracea nas doses de 50, 100 e 200mg/kg, sobre a memdria, locomocéo,
coordenacdo motora e ansiedade, através dos testes do labirinto aquatico de Morris,
campo aberto, labirinto em Y, teste do rota-rod e teste caixa claro-escuro, além de
avaliar sua atividade antinociceptiva e antiinflamatéria empregando os testes de
retirada da cauda (tail-flick) e edema de pata induzido por carragenina 1%, no sentido
de contribuir com uma melhor avaliacdo dos beneficios e danos causados pelo uso
desta planta. O uso sub-crénico do extrato aquoso das flores dessa espécie nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg, ndo demonstrou efeitos toxicos sobre membria e
coordenacdo motora dos animais, porém, causou um efeito ansiogénico nos animais no
teste de locomogdo em campo aberto. Nos testes farmacoldgicos, o extrato apresentou
efeito antiedematogénico e antinociceptivo, resultados que corroboram com a
literatura. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que mais estudos que avaliem a
atividade toxicoldgica da Acmella oleracea sdo necessarios, uma vez que esta espécie
constitui uma alternativa para tratamentos de processos inflamatdrios e analgésicos.
Contudo mais testes sdo necessarios para elucidar os provaveis mecanismos de agdo
envolvidos nas atividades antiinflamatoria e antinociceptiva, bem como avaliar

possiveis efeitos tOXicos.

Palavras-Chave: Acmella oleracea, testes comportamentais, atividades
antiedematogeénica e antinociceptiva.
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ABSTRACT

Vegetables have been a rich source of getting molecules to be exploited therapeutically.
The empirical use of drugs of plant origin is recorded since the earliest civilizations, and
Is considered one of the most remote practices used by men to cure, prevent and treat
diseases. Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, popularly known as Jambu is a vegetable
of the family Asteraceae, much appreciated in northern Brazil, where part of local
cuisine and folk medicine. Although there are indications Acmella oleracea popular for
the treatment of certain pathologies, toxicological studies of the extract of the flower of
this kind are not described in the literature. Thus, the goal of this paper is to analyze the
effects of aqueous extract of flowers Acmella oleracea at doses of 50, 100 and
200mg/kg, about memory, locomotion, motor coordination and anxiety by means of
tests of the Morris water maze, field open in Y maze, rota-rod test and test box light /
dark, and evaluating its anti-inflammatory and antinociceptive activity tests employing
the withdrawal of the tail (tail-flick) and paw edema induced by 1% carrageenan in to
contribute to a better assessment of benefits and damages caused by the use of this
plant. The use of sub-chronic aqueous extract of flowers of this species at doses of 50,
100 and 200 mg / kg, showed no toxic effects on memory and motor coordination of the
animals, but caused an anxiogenic effect in animals in the test of locomotion open field.
In pharmacological tests, the extract showed antinociceptive effect antiedematogenic
and these results corroborate with the literature. From the results, it is suggested that
further studies to evaluate the toxicological activity of Acmella oleracea are required,
since this species is an alternative for treatment of inflammatory and analgesics. But
more tests are needed to elucidate the possible mechanisms of action involved in the

activities and antiedematogenic antinociceptive and evaluate possible toxic effects.

Keywords: Acmella oleracea, behavioral tests, and antinociceptive activities
antiedematogenic.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas pelo homem no intuito de substituir ou auxiliar as
terapias convencionais contra um grande numero doencas causadas por diferentes
agentes patoldgicos (KHAN, 2006). A preferéncia na utilizagdo das plantas medicinais
vem da facilidade de obtencdo e do baixo custo. Todavia, as plantas medicinais
possuem ampla diversidade de metabdlitos secundarios com as mais diferentes
atividades bioldgicas que sdo alvo de estudos pela sua importancia terapéutica ou por
sua toxicidade (SIMOES et al., 2010).

No Brasil, pais privilegiado que ocupa o primeiro lugar dentre os 17 paises mais
ricos do mundo em biodiversidade, e detentor de aproximadamente 23% do total de
espécies existentes no planeta (RATES, 2001), diversas plantas da flora nativa séo
amplamente utilizadas na forma de extratos, infusdes ou emplastos sem a devida
comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, caracterizando um sério problema
de saude publica, pois assim como o0s medicamentos convencionais, as plantas
medicinais também apresentam toxicidade (HOLETZ et al., 2002).

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, espécie conhecida popularmente como
jambu, é uma representante da familia Asteracea, tipica do clima tropical que
desenvolve-se bem em clima quente e imido. Destaca-se na regido norte do Brasil por
apresentar inimeras aplica¢des tanto na culinéria quanto na medicina popular.

Diversos trabalhos tém demonstrado as atividades farmacoldgicas presentes em
representantes desta familia (BAE et al.,, 2010a; BOONEN et al., 2010b), porém
estudos que investiguem seus efeitos tdxicos ndo sdo encontrados na literatura,
principalmente pesquisas relacionadas a espécie Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen,
altamente utilizada na regi&o norte do Brasil. Justifica-se assim, a relevancia de nossos
estudos, afim de avaliar as atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas das flores desta
espécie para que haja confirmacdo de suas indicacdes de uso na medicina popular e
seguranca na sua utilizacdo, uma vez que a avaliacdo da acdo toxica de extratos de

plantas é indispensavel para considerar um tratamento seguro.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde o inicio da civilizagdo, 0 homem faz uso das plantas para os mais diversos
fins, levando-o a descoberta de possiveis aplicacGes terapéuticas de determinadas
espécie e sua aplicacdo na prevencdo, tratamento e cura de diversas doencas
(BHANDARE et al., 2010).

Os produtos naturais tém exercido importante papel na medicina popular e
também na medicina moderna, sendo matéria prima de compostos com importantes
atividades biologicas. Apesar do grande avanco da medicina nos ultimos séculos, ainda
existem obstaculos na sua utilizacdo por populacdes carentes que enfrentam a falta de
acesso ao atendimento hospitalar, exames e aos medicamentos industrializados. Tais
motivos, associados com a facil obtencédo e grande tradigdo no uso de plantas medicinais
contribuem para o crescimento da fitoterapia no tratamento de doencas (EVANS et al.,
2002). A fitoterapia € um método de tratamento que utiliza vegetais frescos, drogas
vegetais ou, ainda, extratos vegetais preparados com esses dois tipos de matérias-
primas. Etimologicamente, fitoterapia significa tratamento por meio de plantas, sendo
considerado fitoterapico, todo medicamento obtido e elaborado empregando-se
exclusivamente matérias primas vegetais ativas com finalidade curativa ou profilatica
com beneficio para o usuario (OLIVEIRA, 2009).

A maior fonte de substancias bioativas, sintetizado pelas plantas, sdo 0s seus
metabdlitos secundarios. Por muito tempo estes foram considerados como produtos de
excrecdo do vegetal. Atualmente, entretanto sabe-se que os metabdlitos secundarios
além de serem substancias diretamente envolvidas na adequacéo do vegetal a seu meio,
também apresentam atividades bioldgicas interessantes. Assim, as plantas sdo fontes
importantes de compostos bioativos naturais, que frequentemente se constituiram em
modelos para sintese de grande namero de farmacos (SIMOES et al., 2010).

A partir da segunda guerra mundial, houve um grande avan¢o na industria
quimica que aperfeicoou processos de producgéo sintética de diversos principios ativos,
que anteriormente eram encontrados apenas nos vegetais, 0 que ocasionou uma grande

reducdo no consumo de produtos de origem natural. Por outro lado, os efeitos colaterais
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decorrentes do uso de medicamentos obtidos por sintese eram cada vez mais frequentes,
fazendo com que a populacdo passasse a redescobrir e utilizar as plantas medicinais
para solucdo de seus problemas de saude. Por serem produtos de facil acesso e custo
acessivel seu consumo passou a intensificar-se (CALIXTO, 2000).

O uso de fitoterdpicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins
de diagnostico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978, quando
recomendou a difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para o seu uso (BRASIL,
2006). Como forma de fortalecer e regularizar o uso de fitoterapicos, o Sistema Unico
de Saude apds a década de 80, lancou diversos instrumentos normativos como a Portaria
n°® 212, de 11 de setembro de 1981 que define o estudo das plantas medicinais como
uma das prioridades de investigacdo clinica, a implantacdo do Programa de Pesquisa de
Plantas Medicinais da Central de Medicamentos do Ministério da Saude (PPPM/Ceme),
que, em 1982, objetivou o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e
complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de medicamentos
fitoterapicos, com base no real valor farmacoldgico de preparacdes de uso popular, a
base de plantas medicinais, entre outros (BRASIL, 2006,). Mesmo assim, ainda ha
necessidade de um maior numero de pesquisas que envolvam plantas medicinais,
possibilitando, o descobrimento de substéncias farmacologicamente ativas e o
desenvolvimento de medicamentos acessiveis.

Dentre as varias espécies vegetais utilizadas com fins fitoterapicos, encontram-
se as espécies da familia Asteraceae que se destaca por ser uma familia altamente
diversificada, onde a espécie Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui inimeras
aplicacdes na area da medicina popular na Amazonia e suas atividades farmacologicas
tém sido alvo de estudos (NASCIMENTO et al., 2012; SIMAS et al., 2013).

1.1.2 ACMELLA OLERACEA (L.) R.K. JANSEN

A espécie Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Figura 1) é uma planta da familia
Asteraceae que compreende cerca de 1.535 géneros com aproximadamente 23.000
espécies, sendo a segunda maior familia da Angiospermae (BREMER, 1994), encontra-
se amplamente distribuida nos tropicos e sub-tropicos, especialmente na India,

Venezuela, Africa, Indonésia, Malasia e Brasil (ONG et al., 2011). No Brasil, é
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conhecida popularmente como jambu, jambuagu, agrido-do-pard, agrido bravo, agrido
do Norte, botdo de ouro, erva maluca, planta da dor de dente, entre outros
(POLTRONIERI et al., 2000). As sinoniminas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen
sdo: Spilanthes oleracea L., Cotula pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik.,
Spilanthes acmella var oleracea (L.), Spilanthes fusca MART (LORENZI e MATOS,
2002), Bidens fervida Lan, Bidens fusca Lan, Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes
radicans Schrad. Ex D. C., Spilanthes oleracea b fusca (Lam.) D. C. (HIND e BIGGS,
2003).

Figura 1 — Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen. Foto: Marcia

Silva.

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, caracteriza-se por ser uma planta herbacea,
de 30 a 60 cm de altura, semi-ereta ou quase rasteira, com caule cilindrico, carnoso e de
ramos decumbentes (FAVORETO e GILBERT, 2010). Possui raiz principal pivotante,
com abundantes ramificagdes laterais e raizes adventicias no caule e nos ramos que
estdo em contato com o solo (CARDOSO, 1997). Suas folhas sdo simples, com lamina
amplamente ovada, apresentando pélos esparsos em ambas as superficies (HIND e
BIGGS, 2003). As flores sdo pequenas e amareladas, dispostas em capitulos globosos

gue medem cerca de 1 cm de diametro. As sementes encontram-se localizadas na
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inflorescéncia sendo pequenas achatadas e acinzentadas, sua propagagdo pode ser por
semente ou estaquia (CAVALCANTI, 2008; RATNASOORIYA, 2004).

O jambu é bastante apreciado na regido norte do Brasil, onde faz parte de pratos
da culinaria local e amplamente consumido em festas populares, aléem de ser utilizado
na medicina popular. Suas folhas e flores tem sido utilizadas na medicina tradicional na
forma de infusdo e macerados como diurético (RATNASOORIYA et al, 2004), anti-
inflamatdrio (GERTSCH, 2008), larvicida, inseticida (PANDEYet al., 2007), anestésico
local (CHAKRABORTY et al., 2010), analgésico (RI1OS et al, 2007).

O espilantol, substancia abundantemente encontrada na espécie Acmella
oleracea, é uma amida alifatica (N-isobutilamidas) de férmula molecular C14H23NO,
descrita como um oOleo viscoso ardente, de coloracdo amarelo claro, que produz um
efeito anestésico e de formigamento sobre a lingua, dai sua utilizacdo nas afeccdes da
boca e garganta e como tratamento para dores de dentes (BOONEN 2010a). A sua
composicdo quimica tem potencial para uso industrial, j& existindo varias patentes para
sua utilizacdo como aditivo para alimentos e bebidas (HAUS SHOKUHIN KOGYO Co.
Lt., 1970); agente de limpeza em preparacdes para o corpo e cabelos (TAKASAGO
PERFUMERY Cao. Lt., 1992); uso como produto inseticida, para o controle de insetos e
microorganismos em plantas (NATURAL PROD. KK, 2002), sendo também citado
como indicativo para diversas doencas (GUSMAO et al., 2005).

j—NH

\__

Figura 2 - Estrutura do espilantol (MOLINATORRES et al., 1996).
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Patentes sobre estudos com jambu sdo registrados desde os anos 70 e até o ano
de 2006 foram realizados aproximadamente trinta e quatro pedidos de patentes, todos de
outros paises como Estados Unidos, Inglaterra e Japéo.

Dentre as atividades ja descritas para Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen,
destacam-se as atividades antiinflamatdrias, onde a espécie tem sido utilizada de modo
empirico no combate de infeccBes de garganta, gengiva, afeccGes gerais de boca,
estomatite, hemorroidas, reumatismo e como tratamento para dores de dente (BAE et
al., 2010; BOONEN et al., 2010b; SHARMA et al., 2011). E uma vez que 0 processo
inflamatorio estd envolvido em diversas patologias (COUTINHO et al., 2009), é de

grande importancia compreender a evolucdo deste processo.

1.1.3 O PROCESSO INFLAMATORIO

A origem da palavra inflamagdo vem do grego “phlogosis” e do latim “flamma”,
que significa fogo, &rea em chamas e foi descrita pela primeira vez por Celsus, um
escritor romano que viveu entre os anos 30 aC e 38 dC, onde observou os quatro sinais
cardinais da inflamacdo: calor (aumento da temperatura local), rubor (hiperemia), tumor
(edema) e dor, as quais Virchow acrescentou o quinto sinal clinico, a perda da funcéo
(functiolaesa) (ROCHA e GARCIA, 2006).

O processo inflamatorio € um conjunto coordenado de eventos que permitem
que os tecidos respondam contra agentes nocivos de origem enddgena ou exdgena, com
0 objetivo destruir, imobilizar ou diluir o agente lesivo que podem ser estimulos
agressores de origem quimica, fisica ou bioldgica (TALWAR et al., 2011).

A inflamacdo é caracterizada pelo extravasamento de proteinas séricas e
liquidos, e migracdo de leucécitos para o meio extravascular. Este movimento é
coordenado por diversos mediadores quimicos como aminas vasoativas, eicosanoides e
citocinas que contribuirdo para o surgimento dos sinais cardinais da inflamacdo que sédo
rubor, calor, edema, dor e perda da funcio (ARAWWAWALA et al.,, 2010). O
surgimento destes sinais € ocasionado pela vasodilatacdo local que aumenta o fluxo
sanguineo na area inflamada (rubor e calor). O edema surge principalmente pela fase
exsudativa e produtiva-reparativa, onde ocorre o aumento de liquido e de células

(SERHAN et al., 2008). A dor é originada de mecanismos mais complexos que incluem
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compressdo das fibras nervosas locais devido ao acumulo de liquidos e de células e
agressao direta as fibras nervosas. Ja a perda de funcéo, € decorrente do tumor (edema)
e da propria dor (LAWRENCE et al., 2002). O processo de tentativa de cura e reparo da
regido lesada comeca nas primeiras fases da inflamacdo onde o tecido afetado é
substituido por células parenquimatosas nativas regeneradas, pelo preenchimento com
tecido fibroso (cicatrizagdo), ou pela combinacdo dos dois processos, que geralmente é
finalizado depois da neutralizacao da influéncia nociva (KUMAR et al., 2008). Embora
0 processo inflamatorio tenha por finalidade a eliminacdo do agente agressor e
reparacdo (cicatrizacdo e regeneracdo) do tecido afetado, ele também pode apresentar-se
altamente danoso, causando danos irreversiveis ao organismo (KANTERMAN et al.,
2012).

A inflamacdo de acordo com sua severidade e duracdo determina diferentes
graus ou fases de transformacédo nos tecidos. Categoricamente, a resposta inflamatoria é
dividida em trés distintas fases. Inicialmente é evidenciada uma fase aguda, com
duracdo relativamente variavel (horas a dias), apresentando eventos vasculares com
exsudacdo plasmatica e migracdo de neutréfilos para o sitio lesado, seguida de uma fase
subaguda, em que nota-se, predominantemente, a infiltracdo leucocitaria e de outras
células fagociticas e posteriormente, ocorre a fase crénica, onde a proliferacdo é fato de
destaque, em que ocorre a regeneracdo tecidual e fibrose (MONTENEGRO e
FRANCO, 2008).

1.1.3.1 A FORMACAO DO EDEMA

O endotélio vascular forma a interface entre o sangue e os tecidos, controlando o
extravasamento de solutos, macromoléculas e células brancas do plasma entre os dois
ambientes. Além de possuir grande importancia na manutencdo da funcdo normal
vascular secretando fatores anticoagulantes, respondendo e participando do processo
inflamatdrio, prevenindo a perda de volume do sangue e regulando o ténus vascular
(SURAPISITCHAT et al., 2007).

O endotélio é caracterizado por ser uma barreira dinamica e altamente suscetivel
a diversos estimulos fisiopatologicos. As alteracdes nos vasos sanguineos iniciam-se

rapidamente apos a infeccdo ou lesdo. ApGs uma vasoconstricdo transitéria ocorre
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vasodilatacdo das arteriolas, resultando no aumento do fluxo sanguineo (rubor e calor) e
abertura dos leitos capilares (BOUEIZ e HASSOUN, 2009).

Com a microcirculacdo mais permeavel, ocorre um extravasamento de liquido
rico em proteinas para dentro de tecidos extra vasculares, o que diminui a velocidade da
circulagdo visto que o sangue estard mais viscoso pela maior concentracdo das
hemaceas. A perda de proteina do plasma reduz a pressdo osmatica intravacular e eleva
a pressdo osmatica do liquido intersticial, resultando no fluxo de agua e ions para os
tecidos extra vasculares (MONTENEGRO e FRANCO, 2008). Assim, o0 edema, uma
caracteristica do processo inflamatério, é causado pelo aumento da permeabilidade
vascular, que leva ao extravasamento transvascular de flido rico em proteinas de alto
peso molecular (exsudato) do compartimento intravascular para o intersticio (ALLER et
al., 2006).

1.1.3.2 EVENTOS CELULARES E O PAPEL DOS LEUCOCITOS

Uma importante funcdo do processo inflamatorio é o recrutamento de leucdcitos
circulantes no sangue para o local da lesdo e sua ativagdo. Estdo presentes em grande
quantidade na medula éssea e estas células podem ser rapidamente mobilizadas durante
processos infecciosos e inflamatorios (FURZE e RANKIN, 2008).

A saida dos leucécitos dos vasos ocorre em estagios: (1) marginacao, aderéncia
ao endotélio e rolagem ao longo da parede do vaso; (2) aderéncia firme ao endotélio; (3)
transmigracdo entre as células endoteliais - diapedese e (4) migracdo para os tecidos
intersticiais (KUMMAR et al., 2008). E gracas a diapedese, fendmeno de passagem das
células do sistema imune presentes nos vasos para os tecidos, que os agentes causadores
da lesdo sdo encontrados. Os leucdcitos se locomovem ao longo de um gradiente
quimico, atravessam a membrana basal e passam para o0 espaco extravascular em
direcdo ao local da lesdo (processo de quimiotaxia). No local da lesdo, os neutréfilos e
macrofagos reconhecem o agente agressor, englobam e o destroem (SERHAN et al.,
2008).

Os leucdcitos também sdo capazes de produzir no meio extracelular, fibras
sensiveis constituidas de proteinas que participaram do controle de infec¢bes e como

barreira fisica impedindo o alastramento das bactérias, alem de outras proteinas, que
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possuem funcgdo de destruir bactérias e degradar seus fatores de viruléncia antes mesmo
de serem fagocitadas pelas células de defesa. A desvantagem do potencial defensivo dos
leucdcitos é que, uma vez ativados, podem induzir lesdo tecidual e prolongar a
inflamacéo, ja que os produtos dos leucdcitos que destroem microbios podem também
lesar os tecidos normais do hospedeiro (BRINKMANN et al., 2004).

1.1.3.3 MEDIADORES QUIMICOS NA INFLAMACAO AGUDA

O processo inflamatdrio é mediado por inUmeras substancias de origem celular
ou sanguinea. Muitos mediadores estimulam a liberacéo de outros, exercendo uma a¢do
sinérgica. (ROTELLI et al., 2003). No local da inflamagdo, macrdfagos, mastocitos,
células endoteliais e leucdcitos recrutados do sangue sdo capazes de produzir diferentes
mediadores da inflamacdo (ALLER et al., 2007). A histamina e serotonina sdo
armazenadas nos mastocitos e caracterizam-se por serem um dos primeiros mediadores
liberados. A histamina causa dilatacdo das arteriolas, aumento da permeabilidade
vascular e contracdo venular e é liberada pelos mastocitos. A serotonina possui efeitos
semelhantes a histamina, sendo encontrada nas plaquetas e liberada durante a agregacéo
plaquetéria (ALLER et al., 2006).

A acdo de mediadores quimicos, tais como o0s produtos derivados do
metabolismo do acido araquiddnico (prostaglandinas e leucotrienos),aminoacidos ou
seus derivados (glutamato, noradrenalina, serotonina edopamina), peptideos (cininas,
taquicininas,galanina, colecistocinina), proteinas(citocinas), entre outros, sdo
responsaveis por praticamente cada etapa da inflamacdo e pela multiplicidade de
eventos que ocorrem durante a transmissdodolorosa, tanto no sistema nervoso periférico
quanto no central (CALIXTO et al., 2000).

No processo inflamatorio a atividade dos nociceptores € mediada pela acdo de
substancias algogénicas liberadas e/ou sintetizadas em elevada concentragdo, no
ambiente tecidual. Substancias enddgenas, como prostaglandinas, neuropeptideos,
cininas,aminodcidos excitatorios, entre outros, sdo produzidas e liberadas pelo tecido
lesionado e estimulam os receptores presentes na membrana dos neurdnios. Além disso,
0s mediadores inflamatorios liberados facilitam a neurotransmisséo e sensibilizam o
nociceptor (BJORKMAN, 1995).
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Muitas espécies de plantas possuem substancias que atuam no processo
inflamatorio, assim como as representantes da familia Asteraceae. Embora existam
estudos com diversos géneros dessa familia, testando suas atividades antinociceptiva,
antidiurética, anti-inflamatdria,anti-larvicida entre outros (ONG et al., 2011). Entretanto
ndo ha na literatura trabalhos que evidenciem seus possiveis efeitos toxicos para os que
a utilizam com fins terapéuticos. Considerando este fato, realizaremos no presente
estudo, testes para avaliarmos a atividade neurotoxica de Acmella oleracea e testes de
inflamacéo e analgesia para corroborar pesquisas ja realizadas, verificando assim, as
atividades presentes no jambu consumido na regido amazoénica, j& que existe uma
grande variedade de géneros desta espécie espalhadas nas regides tropicais.

Modelos experimentais como edema de pata induzido por agente flogistico sdo
testes amplamente utilizados para testar a atividade antiinflamatoria de substancias em
pesquisa. Os modelos experimentais de inflamacgdo sdo ferramentas de facil execugdo e
os resultados permitem inferir sobre a etapa do processo inflamatério que o agente
testado pode interferir.

O teste de edema de pata baseia-se na variacdo do volume das patas traseiras dos
animais, que sera medido através do pletismémetro digital (Figura 3), apos a aplicacao
de um estimulo inflamatério. O edema formado € agudo e progressivo e seu
desenvolvimento depende do agente flogistico utilizado. O edema produzido pela
carragenina é bifasico, associado com a producdo de varios mediadores inflamatorios
como a histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, éxido nitrico e citocinas
(ALLER et al., 2007). Na fase inicial, até 1,5 h, histamina e serotonina séo liberadas
seguido de cininas, como a bradicinina, e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), e na
fase final (3-4 h) da inflamacdo sdo liberadas prostaglandinas e outros autacoides que
sdo responsaveis pela formacdo do exsudato inflamatério (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004).
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Figura 3 — Pletismometro digital. Foto: Adrielle

Serra.

1.1.4 O PROCESSO NOCICEPTIVO

Desde a antiguidade, o homem vem buscando formas de aliviar a dor. Estudos
relatam que as primeiras tentativas de controlar a dor utilizavam rituais, nos quais
acrescentavam o uso de plantas com provaveis efeitos farmacologicos (MOOREA,
2009). A dor foi definida em 1900 por Sherrington, um dos primeiros neurocientistas,
como um auxilio psiquico a um reflexo imperativo de protecdo. Esta definicdo refletia
uma dimensdo primitiva da dor, onde a resposta motora era orientada para remover o
tecido de insultos potencialmente prejudiciais (LAMONT et al., 2000). De acordo com
a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (em inglés, IASP), a dor € definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesdo real
ou potencial.

Atualmente a dor é reconhecida como uma das principais consequéncias
relacionadas com as mais diversas patologias e suas repercussdes sdo consideradas
potencialmente prejudiciais para 0 organismo, portanto € um sintoma de alto custo em
termos de sobrecarga humana e financeira (WILHELM et al., 2009). Do ponto de vista
bioldgico, é possivel que se caracterize a dor em duas modalidades bésicas: aguda e

cronica. A dor aguda se manifesta transitoriamente por um periodo curto e na maioria
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das vezes com causas facilmente identificaveis. Funciona como um alerta do corpo para
lesbes em tecidos, inflamagdes ou doencas, centralizada primeiro e depois capaz de se
tornar difusa. Clinicamente, uma dor cronica é aquela que excede seis meses, sendo
constante e intermitente e quase sempre esta associada a um processo de doenca cronica
(MOOREA, 2009).

A nocicepcdo envolve a ativacdo sensorial de neurGnios que transmitem a
informacdo nociceptica para a medula espinhal, de onde é transmitido para 0 supra
espinhal. Através do dano tecidual pode ocorrer ativacdo de nociceptores através da
liberacdo de varios mediadores, incluindo aminodcidos excitatérios, peptideos, lipidios
e citocinas, que se ligam aos receptores e ativam as vias de sinalizacdo (WILHELM et
al., 2009). Os nociceptores sdo terminacGes nervosas livres, ndo-especializadas, que
respondem a estimulos nociceptivos e sdo amplamente encontrados na pele, mucosas,
membranas, fascias profundas, tecido conjuntivo de érgdos viscerais, ligamentos e
capsulas articulares, peridsteo, masculos, tenddes e vasos arteriais; cujos campos de
recepcdo podem ir desde de pequenas regides puntiformes até areas que medem varios
milimetros de didmetro (ALMEIDA et al., 2004).

Assim, o potencial antinociceptivo de um composto pode ser medido pelo seu
poder de aumentar o limiar de excitagdo dessas terminacdes nervosas ao estimulo
doloroso, ou entdo, fazer com que 0s nociceptores ndo percebam ou néo respondam ao
estimulo doloroso. Pesquisas etnofarmacoldgicas tradicionais no uso de plantas para o
alivio da dor sdo vistas como estratégia produtiva e logica na procura por novas drogas
analgésicas (ISHOLA et al., 2011).

Existem atualmente varios modelos experimentais usados para testar a atividade
antinociceptiva de uma substancia, embora os animais submetidos a um estimulo
nociceptivo ndo tenham capacidade de se comunicar verbalmente na ocorréncia da dor,
sdo capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e fisiol6gicas. Essas
respostas comportamentais sdo estudadas e comparadas na presenca de drogas
potencialmente analgésicas que interferem no processo fisiolégico da dor, 0 que nos
permite inferir que um animal de experimentagdo esta experimentando uma resposta
algica (PERAZA et al., 2007).

O teste de tail-flick é realizado utilizando-se um analgesimetro digital (Figura 4),

no qual ocorre a aplicacdo de radiacdo térmica através de um filamento que é aquecido,
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gradativamente até 70°C durante 12 s, a partir do contato com uma pequena superficie
da cauda do animal (HARDY et al., 1957). A retirada da cauda é provocada por este
estimulo térmico, através de um reflexo de origem espinhal. Existindo um aumento de
tempo na retirada da cauda do animal, este € interpretado com uma acgdo
antinociceptiva. Assim a atividade antinociceptiva é determinada tomando-se como base
0 aumento da temperatura para retirada da cauda dos animais tratados em relagcdo as

mesmas respostas dos animais do grupo controle (RAFFA et al., 1992).

Figura 4 — Analgesimetro digital. Foto: Marcia Silva.

1.1.5 TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

O aumento do uso das plantas medicinais foi fortemente influenciado pelo
surgimento do conceito de “natural”. Conceito que muitas vezes € visto como auséncia
de produtos quimicos que possam causar danos ou representar perigo, 0 que nao esta
correto, uma vez que as plantas tem sido fornecedoras de produtos altamente tdxicas ao
longo da histéria (MENGUE et al., 2001). Os gregos utilizavam determinadas plantas
como veneno para execucao de condenados a morte, como no caso do Filésofo Grego
Socrates que foi executado com a ingestdo do extrato de cicuta (ConiumMaculatum) que
é altamente neurotoxico (CROTEAU et al., 2000).

Estudos cientificos tem comprovado a toxicidade de inimeras plantas antes

utilizadas naturalmente sem restri¢des e de forma indiscriminada. Na Franca, o uso de
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capsulas de téucrio (Teucriumchamaedrys L. — Labiateae) causou uma epidemia de
hepatite, essa espécie de planta era tida como segura até que a comercializacdo do
vegetal em céapsulas associado a camomila desencadeou os casos de hepatotoxicidade.
No Brasil, na década de 80, o confrei (Symphytumofficinale L. Boraginaceae) foi
disseminado como planta para a cura de diversas doengas, inclusive o cancer. Estudos
posteriores demonstraram o risco do uso interno desta planta, altamente hepatotdxica
devido a alcaloides pirrolizidinicos (STICKEL e SEITZ, 2000).

As plantas, assim como os demais seres vivos, produzem substancias quimicas
que podem atuar tanto de forma benéfica como téxica ao serem utilizadas. Desta forma,
para que se possa fazer uso medicinal de uma espécie, é fundamental que tenha sido
realizado primeiramente estudos quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos minuciosos
(RITTER et al., 2002).

1.1.6 NEUROTOXICIDADE — MEMORIA, APRENDIZADO, LOCOMOGAO E
COORDENAGCAO MOTORA

A neurotoxicidade tem sido definida como um amplo conceito incluindo os
efeitos adversos sobre a estrutura e funcdo do sistema nervoso central ou periférico,
causado por agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos (SLIKKER JR e BOWYER, 2005).

O sistema nervoso é considerado complexo por conter uma série de mecanismos
pelos quais potenciais agentes desencadeadores de quadros de toxicidade podem
produzir lesdes (SLIKKER JR e BOWYER, 2005). As microglias, células responsaveis
pela imunidade inata do cérebro, sdo consideradas altamente importantes no processo de
inflamacdo mediado por neurotoxicidade, ja que entre suas funcGes esta a destruicdo de
patégenos (ZHENG et al., 2008). Uma das areas mais afetadas no sistema nervoso por
substancias tdxicas € o sistema limbico, onde encontra-se o hipocampo, regido
envolvida no processo de memdria e aprendizado (PREDIGER, 2008), além de
desempenhar um importante papel no processamento de informacGes e no
comportamento animal. A regido dorsal do hipocampo tem funcdo no processo de
aprendizagem espacial e memoria, e a regido ventral tem papel principal no
comportamento relacionado a ansiedade (BANNERMAN et al., 2004).
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Aprendizado e memdria sdo funcBes basicas do sistema nervoso central (SNC),
fundamentais para adaptacdo de um organismo ao meio ambiente (IZQUERDO, 2002).
A aprendizagem é a mudanca de comportamento viabilizada pela plasticidade dos
processos neurais cognitivos. A aprendizagem resulta da recepcdo e da troca de
informagdes entre 0 meio ambiente e os diferentes centros nervosos. Ou seja, a
aprendizagem inicia com um estimulo de natureza fisico-quimica advindo do ambiente
que é transformado em impulso nervoso pelos 6rgdos sensoriais (ROMANELLI, 2003).

Pesquisas envolvendo o comportamento animal tém demonstrado que o0s
organismos sdo capazes de adquirir informagdes acerca de aspectos do ambiente e
também de seus proprios atos, de forma a registrar e conservar de modo codificado, em
seu sistema nervoso central (SNC), eventos relevantes. Esse registro ou a informacéo
codificada seria a representacdo da realidade externa no SNC tornando o animal capaz
de prever eventos e de preparar-se para acdo. Todo este processo de formagdo do mapa
cognitivo esta relacionado ao hipocampo, que permite aos animais elaborarem sua
memorias espaciais, orientando-se espacialmente nos ambientes (O°’KEEFE, 1979).

Outra regido geralmente afetada pela acdo toxica de substancias € o cerebelo,
area do SNC que por muito foi tradicionalmente vista como parte do cérebro com papel
principal sobre o ajuste do movimento, equilibrio e coordenacdo (CHEN et al., 2007),
mas que hoje gracas aos avangos da neurociéncia, além de ser considerado como centro
da coordenacdo motora no SNC, sabe-se que € uma regido participante de uma gama
muito maior de funcdes do que era convencionalmente aceito, incluindo as funcbes
cognitivas, sensoriais e linguisticas entre outras (CHIZHIKOV e MILLEN, 2003;
MURDOCH, 2010).

A avaliacdo da neurotoxicidade de uma substancia pode ser realizada por meio
de métodos comportamentais baseando-se na avaliacdo especifica do comportamento
cognitivo, como o aprendizado e 0s processos relacionados com memoria; na andlise da
funcdo motora, através do esforco e a resisténcia muscular, bem como alteragbes na
marcha; e na avaliacdo da funcdo sensorial que também € incluso no estudo de
metodologias de analises comportamentais (HALLIER-VANUXEEM et al., 2009;
KULLIG et al., 1996). Na utilizacdo de animais para testes de toxicidade, os ratos sao
bastantes empregados, pois ja sdo modelos consagrados e usados na avaliacdo de

plantas medicinais e tdxicas (MELO et al., 2008).
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Nos testes toxicolégicos, o modelo de aprendizagem e memdria labirinto
aquatico de Morris (1981) vem se destacando entre os aparelhos desenvolvidos para
avaliar a memoria e aprendizado em modelos experimentais (Figura 5). Este teste
baseia-se no fato de que roedores apresentam aversdo a imersao em agua (FIGUEIRAS
e MANHAES, 2004) e possuem a caracteristica de serem nadadores natos (MORRIS,
1984; WHISHAW, 1995), procurando assim, sair da agua o mais rdpido possivel,

encontrando e memorizando o local onde se encontra a plataforma de escape.

OBSERVADOR

Figura 5 — Labirinto aquatico. Foto: Ellen Aranha.

O teste da caixa claro/escuro (TCCE) baseia-se na aversao inata de roedores em
areas iluminado e sobre o comportamento exploratério espontaneo (CRAWLEY e
GOODWIN, 1980). E composto de uma caixa experimental dividida em dois
compartimentos, sendo um deles iluminado e outro ndo (Figura 6). Diante da aversdo
natural dos animais a ambientes iluminados, este modelo permite observar os niveis de
ansiedade pela frequéncia no ambiente iluminado. A laténcia de saida do compartimento
escuro também pode ser utilizada como indice de ansiedade. Além da ansiedade, este
teste permite a avaliacdo da memoria dos animais testados, quando aplicado um sistema
de choque, onde os mesmos séo condicionados a lembrar que o ambiente escuro nédo é
seguro.
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Figura 6 — Caixa claro/escuro. Foto: Marcia Silva.

Os modelos que testam a capacidade de memorizacdo e locomogdo como o
Labirinto em Y, (Figura 7) sdo metodologias propostas inicialmente por Montgomery
na década de 50. O labirinto em Y é baseado na tendéncia inata de roedores para
exploracdo de novos ambientes, tornando-se uma ferramenta Gtil no estudo da memdria
em roedores (CHEN et al., 2010).

Figura 7 — Labirinto em Y. Foto: Marcia Silva.
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O teste da barra giratéria (rota-rod) é um teste que permite avaliar a
coordenacdo motora, o equilibrio e a forca muscular (PAZAIT et al., 2009). O
equipamento consiste num cilindro com didmetro de 3 cm, suspenso 20 cm da
superficie do aparelho, movido por um motor que mantém a velocidade constante
(Figura 8). Cada animal é colocado sobre a barra giratoria, e o tempo de permanéncia
até a queda é registrado em segundos.

Figura 8 — Barra giratéria (rota-rod). Foto: Marcia

Silva.

O teste do campo aberto (TCA) (Figura 9) é um modelo de locomocao e sedacdo
podendo ser utilizado tanto para verificar os efeitos de substancias sobre a memoria
espacial e/ou efeitos sedativos sobre o sistema motor dos animais. Substancias
estimulantes do SNC tendem a aumentar os parametros comportamentais registrados no
modelo enquanto que substancias depressoras tendem a diminui-los. A tendéncia natural
do animal em ambiente novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o medo
provocado pela novidade (MONTGOMERY, 1958).
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Figura 9 — Campo aberto. Foto: Marcia Silva.

Estudos toxicoldgicos tém sido amplamente utilizados para analise de possiveis
efeitos toxicos em plantas que possuam algum efeito medicinal, uma vez que o cuidado
na utilizacdo de plantas medicinais é de suma importancia no controle de possiveis
efeitos adversos e colaterais ao organismos, pois apesar de algumas espécies serem
denominadas medicinais podem ser altamente tdxicas de acordo com sua utilizagdo. Por
isso, a toxicidade de plantas medicinais € hoje um problema, motivo de preocupacéao
crescente nos meios cientificos que envolvem fitoterapia, j& que o desconhecimento por
parte da populacdo sobre efeitos secundarios e toxicidade de espécies utilizadas
habitualmente pode levar a consequéncias sérias. Assim, a investigagdo do potencial
toxico de plantas medicinais pode elucidar importantes aspectos farmacoldgicos de seus
principios naturais, permitindo uma utilizagdo segura, conhecendo e respeitando seus

possiveis riscos toxicologicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar 0 os efeitos neurotoxicos do extrato aquoso das flores de Acmella

oleracea (L.) R.K. Jansen, assim como seu potencial farmacoldgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar as principais classes de compostos presentes na espécie Acmella

oleracea atraves do teste de cromatografia em camada delgada (CCA).

Investigar os efeitos da administracdo cronica do extrato aquoso das flores de

Acmella oleracea sobre a aprendizagem e memoria de ratos Wistar.

Avaliar os efeitos da administracdo cronica do extrato aquoso das flores de

Acmella oleracea sobre a locomogéo e coordenagdo motora de ratos Wistar.

Investigar os efeitos ansioliticos/ansiogénicos da administragdo cronica do
extrato aquoso das flores de Acmella oleracea em camundongos.

Investigar os efeitos antinociceptivo e antiedematogénico do extrato aquoso das

flores de Acmella oleracea.
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Atividade farmacologica e toxicoldgica das flores de Acmella oleracea (L.)

R.K.Jansen

RESUMO

Com o objetivo de avaliar os efeitos farmacoldgicos e toxicologicos do extrato aquoso
das flores de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, foram realizados testes de atividade
anti-inflamatoria (edema de pata), antinociceptiva (teste de retirada da cauda) e de
toxicidade sub-crénica (labirinto aquatico de Morris, caixa claro-escuro, labirinto em Y,
campo aberto e rota-rod). O extrato aquoso das flores de A. oleracea nas doses de 50,
100 e 200 mg/kg ndo mostrou efeitos toxicos sobre memoria e coordenagdo motora dos
animais, porém, causou um efeito ansiogénico nos animais no teste de campo aberto.
Nos testes farmacoldgicos, o extrato apresentou efeito antiedematogénico e
antinociceptivo. Os resultados aqui apresentados sugerem uma possivel ligacdo com os
metabdlitos secundarios encontrados nessa espécie, indicando a necessidade de estudos
para a elucidacdo dos compostos encontrados nas flores de A. oleracea e 0 mecanismo
de acdo de cada um deles.

Palavras-Chave: Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, neurotoxidade, atividades
antiedematogeénica e antinociceptiva.

ABSTRACT

Aiming to evaluate the pharmacological and toxicological effects of aqueous extract of
flowers Acmella oleracea (L.) RK Jansen, tests were performed antiedematogenic
activity (paw edema), antinociceptive (tail flick test) and toxic sub-chronic (Morris
water maze, box light / dark Y-maze, open field and rota-rod). The aqueous extract of
the flowers of A. Oleracea at doses of 50, 100 and 200 mg / kg showed no toxic effects
on memory and motor coordination of the animals, but caused an anxiogenic effect in
animals in the open field test. In pharmacological tests, the extract showed
antinociceptive effect and antiedematogenic. The results presented here suggest a
possible link with the secondary metabolites found in this species, indicating the need
for studies to elucidate the compounds found in flowers of A. oeracea and the
mechanism of action of each.

Keywords: Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, neurotoxicity, and antinociceptive
activities antiedematogenic.



44

INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais para prevencdo, tratamento e cura de
diversas doencas € registrado desde as civilizagbes mais antigas como pratica
medicinal da humanidade (Bhandare et al. 2010). Os produtos naturais tém exercido
importante papel na medicina popular e também na medicina moderna, sendo matéria
prima de compostos com importantes atividades biologicas (Moura-costa et al. 2012).
Apesar do grande avango da medicina nos ultimos séculos, ainda existem obstaculos
na sua utilizacdo por populacBes carentes que enfrentam a falta de acesso ao
atendimento hospitalar, exames e aos medicamentos industrializados. Tais motivos,
associados com a facil obtencdo e grande tradicdo no uso de plantas medicinais
contribuem para o crescimento da fitoterapia no tratamento de doencas (Evans et al.
2002; Branddo et al. 2008).

A maior fonte de substancias bioativas, sintetizado pelas plantas sdo 0s seus
metabolitos secundarios (Ghangal et al. 2009; Pavarini et al 2012) . Por muito tempo
estes foram considerados como produtos de excrecdo do vegetal. Atualmente,
entretanto, sabe-se que os metabolitos secundarios além de serem substancias
diretamente envolvidas na adequacdo do vegetal a seu meio, também apresentam
atividades bioldgicas interessantes (Simdes et al. 2010).

Dentre as varias espécies vegetais utilizadas com fins fitoterapicos, encontram-
se as espécies da familia Asteraceae que se destaca por ser uma familia altamente
diversificada, onde a Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui inimeras aplica¢fes na
medicina popular e culindria amazonica, e as atividades farmacologicas das especies
deste género tem sido alvo de estudos (Ley et al. 2006; Ekanem et al. 2007; Wu et al.

2008; Chakraborty et al. 2010). Porém, estudos que avaliem possiveis efeitos toxicos
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sobre a memoria, locomocéo, coordenagdo motora e ansiedade ndo sdo encontrados na
literatura, demonstrando a importancia de pesquisas que investiguem o potencial
toxicoldgico desta e de outras espécies, permitindo assim, uma utilizacdo de forma
segura. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos neurotdxicos
do uso sub-cronico do extrato aquoso das flores de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen,
e corroborar com pesquisas ja realizadas em representantes deste género na avaliacdo
de seu potencial farmacoldgico, demonstrando assim, os efeitos desta espécie
encontrada na Amazonia, ressaltando que a pesquisa sobre sua toxidade € inédita, ndo
sendo encontrados registros na literatura sobre tais estudos na regido amazonica, além
de possuir grande importancia no sentido de contribuir com uma melhor avaliacdo dos

beneficios e danos causados pelo uso desta planta.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL BOTANICO E OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO

As amostras de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, foram coletadas na
comunidade de Diamantino (S 02°29°46,7’/ W 0,54° 40°04,8"") - Santarém-Para, uma
das maiores fornecedoras de jambu para diversas feiras livres da cidade de Santarém.
As exsicatas obtidas na coleta foram identificadas e depositadas no Herbario Embrapa
Amazénia Oriental/Belém sob o codigo (IAN): 188088. As flores previamente
selecionadas foram secas em estufa a 40°C e em seguida trituradas em moinho para
obtencdo de um poé de fina granulagdo. O extrato aquoso foi obtido a partir da dilui¢éo

desse p6 em agua destilada na proporgédo aproximada de 1/20 (p/v) e mantido sob uma
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placa quente a 70°C = 5°C por 2h e meia. Em seguida, o material foi filtrado e

posteriormente liofilizado para sua utilizacdo nos ensaios biologicos.

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A presenca dos grupos de metabolitos secundérios (cumarina e flavonoides) no
extrato aquoso das flores de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen foi determinada por
CCD utilizando placas de gel de silica como fase fixa e empregando-se diversos

sistemas de desenvolvimento, padrdes e reveladores apropriados (Tabela 1).

ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando 100-200g e camundongos
machos da raca Swiss, com peso entre 20-35g provenientes do biotério do Laboratorio
de Bioprospeccédo e Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA)/ Santarém e biotério do Campus da UFOPA de Oriximind. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas com livre acesso a agua e alimentacdo, ciclo
claro-escuro de 12h cada e temperatura controlada (24+2°C).

Todos o0s experimentos obedeceram aos principios éticos da manipulagédo
animal, de acordo com as normas e principios do uso de animais de experimentacdo em
pesquisa, com aprovacéo fornecida pelo Comité de Etica para utilizacdo de animais de
experimentacdo da Universidade Estadual do Para (UEPA) sob o protocolo de n° 12/12

de 26/04/2012.
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TESTES NEUROTOXICOS (COMPORTAMENTAIS)

LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS (MORRIS, 1984)

Para avaliar a memoria espacial utilizamos quatro grupos de ratos machos
Wistar que receberam por via oral (v.0) durante 20 dias, o extrato aquoso da flor de
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e o grupo controle
recebeu somente dgua 1 ml/ kg. Todos os grupos experimentais foram constituidos por
9 animais. Os animais durante todo o periodo do experimento tiveram &agua e comida ad
libitum.

Ap6s 20 dias de tratamento, a memoria e aprendizagem espacial dos animais
foram avaliadas no labirinto aquéatico de Morris, que consiste em uma caixa d’agua de
500 L com &gua até 20 cm da borda a 25+1°C, sendo adicionada tinta branca ndo toxica
para que a superficie se tornasse opaca. A caixa foi dividida em quatro quadrantes
imaginarios Norte (N), Sul (S), Leste (L) e Oeste (O) que serviram como ponto de
partida para os animais durante o teste. Uma plataforma (10 cm x 10 cm) foi escondida
1 cm abaixo da superficie da agua em um local fixo (entre os pontos S e L). Préximo a
caixa d’agua (noroeste ao observador) foi colocada uma lampada incandescente (60W),
que serviu como auxilio para localizagdo da plataforma, assim como os demais objetos
presentes no laboratorio.

No primeiro dia de teste foi realizado o treino; neste momento os animais
aprenderam a localizar a plataforma submersa. Os animais foram colocados

individualmente na caixa d’agua em cada um dos quadrantes. Apos serem colocados na
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agua tiveram a oportunidade de nadar livremente, observando os pontos de referéncia
para procurar a plataforma por 120 segundos ou até que a encontrassem; 0s que nao
encontraram durante o tempo pré-estabelecido foram colocados manualmente sob a
plataforma por 10 segundos para visualizacdo do ambiente. No segundo dia, apos 24h
do treino, foi realizado o teste do labirinto aquéatico, onde se observava o tempo, em
segundos, que cada animal levou para encontrar a plataforma em cada um dos quatro

quadrantes.

CAIXA CLARO/ESCURO (LIGHT/DARK BOX) (DENOBLE ET AL. 1986)

O TCCE é um modelo experimental de esquiva passiva utilizado para a
avaliacdo da memoria aversiva. A CCE foi composta por uma arena em acrilico (46 x
27 x 30cm de altura) dividida em dois compartimentos: o maior (31 x 27 x 30 cm)
branco e iluminado diretamente por uma lampada fluorescente (fria) de 20 W e o
menor (15 x 27 x 30 cm) preto e dotado de tampa. Os dois compartimentos eram
separados por uma placa de acrilico preta de 27 x 30cm (base x altura) com uma
abertura de 7,5 x 7,5cm localizada no centro, possuindo um fundo formado por barras,
ligadas a um dispositivo eletronico para liberagdo de choque. Para realizacdo deste
teste utilizamos ratos Wistar (n=9) que foram tratados como descrito anteriormente.

No primeiro dia de testes foi realizado um treinamento, onde cada rato foi
colocado individualmente no centro do compartimento claro. No momento em que
ocorria transi¢cdo do compartimento claro para o escuro, definida como a passagem das
quatro patas do animal pela divisoria, o animal recebia um choque de 2 mA, durante 2

s, para demonstrar que 0 ambiente escuro néo era seguro.
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A retencdo do aprendizado foi testada ap0s 24h, quando os animais foram
colocados no compartimento claro por um periodo maximo de 5 minutos e o tempo de
laténcia para a entrada no escuro foi registrado (os animais nesta fase nao levaram

choque), sendo avaliada desta forma a memoria tardia dos animais.

LABIRINTOEM Y (SARTER ET AL., 1988)

Esse teste avalia a memoria de curta duracdo e reconhecimento espacial. O
labirinto em Y consiste num equipamento de madeira na forma de Y, com bragos
medindo 10 cm de largura e 34cm de altura, com um braco de 34 cm de comprimento e
dois com 43 cm, tendo um angulo de 120° entre os mesmos. Para a realizagdo do
experimento foram formados quatro grupos de ratos Wistar machos (n=9) que
receberam o tratamento conforme ja descrito. Apds 20 dias de administracbes 0s
animais foram colocados individualmente no labirinto por um periodo de 8 minutos,
registrando-se a sequéncia de entradas nos bragos. As informagdes foram analisadas
para determinar o nimero de entradas sem repeti¢fes. O sucesso do teste é indicado
pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando que os animais podem se
lembrar em qual braco eles entraram por Ultimo. O resultado foi obtido atraves da
seguinte formula matematica (alternacdes espontaneas = n° de acertos/total). Entre cada
sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solucdo de alcool a 20% e secado com

toalhas de papel.
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AVALIACAO DA COORDENAGCAO MOTORA (TESTE DA BARRA GIRATORIA)

O teste da barra giratoria (rota-rod) foi proposto por Dunham e Miya (1957),
sendo apropriado para detectar a acdo de agentes farmacoldgicos sobre a coordenagdo
motora dos animais. O aparelho de Rota-rod é constituido de uma barra giratria, ndo
escorregadia, com 45 cm de altura, 54 de largura e 35 de comprimento; dividida em
quatro compartimentos iguais, sendo um aparelho motorizado, possuindo uma
velocidade regulavel em rotages por minuto (r.p.m.).

Neste teste foram utilizados quatro grupos de Ratos Wistar (n=9) submetidos
durante 20 dias ao tratamento descrito anteriormente. Para que ocorresse a habituagédo
e aprendizado, ap6s o vigésimo dia de administracdo foi realizado um treino com os
grupos, esse treino foi dividido em trés séries de dois minutos. Apds 24h, os animais
foram submetidos ao teste, onde cada animal foi colocado novamente em trés séries de
dois minutos sobre a barra giratoria e o resultado foi obtido pela média de tempo em

segundos de permanéncia de cada grupo no aparelho.

CAMPO ABERTO — BROADHURST, (1960)

Como o objetivo de avaliarmos o comportamento exploratorio e ansiolitico de
camundongos submetidos a administracdo sub-cronica do extrato aquoso de Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen, utilizamos o TCA. O TCA consiste de uma arena circular
branca, com 40 cm de didmetro e 28 cm de altura. Trés circulos concéntricos dividem o
fundo dessa arena em trés partes que, por sua vez, sdo subdivididas por segmentos de

reta em vinte e cinco areas aproximadamente iguais.
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Para realizacdo do experimento foram formados quatro grupos (n=7) de
camundongos Swiss, 0s grupos testes receberam via oral o extrato aquoso da flor de
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg durante 14 dias e
0 grupo controle recebeu somente dgua. Apos o 7° e 14° dia de administracdo, todos 0s
animais foram colocados individualmente no centro da arena e observados durante 5
minutos. A arena foi limpa com alcool a 20% apds cada animal ser retirado, para evitar
que o cheiro de urina e fezes interferissem no teste.

Nesse teste foram observados:
. Numero de cruzamentos (numero de quadrantes percorridos): corresponde a
colocacgdo das quatro patas dentro de um quadrante que compdem uma subdivisdo do
chdo da arena;
. Numero de levantamentos do animal sobre as patas traseiras;
. Tempo em segundos de total auséncia de movimentos;
. NUmero de auto-limpeza;

. Numero de bolos fecais.

TESTES FARMACOLOGICOS

TESTE DA LATENCIA PARA O REFLEXO DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK)
(D"AMOUR E SMITH, 1941)

Este modelo experimental é utilizado para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva, permitindo o estudo de drogas com atividades semelhantes aos
opidides, mediante a avaliacdo do tempo, em segundos (s), que o animal leva para

retirar a cauda do local de incidéncia de um estimulo térmico doloroso. Para o teste,
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utilizamos o analgesimetro Insight, modelo EFF 300, que permitem o controle da
intensidade do calor.

Para a realizacdo do teste foram formados cinco grupos de ratos Wistar
machos, cada um com (n=7), onde os animais controles foram tratados via oral, com
agua (1ml/kg), morfina (5mg/kg) e os grupos testes com o extrato aquoso das flores
de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, 30 minutos
apos a leitura basal. Cada animal era colocado dentro de um contensor e sua cauda
posicionada sobre o filamento metalico de aquecimento entre os dois sensores. As
medidas da laténcia (tempo em segundos de permanéncia da cauda sobre o filamento

metalico) foram tomadas a cada 30 minutos por um periodo de duas horas.

EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 1% - WINTER ET AL. (1962)

Ratos Wistar machos receberam (v.0.) 0s seguintes tratamentos: extrato aquoso
da flor de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen (50, 100 e 200 mg/kg.; a droga padréo
Indometacina 10mg/kg; e o grupo controle somente 4gua 1 ml/ kg, cada grupo foi
constituido por 7 animais.

Apos 1h, cada animal recebeu na regido subplantar da pata posterior direita uma
injecdo 0,1 ml de carragenina diluida a 1% em solucdo salina, apds a aplicacdo da
carragenina, o volume da pata (mL) foi medido nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 h, usando um
pletismémetro digital insight, modelo EFF 304. O volume foi obtido atraves da
subtracdo do volume final menos o volume inicial (VF — V1) de cada pata em cada um

dos tempos.
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como (media £ e.p.m) e analisados através dos
testes “t” de Student e ANOVA (seguida do teste de Dunnett). Valores de p < 0,05 séo

considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo descritos dados obtidos na prospeccédo fitoquimica realizada
com o extrato aquoso das flores de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, onde foi

detectada a presenca de cumarina e flavondides.

EFEITOS TOXICOLOGICOS

Quando comparamos a performance dos grupos no teste do labirinto aquético,
verificamos que ndo houve diferenca significativa na média de tempo para encontrar a
plataforma entre os animais que receberam o extrato aquoso de Acmella oleracea (L.)
R.K.Jansen nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e o grupo controle (p>0,05) (Figura 1).

A Figura 2 mostra que a diferenca na média de tempo entre 0s grupos néo foi
alterada em nenhuma das doses testadas (p>0,05), quando aplicado o teste da caixa
claro-escuro, sugerindo que ndo houve alteracdo de memoria neste modelo
experimental.

A administracdo do extrato aquoso de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen nas

doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, também ndo causou nenhuma alteracdo nos animais
avaliados no teste do Labirinto em Y, ndo ocorrendo diferenca estatisticamente

significante (p>0,05), entre os grupos tratados e o grupo controle (Figura 3), sugerindo
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que a memdria operacional e de reconhecimento espacial dos animais do grupos
tratados ndo sofreu nenhuma alteracao.

Os dados coletados no teste de coordenagdo motora (rota-rod) para avaliacdo de
possiveis efeitos sedativos ou interferéncia na coordenacdo motora dos animais,
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais e
controles (p>0,05) (Figura 4). Os animais aparentemente demonstraram similar
capacidade de locomocao, equilibrio e forca.

No teste campo aberto, os camundongos dos grupos testes apresentaram
ansiedade. Animais em estado ansiogénico apresentam alta atividade e tendéncia em
permanecer nas regides centrais do equipamento. Foi observado uma diferenca
significativa entre os trés grupos no nimero de cruzamentos no centro e periferia do
aparelho quando comparados com o grupo controle (p<0,01) e no numero de
levantamentos (p<0,01), exceto no grupo de 100mg/kg no 14° dia de realizacdo do
teste. Esses resultados refletiram em nimero superior de quadrantes totais percorridos
pelos grupos testes no 7° dia de realizacdo do teste, 50mg/kg: 96+5,6, 100mg/kg:
106£3,7, 200mg/kg:93+£9,4 em comparacdo ao grupo controle 76+£7,3 e no 14° dia,
onde 0s grupos apresentaram as seguintes médias 50mg/kg: 88+10,4, 100mg/kg:
94+5,5, 200mg/kg: 82+6 em comparagdo ao grupo controle 57+6,9. Na quantidade de
auto-limpezas ocorreu diferenca significativa entre grupo controle e tratado nas doses
de 200 mg/kg no 7° dia de realizagdo do teste e na dose de 50 mg/kg no 14° dia. N&o
havendo diferenga entre 0s grupos no parametro de quantidade bolos fecais (p>0,05)

(Figura 5).
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EFEITOS FARMACOLOGICOS

Os grupos testes que receberam o extrato de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, apresentaram diferenga estatisticamente
significante (p<0,01), quando comparados com o grupo controle tratado com solucdo
salina nos quatro momentos de avaliagdo da antinocicepcao (30, 60, 90 e 120m) apos a
administracdo dos tratamentos (Figura 6). O periodo de permanéncia da cauda dos
animais do grupo controle foi de 4.85, 6.78, 5.83 e 6.78s; o grupo da morfina foi de
12, 14.6, 11.7 e 10.3s; o grupo de 50mg/kg foi de 12.9, 11.8, 11.5 e 11.1s; o grupo de
100mg/kg foi de 11.6, 12, 11.5 e 11.7s; e o grupo de 200mg/kg foi de 13.5, 9.6, 10.9 e

10.5s.

O extrato aquoso de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, na dose oral de 50, 100 e
200 mg/kg, inibiu (p<0,05) o desenvolvimento do edema de pata induzido por
carraginina nas primeira, segunda e quarta horas, quando comparado com 0 grupo

controle (Figura 7).

DISCUSSAO

Na pesquisa da atividade farmacoldgica e toxicoldgica de qualquer planta, é
essencial a realizacdo do perfil cromatogréfico para determinagdo dos compostos
presentes nesta espécie, permitindo assim, uma posterior correlagdo com resultados
obtidos em ensaios bioldgicos. Os resultados obtidos na CCD do extrato aquoso das

flores de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, mostraram a presenca de cumarinas e
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flavonoides. Armond (2007) e Borges (2009), realizando o perfil cromatografico do
Oleo essencial das espécies Acmella oleracea L. e Acmella ciliata Kuth, também
detectaram a presenca de flavondides, cumarina, e ainda taninos. Pesquisando a classe
de metabdlitos secundarios no extrato aquoso de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen
através de CCD, Félix-Silva (2012) e colaboradores encontraram em suas triagens
fitoquimicas taninos, cumarinas, fendis e alcaldides. Segundo tais autores estudos
fitoquimicos sistematicos das folhas e flores desta espécie sdo escassos na literatura, o
que limita a quantidade de dados referenciais para comparacao.

Os medicamentos de origem natural tém sido cada vez mais utilizados, por
serem considerados ndo toxicos e seguros, porém reacdes adversas e intoxicacfes
associada ao uso de medicamentos a base de plantas tém sido cada vez mais relatados,
causando danos no figado, coracdo, sangue, rim, sistema nervoso central, pele e, e até
mesmo com acgdo carcinogénica (Shin et al. 2010; Chen et al. 2011).

Ao avaliarmos possiveis efeitos adversos de um tratamento, a neurotoxicidade é
um dos eventos toxicol6gicos mais graves, pois danos gerados, até mesmo a um
pequeno numero de neurbnios, podem ter profundas consequéncias para o0
desempenho global do organismo (Ushakova et al. 1995). Em alguns modelos animais,
tratamentos cronicos com a administracdo de baixas doses de substancias neurotoxicas
produzem déficit cognitivo antes do aparecimento dos sinais motores (Deumens et al.
2002).

Em nosso estudo, observamos que 0s ratos adultos expostos sub-cronicamente
durante 20 dias ao tratamento oral do extrato aquoso das flores de Acmella oleracea
(L) R.K. Jansen, as doses de 50, 100 e 200 mg/kg ndo apresentaram sinais de

neurotoxidade, apresentando médias semelhantes aos controles quando avaliados no
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teste do labirinto aquatico, o que indica que ndo houve diminuicdo na capacidade de
aprendizado e memorizacdo, sugerindo integridade do hipocampo, area relacionada
aos processos cognitivos, em especial, a memoria espacial (Eichenbaum, 2000).

Outro modelo de avaliagdo da memédria € o TCCE. Neste teste, ndo foi
observado aumento significativo no nimero de entradas no compartimento escuro,
apos 24 h do treino, sugerindo que o0s animais tratados com o0 extrato aquoso
permaneceram com memoria de curta duracdo integra. Segundo Sakamoto e
colaboradores (2004) a memdria de curta duracdo pode ser avaliada através de testes
de esquiva passiva, como o TCCE, estando o hipocampo e amigdala entre as areas
associadas a esta funcéo.

Pesquisas com diversos modelos animais tém mostrado que a formacdo da
mem©aria envolve uma série de alteracdes bioquimicas em varias areas do SNC, entre
as quais se destaca o0 hipocampo (Schwabe et al., 2009). Os eventos bioquimicos
envolvidos na formacdo da memoria incluem, inicialmente, a ativacdo de receptores
glutamatérgicos e a ativacdo de cascatas bioquimicas nos neurénios. Em ratos, esses
eventos bioquimicos, ou alguns deles, ocorrem no hipocampo, na amigdala e em
diferentes areas corticais quando os animais sdo submetidos a um novo aprendizado
(Izquierdo e Medina, 1997). Essas areas do SNC aparentemente ndo foram afetadas
pelo uso sub-crénico do extrato aquoso de Acmella oleracea quando aplicado os
modelos experimentais aqui propostos, pois animais que venham a apresentar alguma
lesdo nessas regides do SNC possuem significativa deficiéncia no desempenho de
tarefas que envolvam memoria e aprendizado, ndo conseguindo atingir o mesmo nivel

de desempenho de animais controle (Bueno, 2005).
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No teste Labirinto em Y, quando avaliamos a memoria de curta duracdo e de
reconhecimento espacial dos animais, as medias de entradas corretas entre 0s grupos
foram semelhantes, sugerindo que ndo houve nenhum déficit de memdria nos animais
tratados com o extrato aquoso de A. oleracea.

Segundo Yao et al. (2004), os flavonoides, substancias encontradas na espécie A.
oleracea, sdo compostos polifenolicos considerados antioxidantes que auxiliam nas
atividades da vitamina C, melhorando sua absorcdo e protegendo contra a oxidacao
(Bastianetto e Quirion 2002; Yodim 2002). Pesquisas sobre o dano oxidativo no
processo de envelhecimento, sugerem gque o aumento da ingestdo de antioxidantes
pode trazer beneficios para a manutencdo da funcdo cerebral. E que a suplementacéo
de longo prazo com extratos de plantas com propriedades antioxidantes retarda os
déficits cognitivos relacionados a idade em roedores (Bickford et al. 2000).

Chen e colaboradores, em 2009, mostraram que polifenois, presentes no cha
verde, atenuam disfungbes cognitivas induzidas pelo estresse fisioldgico. Houve
melhora da performance dos animais em diferentes tarefas comportamentais. Ja o
acido ascorbico demonstrou atenuar déficits de aprendizado espacial induzidos pela
escopolamina no teste do water maze (Harrison et al., 2009). Portanto, é provavel que
0 uso mais prolongado do extrato aquoso das flores de Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen, no qual encontramos flavondides, poderia ter melhorado o desempenho dos
grupos testes em ralacdo aos controles nos testes realizados, uma vez que, efeitos
antioxidantes do Jambd ja tém sido relatados (Wongsawatkul et al. 2008).

No TCA, avaliamos sete parametros. O nimero de cruzamentos entre centro e
periferia da arena que avaliam a ansiedade e que podem ser alterados por farmacos

com atividade ansiolitica/ansiogénica; o numero total de cruzamentos, que avalia a
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atividade exploratdria do animal que pode ser afetada por farmacos com agdo no SNC
ou relaxantes musculares periféricos; o nimero total do levantar, nimero de auto-
limpeza e o tempo parado, que avaliam o grau de sedacdo ou medo (ansiedade) e
podem ser alterados por farmacos com atividade ansiolitica/ansiogénica; bem como o
numero de bolos fecais, que pode ser alterado por diferentes grupos de farmacos, tais
como ansioliticos, ansiogénicos, dentre outros, como espasmoliticos ou
espasmogeénicos (Siegel, 1946; Archer, 1973). Nesse modelo experimental nossos
resultados demonstraram que 0s animais tratados, tiveram um comportamento de
locomocdo mais localizado nos quadrantes centrais e que o processo de exploracdo dos
mesmos ao analisarmos o numero de levantamentos, foi significativamente inferior
quando comparado com o grupo controle, o que resultou em maior nimero de
quadrantes percorridos pelos grupos tratados. Segundo Franco et al. (2005), a
mobilidade é funcdo do grau de excitabilidade do SNC e uma diminui¢do desse
parametro é sugestiva de uma atividade sedativa e um aumento com um efeito
ansiolitico. Durante o experimento ndo foi registrado nenhuma imobilidade ou
alteracdo no nimero de bolos fecais entre 0s grupos.

No teste de locomocao (rota-rod), observamos que os animais controles e testes
apresentaram uma média de tempo semelhante na permanéncia sobre a barra giratoria.
Nossos resultados nas doses de 100 e 200 mg/kg corroboram com Ong et al. (2011), no
qual a administracdo oral de 100 mg/kg de extrato metandlico de Acmella uliginosa
(Sw.) Cass, ndo causou alteracbes na coordenacdo motora dos animais quando
submetidos ao teste rota-rod.

Ong et al. (2011) pesquisando a acdo antinociceptiva do extrato

metanolico de Acmella uliginosa (Sw.) Cass, planta que é muito utilizada na Maléasia
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para aliviar a dor, no tratamento de Ulceras na boca, dor de dente, dor de garganta e dor
de estdbmago, obtiveram em seus resultados respostas antinociceptivas em todos os
modelos utilizados, com a administracdo do extrato nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg,
indicando que a espécie possui atividade antinociceptiva em nivel central e periférico.
Em nossos resultados, obtidos no teste de laténcia para o reflexo de retirada da cauda,
também observamos uma acdo antinociceptiva do extrato aquoso de flores de Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, sugerindo que tais efeitos
derivam, provavelmente da acdo dos flavondides presentes nas suas flores, além do
Spilantol, substancia ja descrita na literatura como responsavel pela acdo de dorméncia
que as folhas e flores desta espécie ocasionam na cavidade oral (Ley et al., 2006 e
Boonen 2010).

Analisando a acdo antiiflamatéria do extrato aquoso de flores de Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen, através do teste de edema de pata, obtivemos resultados
eficazes na inibicdo da formacdo dos edemas na primeira, segunda e quarta hora nos trés
grupos testes quando comparados com o grupo controle que recebeu somente agua.

As cumarinas também denominadas de benzopironas representam uma grande
classe de compostos fendlicos encontrados principalmente em plantas, tendo se
mostrado responsavel pelos efeitos antiinflamatdrios encontrados em diversas espécies
(Corréa et al. 2008; Luchini, 2009;) sendo tal metabdlito citado na literatura como
possuidor de atividade antiinflamatéria (Schijlen et al. 2004; Ferrucci et al. 2006).
Assim, podemos sugerir que o efeito antiedematogénico encontrado neste trabalho,
pode estar relacionado com a presenca da cumarina no extrato aquoso, além da presenca

da alquilamida espilantol, um dos maiores constituintes encontrados na espécie Acmella
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oleracea, indicado como responsavel pelos efeitos antiinflamatérios e analgesicos

encontrados nesta espécie (Wu et al. 2008).

CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, demonstrou-se que as flores da espécie
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possuem compostos com elevado potencial
farmacolégico ao analisarmos sua atividade antiinflamatéria e analgésica,
corroborando com pesquisas j& realizadas com representantes desta espécie
encontradas em outras regides do Brasil e do mundo. Embora ndo tenha sido
registrado nenhum sinal de neurotoxidade nos testes de memoria, coordenacdo motora
e locomocédo, a presenca de um efeito ansiogéncio no teste de locomocgdo (TCA)
sugere que mais estudos sdo necessarios a fim de esclarecer esse possivel sinal de

toxidade, e quais sdo 0s compostos responsaveis por esses efeitos.
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METABOLITO ELUENTE REVELADOR PADRAO
Cumarina Tolueno éter KOH 5% Padrio 1,2 benzopirona
. UV 365nm
1,2-benzopirona
Cumarina glicosidea Polar 4cido : AcOEt: Acform.: KOH 5% Padrio esculina
UV 365nm

Terpendides e acido graxo

Terpendides e acido graxo

Flavonoides

Taninos hidrolisaveis e flavondides

Taninos condensados e flavondides

HAc: H,0O

Hex: AcOEt : Acform.

Polar &cido :AcOEt: Acform.:

HAc: H,0O

Polar 4cido ou ButOH: HAc: H,0

ButOH: HAc: H,O

ButOH: HAc: H20

Vanilina sulfirica

Vanilina sulfirica

M P e M Peg

Cloreto férrico 1%

Vanilina cloridrica 1%

Padrao Timol

Padrao Timol

Padrio Flavonoico

Padrio Cha verde

Padrio Cha verde

Tabela 1. Condi¢cdes cromatograficas utilizadas para caracterizacdo fitoquimica do extrato aquoso das flores de A.

oleracea. AcOEt= acetato de etila;Acform=4cido férmico; Hex=

KOH=hidroéxido de potdassio.

hexano; ButOH=n-butanol; HAc: acido acético;



Metabdlitos secundarios Extrato aquoso das flores

Cumarinas +
Acidos graxos -
Flavonodides +

Taninos -

Tabela 2. Triagem fitoquimica do extrato aquoso das flores de A. oleracea. (+) = positivo e (-) = negativo.
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Figura 1. Efeito da administracdo do extrato aquoso das flores de A. oleracea 50mg/kg (A), 100mg/kg (B) e
200 mg/kg (C) no Labirinto Aquatico de Morris. Os valores representam a média + e.p.m., n=9 animais por
grupo. (ANOVA seguida do teste t-Student).
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Figura 2. Efeito da administracdo do extrato aquoso das flores de A. oleracea 50mg/kg (A), 100mg/kg (B) e 200

mg/kg (C) na Caixa claro-escuro. Os valores representam a média + e.p.m., n=9 animais por grupo. (ANOVA
seguida do teste t-Student).
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Figura 3 - Efeito da administracdo do extrato aquoso das flores de A. oleracea 50mg/kg (A), 100mg/kg (B) e
200 mg/kg (C) no Labirinto em Y. Os valores representam a média + e.p.m., n=9 animais por grupo, (ANOVA
seguida do teste t-Student).
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Figura 5 - Efeito da administracdo do extrato aquoso das flores de A. oleracea 50, 100 e 200 mg/kg no Campo aberto sobre QQPC (A), QQPP (B), QTQP (C), QL (D), QAL
(E) e QBF (F). Os valores representam a média + e.p.m. (n=7 animais por grupo), *p < 0,05; **p < 0,01 quando comparado ao controle (ANOVA seguida do teste de Dunnett).
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5 SINTESE INTEGRADORA

Pesquisas sobre os possiveis efeitos farmacoldgicos e toxicologicos de plantas
utilizadas na medicina tradicional no tratamento de diversas doengas propiciam a
avaliacdo de aspectos importantes, como a eficacia e seguranca do uso destas plantas
para a saude da populacdo. Esta pesquisa, através dos resultados obtidos, contribuira
para uma melhor compreensdo dos efeitos toxicos e farmacoldgicos de uma espécie
tipica da regido norte do Brasil (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen).

Nossos resultados nos testes farmacologicos corroboraram com pesquisas ja
realizadas com o Jambu em outras regies do Brasil e do mundo, demonstrando que a
espécie encontrada na regido Oeste do Para também possuiu uma acdo analgésica e
antiinflamatdria, confirmando acgdes citadas pela populacdo para o uso desta espécie. Na
avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos do extrato aquoso das flores de A. oleracea
embora nenhuma alteracdo tenha sido observada nos testes comportamentais
envolvendo ratos, devemos ressaltar que uma acdo ansiolitica foi detectada no teste de
campo aberto com camundongos, demonstrando a importancia da continuidade desta
pesquisa para uma melhor avaliagdo de possiveis efeitos toxicos da planta em estudo.

Assim, os resultados contidos nesta dissertacdo tém relevancia na medida em
que poderdo servir como base para futuras pesquisas, contribuindo assim para
elucidacdo da eficacia e seguranca no uso medicinal de Acmella oleracea (L.)

R.K.Jansen na Amazonia.
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INSTRUCOES AOS AUTORES
Condic¢oes para submissédo

Como parte do processo de submisséo, os autores devem verificar a conformidade da
submisséo em relagéo a todos os itens listados a seguir. Submissfes que ndo estejam de

acordo com as normas sao devolvidas aos autores.
1. O tamanho méximo do arquivo deve ser 3 MB.

2. O manuscrito deve ser acompanhado de uma carta de submisséo indicando que: a) 0s
dados contidos no trabalho séo originais e precisos; b) que todos os autores participaram
do trabalho de forma substancial e estdo preparados para assumir responsabilidade
publica pelo seu conteudo; c) a contribuicdo apresentada a Revista ndo foi previamente
publicada e nem esta em processo de publicacdo, no todo ou em arte em outro veiculo
de divulgacdo. A carta de submisséo deve ser carregada no sistema da Acta Amazonica

como "documento suplementar”.

3. Os manuscritos sdo aceitos em portugués, espanhol e inglés, mas encorajam-se
contribuicdes em inglés. A veracidade das informacdes contidas numa submisséo é de

responsabilidade exclusiva dos autores.

4. A extensdo maxima para artigos e revisdes € de 30 paginas (ou 7500 palavras,
excluindo a primeira pagina, ver item 8) incluindo bibliografia, tabelas, figuras e
legendas, dez paginas (2500 palavras) para comunicacdes e notas cientificas e cinco
paginas para outras tipos de contribuicdes. Tabelas e figuras devem ser inseridas ao
final do texto, nesta ordem. Uma cOpia das figuras deve ser submetida em formato

eletrénico na pagina do Periddico (ver itens 24-31).

5. Os manuscritos formatados conforme as Normas da Revista (InstrucGes para 0s
autores) sdo enviados aos editores associados para pré-avaliacdo. Neste primeiro
julgamento sdo levados em consideragdo a relevancia cientifica, a inteligibilidade do
manuscrito e 0 escopo no contexto amazonico. Nesta fase, contribuicdes fora do escopo

ou de pouca relevancia cientifica sdo rejeitadas. Manuscritos aprovados na pré-
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avaliacdo sdo enviados para revisores (pelo menos dois), especialistas de outras
instituices diferentes daquelas dos autores, para uma anélise mais detalhada.

6. Uma contribuigdo pode ser considerada para publicagéo, se tiver recebido pelo menos
dois pareceres favordveis no processo de avaliacdo. A aprovacdo dos manuscritos esta
fundamentada no conteddo cientifico e na sua apresentagdo conforme as Normas da

Revista.

7. Os manuscritos que necessitam corre¢cdes sao encaminhados aos autores para revisao.
A verséo corrigida deve ser encaminhada ao Editor no prazo de DUAS semanas. Uma
carta de encaminhamento deve ser carregada no sistema da Revista, detalhando as
correcdes efetuadas. Nessa carta, recomendacGes ndo incorporadas a0 manuscrito
devem ser explicadas. Todo o processo de avaliagdo pode ser acompanhado no

endereco, http://submission.scielo.br/index.php/aa/login.

8. A organizacdo do manuscrito deve seguir esta ordem, na primeira pagina: Titulo,
nome(s) e endereco institucional e eletrénico do(s) autor(es). Nas paginas seguintes:
Titulo, Resumo, Palavras-Chave, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussdo e Conclusbes, Agradecimentos (incluido apoio financeiro), Bibliografia

Citada e finalmente, tabelas e figuras com as suas respectivas legendas.

Importante: Toda submissdo deve incluir antes da Introducéo: titulo, abstract e palavras-

chave (keywords) em inglés.

9. As comunicac0es e notas cientificas sdo redigidas separando os tépicos (Introducéo,
etc) em paragrafos, mas sem incluir os seus respectivos titulos. Estas contribuicGes,
como no caso do artigo completo, também devem conter: Titulo, nome(s) e enderego
institucional e eletronico do(s) autor(es), Resumo, Palavras Chave e 0s topicos do artigo
completo incluindo titulo, abstract e palavras-chave (keywords) em inglés. S&o

permitidas ateé trés figuras e duas tabelas.

10. O(s) nome(s) completo(s) do(s) autor(es) deve(m) ser escrito(s) com o ultimo nome
em letras maidsculas. Nomes e instituicdo(6es) com o endereco completo, incluindo

telefone, fax, e-mail devem ser cadastrados no sistema da Revista no ato da submissao.
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11. IMPORTANTE: Os manuscritos ndo formatados conforme as Normas da Revista

NAO so aceitos para publicacio.

12. Os manuscritos devem ser preparados usando editor de texto (e salvos em formato
doc, docx ou rtf), utilizando fonte "Times New Roman", tamanho 12 pt, espagamento
duplo, com margens de 3 cm. As paginas e as linhas devem ser numeradas de forma
continua.

13. O titulo deve ser justificado a esquerda; com a primeira letra maidscula.

14. O resumo, com até 250 palavras ou até 150 palavras no caso de notas e
comunicacdes, deve conter de forma sucinta, o objetivo, a metodologia; os resultados e
as conclusdes. Os nomes cientificos das espécies e demais termos em latim devem ser

escritos em italico.

15. As palavras-chave devem ser em numero de trés a cinco. Cada palavra-chave pode

conter dois ou mais termos. Porém, ndo repetir palavras utilizadas no titulo.

16. Introducdo. Esta secdo deve enfatizar o propdsito do trabalho e fornecer de forma
sucinta o estado do conhecimento sobre o tema em estudo. Nesta secdo devem-se
especificar claramente os objetivos ou hip6teses a serem testados. Nao incluir resultados

ou conclusdes na Introducéo.

17. Material e Métodos. Esta secdo deve ser organizada cronologicamente e explicar 0s
procedimentos realizados, de tal modo que outros pesquisadores possam repetir o
estudo. O procedimento estatistico utilizado deve ser descrito nesta secao.
Procedimentos-padrdo devem ser apenas referenciados. As unidades de medidas e as
suas abreviacBes devem seguir o Sistema Internacional e, quando necessario, deve
constar uma lista com as abreviaturas utilizadas. Equipamento especifico utilizado no
estudo deve ser descrito (modelo, fabricante, cidade e pais de fabricacdo). Material
testemunho (amostra para referéncia futura) deve ser depositado em uma ou mais

colecdes cientificas e informado no manuscrito.

18. Aspectos éticos e legais. Para estudos que exigem autorizagdes especiais (p.exe.
Comité de Etica/Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, IBAMA, CNTBio,
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INCRA/FUNAI, EIA/RIMA, outros) deve-se informar o nimero do protocolo de

aprovacao.

19. Resultados. Os resultados devem apresentar os dados obtidos com o minimo
julgamento pessoal. N&o repetir no texto toda a informacéo contida em tabelas e figuras.
Algarismos devem estar separados de unidades. Por exe., 60 °C e NAO 60° C, exceto
para percentagem (p. exe., 5% e NAO 5 %). Utilizar unidades e simbolos do sistema

internacional e simbologia exponencial. Por exe., cmol kg-* em vez de meqg/100g.

20. Discusséo e Conclusdes. A discussdo deve ter como alvo os resultados obtidos.
Evitar mera especulacdo. Entretanto, hipdteses bem fundamentadas podem ser
incorporadas. Apenas referéncias relevantes devem ser incluidas. As conclusdes devem
conter uma interpretacdo sucinta dos resultados e uma mensagem final que destaque as
implicacOes cientificas do trabalho. As conclusbes podem ser apresentadas como um

topico separado ou incluidas como parte da se¢do Discusséo.
21. Agradecimentos (incluindo apoio financeiro). Devem ser breves e concisos.

22. Bibliografia citada. Pelo menos 70% das referéncias devem ser artigos de periédicos
cientificos. As referéncias devem ser preferencialmente dos ultimos 10 anos e de
preferéncia ndo exceder o numero de 40. Os nomes dos autores devem ser citados em
ordem alfabética. As referéncias devem se restringir a citacdes que aparecem no texto.

Nesta secdo, o titulo do periédico NAO deve ser abreviado.
a) Artigos de periodicos:

Walker, 1. 2009. Omnivory and resource - sharing in nutrient - deficient Rio Negro

waters: Stablilization of biodiversity? Acta Amazonica, 39: 617-626.

Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009. Contribuicdo para o conhecimento da
taxonomia, ecologia e fitogeografia de bri6fitas da Amazonia Oriental. Acta Amazonica,
39: 495-504.

b) DissertacOes e teses:
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Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracdes dos jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no
rio Negro, Amazonas, Brasil. Dissertacdo de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazonia/Fundacdo Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.
c) Livros:

Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of statistics: a
biometrical approach. 2da ed. McGraw-Hill, New York, 1980, 633p.

d) Capitulos de livros:

Absy, M.L. 1993. Mudancas da vegetacdo e clima da Amazobnia durante o
Quaternario. In: Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.; Ledo, E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.).
Bases cientificas para estratégias de preservacdo e desenvolvimento da Amazénia. v.2.

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, Amazonas, p.3-10.
e) Citacéo de fonte eletronica:

CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2 (www.cptec.inpe.br/products/climanalise).
Acesso em 19/05/19909.

23. No texto, citagcdes de referéncias seguem a ordem cronoldgica. Para duas ou mais

referéncias do mesmo ano citar conforme a ordem alfabética. Exemplos:

a) Um autor:

Pereira (1995) ou (Pereira 1995).
b) Dois autores:

Oliveira e Souza (2003) ou (Oliveira e Souza 2003).
c) Trés ou mais autores:

Rezende et al. (2002) ou (Rezende et al. 2002).
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d) Citacdes de anos diferentes (ordem cronoldgica):

Silva (1991), Castro (1998) e Alves (2010) ou (Silva 1991; Castro 1998; Alves
2010).

e) CitagcGes no mesmo ano (ordem alfabética):

Ferreira et al. (2001) e Fonseca et al. (2001); ou (Ferreira et al. 2001; Fonseca et al.
2001).

FIGURAS

24. Fotografias, desenhos e gréaficos devem ser de alta resolucdo, em preto e branco com
alto contraste, numerados sequencialmente em algarismos arébicos. A legenda da figura
deve estar em posicdo inferior a esta. NAO usar tonalidades de cinza em gréafico
dispersdo (linhas ou simbolos) ou graficos de barra. Em grafico de dispersdo usar
simbolos abertos ou sélidos (circulos, quadrados, triangulos, ou losangos) e linhas em
preto (continuas, pontilhadas ou tracejadas). Para gréafico de barra, usar barras pretas,
bordas pretas, barras listradas ou pontilhadas. Na borda da area de plotagem utilizar
uma linha continua e fina, porém NAO usar uma linha de borda na area do grafico.
Evitar legendas desnecessérias na area de plotagem. Nas figuras, NAO usar letras muito
pequenas (< tamanho 10 pt), nos titulo dos eixos ou na area de plotagem. Nos eixos
(verticais, horizontais) usar marcas de escala internas. NAO usar linhas de grade
horizontais ou verticais, exceto em mapas ou ilustracfes similares. O significado das

siglas utilizadas deve ser descrito na legenda da figura.

25. O nimero maximo de figuras é de sete em artigos e de trés em comunicagdes e notas

cientificas e devem ser de alta qualidade.

26. As figuras devem estar dimensionadas de forma compativel com as dimensdes da
Revista, ou seja, largura de uma coluna (8 cm) ou de uma pagina 17 cm e permitir
espaco para a legenda. As ilustragdes podem ser redimensionadas durante a processo de
producdo para otimizar o espaco da Revista. Na figura, quando for o caso, a escala deve
ser indicada por uma linha ou barra (horizontal) e, se necessario, referenciadas na

legenda da figura, por exemplo, barra =1 mm.
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27. No texto, a citacdo das figuras deve ser com letra inicial maidscula, na forma direta
ou indireta (entre paréntesis). Por exe.: Figura 1 ou (Figura 1). Na legenda, a figura deve

ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por exe.: "Figura 1. Analise...".

28. Para figuras ndo originais ou publicadas anteriormente, os autores devem informar
explicitamente no manuscrito que a permissdo para reproducdo foi concedida e carregar
no sistema da Revista, como documento suplementar, o comprovante outorgado pelo

detentor dos direitos autorais.

29. Fotografias e ilustracfes (Bitmap) devem estar no formato tiff ou jpeg, em alta
resolucdo (minimo de 300 dpi). Em gréaficos de dispersao ou de barras utilizar o formato
xlIs, xlsx, eps, cdr ou ai. Cada uma das figuras inseridas no texto deve também ser
carregada no sistema da Acta Amazonica em arquivo separado, como um "documento

suplementar".

30. Fotografias devem estar, preferencialmente, em preto e branco. Fotografias
coloridas podem ser aceitas, mas o custo de impresséo é por conta dos autores. Como
alternativa, pode ser usada figura em preto e branco na versdo impressa e colorida (se

for necessario) na versao eletrdnica, sem custo para 0s autores.

31. Os autores podem ser convidados a enviar uma fotografia colorida, para ilustrar a

capa da Revista. Nesse caso, ndo ha custos para os autores.
TABELAS

32. As tabelas devem ser organizadas e numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. O nimero maximo de tabelas é de cinco para os artigos e de duas para as
comunicacges e notas cientificas. A numeracéo e o titulo (autoexplicativo) devem estar
em posicao superior a tabela. A tabela pode ter notas de rodapé. O significado das siglas

utilizadas na tabela (cabecalhos, etc) deve ser descrito no titulo.

33. As tabelas devem ser elaboradas em editor de texto (extensdo rtf, doc ou docx) e néo

devem ser inseridas no texto como figura (p. exe. no formato jpeg).
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34. A citacdo no texto pode ser na forma direta ou indireta (entre paréntesis), por
extenso, com a letra inicial maiuscula. Por exe. Tabela 1 ou (Tabela 1). Na legenda, a
tabela deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por exe. "Tabela 1.

Andlise...".
INFORMACOES ADICIONAIS

1. A Acta Amazonica pode efetuar alteracbes de formatacdo e correcOes
gramaticais no manuscrito para ajusta-lo ao padrdo editorial e linguistico. As provas
finais sdo enviadas aos autores para a verificacdo. Nesta fase, apenas 0s erros
tipograficos e ortogréficos podem ser corrigidos. Nessa etapa, NENHUMA alteracédo de
conteddo pode ser feita no manuscrito, se isso acontecer, 0 manuscrito pode retornar ao

processo de avaliagéo.

2. A Acta Amazonica ndo cobra taxas para publicacdo. InformacGes adicionais
podem ser obtidas por e-mail acta@inpa.gov.br. Para informacbes sobre um

determinado manuscrito, deve-se fornecer o nimero de submisséao.

3. As assinaturas da Acta Amazonica podem ser pagas com cheque ou vale postal.
Para o exterior, a assinatura institucional custa US$ 100,00 e a assinatura individual
US$ 75,00. Para contato: valda@inpa.gov.br. Tel.: (55 92) 3643-3643 ou fax: (55 92)
3643-3029.
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Belém, 04 de maio de 2012.

WMEDICA VETERINARIA
CRMV/PA 2029

M.V. Esp. ROSA HELENA DE FIGUEIREDO CHAVES
VICE-COORDENADORA DO CEUA/UEPA




