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“...E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se em ver a vida passar;
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RESUMO:

A inflamacdo € uma resposta imune complexa relacionada ao dano tecidual e/ou celular
causada por estimulos quimicos, fisicos, imunologicos ou microbianos. O processo
inflamatdrio envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que inclui
sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual. Em geral, as lesdes teciduais
desencadeiam uma reacdo inflamatoria local recrutando leucécitos, que liberam mediadores
inflamatorios. Essas substancias sdo capazes de sensibilizar nociceptores. Apos a transmissdo
sindptica e modulacdo do sinal nociceptivo pelos neurbnios sensoriais, esses sinais Sao
percebidos como “dor”. A dor ¢ uma experi€ncia que envolve multiplos fatores. A via
supraespinal do controle da dor se origina em muitas regides cerebrais, tais como substancia
periarquedutal cinzenta (PAG), nicleos medianos da rafe e medula rostral ventromedial
(RVM) e possuem papel critico na determinagdo da dor aguda e cronica. Os medicamentos
Anti-inflamatérios Nao Esteroidais (AINEs) sdo utilizados no controle da inflamacdo, os
quais inibem os mediadores inflamatérios, mas podem provocar efeitos adversos como
Ulceras géstricas e danos cardiovasculares. Uma alternativa para o tratamento da dor e
inflamacdo é a utilizacdo de espécies vegetais. O género Eugenia pertence a familia
Myrtaceae e € uma das familias botnicas de maior expressdo nos ecossistemas brasileiros.
Sob o ponto de vista farmacologico, estudos realizados com extratos brutos de espécies
congéneres demonstraram a presenca de propriedade anti-inflamatoria, analgesica,
antifungica, hipotensiva, antidiabética e antioxidante de algumas das espécies. Como classe
fitoquimica de importancia na terapéutica, os flavonoides tem representado um importante
grupo com relevante acdo anti-inflamatoria e gastroprotetora, e estdo presentes de forma
expressiva na composicdo quimica do género Eugenia. O objetivo geral do projeto é avaliar a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia

punicifolia (EHEP). Nesta trabalho foram realizados os testes de toxicidade aguda, avaliacdo
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da performance motora, avaliacdo da atividade antinociceptiva através do teste da formalina,
avaliacdo do envolvimento da via L-arginina-0xido nitrico, do sistema opioidérgico e
glutamatérgico na antinocicepcdo, avaliacdo da inibicdo da p38a MAPK e do TNF-a em
ensaios in vitro, avaliacdo da atividade anti-edematogénica pelos modelos de edema de orelha
induzido pelo xilol e edema de pata induzido pela carragenina, avaliagdo da atividade
antiulcerogénica e determinacdo da motilidade intestinal. Os experimentos in vivo foram
realizados com camundongos ou ratos, conforme metodologia adotada e aprovada pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Instituicdo (n° 369). Os resultados obtidos
ndo demonstraram sinais de toxicidade do EHEP no ensaio de toxicidade aguda com a
administracdo oral de uma dose de 5000 mg/kg. O EHEP apresentou atividade antinociceptiva
na dor neurogénica nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg com inibicdo de 25, 35 e 20 %; € na
dor inflamatéria em 41, 63 e 36% respectivamente em compara¢do com 0 grupo controle
tratado com o veiculo (p<0.05). Com o intuito de investigar os mecanismos de acédo verificou-
se por intermédio do modelo de formalina a participacdo da via do éxido nitrico e do sistema
glutamatérgico na antinocicepcdo do EHEP, e a ndo participacdo do sistema opioidérgico na
atividade antinociceptiva do EHEP. No ensaio da p38a MAPK, o EHEP apresentou inibigédo
da atividade de fosforilagdo da p38a MAPK em cerca de 90%, atuando sobre esta via e no
ensaio do TNF-a, 0 EHEP apresentou baixa inibicdo na liberacdo do TNF-a, ndo atuando
exclusivamente por esta via. Na avaliacdo da atividade anti-edematogénica do EHEP a dose
de 250 mg/kg inibiu o edema de orelha induzido pelo xilol em 64%; no modelo de edema
induzido pela carragenina, o EHEP inibiu o edema em 50% na primeira hora de avaliagdo. Na
avaliacdo do EHEP sobre o trato gastrointestinal, verificou-se pelo modelo de indugdo de
ulcera géstrica por etanol absoluto, uma inibigdo das lesdes da mucosa gastrica do extrato
hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg em

88,4%, 97,6% e 99,8% respectivamente em comparacdo com 0 grupo controle tratado com
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veiculo (p<0.05), assim como ocorreu uma inibicdo de 52,9%, 72,3% e 53% nas doses de
125, 250 e 500 mg/kg respectivamente no modelo de inducdo de Ulcera gastrica por
indometacina. O extrato nas doses de 125 e 250 mg/kg ndo provocou alteragdo no transito
intestinal dos animais em comparacdo com o grupo controle tratado com veiculo (p<0.05). Os
resultados obtidos demonstram uma auséncia de efeito toxico agudo e uma promissora
atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico de folhas de
Eugenia punicifolia associado com uma efetiva acdo gastroprotetora do extrato. Palavras

chave: Dor; inflamacdo; anti-inflamatdrio; antinocicepcdo; Eugenia punicifolia; Myrtaceae.
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ABSTRACT

Inflammation is an immune complex-related tissue damage and / or cell caused by
chemical, physical, immunological or microbial. The inflammatory process involves a
complex cascade of biochemical and cellular events, including awareness and receptor
activation, lysis and tissue repair. In general, tissue damage trigger a local inflammatory
response by recruiting leukocytes, which release inflammatory mediators. These substances
are able to sensitize nociceptors. After synaptic transmission and signal modulation by
nociceptive sensory neurons, these signals are perceived as "pain." Pain is an experience that
involves multiple factors. The route of the supraspinal pain control originates in many brain
regions, such as substance periarquedutal gray (PAG), median raphe nucleus and rostral
ventromedial medulla (RVM) and have a critical role in determining the chronic and acute
pain. Anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are used to control inflammation, which inhibit the
inflammatory mediators, but can cause side effects such as stomach ulcers and cardiovascular
damage. An alternative for the treatment of pain and inflammation is the use of plant species.
The genus Eugenia belongs to the family Myrtaceae, one of the largest botanical families of
expression in the Brazilian ecosystems. From the pharmacological point of view, studies of
similar species crude extracts showed the presence of anti-inflammatory, analgesic,
antifungal, hypotensive, antidiabetic and antioxidant activity of some species. As a class of
importance in therapeutic phytochemical, the flavonoids has represented an important group
with significant anti-inflammatory and gastroprotective, and are present in a significant way
in the chemical composition of genus Eugenia. The project’s overall objective is to evaluate
the antinociceptive and anti-inflammatory activities from hydroalcoholic extract of leaves of
Eugenia punicifolia (EHEP). In this work were performed acute toxicity tests, evaluation of
motor performance, evaluation of antinociceptive activity through the formalin test,

evaluation of the involvement of L-arginine-nitric oxide, the glutamatergic and opioid system
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in antinociception, assessment of inhibition of p38a MAPK and TNF-a in vitro tests, activity
by anti-edematogenic models of ear edema induced by xylene and paw edema induced by
carrageenan, antiulcer activity evaluation and determination of intestinal motility. The
experiments in vivo were performed with mice or rats, according to the methodology adopted
and approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation Institution (No. 369). The
results showed no signs of toxicity in the acute toxicity test by oral administration of EHEP in
a dose of 5000 mg / kg. The EHEP presented antinociceptive activity in neurogenic pain at
doses of 125, 250 and 500 mg / kg with inhibition of 25, 35 and 20%, and inflammatory pain
in 41, 63 and 36% respectively in comparison with the control group treated with the vehicle
(p <0.05). In order to investigate the mechanisms of action was verified through the formalin
model the involvement of nitric oxide and the glutamatergic system in the antinociception
EHEP, and non-participation of the opioid system in the antinociceptive of EHEP. In the
assay of p38a MAPK, the EHEP showed inhibition of phosphorylation of p38a MAPK by
about 90%, and acting on this pathway, in the assay of TNF-a, the EHEP showed low
inhibition in the release of TNF-a, acting not only by this route. In the evaluation of anti-
edematogenic activity of EHEP the dose of 250 mg / kg inhibited ear edema induced by
xylene in 64%; the model of edema induced by carrageenan, the EHEP inhibited the edema
by 50% within the first hour evaluation. In evaluating of the gastrointestinal tract, it was
found by the model of gastric ulcer induced by absolute ethanol, an inhibition of gastric
mucosal lesions from hydroalcoholic extract of leaves of Eugenia punicifolia at doses of 125,
250 and 500 mg/kg in 88.4%, 97.6% and 99.8% respectively compared to control group
treated with vehicle (p <0.05), and an inhibition of 52.9%, 72.3% and 53% at doses 125, 250
and 500 mg / kg respectively in the model of gastric ulcer induced by indomethacin. The
extract doses of 125 and 250 mg / kg did not cause changes in bowel habits of the animals

compared to the vehicle treated control group (p <0.05). The results show an absence of acute
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toxic effect and a promising antinociceptive and / or anti-inflammatory of extract of leaves of
Eugenia punicifolia associated with effective gastroprotective action of the extract.
Keywords: Pain; inflammation; anti-inflammatory; antinociceptive; Eugenia punicifolia;

Myrtaceae.
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1. INTRODUCAO

1.1. INFLAMACAO E DOR

A inflamacdo é uma resposta imune complexa relacionada ao dano tecidual e/ou celular
causada por estimulos quimicos, fisicos, imunoldgicos ou microbianos (Hume & Fairlie,
2005; Serhan & Savill, 2005). Foi caracterizada clinicamente em 30 a.C. pelo médico romano
Aulus Cornélius Celsus por quatro sinais cardinais: calor, rubor, edema e dor. Posteriormente,
Claudio Galeno acrescentou a perda da funcdo do membro afetado. A inflamagdo tem como
objetivo levar a resolugdo do dano tecidual, contribuindo assim para o processo de
homeostasia. Porém, quando esta resposta ndo é modulada, ocorrendo exacerbacdo do
processo, 0 quadro pode se tornar cronico, culminando com a perda de funcdo do tecido e
diminuicdo da qualidade de vida do organismo (Gilroy et al., 2004).

O processo inflamatério envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e
celulares, que inclui extravasamento de plasma, ativacdo enzimatica, migracdo celular,
sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual (Carvalho & Lemonica, 1998).
Em geral, as lesbes teciduais desencadeiam uma reacdo inflamatdria local, iniciadas e
reguladas por mediadores inflamatdrios: aminas (histamina e serotonina de mastdcitos),
proteases plasmaticas [sistema complemento, cininas (bradicinina e calidina) e proteinas
fibrinoliticas e de coagulacdo], mediadores lipidicos [prostaglandinas, leucotrienos e fator
ativador de plaquetas (PAF)], citocinas (de linfocitos ativados e macrofagos — interleucinas e
fator de necrose tumoral), NO, entre outros (Cotran et al.,1996; Rosenberg et al., 1999;
Roberts 11 & Morrow, 2003).

A dor aparece devido aos efeitos diretos de mediadores resultantes tanto do dano inicial
quanto da resposta inflamatéria em si, como pela compressdo dos nervos sensoriais
ocasionada pelo edema local. Uma resposta inflamatdria aguda bem sucedida resulta na

eliminacdo do agente infeccioso seguida pela fase de resolucdo e reparo, a qual é mediada
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principalmente por macrofagos residentes e recrutados. Se a inflamacdo aguda falha em
eliminar o patdgeno, o processo inflamatorio persiste e adquire novas caracteristicas. O
infiltrado de neutrofilos € substituido por macrofagos, e no caso de infeccéo por linfocitos T.
Se o efeito combinado dessas células ainda continua insuficiente, um estado inflamatorio
crénico se segue, envolvendo a formacédo de granulomas (Medzhitov, 2008).

Esses mediadores sdo capazes de estimular e sensibilizar nociceptores, definido por
Sherrington em 1906, como terminac@es livres de neurdnios aferentes primarios (Taiwo &
Levine, 1991; Guieu et al., 1996; Calixto, 2000; Calixto et al., 2001, Basbaum et al., 2009).
Os nociceptores podem ser ativados por diversos estimulos dolorosos, classificados como
mecanicos, térmicos e quimicos. Os mediadores inflamatérios promovem de forma sinérgica
uma alteracdo no mecanismo de transducdo periférica desses estimulos, aumentando a
sensibilidade de transducdo de receptores de elevado limiar, com consequente reducdo no
limiar de percepc¢édo do estimulo doloroso, exagerada resposta a estimulos nociceptivos supra
limiares e dor espontanea (Bonica et al., 1990; Meyer et al., 1994).

Precisamente, a dor € um resultado subjetivo da nocicepcdo, a qual € definida como
processos neurais de codificacdo e processamento do estimulo nocivo (Schaible & Richter,
2004; Loeser & Treede, 2008). Descrevendo melhor, a nocicep¢do € o processo pelo qual
estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos sdo detectados por uma subpopulacéo de
fibras nervosas periféricas, chamadas nociceptores (Basbaum et al., 2009). Os nociceptores
sdo extremamente heterogéneos, diferindo quanto aos tipos de neurotransmissores que
contém, os receptores e canais i6nicos que expressam, na velocidade de conducgéo, nas suas
propriedades de resposta ao estimulo nocivo e sua capacidade de serem sensibilizados durante
a inflamacéo, lesdo e doenca (Stucky et al., 2001). Ha dois tipos de transmissao do estimulo
nociceptivo, de acordo com as caracteristicas da fibra aferente envolvida na transmisséo

nervosa. Estas sdo classificadas de acordo com seu diametro, sua estrutura e presenca de
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mielina. A fibra do tipo C é amielinizada e seu diametro varia entre 0,4 a 1,2 pum, e sao
capazes de propagar o impulso nervoso de maneira mais lenta. As terminag6es desse tipo de
fibra séo receptores termossensiveis ao calor e ao frio e também sdo sensibilizados por
substancias como acetilcolina, serotonina e histamina, bem como a capsaicina (Stein et al.,
2009). Os sinais dolorosos pontuais-rapidos sdo desencadeados por estimulos mecanicos ou
térmicos e transmitidos através dos nervos periféricos para a medula espinhal via fibras A
mielinizadas na velocidade entre 6 e 30 m/s. Existem duas principais subclasses de
nociceptores Ad; ambas respondem a estimulos mecanicos intensos, mas podem ser
diferenciadas pela sua responsividade diferenciada ao calor intenso (tipo | sdo ativadas a
aproximadamente 53 °C; e tipo Il ativadas a aproximadamente 43 °C) (Basbaum et al., 2009).
Em geral, a dor rapida é desencadeada por tipos de estimulos mecanicos e térmicos, enquanto
a dor crénica pode ser desencadeada pelos trés tipos de estimulo (Guyton & Hall, 2006;
Guyton & Hall, 2011).

Ap0s a transmissdo sinaptica e modulacdo do sinal nociceptivo pelos neur6nios sensoriais,
esses sinais sdo finalmente percebidos como “dor” em um contexto que envolve fatores
cognitivos e ambientais (Woolf & Salter, 2000). A dor é uma qualidade sensorial complexa e
indefinida, dificil de ser descrita ou interpretada, pois € uma experiéncia envolvendo
multiplos fatores que nédo inclui apenas a nocicepc¢ao, mas implica também em componentes
cognitivos, afetivos e emocionais (Neugebauer et al., 2009).

A primeira sinapse da via da dor ocorre no corno dorsal espinal, sendo a chave da
regulacdo da transmissdo da nocicepgdo (Heinricher et al., 2009). A sensibilizacdo no corno
espinal é o maior fator na inducdo e na manutencgé@o da nocicepgéo na segunda fase do teste da
formalina. Essa sensibilizacdo resulta da liberacdo pré-sinaptica de mediadores tais como
glutamato e substancia P. Receptores de glutamato (N-metil D-aspartato ou NMDA, acido-a-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico ou AMPA, cainato e substancia P agem
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sinergicamente para promover aumento da excitabilidade neuronal, sensibilizacdo central e
caracterizam um processo periférico conhecido como inflamagdo neurogénica (Geppetti &
Holzer, 1996). As mudancas fisiologicas que acompanham a inflamacdo aguda local incluem
algumas caracteristicas principais e envolve uma sequéncia de eventos, como a vasodilatagéo,
aumento do fluxo sanguineo local e da permeabilidade vascular, infiltracdo de leucdcitos,
prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies reativas de oxigénio, necrose e
apoptose, além da liberacdo de inumeros mediadores pro-inflamatérios (Huerre & Gounon,
1996; Vivier & Malissen, 2005). Podem ainda estimular a sintese de éxido nitrico (NO) pelo
endotélio vascular, causando vasodilatacdo e extravasamento de plasma para os tecidos
(edema), degranulacdo de mastocitos, aumento da liberacdo de enzimas lisossomicas e de
prostaglandinas (Rang et al., 1994; Aley et al., 1998; Sung et al., 2004; Sherwood & Toliver-
Kinsky, 2004).

A via supraespinal do controle da dor se origina em muitas regides cerebrais, tais como
substancia periarquedutal cinzenta (PAG), ndcleos medianos da rafe e medula rostral
ventromedial (RVM) e possuem papel critico na determinacdo da dor crénica e aguda
(Heinricher & Ingram, 2008; Heinricher et al., 2009). O sistema PAG-RVM, importante no
comportamento e nos aspectos terapéuticos da dor, € alvo de alguns agentes analgésicos como
anti-depressivos, agentes opioides, inibidores de ciclooxigenase e canabindides (Hohmann et
al., 2005; Leith et al., 2007).

A estimulacdo dos nociceptores gera potenciais de acdo que sdo conduzidos pelas fibras
dos neurdnios sensoriais primarios aos neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinhal, ascendendo para o cortex (Cheng & Ji, 2008). Assim como todos 0s
neurdnios sensoriais primarios do sistema somatosensorial, 0s nociceptores possuem seus
corpos celulares no géanglio da raiz dorsal ou trigeminal e um axoénio que se bifurca em um

ramo periférico (para inervar o tecido alvo periférico) e um ramo central (o qual entra no SNC
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para fazer sinapse com neurdnios nociceptivos de segunda ordem) (Woolf & Ma, 2007). Os
axonios dos neurbnios de segunda ordem constituem os feixes aferentes que transmitem os
impulsos nociceptivos a estruturas do tronco cerebral e diencéfalo incluindo o talamo,
substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, entre outros (Almeida et al., 2004). O
funcionamento adequado do sistema nociceptivo é essencial para proteger o organismo de
danos teciduais. Entretanto em condi¢des patologicas, este sistema se torna sensibilizado e a
dor transforma-se em doenca (Zeilhofer, 2005).

Os nociceptores ndo sinalizam somente a dor aguda, mas também contribuem em
condicdes dolorosas persistentes de cunho patoldgico. Embora a dor aguda possua um papel
protetor como um sistema de alerta, a dor crénica como a dor neuropatica, é produzida pela
disfuncdo ou lesdo do sistema nervoso periférico ou central e pode persistir por dias, meses ou
anos apos a lesdo nervosa (Zimmermann, 2001; Somers & Clemente, 2009). A dor
neuropatica € caracterizada por sintomas de hipersensibilidade dolorosa, representados pela
alodinia mecénica (respostas dolorosas a estimulos tateis normalmente in6cuos) e hiperalgesia
mecanica e térmica (responsividade aumentada a estimulos previamente nocivos) (Ji &
Strichartz, 2004). Isto é resultado de duas diferentes condi¢des: aumento da responsividade
dos neur6nios da medula espinhal (sensibilizacéo central) ou diminuigdo do limiar de ativagao
dos nociceptores (sensibilizacdo periférica) (Julius & Basbaum, 2001).

Atualmente, ndo se pode considerar somente a atividade neuronal na inducdo e
manutencdo de dores cronicas e neuropdaticas. Desta forma, a ativagdo glial na medula
espinhal parece ser um mecanismo envolvido em neuropatias de diferentes etiologias
(Milligan & Watkins, 2009). Tem sido demonstrado recentemente que astrocitos e microglias
desempenham importantes papéis na transmissao da dor, podendo modular a fungéo sinéptica
e a excitabilidade neural por diferentes mecanismos (Halassa et al., 2007; Pocock &

Kettenmann, 2007).
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Os astrécitos sdo as células gliais mais abundantes no sistema nervoso central. Seu contato
préximo com 0s neurdnios permite a ativacdo astrocitaria por diversos neurotransmissores,
além disso, os astrocitos expressam varios receptores de membrana funcionais (Porter &
Mccarthy, 1997). Dentre estes, pode-se destacar 0s receptores glutamatérgicos ionotropicos
NMDA e ndo-NMDA, bem como receptores purinérgicos e receptores da substancia P. Na
ativacdo astrocitaria, o sinal extracelular promove a ativacdo das vias de sinalizacédo
intracelular ERK/MAPK-1 (proteina quinase ativada por mitdégeno 1) e INK/MAPK- 8 (c-
Jun-N-terminal quinase). Este processo leva a sintese de mediadores pro inflamatoérios, como
IL-1, TNF-0, PGE2 e NO (Milligan & Watkins, 2009).

Durante condicBes neuropaticas, a ativacdo de células gliais promove a liberacdo dos
mesmos sinais neuroexcitatorios que sdo liberados em condi¢bes imunoldgicas. De fato, 0s
eventos fisioldgicos que envolvem o inicio e a manutencdo da dor neuropatica em modelos
animais envolvem sinais neuroexcitatorios que incluem o TNF-a, IL-1 e IL-6 (Watkins et al.,
2001; Marchand et al., 2005). Além disso, todos o0s sinais neuroexcitatorios ou
neuromodulatérios que as células gliais liberam (como SP, aminoacidos excitatorios, NO e
ATP) ou aqueles nos quais as células gliais expressam receptores, desempenham papel
fundamental em estados de dor neuropatica (Mcmahon et al., 2005). Um dos eventos que
ocorrem seguindo a lesdo em nervo periférico é o aumento do Ca®* intracelular, levando a
subsequente ativacdo das vias de p38, MAPK e ERK na microglia. A ativacdo destas vias
promove a ativacao de varios fatores de transcri¢do, como 0 NF-kB e secrecdo de TNF-a, IL-
1, IL-6 e PGEZ2, e o fator neurotréfico derivado do cérebro. Uma possibilidade pela qual as
citocinas pré-inflamatorias liberadas contribuem para a dor € por atuar em seus receptores que
s80 expressos em neurénios em regides responsivas a dor na medula espinhal. Por exemplo,
TNF a e IL-1 sdo liberados por astrocitos e aumentam a excitabilidade neuronal e a forca

sinaptica por aumentar a condutividade dos receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA, bem
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como, por aumentar o numero destes receptores na membrana dos neurénios (Stellwagen &

Malenka, 2006).

1.2. PROTEINA QUINASE E P38a MAPK

As proteinas quinases (PKs) constituem uma familia de enzimas que, atraves da
fosforilacdo de proteinas substrato, regulam a atividade, localizacdo e a funcdo das mesmas
(Manning, 2002). A fosforilacdo dessas proteinas é responsavel pela regulacdo celular, assim
como a transducdo de sinais na célula. Devido as suas funcbes de extrema importancia, as
PKs tém sido alvos de estudos para o desenvolvimento de novos farmacos que modulem suas
funcBes (Schreiber et al., 2009).

As proteinas quinases eucarioticas (ePKs) podem ser divididas em duas subfamilias de
acordo com os residuos que fosforilam: as serina/treonina quinases e as tirosina quinases
(Scapin, 2002). A fosforilacdo € realizada atraves da remoc¢do de um grupo fosfato de uma
molécula de ATP (adenosina trifosfato) e posterior ligacdo covalente deste grupo a um dos
trés aminoacidos, que possuem um grupo hidroxila livre. Este processo, o qual pode ser
revertido pela defosforilacdo catalisada por fosfatases, resulta em mudancas conformacionais
na proteina substrato podendo ativar ou inibir sua funcdo. Em humanos, a desregulacdo das
tirosina-quinases esta relacionada ao desenvolvimento de varias doengas incluindo céncer e
diabetes, além de uma grande variedade de doengas congénitas (Robinson et al., 2000).

As MAPKSs (proteinas quinase ativadas por mitogenos) sao integrantes da subfamilia serina
e treonina quinases e sdo ativadas por uma grande variedade de tensdes ambientais, tais como
choque osmdtico, raios ultra-violeta, luz, choque térmico, desgaste mecanico,
lipopolissacarideos e citocinas inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-a) e

interleucinas-1p.
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A p38a MAPK, uma isoforma das MAPKSs, tem sido relacionada com a inflamacdo e
apoptose. A isoforma p38a ¢ a melhor caracterizada e talvez a mais fisiologicamente
relevante quinase envolvida em respostas inflamatdrias. Além disso, a p38a. MAPK fosforila
diversos fatores de transcricdo, alguns deles responsaveis pela expressao transcricional de
genes que codificam citocinas inflamatdrias, tais como IL-1B ¢ TNF o (Westra & Limburg,
2006; Laufer & Koch, 2008). Estudos mostraram que os inibidores da p38a MAPK podem
diminuir a producédo de citocinas e outras substancias relacionadas com a inflamacdo como a
Ciclooxigenase (COX)-2 e a 6xido nitrico sintase em diferentes estudos de inflamacao
realizados in vivo e in vitro. Varios p38a MAPK inibidores tém sido mostrados para bloquear
a producdo de IL-1 e TNF e outras citocinas (Pearson et al., 2001; Schett et al., 2008).
Portanto, a inibicdo de p38a MAPK ¢é considerada uma nova alternativa para o tratamento de
doencas inflamatdrias, e estudos devem ser realizados para avaliar possiveis inibidores

eficientes desta proteina.

1.3. TERAPEUTICA ATUAL

Atualmente, os medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) sdo amplamente
utilizados e estima-se que todos os dias mais de 30 milhGes de pessoas consomem esse tipo de
medicamento ao redor do mundo (Steinmeyer, 2000). Nos Estados Unidos, cerca de 3 milhdes
de americanos utilizam AINEs, e ha mais de 100 milhGes de suas prescricdes anualmente
(Laine, 2001; Schlansky & Hwang, 2009).

Os AINEs possuem variada estrutura quimica e apresentam atividade analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria (Teixeira, 2001). O seu mecanismo de ac¢ao deve-se a inibigédo
da atividade das enzimas Ciclooxigenase-1 (COX-1) e Ciclooxigenase-2 (COX-2) (Amann &
Peskar, 2002). O uso indiscriminado de AINEs pode levar a efeitos adversos sérios, como 0

surgimento de Ulceras géstricas, que ocorrem pela inibi¢do da sintese de COX-1 (Yuan et al.,
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2006). A COX-1 quando inibida, produz hipermotilidade gastrica, e por isso avalia-se 0
transito intestinal, provocando alterac6es microvasculares, bem como a inducdo de infiltracdo
leucocitaria. Esses Ultimos efeitos resultam em danos a mucosa gastrica (Akiko et al., 2001),
sendo esse o principal fator limitante do uso dos AINEs (Laine, 2003). E estimado que nos
Estados Unidos, o encargo anual para tratamentos diretos e indiretos de Ulceras pépticas € de
3,4 bilhdes de dolares (Sandler et al., 2002).

As Ulceras pépticas sdo lesdes na mucosa gastrica e duodenal provocadas por um
desequilibrio entre os fatores protetores (secrecdo de muco gastroduodenal, producdo de
bicarbonato, fluxo sanguineo adequado) e lesivos (excesso de pepsina ou acido cloridrico) da
mucosa gastrica e duodenal (Shichijo et al., 2003). Estas lesdes podem ser agravadas pelo
consumo de bebidas alcoolicas, tabagismo, estresse, uso de AINEs, fatores dietéticos,
representados pelo consumo excessivo de café, refrigerantes e condimentos, presenca da
bactéria Helicobacter pylori, motilidade gastroduodenal, presenca excessiva de &cidos e
pepsina (Eastwood, 1997). Estudos realizados por Leong (2009) demonstram que a doenca
ulcerosa péptica, afeta igualmente tanto populagdes de paises ocidentais como orientais,
porém a magnitude do problema é regional e tem se agravado muito com 0 uso
indiscriminado e cada vez mais frequente dos AINEs para diferentes finalidades.

Além dos disturbios gastrointestinais, os inibidores seletivos da COX-2, atuam no sistema
cardiovascular e acarretam o desequilibrio da homeostase em favor da trombogénese e da
vasoconstri¢do, resultando em danos ao sistema cardiovascular e infartos do miocéardio
(Vonkeman, 2006). Ainda em relacdo a seus efeitos adversos, o uso de AINEs pelos
individuos do sexo feminino aumenta significativamente a ocorréncia da sindrome do foliculo
luteinizado n&o roto, que contribui para a ocorréncia da infertilidade (Micu et al., 2011).
Também tem se observado que os AINES sdo responsaveis pela segunda causa mais comum

de reacgdes de hipersensibilidade induzida por drogas (Gomes & Demoly, 2005).
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A conducdo clinica da dor é um aspecto essencial na medicina moderna e para a qualidade
de vida, no entanto as terapias atuais sdo freqientemente insuficientes devido a severos
efeitos indesejados ou eficacia limitada. Por essa razao, a descoberta de novas terapias para 0

tratamento da dor torna-se necessaria (Bourinet et al., 2005).

1.4. PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de espécies vegetais com fins de tratamento, cura de doengas e alivio de
sintomas remetem ao inicio da civilizagdo. Desde o inicio da cultura humana, as plantas séo
utilizadas pelo homem com vérios objetivos para sua sobrevivéncia, inclusive fins medicinais.
O papiro de Ebers, espécie de farmacopéia farabnica escrita em torno de 1550 a.C., ja se
referia aos medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700 remédios (Gurgel et
al., 2005).

O uso de plantas medicinais é freqliente em muitas comunidades onde a populacéo utiliza
as plantas de forma empirica para combater os sintomas da doenca, utilizando-se de chas e
infusdes. A unido do conhecimento popular e a investigacdo cientifica € denominada
etnofarmacologia, definida por Rivier & Bruhn em 1979, como sendo uma “area
multidisciplinar de pesquisa baseada na observacéo, descricdo e investigacdo experimental de
drogas indigenas e sua atividade biologica”.

O Brasil mostra-se como um pais com uma das maiores biodiversidades do mundo pela
presenca de diferentes biomas, como o cerrado, o pantanal e a regido amazoénica. A enorme
biodiversidade vegetal € capaz de gerar fitoterapicos, fitofarmacos e prototipos de novas
drogas com importancia econémica (Calixto, 2000; Newman & Cragg, 2007).

Estudos mostraram que dentre 1010 drogas descobertas, 275 (cerca de 30%) sao derivadas
de produtos naturais e 13 % dessas drogas apresentam potencial anti-inflamatorio (Calixto,
2000). Dados da Associacdo Brasileira de Fitoterapia (Abfit) revelam que o mercado de
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fitoterapicos cresce cerca de 10% ao ano e hoje representa 8% da venda nacional de
medicamentos e 15% do mercado internacional. Em 2008, o mercado era de US$ 550 milhdes
no Pais, e a expectativa da industria € de que esse valor dobre até 2011, chegando a US$ 1
bilh&o.

Desde 2007, o sistema publico de sadde do Brasil oferece medicamentos derivados de
plantas, como a “espinheira santa” (Maytenus ilicifolia) para o tratamento de gastrite, Ulcera,
cancer de pele e outras doencas; e do “guaco” (Mikania guaco), como um expectorante. Em
2010 outras seis plantas comecaram a ser distribuidas: a alcachofra (Cynara cardunculus)
para o tratamento da dor abdominal associada com problemas do figado e da bile; a “aroeira”
(Schinus terebinthifolius) para tratar infeccdes ginecoldgicas, a “cascara sagrada” (Rhamnus
purshiana) indicada para constipacgdo; a “garra do diabo” (Harpagophytum procumbens) com
atividade anti-inflamatoria para dor nas costas e osteoartrite; a “isoflavona da soja”
(Fabaceae/Leguminosae) como coadjuvante no tratamento dos sintomas da menopausa e a
“unha de gato” (Uncaria tomentosa) com propriedades anti-inflamatérias (oral e tdpica) para
artrite reumatoide, osteoartrite, cancer e também como fortificante do sistema imunolégico. A
Agéncia Nacional e Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responséavel por aprovar e realizar a
subsequente comercializacdo e producdo dos medicamentos no Brasil. Em 2010, a ANVISA
apresentou uma lista com mais de 60 plantas medicinais com acgéo terapéutica reconhecida
cientificamente (ANVISA, 2010).

No nosso pais muitas plantas séo utilizadas na forma de extratos brutos, infusdes ou
emplastros para tratar infecgbes recorrentes, diversas doencas inflamatorias, particularmente
inflamagbes na pele e cicatrizacdo de feridas, doengas ulcerativas, entre outras. As
preparacdes de plantas medicinais tradicionais sdo comumente usadas, mas a eficacia real e os
principios ativos relevantes sdo usualmente desconhecidos. No entanto, eles séo

medicamentos e, como tal, possuem efeitos colaterias se ndo utilizados corretamente. Por isso,
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é de suma importancia determinar se 0 uso de uma planta que é utilizada como medicamento
é suportado por reais efeitos farmacoldgicos ou é apenas baseado em crenga popular.
Consequentemente, hd uma necessidade de estudos experimentais para demonstrar as
propriedades farmacoldgicas e para identificar os compostos ativos. A elucidacdo de
compostos bioativos de extratos de plantas e seus mecanismos de acdo € um grande desafio
para o desenvolvimento de novos medicamentos derivados de fontes naturais. A farmacopéia
brasileira descreve 48 plantas medicinais em detalhes com apoio em base cientifica. Mais de
100 plantas ja estdo comercialmente disponiveis como produtos farmacéuticos (Lista de
Planta Sindusfarma) (Goettert, 2010). Com o intuito de aprimorar o conhecimento sobre 0s
efeitos farmacoldgicos e também os efeitos colaterais, é importante realizar experimentos
fitoquimicos, bioldgicos e farmacoldgicos. Portanto o estudo de novas drogas derivadas de
plantas medicinais sdo um ponto de partida para novas drogas sintéticas e para otimizacdo de

geracdo de compostos com potencial terapéutico.

1.5. PLANTA UTILIZADA:

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae, uma das familias botanicas de maior
expressdao nos ecossistemas brasileiros, tanto em ndmero de espécies como em numero de
individuos. No Cerrado, das 6.062 espécies citadas por Mendonca et al. (1998), 214
pertencem a familia Myrtaceae, distribuidas em 15 géneros, o equivalente a 3,5% da flora
deste bioma.

Estudo fitoquimico realizado com espécies de Eugenia revelou a presenca de flavonoides,
taninos, terpenoides e Oleos essenciais (Oliveira et al., 2006). Os flavonoides sdo compostos
da familia dos polifenois, abundantes no reino vegetal. Em relagdo as suas propriedades,
pode-se citar a atividade antioxidante, além de atuarem na inibicdo da enzima lipoxigenase -5,

conversora do acido araquidonico em leucotrienos, que sdo mediadores de asma, alergias e

32



inflamacéo, bem como a inibicdo da via da COX (Simdes, 1984; Landolfi et al., 1984). Ha
relatos da acdo anti-inflamatoria dos flavondides tais como a quercetina e a apigenina que
causam inibicdo de COX-2 e de Oxido nitrico sintase (Mutoh et al., 2000; Raso et al., 2001).
Quercetina e luteolina inibem a ativacdo do sistema complemento, diminuindo a adesdo de
células inflamatorias ao endotélio, e por conseqiiéncia, reducdo da resposta inflamatdria
(Friesenecker et al., 1995). Além do potencial anti-inflamatério dos flavondides, esses
flavonoides também apresentam comprovada atividade gastroprotetora (Sannomiya et al.,
2005).

Sob o ponto de vista farmacologico, estudos realizados com extratos brutos desse género,
comprovaram as atividades anti-inflamatdria, analgésica, antifangica, antipirética,
hipotensiva, antidiabética e antioxidante (Oliveira et al., 2006). Eugenia uniflora, uma espécie
brasileira conhecida como pitangueira, é utilizada pela populacdo para tratamento de
distdrbios inflamatérios como reumatismo e febre, dores de estbmago e como
hipoglicemiantes em diabéticos. O extrato hidroalco6lico das folhas da pitangueira apresentou
efeito anti-oxidante, anti-diarréico, hipoglicemiante e bactericida, este ultimo observado no
6leo essencial dessa espécie (Amorim et al., 2009).

Eugenia punicifolia (Kunth) DC, conhecida como pedra-ume cad, é um arbusto que se
encontra amplamente distribuido no cerrado e na regido amazénica, onde popularmente é
usado em infusdes para tratamento de disturbios hiperglicémicos, como a diabetes mellitus
(Leite, 2011) e usa-se a infusdo alcodlica para o tratamento de ferimentos, doencas infecciosas
(Oliveira et al., 2005). Além disso, o extrato de Eugenia punicifolia é empregado para tratar

disturbios estomacais e diarréia (Brito et al., 2007; Bopp et al., 2009).
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Figura 1. Eugenia punicifolia www.flickr.com/photos/38938362@N05

Pesquisas mostraram que a espécie Eugenia punicifolia possui atividade antioxidante
(Gonzaga et al., 2007), efeitos benéficos em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(Brunetti et al., 2006), influéncia nos efeitos dos neurotransmissores nicotinicos colinérgicos
na placa motora, aumentando a neurotransmissdo mediada por receptores nicotinicos para
acetilcolina (Grangeiro et al., 2006), reducdo na producdo de mediadores inflamatdrios TNFa
(fator de necrose tumoral), NFkB e interleucina 1B, apoptose e contribuicdo para a
regeneracdo muscular no distarbio muscular de Duchenne em ratos (Leite et al., 2010) e o
extrato de Eugenia punificolia aumenta a liberacdo excitatoria de catecolaminas de células
cromafins da adrenal bovina quando estimuladas com acetilcolina e potassio, e poderia ser
utilizado como um modelo para sintetizar novos derivados com potencial terapéutica como
prototipo em pacientes com doenca de Alzheimer ( Pascual et al., 2012).

Portanto, em vista dos dados farmacoldgicos de espécies congéneres de Eugenia como

anti-inflamatorio, do potencial farmacolégico dos flavondides como importante classe
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fitoquimica com acdes anti-inflamatorias, é proposto neste projeto a avaliacdo da acgédo
antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato hidroalcodlico de folhas da Eugenia punicifolia

(EHEP) e os possiveis mecanismos envolvidos nas acdes farmacoldgicas detectadas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL.:
O objetivo geral desse trabalho é avaliar o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo do
extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia (EHEP).
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Auvaliar a toxicidade aguda do EHEP em camundongos e a performance motora dos
camundongos tratados com EHEP no aparelho “Rota Rod”;

» Avaliar o efeito antinociceptivo in vivo do EHEP utilizando o modelo de indugéo de
nocicepc¢éo pela injecdo intraplantar de formalina em camundongos;

» ldentificar os possiveis mecanismos de agdo antinociceptiva do EHEP por meio da
investigagdo do efeito do extrato sobre as vias do Oxido nitrico, do sistema
glutamatérgico e sistema opioidérgico;

» Avaliar o efeito inibitorio sobre a p38a. MAPK;

» Auvaliar o efeito inibitorio sobre a TNF-a;

» Determinar o potencial efeito anti-edematogénico do EHEP no modelo de inflamacéo
aguda induzida pelo xilol e no modelo de edema de pata induzido pela carragenina;

» Auvaliar a atividade antiulcerogénica do EHEP no modelo de inducdo de ulcera
gastrica por etanol e indometacina e

> Determinar a motilidade intestinal do EHEP.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

As amostras foram coletadas e identificadas no Instituto Florestal e Estacdes
Experimentais Floresta Estadual de Assis, pelo Dr. Antonio C. G. Melo. O espécime da
Eugenia punicifolia foi depositado no Acervo do Herbario D. Bento Pickel (Instituto

Florestal) — nimero 43.522.

3.2. PREPARACAO DOS EXTRATOS

O extrato foi preparado a partir de 10 g do material vegetal onde foram adicionados 100
mL de solvente (Etanol: agua 70:30). Esta solucdo foi mantida em maceragdo dinamica por
um periodo de 2 horas. Em seguida, a solucdo foi filtrada e o residuo reextraido por mais duas
vezes, seguindo o mesmo processo. Posteriormente a solucdo foi seca em estufas a no
maximo 40 °C. O rendimento do extrato hidroalcodlico das folhas obtido foi de 51%. No total

foram coletadas 7 kg de folhas de Eugenia punicifolia.

3.3. ANIMAIS
Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e fémeas (25-40g) e ratos machos

Wistar (160 a 200g) para os experimentos, provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu e do Biotério Anilab (Paulinia-SP) aclimatados as condi¢cdes do biotério setorial por
pelo menos sete dias antes da manipulacdo experimental, sob temperatura (23+ 2°C) e ciclo
claro-escuro de 12 horas controlado. Os animais foram alimentados com ragéo Purina® e
agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi
submetido ao Comité de Etica na Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da

UNESP - Botucatu (Protocolo numero 369 — Anexo 1).
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4. ATIVIDADE FARMACOLOGICA GERAL
4.1. Toxicidade aguda e “screening” hipocratico (Brito, 1994):

Foram utilizados camundongos machos e fémeas Swiss, divididos em grupos (n=8-10): um
grupo tratado com o veiculo (salina) e os demais tratados com uma dose aguda de 5000 mg/kg
do extrato hidroalcéolico de Eugenia punicifolia DC. Os tratamentos foram realizados
oralmente e 0s parametros comportamentais, descritos por Brito (1994) — Anexo 2, foram
observados aos 30, 60, 120, 240 e 360 min. ap6s a administracdo do extrato, bem como o
namero de mortes. O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente por 14 dias ap6s o
inicio dos experimentos. No décimo quinto dia, os animais foram mortos e os seguintes
6rgdos foram retirados: coracdo, figado, pulméo, baco, rins, testiculos, ovarios e Uteros. Estes
6rgdos foram pesados para se realizar uma determinacdo analitica e comparativa em relacao
aos animais submetidos ao tratamento com o veiculo. Alteragdes estatisticamente significativa
dos pardmetros adotados entre 0s animais tratados com o EHEP e tratados com o veiculo

foram indicativos de efeito toxico agudo do extrato vegetal.

4.2. Avaliacao da performance motora “Rota Rod” (Dunham & Myia, 1957 com
modificagdes):

Para avaliar o efeito do EHEP na performance motora dos camundongos machos utilizou-
se 0 aparelho “rota Rod”. O aparelho contém uma barra de ferro giratoria com velocidade
regulavel em rotacbes por minuto (6 rpm), separada em 04 compartimentos permitindo a
avaliacdo simulténea de varios animais. Camundongos Swiss machos (n=8) foram separados
em diferentes grupos: veiculo (salina 10 ml/kg) e EHEP (250 mg/kg) que receberam os
diferentes tratamentos oralmente administrados 60 minutos antes da avaliacdo da performance

locomotora. O grupo utilizado como controle recebeu o tratamento com diazepam (2,0 mg/kg,
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i.p.) 30 minutos antes da avaliacdo. Foi analisado o numero de quedas de cada animal durante
0s 3 minutos de observacéo.

4.3. Teste da formalina (Hunskaar & Hole, 1985 com modificagdes):

O modelo mais especifico de dor aguda é caracterizado pelo teste de formalina. Este teste
possui uma resposta distinta (bifésica) de resposta de dor: 1) Fase inicial: inicia-se logo apds a
administracdo de formalina e desaparece apGs aproximadamente 5 minutos. E uma fase
indicativa de dor neurogénica (mecanismo central), que sofre acdo principalmente de drogas
narcoticas (opidides) e € decorrente da estimulacdo direta dos nociceptores. 2) Fase tardia:
inicia-se entre 15-30 min apds administracdo de formalina e permanece até cerca de 60 min.
Esta fase é indicativa de dor inflamatoria, e sofre acdo de drogas periféricas (AINES) e
narcoticas (Hunskaar & Hole, 1985). Na segunda fase do teste da formalina varios mediadores
quimicos sdo liberados pelas células lesadas como a histamina, bradicinina, serotonina e
prostaglandinas. Todos esses mediadores contribuem para o processo inflamatorio, estimulam
nociceptores e induzem a dor, portanto, drogas capazes de reduzir essa resposta inflamatoria,
demostram atividade nessa segunda fase (Esfahani, 2011).

Este experimento foi baseado nas descri¢cfes de Hunskaar & Hole (1985), com algumas
modificacdes. Foi utilizada uma camara de observacdo, que consiste em um funil com 20 cm
de didmetro. Foram utilizados camundongos machos (n=10-12), onde cada animal foi
previamente colocado no funil cdmara por 30 minutos antes da injecdo intraplantar de
formalina para permitir aclimatacdo com o novo ambiente. Os camundongos foram pré-
tratados oralmente com veiculo (salina) e com o EHEP nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg
(curva dose-resposta). Apds uma hora, foi administrada 20 uL de solugdo de formalina 2,7 %
em tampdo fosfato que foi injetada intraplantarmente na pata traseira direita. Logo apos a
injecdo de formalina, os animais foram observados na cdmara até 30 minutos. O tempo (em

segundos) que o camundongo lambeu suas patas foi registrado e considerado como indicativo
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de dor. A menor dose efetiva do EHEP foi utilizada para caracterizacdo dos mecanismos de
acao.
4.4. Avaliacdo da participacdo da via L-arginina-oxido ¢xido nitrico na

antinocicepgao (Santos et al., 1999 e Santos et al., 2005 com modificac6es):

Para a avaliagdo do papel do éxido nitrico na antinocicepcdo do EHEP, camundongos
machos (n=10-12) foram pré-tratados com L-arginina (substrato da sintese de NO) 500 mg/kg
(i.p) 30 minutos antes dos tratamentos orais. Como controle da reverséo da antinocicepgdo do
EHEP, foi administrado I-name (inibidor da sintese de NO) 65 mg/kg (i.p) 30 minutos ap6s a
injecdo de l-arginina e os animais foram submetidos ao teste da formalina como descrito
anteriormente.

4.5. Avaliacdo da participacdo de receptor opidide na antinocicep¢do (Santos et

al., 1999 e Santos et al., 2005 com modificacgdes):

Para a avaliacdo da participacdo de receptores opidides na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcoolico de Eugenia punicifolia, os camundongos machos (n=10) foram pré-
tratados com naloxona (antagonista de receptor opidide) 1 mg/kg (i.p) 30 minutos antes aos
tratamentos orais do teste da formalina como descrito anteriormente. Morfina 2,5 mg/kg (s.c)

foi utilizada para o controle da reversdo da antinocicepcao.

4.6. Avaliacao do sistema glutamatérgico na antinocicepc¢ao (Beirith et al., 2002):

Para avaliacdo do papel do sistema glutamatérgico na atividade antiociceptiva do extrato
hidroalcodlico de Eugenia punicifolia, foi administrado injecdo intraplantar de 20 ul de 30
pmol de glutamato. Os camundongos machos (n=10) tratados via oral com veiculo (salina 10
ml/kg) ou extrato (250 mg/kg) foram observados por 15 minutos seguidos. O tempo em

segundos que o animal lambeu a pata foi considerado como indicativo de dor.
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4.7. Edema de orelha induzido pelo xilol (Swingle et al., 1981 com modificagdes):

Xilol possui acdo pro-inflamatéria aguda de origem predominantemente neurogénica
mediada pelos neurbnios sensiveis a capsaicina. Ha evidencias do envolvimento da substancia
P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) na ativacédo das fibras sensoriais pelo
xilol. Nesse modelo experimental, substancia P provoca extravasamento de plasma (e
consequentemente edema) através da ativacao de receptores NK1 (neurocininas) nas células
do endotélio vascular, enquanto que CGRP potencializa o efeito da substancia P através da
inducdo de vasodilatagdo (Geppetti et al., 1996).

Para a inducdo do edema de orelha, 40 ul de xilol foram aplicados topicamente na orelha
esquerda dos camundongos machos (n=10) (20 ul na face anterior da orelha, 20 ul na face
posterior). A orelha direita foi utilizada como controle. Os animais, submetidos ao jejum por
2 horas, foram tratados 2 horas antes da indugéo do edema com dexametasona (5 mg/kg, i.p),
e uma hora antes da inducdo do edema tratados com a substancia teste de interesse e 0
controle negativo (salina). As doses de 125, 250 e 500 mg/kg do extrato hidroalcodlico da
Eugenia punicifolia foram testadas através de administracdo via oral. Apds uma hora de
inducdo do edema, os camundongos foram mortos e uma sec¢édo circular (8 mm de diametro)
de suas orelhas esquerdas e direitas foram retiradas com o auxilio de um puncher
(perfurador). Logo em seguida as orelhas foram pesadas. O edema €& expresso atraves da

diferenca de massa (em miligramas) entre a orelha esquerda e a orelha direita.

4.8. Inducéo de edema de pata pela carragenina (Winter et al., 1962, Levy, 1969):

O modelo de edema de pata induzido pela carragenina é altamente sensivel as drogas anti-
inflamatdrias ndo esteroidais e tem sido uma ferramenta aceitavel para avaliacdo de novas
drogas anti-inflamatdrias (Just et al., 1998). Este modelo possui duas fases: a fase inicial (1-2
horas) é mediada por histamina, serotonina e aumento da sintese de prostaglandina, enquanto
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que a fase tardia (3-4 horas) é sustentada pela liberacdo de prostaglandina no tecido, sendo
que essa fase € inibida pelas drogas anti-inflamatorias tais como piroxicam (Brito & Antonio,
1998).

Para verificar a possivel atividade anti-edematogénica do extrato de Eugenia punicifolia
foi utilizado o método de inducéo de edema de pata com carragenina em ratos Wistar (Winter
et al., 1962; Levy, 1969). Os animais em jejum de quatro horas (n=7) foram divididos em
grupos: controle positivo (salina 10 ml/kg), controle negativo (Piroxicam 30 mg/kg) e extrato
de Eugenia punicifolia (250 mg/kg). Os tratamentos foram administrados por via oral 1 hora
antes da indu¢do do edema através da inje¢do subcutanea de 100 pl/pata de carragenina (1%)
na regido subplantar da pata posterior direita ¢ 100 pl/pata de salina estéril na pata esquerda.
Apds uma hora da inducdo do edema, fez- se a medicdo de ambas as patas durante 4 horas, a
cada uma hora de intervalo, utilizando o pletismémetro Insight. O resultado é expressado pela

diferenca de volume (ml) deslocado entre as patas medidas.

4.9. Ensaio da p38a MAPK (Goettert et al., 2010):

Para a avaliacdo da atividade do EHEP sobre a proteina quinase ativada por mitdgeno

p38a, o seguinte ensaio foi realizado:

1. Placa de microtitulacdo com 96 pogos foi revestida com 50 pL/poco de substrato ATF-
2 e incubada overnight a 4°C.

2. Ap0s o periodo de incubacdo, os locais de ligacdes livres restantes na placa foram
bloqueados com “Blocking Buffer” (solucdo bloqueadora) por 30 minutos. Apds o
tempo de acdo, a placa foi lavada 3 vezes com agua destilada.

3. As amostras analisadas foram diluidas em uma solugdo de p38a quinase (KB — p38a —
12 ng/poco) (concentragdes de 10uM a 0.01uM), e preparadas em gelo. Cada composto

do controle positivo, solu¢cdo de NSB (non specific binding — sitio de ligagdo nao
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especifico) — controle negativo e os compostos testados foram transferidos em triplicata
para placa (50 puL/poco) e incubada durante 60 minutos a 37 ° C.

4. Apbs o periodo de incubacéo, utilizou-se “Blocking Buffer” (solu¢do bloqueadora) por
15 minutos. Apos o tempo de acdo, a placa foi lavada 3 vezes com agua destilada.

5. Adicionou-se 50 I de anticorpo peroxidase ATF-2-Thr ®¥"

(1:5000) em cada poco e
incubou-se por 60 minutos a 37°C.

6. ApOs o periodo de incubacdo a placa foi lavada 3 vezes com agua destilada e foram
adicionados 50 pl de solugdo TMB em cada poco. A placa foi colocada no escuro por
aproximadamente 5-10 minutos para o efeito de coloracdo.

7. Apols o tempo de acdo atingido, adicionou-se em cada po¢o 25 pl de 2N H,SO4 A
deteccdo da reacdo foi lida em espectrofotobmetro a 450 nm.

8. A inibicdo foi calculada de acordo com a seguinte equacao: Inibicdo (%) = 100 — (OD

amostta / OD estimulacio) * 100, onde OD corresponde a densidade &ptica no

espectrofotdmetro.

4.10. Ensaio do TNF-a (Goettert et al., 2010):

Para a avaliagdo da atuacdo do EHEP sobre a liberacdo do TNF-a foram utilizadas duas
amostras de sangue humano fresco solubilizados potéassio-EDTA de dois diferentes
doadores, provenientes do Centro de doacdo de sangue da Universidade de Tubingen —
Alemanha.

4.10.1. Estimulacéo da liberacdo do TNF-a

1. Solugbes estoques de todas as amostras foram preparadas com
Cremophor®EL/EtOH (10 mM) e dilui¢bes de series de 10 a 107 foram realizadas. Para
as primeiras duas dilui¢Ges, solucdo de gentamicina foi adicionada. Todas as dilui¢des

foram feitas com 1% de Cremophor®EL/EtOH. As amostras diluidas foram transferidas
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para uma placa de microtitulacdo (300 pl/pogo) em seus respectivos pocos. A solucéo de
Cremophor®EL/EtOH a 1% foi utilizada como valores de referéncias basais e de
estimulacdo.

2. 16 ml de sangue fresco humano de dois diferentes voluntarios foram pipetados em
soro bovino fetal (16 ml) cada. A mistura foi armazenada a 37° C com agitagédo branda.

3. 400 pl do sangue diluido foram transferidos para uma placa de poco profundo
(quantidade transferida para cada po¢o - uma placa foi utilizada para cada doador). Com
uma pipeta eletrénica de 8 canais, 50 pl das amostras diluidas (100 uM a 0,1 uM) foram
transferidas para cada placa. A placa foi pré-incubada por 15 minutos em camara de CO, e
com concentracao de 5% de CO,,

4. Posteriormente 50ul de solucdo de DPBS- gentamicina foram pipetadas em cada
poco para analisar o valor basal e 50 ul de solucdo LPS (1 pg/ml) nos pogos restantes,
resultando em uma concentracao final de 10 uM a 0,01 uM.

5. Apds 150 minutos de incubagdo a 37°C e 5% de CO,, foram adicionados 500 pl de
solucdo 1% de BSA/PBS resfriadas no gelo, e posteriormente cada placa foi reservada no gelo
por 10 minutos.

6. As placas foram centrifugadas (1000 rpm, 4°C, 15 minutos) e 2 x 160 pl do sobrenatante
foram transferidos para tubos Eppendorf.

7. As amostras foram congeladas a —80°C para posterior quantificacdo pelo método
ELISA.

4.10.2. Determinacgéo da inibigdo da liberacdo da citocinina TNF-a pelo método
ELISA

1. Placa de microtitulacdo de 96 pocos foi revestida com 100 pl/poco de solucdo de
anticorpo de captura (anticorpo de rato anti TNF-a humano) e incubada overnight em

temperatura ambiente e no escuro.
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2. A placa foi lavada trés vezes com “washing buffer” e 300 pul de 1% de BSA/PBS
foram adicionados em cada poco, seguidos de 60 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente.

3. As amostras foram diluidas 1:1,5 com diluente de TNF-a ¢ uma série de padrdes
(1000 pg/ml a 0 pg/ml) foram produzidos. As placas foram lavadas com “washing buffer”
e o liquido restante na placa foi removido tocando cuidadosamente a placa.

4. 100 pl das amostras e das séries padrdes foram pipetadas em seus correspondentes
pocos, e a placa foi incubada por 120 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Os
pOCGOs para 0 branco continuaram vazios.

5. Apos lavagem das placas, 100 uL de solugdo de anticorpo secundério (cabra anti-
humano TNF-a) foram adicionados em cada poco, exceto para o branco.

6. Apds outra incubacdo de 120 minutos e trés passos de lavagem, 100 pl de solugéo de
enzima reativa (HRP) foram adicionados nos respectivos pogos (exceto o branco) e incubados
por mais 20 minutos em temperatura ambiente e no escuro.

7. Apés um altimo passo de lavagem 100 pl de solugdo de substrato TMB foram
adicionados aos pogos e a placa foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente e no
escuro.

8. A reacdo foi paralizada com 50 pl de 2N de &cido sulfarico e a densidade dptica foi
mensurada fotometricamente a 450 nm com um leitor de microplaca.

9. A porcentagem de inibicdo foi calculada de acordo com a seguinte equacgéo: Inibigé&o

(%) = 100 — (Camostra— CBasal / Cestimulagao — Cbasal) X 100, onde C é o valor da absorbancia.

C amostra: concentragdo da citocinina nos pogos com as substancias testes e LPS; C basal:
concentracao da citocinina nos pocos sem as substancias testes e LPS; C estimulagdo: concentracdo das

citocinans nos pogos com LPS.
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4.11. Avaliacdo da atividade antiulcerogénica no modelo de inducdo de ulcera
gastrica por etanol (Robert et al., 1979 com modificagdes):

Ratos Wistar machos foram divididos em grupos (n=7) e tratados, apos 12 horas de jejum,
com EHEP nas 3 doses (125, 250 e 500 mg/kg), 100 mg/kg de carbenoloxona (controle
positivo) ou veiculo (controle negativo — salina 10 ml/kg) uma hora antes da inducdo das
lesbes gastricas pela administracdo, também por via oral, de 1 ml de etanol absoluto. Apos 1
hora da inducdo, os animais foram mortos e o0s estdbmagos retirados para contagem e
classificacdo das lesdes. Para a quantificacdo das lesdes gastricas os estdmagos foram
colocados em placas de vidro, as quais foram escaneadas para realizacdo da quantificacdo,

através do aplicativo Avsoft Bioview ® (mm?).

4.12. Avaliacdo da atividade antiulcerogénica no modelo de Ulcera gastrica

induzida por indometacina (Guidono et al., 1997):

Ratos Wistar foram separados em grupos (n=7), privados de comida por 12h, com agua ad
libitum. Apo6s 30 minutos decorridos da administracdo (via oral) de salina 10 ml/kg,
lansoprazol 30 mg/kg, e 0 EHEP nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, indometacina 50 mg/kg
- solubilizada em Carbonato de Sodio 0,5%, pH 7,4, foi administrada (via oral) para todos os
35 animais. Apds 6 horas da administracdo do agente lesivo (indometacina), todos os animais
foram mortos e os estdmagos retirados, abertos pela maior curvatura e a area de lesdo (mm2)

determinada pelo programa Avsoft Bioview® (mm?).

4.13. Determinacdo da motilidade intestinal (Stickney & Northup, 1959
com modificaces):
Camundongos Swiss machos (n=10), em jejum de 6 horas foram divididos em grupos que

receberam seus respectivos tratamentos orais: veiculo (salina 10 ml/kg - controle negativo),
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morfina 2,5 mg/kg (s.c controle positivo) e EHEP nas doses de 125 mg/kg e 250 mg/kg.
Apds trinta minutos, todos os animais receberam carvao ativado 10% v.o. em volume de 10
ml/kg. Meia hora apds a administracdo do carvao, todos os animais foram mortos. O passo
seguinte foi a remocdo de todo intestino delgado juntamente com o estdmago, para a
realizacdo da medicdo do comprimento total do intestino e a distancia percorrida pelo carvéo
ativado, para a obtencdo da relacdo distancia percorrida e comprimento total do intestino. Os

dados obtidos dessa relacdo foram corrigidos em arcoseno para posterior analise estatistica.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média (e.p.m) dos
pardmetros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a analise de varidncia de
uma via (ANOVA), seguida do teste de Dunnett para comparacgao entre trés grupos ou mais,
ou teste de Student (t) para comparar dois grupos. A analise estatistica dos resultados

considerou como nivel de significancia minima de p < 0,05.

6. RESULTADOS
6.1. Toxicidade Aguda e Screening hipocratico
A administracdo oral do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia na dose de 5000
mg/kg ndo provocou alteragcbes nos pardmetros comportamentais das fémeas e machos
analisados quando comparados aos parametros obtidos pelo grupo tratado com o veiculo
(Anexo 4). O monitoramento diario dos pesos corporais dos animais durante 14 dias nédo

indicou variagdo em relagdo ao grupo controle negativo (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Evolucdo do peso corporal (g) de camundongos (machos) tratados oralmente com Unica
dose do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (5000 mg/kg) no modelo de toxicidade
aguda. Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as médias de peso
dos grupos para cada dia de observacdo. Teste t “Student”.
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Figura 3. Evolugdo do peso corporal (g) de camundongos (fémeas) tratados oralmente com Unica dose
do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (5000 mg/kg) no modelo de toxicidade
aguda. Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as médias de peso
dos grupos para cada dia de observacdo. Teste t “Student”.
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Outro parametro analisado foi o peso relativo dos érgédos obtidos pela razdo entre o peso do
orgdo e peso total do animal transformado em arcoseno para adequacao estatistica. Apos a
realizacdo do teste estatistico, verificou-se auséncia de diferenca significativa (p>0.05) entre
0S grupos tratados com o extrato e tratados com o veiculo (Figura 4), tanto para fémeas
qguanto para machos. Na Figura 5 estdo representadas as médias dos pesos dos Orgaos
reprodutores e observou-se que também ndo ocorreram diferencas estatisticas entre 0s grupos

tratados com o extrato e veiculo.

Tratamentos N Morte Coracéo Baco Pulméo Figado Rins
Veiculo 10 0 400+0,08 340+0,11 440+014 1323+0,15 6,58+0,49
3 EHEP 10 0 405+0,13 311+009 4,.87+021 12,34+0,18 6,30+0,56
(5000 mg/kg)
Veiculo 10 0 369+006 351+020 480+0,08 12,46+0,19 5,60+0,11
9 EHEP 8 0 394+006 311+013 4,19+005 1242+0,16 5,37+0,05
(5000 mg/kg)

Figura 4. Efeito do tratamento agudo com o extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP)
(5000 mg/kg) sobre os 6rgdos de camundongos (g) no modelo de toxicidade aguda. Para machos: F;.1g=
2,45 para peso do Coragéo, Fg.15= 1,45 para peso do Bago, F.15=2,03 para peso do Pulméo, F.15= 2,91 para
peso do Figado e F(;.16= 1,50 para peso do Rins. Para Fémeas: Fg.16= 1,34 para peso do Coragéo, F.16= 2,83
para peso do Bago, F.16= 2,67 para peso do Pulméo, F.16= 1,64 para peso do Figado e F(;..6= 6,13 para peso
do Rins. Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média. Teste t “Student”.

Tratamentos Utero Ovaérios#
Veiculo 2,37 £0,27 1,07 + 0,06
EHEP 2,19 +0,37 1,24 + 0,05

(5000 mg/kg)

Figura 5. Efeito do tratamento agudo com o extrato hidroalcoolico de Eugenia punicifolia (EHEP)
sobre os 6rgdos reprodutivos de camundongos (g) no modelo de toxicidade aguda. F.i¢= 1,52 para peso
do Utero, Fu.16=1,71 para peso do Ovarios. Os dados séo expressos pela média + erro padréo da media. # Os
valores reais foram multiplicados por 100 para que fosse viavel a realizacdo da conversao dos dados em arcoseno
e posterior analise estatistica. Teste t “Student”.

6.2. Avaliagcdo da performance motora “Rota Rod”

No modelo experimental para a avaliagdo da atividade motora, 0 EHEP (250 mg/kg) ndo
demonstrou altera¢cbes no numero de quedas dos animais (2,12 + 0,61) durante o periodo
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avaliado. O grupo controle positivo, tratado com diazepam (2 mg/kg, i.p.), apresentou um

expressivo aumento no nimero de quedas dos animais (7,62 + 1,79), como mostra a figura 6.
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Figura 6. Avalicdo do numero de quedas dos camundongos tratados oralmente com extrato

hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de Rota Rod. Os dados sdo
expressos pela média + erro padréo pela media (n=8). ANOVA F (;,;) = 6,81. Teste de Dunnett **p<0,01. Os
valores (%) correspondem ao aumento da média em relagéo ao grupo controle (veiculo - salina).

6.3. Teste da formalina

Neste modelo verificou-se que o extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia
administrado oralmente nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, possui significativo efeito
antinociceptivo em ambas as fases (neurogénica e inflamatoria) do teste da formalina, como
mostram as figuras 7 e 8. Este resultado foi determinante para a caracterizacdo da menor dose

efetiva (250 mg/kg).
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Figura 7. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia
(EHEP) no modelo de formalina na fase neurogénica. Os dados sdo expressos pela média + erro
padrdo da média (n=10-12). ANOVA F (335 = 8,29 para fase neurogénica. Teste de Dunnett *p<0,05;

**p<0,01 e ***p<0,001. Os valores (%) correspondem & reducdo da média em relacdo ao grupo controle
(veiculo - salina).
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Figura 8. Avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia
(EHEP) no modelo de formalina na fase inflamatéria. Os dados séo expressos pela média + erro padrdo da
média (n=10-12). ANOVA F (333 = 6,61 para fase inflamatoria. Teste de Dunnett *p<0,05 e ***p<0,001. Os
valores (%) correspondem a redugdo da média em relagdo ao grupo controle (veiculo- salina).

6.4. Avaliagdo da participacdo da via L-arginina-éxido nitrico na antinocicepcao

Para investigar o possivel papel do oOxido nitrico (NO) no mecanismo de acdo
antinociceptiva desse extrato, foi utilizado a L-arginina (um substrato para sintese de NO) a
fim de verificar possivel efeito de reversdo do extrato através dessa droga. Para isso, 0s
animais foram pré-tratados com L-arginina (500 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da
administracdo oral do extrato de Eugenia punicifolia. O L-name (inibidor da NO sintase) foi

utilizado como controle da antinocicepcéo.
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Figura 9. Avaliacdo da participacdo da via L-arginina-Oxido nitrico na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de formalina na fase
neurogénica. Tratamentos: salina 10 ml/kg, L-name 65 mg/kg i.p, E. punicifolia 250 mg/kg v.o. Pré-tratamento:
salina 10 ml/kg v.0. ANOVA F.3q = 7,76. Pré-tratamento: l-arginina 500 mg/kg i.p. ANOVA F (525 = 1,50.
Teste Dunnett ** p <0,01, ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam os valores de média em
segundos * erro padrdo da média. As porcentagens indicam a acgdo antinociceptiva em relagcdo aos seus
respectivos controles. (n= 10-12).
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Figura 10. Avaliacdo da participagdo da via L-arginina-0xido nitrico na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de formalina na fase
inflamatdria. Tratamentos: salina 10 ml/kg, L-name 65 mg/Kkg i.p, E. punicifolia 250 mg/kg v.o. Pré-tratamento:
salina 10 ml/kg v.0o. ANOVA Fg.37) = 7,06 Pré-tratamento: l-arginina 500 mg/kg i.p. ANOVA F (3.5 = 0,30.
Teste Dunnett ** p <0,01, ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam os valores de média em
segundos * erro padrdo da média. As porcentagens indicam a agdo antinociceptiva em relacdo aos seus
respectivos controles. (n= 10-12).
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Como mostram as figuras 9 e 10, houve significativa reversao do efeito antinociceptivo do
extrato através do pré-tratamento com L-arginina quando comparado ao pré-tratamento com o

veiculo, em ambas as fases do teste da formalina.

6.5. Avaliacdo da participacao de receptor opidide na antinocicepcao

Para investigar o possivel papel do sistema opioidérgico no mecanismo de acgédo
antinociceptiva do extrato, foi utilizado a naloxona (antagonista ndo seletivo de receptor
opiodide) com o intuito de verificar possivel efeito de reversdao do extrato através dessa droga.
Para isso, os animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da
administracdo oral do extrato de Eugenia punicifolia. Morfina foi utilizada como controle da
antinocicep¢cdo. Como mostram as figuras 11 e 12, a naloxona reverteu completamente o
efeito antinociceptivo causado pela morfina em ambas as fases (2,5 mg/kg, s.c.). No entanto, a
naloxona ndo reverteu a acdo antinociceptiva causada pelo EHEP em ambas as fases do teste

da formalina (250 mg/kg, v.0.).
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Figura 11. Avaliagdo da participagdo do receptor opidide na atividade antinociceptiva do extrato
hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de formalina na fase
neurogénica. Tratamentos: salina 10 ml/kg, naloxona 1 mg/kg i.p, E. punicifolia 250 mg/kg v.o. Pré-tratamento:
salina 10 ml/kg v.0. ANOVA F(.;) = 16,95. Pré-tratamento: naloxona 1 mg/kg i.p. ANOVA F (204 = 3,59.
Teste Dunnett * p<0,05, ** p <0,01, ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam os valores de
média em segundos + erro padrao da média. As porcentagens indicam a acao antinociceptiva em relagao aos seus
respectivos controles. (n= 10-12).
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Figura 12. Avaliagdo da participagdo do receptor opidide na atividade antinociceptiva do extrato
hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de formalina na fase
inflamatdria. Tratamentos: salina 10 ml/kg, naloxona 1 mg/kg i.p, E. punicifolia 250 mg/kg v.o. Pré-tratamento:
salina 10 ml/kg v.0. ANOVA F.,1) = 24,28. Pré-tratamento: naloxona 1 mg/kg i.p. ANOVA F (5.5 = 11,19.
Teste Dunnett ** p <0,01, ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam os valores de média em
segundos * erro padrdo da média. As porcentagens indicam a acgdo antinociceptiva em relacdo aos seus
respectivos controles. (n= 10-12).

6.6. Avaliacdo do sistema glutamatérgico na antinocicep¢ao

Através da inducdo da nocicepcdo pela administracdo do glutamato, foi possivel observar
qgue a administracdo da dose de 250 mg/kg de EHEP inibiu em 35% (79,71 + 7,14 s) a
nocicep¢do quando comparado ao grupo tratado com o veiculo (salina 10ml/kg, v.0.), como

mostra a figura 13.
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Figura 13. Avaliacdo da participacdo do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (250 mg/kg) no modelo de dor induzida pelo
glutamato. Os dados sdo expressos pela média + erro padrio da média (n=10). Teste t “Student” **p<0,01. Os
valores (%) correspondem & reducdo da média em relagdo ao grupo controle (veiculo- salina).
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6.7. Edema de orelha induzido pelo xilol

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicacéo tépica de xilol, o EHEP mostrou
significativa reducdo do edema apenas na dose de 250 mg/kg, inibindo em 64% (3,61 + 0,94
mg) quando comparado ao grupo tratado com o veiculo (salina). O controle positivo,
dexametasona (5 mg/kg, i.p.), apresentou inibicdo do edema em 67% (3,21 = 0,68), como

mostra a figura 14.
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Figura 14. Avaliacdo do efeito anti-edematogénico do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia
(EHEP) (125, 250 e 500 mg/kg) no modelo de edema de orelha induzido pelo xilol. Os dados séo
expressos pela média + erro padrdo da média (n=10). ANOVA F (4.37) = 7,69. Teste Dunnett *** p <0,001. Os
valores (%) correspondem & redugdo da media em relagdo ao grupo controle (veiculo- salina).

6.8. Inducéo de edema de pata pela carragenina

No modelo de edema de pata induzido pela carragenina, o EHEP na dose de 250 mg/kg
mostrou significativa inibicdo do edema apenas na primeira hora de avaliagdo do modelo
experimental, inibindo em 50% (0,20 £ 0,04 ml) o edema quando comparado ao grupo
veiculo (salina) (0,40 £ 0,04 ml). O grupo controle positivo (piroxicam, 30 mg/kg, v.0.)
mostrou inibicdo em todas as 4 horas avaliadas, inibindo respectivamente em 55% (0,18 £
0,04 ml), 69% (0,26 + 0,09 ml), 57% (0,48 + 0,07 ml) e 63% (0,37 + 0,07 ml) quando

comparado ao grupo veiculo (salina), como mostra a figura 15.
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Figura 15. Avaliacdo do efeito anti-edematogénico do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia

(EHEP) (250 mg/kg) no modelo de edema de pata induzido pela carragenina. Os dados sdo expressos
pela média + erro padrdo da média (n=7). ANOVA de 2 vias seguido de teste de Bonferroni.
**p<0.01;***p<0.001 vs controle negativo (veiculo-salina).

6.9. Ensaio da p38a MAPK

No ensaio da p38a MAPK o extrato hidroalcoolico de folhas de Eugenia punicifolia foi
utilizado nas doses de 30, 10 e 3 mg/ml. No primeiro passo, foi realizada uma primeira
diluicdo utilizando-se 3 pl da solugdo estoque (extrato ou inibidores) em 297 pl de solucédo
quinase. Posteriormente, desta nova solucéo, foram retirados 30 pl e diluidos novamente em
270 pl de solugdo quinase. Essas diluicbes foram realizadas quatro vezes, diluidas na
proporgdo 1:10. Deste modo, foi possivel testar diferentes concentragdes na inibicdo da
atividade da p38a, na escala de diluicdo de 1:1000 ao comparamos a solucao inicial com a
ultima solugédo testada. Para o controle positivo foi utilizado o inibidor SB 203580 (4-(4-
Fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil) -5-(4-piridil)-1H-imidazol). O resultado do ensaio é

mostrado na figura 16.
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Amostras

Controle positivo (SB 203580)
Controle positivo (SB 203580)
Controle positivo (SB 203580)
Controle positivo (SB 203580)
EHEP 30 mg/ml

EHEP 30 mg/ml

EHEP 30 mg/ml

EHEP 30 mg/ml

EHEP 10 mg/ml

EHEP 10 mg/ml

EHEP 10 mg/ml

EHEP 10 mg/ml

EHEP 3 mg/ml

EHEP 3 mg/ml

EHEP 3 mg/ml

EHEP 3 mg/ml

Concentracao
10 UM
1uM

0,1 uM
0,01 uM
3x10™ mg/ml
3x10™ mg/ml
3x10° mg/ml
3x10”" mg/ml
1x10* mg/ml
1x10° mg/ml
1x10® mg/ml
1x10” mg/ml
3x10° mg/ml
3x107" mg/ml
3x10°® mg/ml

3x10” mg/ml

Inibicdo (%) £ S.E.M (%)
96,15 + 1,65
88,86 + 2,00
63,84 £ 1,29
12,0 £ 3,51

103,37 £ 1,20
91,37 £ 0,35
17,72 + 1,56
7,45+ 1,53
97,88 £ 0,23
51,37 £2,83
18,50 + 0,67
7,84 +1,90
90,50 £ 0,75
33,80 £ 4,57
20,39 £ 2,92

23,13+ 4,05

Figura 16. Avaliacdo da atividade do extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia (EHEP
30, 10 e 3 mg/ml e suas respectivas dilui¢des) no ensaio de p38a MAPK. Os dados sdo expressos pela

média + erro padrdo da média.

A figura mostra que o extrato inibiu significativamente, em todas as doses testadas, a

fosforilacdo da p38a MAPK. As amostras com maiores concentragdes demonstraram maior

atividade na inibicdo, em torno de 90%, assim como as concentra¢es do controle positivo.

Esse resultado demonstra que o EHEP possui participacdo efetiva na via da p38a MAPK.
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6.10. Ensaio do TNF-a

A poténcia dos inibidores p38a. MAPK em ensaios livres de células é importante para
determinar a inibicdo da liberacdo de citocinas pro- inflamatorias, como por exemplo, o TNF-
a, a partir de células do sistema imunoldgico. Sob condicbes fisiologicamente relevantes,
como em todo o sangue, muitos inibidores desta via MAPK perdem a sua eficacia, e por isto
este ensaio escolhido avaliar a atuacdo do EHEP sobre a liberacdo do TNF-a em sangue
humano. Neste ensaio foram utilizadas as doses de 30 e 10 mg/ml do extrato hidroalcoolico
de folhas de Eugenia punicifolia, e respectivas diluicdes na ordem de 1:1000. Para o controle
positivo foi utilizado o inibidor SB 203580 (4-(4-Fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil) -5-(4-
piridil)-1H-imidazol). O ensaio foi realizado com sangue de dois diferentes doadores, e €

expresso nas figuras 17 e 18.

Amostras Concentracéao Inibicdo (%) £ S.E.M.
(%)

SB 203580 | 10 uM 100+ 0
SB 203580 | 1uM 79,38 + 13,05
SB 203580 | 0,1 uM 28,56 * 3,56
SB 203580 | 0,01 uM 21,99 +1,42
SB 203580 11 10 uM 100+ 0
SB 203580 1 1uM 86,94 +7,19
SB 203580 11 0,1 uM 22,49 + 6,22
SB 203580 1 0,01 uM -17,91+8,54
EHEP 30 mg/ml 3x10™* mg/ml 21,93 + 8,55
EHEP 30 mg/ml 3x10™ mg/ml 11,35+ 2,13
EHEP 30 mg/ml 3x10° mg/ml -29.32 + 4,85
EHEP 30 mg/ml 3x10”" mg/ml -81,55+7,19
EHEP 10 mg/ml 1x10™ mg/ml 50,93 + 2,13
EHEP 10 mg/ml 1x10®° mg/ml 11,48 + 0,77
EHEP 10 mg/ml 1x10°° mg/ml -2,562 +0,77
EHEP 10 mg/ml 1x10”" mg/ml -43,76 + 2,72

Figura 17. Avaliagdo da atividade inibitéria do extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia

punicifolia (EHEP 30 e 10 mg/ml e suas respectivas dilui¢des) no ensaio do TNF-a. Doador 1. Os
dados sdo expressos pela média + erro padrao da média.
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Amostras Concentracéao Inibicdo (%) £ S.E.M.
(%)
SB 203580 | 10 uM 80,98 + 0,88
SB 203580 | 1 uM 52,12 + 8,17
SB 203580 | 0,1 uM 29,73+ 0,75
SB 203580 | 0,01 M -8,83 + 0,25
SB 203580 11 10 uM 82,27 +1,32
SB 203580 11 1 uM 31,83+7,76
SB 203580 11 0,1 uM 11,25 + 8,71
SB 203580 11 0,01 uM 9,19 +11,61
EHEP 30 mg/ml 3x10™* mg/ml 14,33+ 2,84
EHEP 30 mg/ml 3x10”° mg/ml -11,65 + 1,07
EHEP 30 mg/ml 3x10°® mg/ml -24,01 + 7,82
EHEP 30 mg/ml 3x107 mg/ml -12,41 + 4,29
EHEP 10 mg/ml 1x10™* mg/ml 36,02 + 3,21
EHEP 10 mg/ml 1x10”° mg/ml 21,69 + 2,02
EHEP 10 mg/ml 1x10° mg/ml 14,33 +1,32
EHEP 10 mg/ml 1x10" mg/ml -4,73 +2,90

Figura 18. Avaliacdo da atividade inibitéria do extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia
punicifolia (EHEP 30 e 10mg/ml e suas respectivas dilui¢des) no ensaio do TNF-a. Doador 2. Os dados
sdo expressos pela média + erro padrdo da média.

As figuras 17 e 18 mostram que o EHEP atua nesta via, mas ndo exclusivamente, pois
este teste ndo € especifico, devido a varias enzimas existentes no sangue. A inibicdo néo
apresentou alta significancia devido a baixa concentracdo do extrato, pois neste ensaio nao é
possivel usar uma concentracdo maior, devido a sensibilidade do ensaio, podendo ocorrer
precipitacdo da solugdo do extrato, e também a coloracdo da solugdo interferir na leitura do
espectrofotdbmetro. Os valores expressos negativos correspondem a uma inibicdo maior que o
valor basal, 0 que pode ser explicado por a resposta ter extrapolado a curva resposta do

ensaio.

6.11. Avaliacdo da atividade antiulcerogénica no modelo de inducgédo de ulcera

gastrica por etanol

Neste modelo verificou-se que o extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP)

nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg inibiram as lesdes gastricas dos animais frente as leses
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gastricas induzidas por um agente lesivo em 88,4; 97,6 e 99,8% respectivamente, como

mostra a figura 19.
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g @l EHEP 125 mg/kg
g 3007 @l EHEP 250 mg/kg
kit @ EHEP 500 mg/kg
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©
g 100 88,4%
< 99,7%  **  97,6% g9 8y
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Figura 19. Atividade antiulcerogénica do extrato hidroalco6lico de Eugenia punicifolia (EHEP) (125,
250 e 500 mg/kg) no modelo de indugdo de Ulcera gastrica por etanol. Os dados séo expressos pela média

+ erro padrdo da media (n=7). ANOVA F (4, = 30,19. Teste de Dunnett *** p<0,001. Os valores (%)
correspondem a reducgdo da média em rela¢do ao grupo controle (veiculo - salina).

6.12. Avaliacdo da atividade antiulcerogénica no modelo de Ulcera gastrica

induzida por indometacina

O resultado deste modelo demonstra que o EHEP nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg

inibiu significativamente a Ulcera induzida por indometacina em 52,9; 72,3 e 53% como

mostrado na figura 20.
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Figura 20. Atividade antiulcerogénica do extrato hidroalcoolico de Eugenia punicifolia (EHEP) (125,

250 e 500 mg/kg) no modelo de inducgdo de Ulcera gastrica por indometacina. Os dados sdo expressos
pela média  erro padréo da média (n=7). ANOVA F (4.0 = 16,25. Teste de Dunnett ** p<0,01, *** p<0,001. Os
valores (%) correspondem a redu¢do da média em relagéo ao grupo controle (veiculo - salina).

6.13. Avaliacédo da motilidade intestinal

A administracdo oral do EHEP nas doses de 125 e 250 mg/kg ndo alteraram a motilidade
intestinal quando comparado com o grupo controle tratado com o veiculo. Somente os
animais tratados com morfina reduziram de modo significativo o transito intestinal, como

mostra a figura 21.
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Figura 21. Efeito do extrato hidroalcodlico de Eugenia punicifolia (EHEP) (125 mg/kg e 250 mg/kg)
sobre a motilidade intestinal de camundongos com a utilizacdo de carvdo ativado. Os dados séo
expressos pela média + erro padrdo da média (n=10). ANOVA F (.34 = 5,36. Teste de Dunnett **p<0,01. Os
valores (%) correspondem a reducdo da média em relacdo ao grupo controle (veiculo — salina).
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7. DISCUSSAO

A dor esta frequentemente associada a muitas doencgas. Apesar dos principais avangos no
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na dor e investimento consideravel na
pesquisa farmacéutica e desenvolvimento nessa area, ainda existem poucas classes de drogas
analgeésicas, principalmente para o controle da dor crénica (Woodcock et al., 2007) e as
terapias atuais sdo usualmente insuficientes por possuirem efeitos colaterais severos e
efetividade limitada (Bourinet et al., 2005). Atualmente, a Organizagdo Mundial da Saude
tem incentivado investimentos publicos em plantas medicinais, e assim a fitoterapia vem
sendo mais aceita entre profissionais da saude. No Brasil, cada vez mais a fitoterapia esta se
difundindo entre a populagao, estigmatizado pela “consciéncia ecoldgica”, que faz com que os
consumidores tenham preferéncia por produtos de origem natural (Silveira et al., 2008).
Muitas substancias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes quimicas,
possuem comprovada atividade anti-inflamatdria, como exemplo podemaos citar o fitoterapico
anti-inflamatorio Acheflan, produto oriundo de pesquisa brasileira que resultou em um
produto que inibe citocinas inflamatérias e é indicado para uso local no alivio de dores
associadas a inflamacdo dos musculos e tendbes (Coutinho, 2009; ANVISA 2011). Por essas
razBes, a busca por novas moléculas que sejam eficazes e com efeitos adversos menores €
continua e necessaria.

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatoéria do
extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia (EHEP). Com os modelos
experimentais in vivo realizados foi possivel verificar a toxicidade aguda, a performance
motora, a atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatdria, avaliar a atividade gastroprotetora
e a acdo na motilidade intestinal do EHEP e também elucidar os possiveis mecanismos de

acao envolvidos nestas atividades farmacologicas.

61



No modelo de toxicidade aguda foram caracterizados os possiveis efeitos toxicos da
administracdo da dose de 5000 mg/kg do EHEP. E uma avaliagdo importante no inicio da
pesquisa para fornecer subsidios sobre o modo de acdo toxico da substancia testada e
determinante para a continuidade da pesquisa de produtos naturais (Brito, 1994).

O tratamento dos animais com o extrato ndo evidenciou efeitos toxicos pela auséncia de
sinais clinicos relevantes no screening hipocratico, bem como auséncia de morte durante o
periodo de observacdo. O screening hipocratico € um ensaio bastante Gtil e comumente usado
na triagem preliminar de plantas para detectar atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas
(Lucio et al., 2000). Também nado foram registradas alteracdes do peso corporal durante os 14
dias de observacao, assim como nao houve alteracdo dos pesos dos 6rgdos vitais dos animais.
O acompanhamento do peso corpéreo do animal é um importante indicador para a avaliacéo
da toxicidade de uma substancia (Jahn & Giinzel, 1997). Outro parametro analisado neste
experimento foi o0 peso relativo de alguns 6rgdos, obtidos pela razéo entre o peso do 6rgao e o
peso corporeo total do animal e posteriormente transformado em arcosseno para adequagdo
estatistica. Apds a realizacdo do teste estatistico, o grupo tratado com o EHEP n&do apresentou
nenhuma alteracdo quando comparado com o grupo controle (salina), valido tanto para os
animais machos e fémeas. Apesar da auséncia de sinal de toxicidade, conforme mostrado nas
figuras 2, 3, 4 e 5, recomenda-se realizar novos testes de toxicidade crénica com doses
repetidas para descartar completamente o efeito toxico do extrato.

Para elucidar se o EHEP causaria possiveis alteracbes no comportamento motor, devido a
possibilidade de algumas drogas serem capazes de induzir alteragdes motoras ou efeitos
inespecificos foi realizada a avaliacdo da performance motora através do teste com o
equipamento “Rota Rod”. Modificacbes no desempenho motor que o animal possa vir a

sofrer, € proveniente de uma acdo miorelaxante ou sedativa, podendo induzir a um grande

62



numero de erros em estudos sobre drogas que atuam na nocicepcdo central e periférica
(Millan, 2002).

O Rota rod é um dispositivo que mede a atividade forcada, através da avaliacdo do
equilibrio e da coordenacdo dos animais, parametros esses, indicativos de transtornos
neuroldgicos, (Rosland et al., 1990) no caso efeito neurotoxico de plantas. Este modelo
experimental avalia a coordenacdo motora, que estd associada com cerebelo e fatores
cognitivos (Gasbarri et al., 2003). O diazepam, um benzodiazepinico, utilizado neste
experimento como controle positivo no teste de avaliagdo motora, apresenta diversos efeitos
farmacoldgicos como a potencializacdo da atividade dos neurotransmissores inibitorios do
SNC, como opioides enddgenos, que atuam na abertura dos canais de cloro induzindo a
hiperpolarizacdo das membranas celulares que resulta na inibicdo da propagacdo do impulso
nervoso (Skarda et al., 1997).

Os resultados obtidos nesse modelo experimental mostraram que o EHEP administrado
oralmente na dose de 250 mg/kg (figura 6) ndo foi capaz de alterar o desempenho motor dos
animais, descartando um possivel falso positivo no teste da formalina, por exemplo, pois
drogas sedativas, sem acdo analgésica, podem inibir o comportamento da dor dos animais
neste teste. Portanto, ap0s a caracterizacdo da seguranca do uso do extrato em animais
iniciou-se os testes para caracterizar as acdes farmacologicas.

O teste da formalina é uma ferramenta util ndo sO para avaliar o potencial de uma
substancia analgésica ou anti-inflamatdria, mas tambem para elucidar o mecanismo de agéo
(Hunskaar & Hole, 1985). E também um dos modelos mais utilizados em ensaios de dor e que
mais se assemelha a dor clinica (Tjolsen et al., 1992).

Este teste possui uma resposta distinta (bifasica) de resposta de dor: 1) Fase inicial ou
neurogénica: a dor é resultado do efeito irritante direto sobre os nociceptores ativando as

fibras aferentes primarias, acarretando na liberacdo de neuropeptidios como SP e CGRP em
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terminais periféricos e centrais (Tjolsen et al., 1992). Esta fase dura 5 minutos apos a injecédo
de formalina. Nesta fase a resposta nociceptiva pode ser inibida pela administracdo de
agonistas opioides como a morfina (Hunskaar et al., 1985; Hunskaar & Hole, 1987).

Na intérfase, a nocicepgéo € inibida fisiologicamente pelas fibras descendentes (Hunskaar
et al., 1985). A entrada de estimulos nociceptivos no SNC ativa as vias descendentes
inibitdrias analgeésicas e, pelo comportamento dos animais, pode ser observada uma interfase
entre cinco a quinze minutos apds a aplicacdo de formalina, periodo no qual praticamente ndo
é observada resposta nociceptiva (Millan, 2002).

E finalmente, a segunda fase, chamada de inflamatoria, é caracterizada pela sensibilizacédo
periférica através de mediadores inflamatérios modulados pela medula espinhal e inicia-se
apos 15 minutos da inducdo da dor pela formalina e permanece durante os 45 minutos
subsequentes (Le Bars et al., 2001; Sayyah et al., 2004). Substancia P e bradicinina estdo
relacionadas com a fase neurogénica, enquanto serotonina, histamina, bradicinina, 6xido
nitrico e prostaglandinas estdo envolvidos na fase inflamatéria (Garcia et al., 2004) Vérios
trabalhos tém demonstrado que a injecdo de formalina libera diferentes mediadores, como
PGE,, NO, glutamato, cininas, entre outros peptideos, sendo que recentemente foi relatado
que a formalina também ativa canais TRPA1 (Mcnamara et al., 2007). Respostas positivas,
através da reducdo do tempo de lambida da pata, indicam participacdo de mediadores
periféricos como histamina, serotonina, bradicinina e substancia P. Uma reducéo da resposta a
dor pode ocorrer também pela atuacdo através da liberacdo de glutamato e também da
substancia P na medula. Todos esses mediadores contribuem para o processo inflamatorio,
estimulam nociceptores e induzem a dor, portanto, drogas capazes de reduzir essa resposta
inflamatdria, demostram atividade nessa segunda fase (Esfahani, 2011).

Os resultados deste trabalho apontaram um efeito antinociceptivo do extrato em ambas as

fases do teste da formalina. As doses de 125, 250, 500 mg/kg do extrato hidroalcoolico de
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folhas de Eugenia punicifolia (EHEP) diminuiram o efeito nociceptivo causado pela injecédo
intraplantar de formalina (figuras 7 e 8), porém a dose de 250 mg/kg mostrou maior protecao
significativa predominantemente na 22 fase do teste de formalina, reduzindo o tempo de
lambida da pata do animal em 63% quando comparada com as doses de 125 e 500 mg/kg e,
portanto foi escolhida para avaliar os mecanismos de acdo do EHEP.

O oxido nitrico (NO) tem um importante papel no desenvolvimento e manutencédo da dor
(Jin et al., 2010; LaBuda et al., 2006). O NO é uma molécula gasosa altamente reativa que
passa facilmente através das membranas celulares. A ativacdo do receptor NMDA no
neurdnio pds-sinaptico induz a producao de NO que é difundido rapidamente no neurdnio pré-
sinaptico para modular sua atividade (Levy & Zochodne, 2004). Essa molécula pode ser
liberada apds uma estimulacdo direta das fibras aferentes primarias, auxiliando a
sensibilizacdo de nociceptores e aumentando a excitabilidade das fibras nervosas (Aley et al.,
1998). O NO provoca hiperalgesia e estd envolvido na sensibilizacdo central, fortalecendo a
acdo de prostaglandinas em diversos modelos de dor (Zhuo, 2007). O éxido nitrico também
esta intimamente relacionado com a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e a
transmissdao de estimulos dolorosos e possui papel importante no processamento da
informacdo nociceptiva (Meller & Gebhart, 1993, Caruso et al., 2005). NO parece ser um
intermediario na neurotransmissao medular (Tassorelli et al., 2006), pois estudo mostrou que
apos a injecdo de formalina existe um aumento da liberacdo de nitrito com uma pausa
transiente entre as duas fases (Okuda et al., 2001). Ha também varias evidéncias que sugerem
que a inibicdo da NO sintase atenua a dor inflamatoria (Boettger et al., 2007; De Alba et al.,
2006) e evidéncias experimentais indicam que o oxido nitrico, juntamente com outros
mediadores inflamatdrios, participam da segunda fase do teste da formalina (Da Matta et al.,

2011; Garcia et al., 2004; Tjolsen et al., 1992).

65



Em vista do papel do 6xido nitrico no processo nociceptivo, o envolvimento do NO na
acao antinociceptiva do extrato foi investigado através do pré-tratamento de L-arginina, que
causa a reversdo do efeito antinociceptivo no teste de formalina (Kitto et al., 1992). Os
resultados mostraram que houve reversao significativa do efeito antinociceptivo de E.
punicifolia pela L-arginina (figuras 9 e 10). Sendo assim, o efeito antinociceptivo do EHEP
pode estar relacionado com a inibicdo da liberacdo ou sintese de déxido nitrico in vivo. A
inibicdo da liberacdo/sintese é um dado importante para a acao antinociceptiva do EHEP, pois
possivelmente contribui para o efeito antinociceptivo da planta frente aos modelos de
nocicepc¢do induzida pela formalina e glutamato.

Para investigarmos outros possiveis mecanismos de acdo do EHEP na atividade
antinociceptiva, foi avaliada a participacdo do sistema opioidérgico. Para a avaliacdo, 0s
animais foram pré-tratados com veiculo (salina) ou naloxona (antagonista ndo especifico de
receptor opidide) e morfina, analgésico opidide cujo efeito pode ser revertido com o pré-
tratamento com naloxona. Portanto, a naloxona é utilizada para bloquear os receptores
opidides e verificar se a substancia teste perde seu efeito antinociceptivo observado
anteriormente (Santos et al., 1999; Santos et al., 2005). O sistema opidide € um mecanismo
endogeno do organismo para conter a dor e a inflamagdo. Na periferia, tais efeitos séo
produzidos pela interacdo entre peptideos opioides derivados dos leucdcitos e os receptores
opioides existentes na terminacdo dos neurdnios aferentes primarios, gracas as citocinas anti-
inflamatdrias e/ou endocanabindides (Stein et al., 2003). Este cenario € importante para o
estudo dos mecanismos da dor inflamatoria (Stein et al., 2009).

Os receptores opidides sdo coexpressos com neuropeptideos sensoriais tais como
substancia P e CGRP (calcitonin-generelated peptide) (Mousa et al., 2007), e sdo
transportados do ganglio da raiz dorsal para os terminais periféricos nervosos (Mousa et al.,

2001). Esse transporte é estimulado por citocinas e por fator de crescimento de nervos
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produzidos no tecido inflamado (Mousa et al., 2007), o que resulta num aumento da
densidade de receptores opidides nos terminais nervosos dos tecidos inflamados. Agonistas
opioides podem atenuar a inflamagéo induzida pelo aumento da excitabilidade dos neurénios
aferentes e a liberacdo de neuropeptideos pré-inflamatorios (substancia P e CGRP) em tecidos
lesados. Todos esses eventos conduzem aos efeitos anti-nociceptivo e anti-inflamatorio (Stein
et al., 2009).

Com a realizacdo do modelo experimental para avaliacdo da participacdo do sistema
opioidérgico foi possivel observar que os animais tratados com o EHEP e pré-tratados com
naloxona ndo tiveram seu efeito antinociceptivo revertido, confirmando que o sistema opioide
ndo parece participar da antinocicepcdo provocada pelo extrato hidroalcoolico de folhas de
Eugenia punicifolia, de acordo com as figuras 11 e 12.

Para fornecer mais evidéncias sobre a participacdo do sistema glutamatérgico na
antinocicepcdo causada pelo EHEP, foi investigado o efeito do EHEP na nocicepcdo causada
pela injecdo intraplantar de glutamato como agente algico, como um possivel mecanismo de
acdo. O glutamato ¢ um aminoacido excitatorio, encontrado em concentracdes de UM na
medula espinhal, e € originado de fibras aferentes primarias mielinizadas e ndo mielinizadas,
em adicdo aos interneurdnios intrinsecos (Battaglia & Rustioni, 1988). Sabe-se que o
glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio envolvido na transmissdo de sinais
nociceptivos. Além disso, tem sido demonstrado que a injecdo intraplantar de glutamato libera
aminoacidos excitatorios, como PGE,, NO, cininas, prétons, glutamato e substancia P no
corno dorsal (Millan, 1999; Beirith et al., 2002; Sakurada et al., 1996). O glutamato esta
envolvido na transmissdo da informacdo nociceptiva da periferia até regides supraespinhais
(Beirith et al., 2002). Existem 2 familias de receptores glutamatérgicos, os ionotrépicos e 0s
metabotropicos. Os receptores ionotropicos 0s quais pertencem o0s canais i6nicos sdo

permeaveis aos cations e sdo subdivididos em trés grupos: N-metil-D-aspartato (NMDA),
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cainato e acido DL-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionico (AMPA) (Ozawa et
al., 1998). Os receptores metabotropicos sdo acoplados a proteina G e agem através da
liberacdo de segundos mensageiros até mesmo por alteracdo da atividade de canais i6nicos e
pela interacdo das subunidades intracelulares da proteina G (Meldrum, 2000). Uma acéo
excitatoria direta do glutamato nas fibras aferentes primarias se da pela ativacdo dos
receptores NMDA que causa a liberacdo de SP e de CGRP por seus terminais centrais (Liu et
al., 1994; Liu et al., 1997). Essa acdo do NMDA pode ser mediada pelo NO dos terminais das
fibras aferentes primarias. O NO pode também interferir nas acdes periféricas mediadas pelas
mesmas fibras. A producdo de NO é grandemente dependente da ativacdo de receptor NMDA
e a producdo ou liberacdo de NO é importante para a antinocicep¢do de varios compostos
(Sakurada et al., 1996; Beirith et al., 2002; Ji & Strchartz, 2004; Caruso et al., 2005).

Os resultados encontrados demonstram que os animais tratados com EHEP tiveram uma
inibicdo de 35% da nocicepc¢do causada pela injecdo intraplantar de glutamato (figura 13),
quando comparado ao grupo tratado com veiculo (salina), sugerindo a participacdo do sistema
glutamatérgico na propriedade antinociceptiva do extrato. Em adicdo, a supressdo da
nocicepcdo causada pelo EHEP diante da injecdo intraplantar de glutamato pode estar
associada com a interacao do sistema glutamatérgico ou inibicdo da producéo do éxido nitrico
(Ferreira et al., 1999).

Para caracterizar a atividade do EHEP sobre o processo anti-edematogénico, foi avaliado
0 modelo de edema de orelha induzido por xilol, um agente flogistico que causa irritacdo na
orelha de camundongos, pela promogdo de acumulo de fluidos, caracteristico da resposta
inflamatoria aguda (Okoli et al., 2007). Os animais tratados com EHEP apresentaram
significativa reducdo do edema de orelha apenas na dose de 250 mg/kg (reducédo de 64%)
(figura 14). O mecanismo bioquimico da inflamacdo provocado pelo xilol desencadeia

mecanismos celulares envolvidos na regulacdo da liberacdo de substancias pro-inflamatdrias
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originarias de neur6nios sensoriais. Esta inflamacé&o € iniciada pela acdo de mediadores como
acetilcolina, histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, que provoca a liberagédo
direta dos neuropeptideos, pela excitacdo dos neurbnios, com ativacao dos seus receptores. O
xilol induz a liberacdo de substancias bioativas dos terminais periféricos de neurbnios
sensoriais que agem sobre células alvos periféricas, como o0s mastdcitos, produzindo
inflamacdo neurogénica caracterizada por calor, rubor, edema e hipersensibilidade
(Richardson & Vasko, 2002; Li et al., 2011).

O modelo de edema de pata induzido pela carragenina é altamente sensivel as drogas
anti-inflamatorias ndo-esteroidais e tem sido uma ferramenta aceitavel para avaliacdo de
novas drogas, como 0s produtos naturais. Para a inducdo do edema de pata é utilizada a
carragenina, sendo este um agente lesivo que estimula o desencadeamento dos fenémenos de
transformacdes nos tecidos. Trata-se de um extrato sollvel em agua derivada da carragena,
musgo irlandés, uma alga marinha encontrada nas costas do Atlantico da Europa e na América
do Norte, muito utilizada para induzir a reacdo inflamatdria aguda em animais experimentais
(Garcia et al., 1993). A carragenina induz a migracao de células inflamatérias para o local da
injecdo que, juntamente com células residentes, produzem mediadores importantes para o
desenvolvimento da inflamacéo (Cuzzocrea et al., 2002). Dessa forma, as drogas que inibem a
migracdo celular, a alteracdo fenotipica dessas células ou a liberacdo de mediadores
inflamatdrios podem inibir o edema e a alodinia mecanica induzidos pela carragenina.

A injecdo da carragenina na pata de animais experimentais induz a producdo local de
citocinas inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-1 e IL-6 (Cunha et al., 2000, Wang et al., 2004),
entre outras. De forma complementar, a inibicdo da atividade dessas citocinas, por meio do
uso de anticorpos ou de antagonistas dos seus receptores inibe a sensibilizacdo induzida pela

carragenina (Cunha et al., 2000). H& evidéncias de que as citocinas inflamatorias, além de

69



induzirem a mudanca fenotipica dos nociceptores, contribuem para o desenvolvimento de
alteracdes vasculares que conduzem ao edema (Hrubey et al., 1991).

Vérios estudos demonstraram que citocinas inflamatdrias, produzidas por células
residentes ou células que migraram para o sitio inflamatdrio, contribuem para o
desenvolvimento da sensibilizacdo dos nociceptores e desenvolvimento de alodinia térmica ou
mecanica apds a injecdo da carragenina e também para a resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido (Hrubey et al., 1991).

Esse modelo € bifasico: a fase inicial (1-2 horas) é mediada por histamina, serotonina e
aumento da sintese de prostaglandina, enquanto que na fase tardia (3-4 horas) é sustentada
pela liberacdo de prostaglandinas, ciclooxigenases, e esta fase € inibida pelas drogas anti-
inflamatdrias tais como piroxicam (Perianayagam et al., 2006; Just et al., 1998). A sequéncia
de eventos do edema de pata € bem delineada. A acdo dos mediadores iniciais no edema,
histamina e serotonina, é sucedida pelo aumento da permeabilidade vascular, e esta é mantida
pela liberacdo das cininas plasméticas; em uma terceira fase ocorre a liberacdo de
prostaglandinas que estdo associadas com a presenca de leucécitos no sitio da inflamacéo
(Moncada et al., 1973, Williams & Morley, 1973).

No presente estudo, o EHEP administrado oralmente na dose de 250 mg/kg mostrou
significativo efeito inibitorio sobre o edema de pata em ratos induzido por carragenina (figura
15), somente na primeira hora apos a indugéo do edema, reduzindo em 50% o0 edema em
relacdo ao grupo controle negativo tratado com veiculo (salina). Neste aspecto, estd
classicamente demonstrado por Winter et al., (1962) que, durante o desenvolvimento da
resposta edematogénica neste teste, na primeira hora da formagédo do edema estéo envolvidos
os mediadores derivados de aminas biologicas histamina e serotonina, na segunda hora ha a
liberacdo de bradicinina e calidina e, na fase final do edema, ap6s 3 horas de inducgéo, ocorre a

participacdo de eicosandides como as prostaglandinas (Osadeb & Okoye, 2003). O resultado

70



obtido nos sugere que a inibicdo do edema pelo EHEP pode estar relacionada com a inibicéo
dos mediadores inflamatorios na primeira fase, agindo na liberacéo de histamina e serotonina
decorrentes da primeira hora de avaliacao.

Proteinas quinases sdo uma das classes mais importantes para descoberta de novas drogas.
Esta proteina possui um importante papel fisioldgico e patoldgico por modular fungdes
celulares, como tumorgénicas e inflamatdrias, e é o principal alvo de descobertas de novas
drogas do seculo XXI. Inibidores de proteinas quinases terapéuticos estdo em
desenvolvimento clinico para doencas como artrite reumatica, diabetes e doencas
cardiovasculares. (Zuccotto et al., 2010). E esperado que o screening para inibidores de
proteinas quinases se torne cada vez mais importante no futuro, e um pré-requisito essencial
para o desenvolvimento de novas drogas e valida¢do de novos compostos terapéuticos por ser
um teste valido, rapido e de facil manuseio (Laufer et al., 2008).

Para avaliar o possivel efeito do EHEP sobre a inibicdo de proteinas quinases, foi realizado
o ensaio da p38a MAPK, pois esta proteina esta relacionada com a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, como 0 TNF-a ¢ a IL-1, regulando a inibi¢do ou liberacdo destas. O resultado
obtido demonstra uma inibi¢cdo de cerca de 90% na via da p38a MAPK, quando testada a
concentracdo de 30 mg/ml do EHEP, inibindo significativamente esta via. Além de testar a
poténcia de possiveis inibidores de p38a MAPK em ensaios livres de células, ¢ importante
determinar a inibicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como por exemplo, TNF-a.
Sobre condigdes fisiologicas relevantes, como no sangue humano, potentes inibidores perdem
sua eficacia. O ensaio da inibigéo da liberacdo do TNF-a. foi realizado com sangue humano de
dois diferentes voluntarios. Este teste é importante como uma ferramenta de avaliagdo para
descoberta de possiveis drogas inibidores da liberacdo do TNF-o por ser um ensaio com
rapida performance e avaliacdo direta sobre condicdes fisioldgicas. Este ensaio constitui em

duas fases, onde primeiramente as amostras de sangue humano fresco foram preparadas para
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induzir a liberagdo da citocinas, como 0 TNF-a, principalmente pela via das MAPKSs. (Brook
et al., 2000; Kunz et al., 2009). Na segunda fase do ensaio, foi realizado um teste de ELISA
para testar o indice do TNF-a, e a possivel inibicdo das amostras testadas. O resultado obtido
demonstra que o EHEP néo inibe significativamente a via do TNF-a, tendo uma inibigdo de
cerca de 30%. Esta perda de inibicdo do EHEP nesta via pode ser explicado, pois o teste em
sangue humano difere dos ensaios realizados in vitro, onde ha fatores adicionais, como a
solubilidade, os sitios de ligacGes das proteinas plasmaticas, a permeabilidade celular e a
concentracdo de ATP que possuem um importante papel. A albumina presente no plasma é
uma das proteinas majoritarias de transporte no sangue e possuem a habilidade de se ligar a
pequenas moléculas como drogas e aminoacidos, alcancando o tecido alvo. Flavonodides
presentes em extratos de plantas também se ligam a albumina para modular a sua
biodisponibilidade (Xiao et al., 2010). Os fatores citados previamente podem ter interferido
na poténcia do EHEP, e provavelmente sdo os responsaveis pela fraca inibicao.

Em vista da indicacdo popular do uso do extrato de Eugenia punicifolia para distarbios
estomacais e diarréia, e também para avaliar o efeito colateral de varios AINEs na inducdo de
Ulceras gastricas, foi avaliada a atividade antiulcerogénica através do modelo de inducéo de
Ulcera gastrica por etanol e determinada a acdo do EHEP na motilidade intestinal. A Ulcera
gastrica surge de um desequilibrio entre fatores protetores da mucosa como, a barreira de
muco e bicarbonato, oxido nitrico (NO), fluxo sanguineo, prostaglandinas, entre outros, e
fatores agressores, por exemplo, secrecdo de &cido, pepsina e radicais livres. A mucosa
gastrica esta sujeita a continuas mudancas e os fatores agressores se originam de uma
variedade de estimulos tanto enddgenos como exdgenos, entre 0s quais estdo o consumo de
alcool, o tabagismo, dieta inadequada, os AINEs e a presenca, no local, da bactéria
Helicobacter pylori (Beserra, 2011). Para combater esse ataque, a mucosa possui mecanismos

de defesa interativa que protegem o tecido de danos e eventuais ulcerac6es (Whittle, 2003).
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O éalcool possui um papel muito importante nas doencas do trato gastrointestinal. A lesao
da mucosa gastrica ocorre devido a uma diminuicdo de funcdo da barreira de muco, a
principal protecdo contra o &cido gastrico. Altas concentracdes de etanol levam a um aumento
da permeabilidade epitelial, como consequiéncia de mudancas da diferenca de potencial
celular que € causado pela re-difusdo de ions H+ através da mucosa lesada, e danos da
mucosa principalmente devido aos distdrbios vasculares e diminuicdo do fluxo sangiineo
local (Siegmund et al., 2003).

A administracdo tdpica do etanol absoluto, utilizada no modelo de inducdo de llcera
gastrica, causa edema no tecido, hemorragia subepitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de
células inflamatorias que podem contribuir para inducdo dos danos na mucosa e geracao de
espeécies reativas de oxigénio (Kountouras et al., 2001). O etanol afeta a barreira de muco
encontrada na parede gastrica, com isso, torna o epitélio gastrico mais sensivel ao ataque do
acido produzido pelo estébmago (Wallace, 2001). Quando esse agente lesivo alcanca o epitélio
da mucosa, através do rompimento da barreira muco-bicarbonato, provoca a ruptura da parede
dos vasos sanguineos, gerando as hemorragias e os focos hiperémicos comumente observados
nos modelos experimentais (Mincis et al., 1995). O etanol também induz estresse oxidativo,
danos ao DNA e reducdo dos grupamentos sulfidricos ndo proteicos (GSH) das células que

sdo fatores importantes na protecdo da mucosa gastrica (Repetto & Llesuy, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram uma intensa acdo protetora da mucosa
gastrica do EHEP nas 3 doses utilizadas (125, 250 e 500 mg/kg), com uma inibicdo de 88,4;
97,6 e 99,8%, respectivamente, das lesbes gastricas induzidas por um agente lesivo, no caso o
etanol absoluto, quando comparado com o veiculo (grupo controle negativo). Em adicéo, a
espéecie além de possuir acdes antinociceptiva e anti-inflamatoria, ao contrario dos AINEs,
ndo possui o efeito colateral das alteracbes decorrentes no trato gastrointestinal, atuando
também como gastroprotetor.
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Considerando que os efeitos antinociceptivos do extrato hidroalcodlico de folhas de
Eugenia punicifolia possam ser decorrentes de sua acao sobre as ciclooxigenases, 0 presente
trabalho teve também como objetivo avaliar o possivel efeito ulcerogénico deste extrato,
utilizando o modelo experimental de inducdo de Ulcera gastrica por AINEs, descrito por

Guidono et al., 1997.

Para caracterizar de modo mais preciso 0 mecanismo de acdo do EHEP foi realizada uma
curva dose resposta (125, 250 e 500 mg/kg) no modelo de Ulcera géstrica induzida por um
AINE, no caso, a indometacina. Os AINEs sdo reconhecidamente indutores de Ulcera, e
diversos mecanismos estdo envolvidos nesse processo. Sua agdo pode ser local,
principalmente aqueles que possuem um carater &cido, que danificam as células epiteliais,
bem como uma acdo sistémica. Esses farmacos sdo capazes de reduzir a secre¢cdo de muco e
bicarbonato, e assim alterar o pH da mucosa gastrica. Estas alteragdes tornam a barreira
mucosa mais susceptivel a danos, bem como destroem a camada de fosfolipidios que a
recobre, facilitando a acdo do suco gastrico na mucosa. Contudo, o efeito sistémico mais
importante, ¢ a capacidade dos AINEs de inibir a sintese de prostaglandinas, que sédo
responsaveis pela modulacdo de varios componentes envolvidos na defesa da mucosa.
Estudos correlacionaram de forma direta a capacidade de diversos AINES em suprimir a
sintese dessas substancias bem como de sua habilidade em causar danos gastricos. Outro
efeito dessa classe medicamentosa € a diminuicdo do fluxo sanguineo, que é consequéncia da
supressdo da atividade da COX-1. Esta reducdo do fluxo sanguineo na mucosa por si s6 ndo
causa danos. Entretanto, somado a outros fatores que tornam a mucosa sensivel, pode
inclusive, prejudicar a reestruturacdo da mucosa apds uma injuria (Wallace, 2008).

Além de todas essas acOes ja citadas, os anti-inflamatorios ndo-esteroidais causam a
aderéncia de neutrofilos ao endotélio vascular, esse processo e mediado, principalmente via

leucotrieno B4. Essas células induzem dano celular por liberar uma serie de enzimas
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proteoliticas e de espécies reativas de oxigénio. Estas respostas da acdo dos AINEs também
caracteriza o envolvimento de estresse oxidativo, no surgimento das lesdes gastricas. O efeito
inibitério dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais sobre a agregacdo plaquetaria também é
importante para o aparecimento de lesGes gastricas, e é resultante da inibicdo da COX-1.
Ocorre como consequéncia deste evento uma diminuicéo na liberacéo de tromboxano A2, que
produz como efeito final a ocorréncia de hemorragias (Wallace, 2008). E, por fim, outro
componente desse processo de lesdo gastrica mediado pelos AINEs é o aumento da secregédo
acida. Foi demonstrado em estudos que o tratamento concomitante de um AINE com um
inibidor de bomba protonica (agente anti secretor) reduz para cerca de 5% a incidéncia de
ulceracdo, comparado com pacientes que receberam placebo associado a um AINE ou a um
inibidor seletivo de COX-2, onde esse indice foi de 20%. Portanto, 0 processo de agressdo a
mucosa gastrica que leva a Ulcera causada pelos AINEs é multifatorial, e varias vias
complexas e interligadas estdo envolvidas. Contudo a via da COX se destaca em todo o
processo, sendo muitas vezes o fator chave desencadeante de outras a¢des (Scheiman et al.,
2006).

A indometacina e uma droga anti-inflamatéria ndo-esteroidal, um derivado inddlico,
amplamente utilizada na clinica para diversos tipos de doencas inflamatorias, como
osteoartrite e gota. Experimentalmente se tornou um farmaco de primeira escolha para
inducdo de lesdo gastrica, devido ao seu maior potencial ulcerogénico, mediante outros
farmacos da classe, e esse efeito se deve a sua capacidade de inibicdo tanto da enzima COX-1
como da COX-2. Classicamente se atribui os disturbios gastrointestinais adversos desse
medicamento, a sua capacidade de inibigdo da COX-1. Porém, diversos estudos demonstram
que, na realidade, ambas isoformas estdo envolvidas no processo de citoprotecdo. A enzima
COX é responsavel por catalisar a primeira etapa da reacdo de sintese do acido araquidonico

em seus metabolitos: prostaglandina, tromboxano A2, leucotrienos e prostaciclina, em
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condicdes fisiologicas a sintese de prostaglandina € mediada pela COX constitutiva (COX-1).
Porém em processos inflamatorios, a outra isoforma (COX-2) é rapidamente induzida, e se
torna responsavel por esse processo, assim a inibicdo conjunta dessas enzimas leva a
formacdo de lesdo na mucosa gastrica (Suleyman et al., 2010). Os resultados obtidos
demonstram que o EHEP nas trés doses testadas inibiram significativamente as lesdes
ulcerosas causadas pela indometacina, demonstrando que a via de acdo do extrato ndo é
exclusivamente dependente da via das Ciclooxigenases.

A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de esvaziamento gastrico, a
continua situacdo de contracdo, relaxamento e secrecdo. Essas funcbes sdo controladas pelo
sistema neuromotor, que é regulado por varios sistemas de receptor, entre eles o opioidérgico,
bem como o colinérgico, adrenérgico e serotoninérgico. Varias drogas afetam o transito
gastrointestinal pela acdo de agonistas ou antagonistas no receptor celular especifico (Kanum,
2000). A morfina exerce sua acdo atuando no SNC e sistema nervoso entérico, sendo esse
ultimo um conjunto de neurdnios do trato gastrointestinal que controla as células musculares
lisas responsaveis pela motilidade gastrintestinal (Goyal & Hirano, 1996). Esse opidide atua
nos trés principais tipos de receptores W, k € 8. O receptor p possui dois subtipos pl e u2. O
ul predomina no sistema nervoso central e é responsavel pela analgesia, enquanto o p2 esta
presente na medula espinhal e também no tubo digestivo sendo responsavel pela depresséo
respiratoria e disfungdo intestinal. Através da ativacdo do receptor pu2 os opiodides induzem os
seus efeitos no sistema gastrointestinal como a inibicdo da atividade nervosa entérica e
inibicdo da atividade motora propulsiva (Person & Wexner, 2006; Becker & Blum, 2009).

Na determinacdo da motilidade intestinal sob acdo do extrato ndo foi observada alteragédo
da motilidade intestinal apds a administragdo do EHEP nas doses de 125 e 250 mg/kg, ndo
atuando como um antidiarréico, pois ndo causa alteracfes no transito intestinal. Portanto, a

inibicdo das lesdes gastricas corrobora com a utilizagdo da espécie na medicina popular para o
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tratamento de doencas estomacais, e evidenciam que os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio ndo sdo capazes de promover distdrbios do trato gastrointestinal como gastrite ou
ulceras. Adicionalmente, este resultado valida a ndo participacdo da via opioidérgica como
mecanismo antinociceptivo, como demonstrado nos resultados obtidos pelo teste da
formalina.

Os compostos fitoquimicos responsaveis pela acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria de
Eugenia punicifolia ainda sdo desconhecidos, pois a caracterizacdo fitoquimica da espécie
sera realizada a posteriori, mas estudos com espécies congéneres demonstram a presenca de
flavonoides e taninos (Oliveira et al., 2006), que tem demonstrado atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoéria em experimentacdo in vivo e in vitro (Birt, 2006; de Queiroz et al., 2010;
Filho et al., 2008; Middleton et al., 2000; Souza et al., 2007). Verificou-se também que os
flavonoides sdo capazes de diminuir a producdo de NO e a expressdao da enzima iNOS
(Cazarolli et al., 2008; Santangelo et al., 2007) e agem como potencial inibidores da
ciclooxigenase, lipoxigenase e 6xido nitrico sintetase (Rao et al., 2005; Middleton et al.,
2000).

A auséncia de efeitos ulcerogénicos do extrato de EHEP sugere, uma vez mais, que estas
acOes possam ser decorrentes de flavondides presentes neste extrato. A proposta de que 0s
efeitos bioldgicos evidenciados no presente trabalho possam ser decorrentes das acfes de
flavonoides encontra apoio em diversos estudos que demonstraram que os efeitos anti-
inflamatdrios destes compostos ndo estdo relacionados a alteragdes gastrointestinais podendo
alguns deles, ao contrario, atuarem como protetores da parede gastrica (Borreli & 1zzo, 2000;
Janbaz et al., 2002; Coelho et al., 2003). Certamente um extrato que associe 0s efeitos
antinociceptivo, anti-inflamatorio e gastroprotetor pode ser considerado um extrato relevante

no tratamento de doencas cronicas.
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8. CONCLUSAO

Neste trabalho foram avaliadas a toxicidade aguda, a atividade da performance motora, a
atividade antinociceptiva, 0s possiveis mecanismos de acdo do EHEP, a atividade anti-
edematogénica, a inibi¢do sobre a p38a. MAPK e TNF-a, além da atividade antiulcerogénica e

determinacdo da motilidade intestinal.

Os resultados demonstram uma auséncia de toxicidade com a administragcdo de uma dose
de 5000 mg/kg v.0. e auséncia de alteracdo na avaliacdo da performance motora quando
administrado o EHEP na dose de 250 mg/kg e avaliado pelo “Rota rod”. O extrato foi eficaz
na reversdo do efeito nociceptivo nas duas fases do teste da formalina, na dor neurogénica e
inflamatoria. Foi possivel verificar que a dose de 250 mg/kg apresenta maior inibicdo da
nocicepcao quando comparada com as doses de 125 e 500 mg/kg. Foi verificado também que
sua acdo antinociceptiva esta relacionada com a via do 6xido nitrico e do glutamato. No
ensaio de p38a MAPK, o extrato inibiu significativamente a fosforilacdo da proteina,
indicando uma atuacgdo sobre esta via. No ensaio de TNF-o, 0 EHEP apresentou uma pequena
inibicdo, ndo sendo tendo atuacdo exclusiva nesta via. No modelo de Ulcera gastrica induzida
por etanol foi verificada uma intensa protecdo da mucosa gastrica, com reducdo das lesdes
gastricas, nas 3 doses administradas do EHEP, assim como foi observado reducdo nas lesdes
de Ulceras gastrica no modelo de Ulcera géastrica induzida por indometacina. Na determinacgéo

da motilidade intestinal, 0 EHEP ndo demonstrou alteracdo do transito intestinal.

Coletivamente, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que 0 extrato
hidroalcodlico de folhas de Eugenia punicifolia apresentou um importante efeito

antinociceptivo, anti-inflamatério e antiulcerogénico.
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10. Anexo 1 — Protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (n° 369)
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Anexo 2 - Protocolo experimental das avalia¢des do teste “Screening” hipocratico

Os parédmetros a serem observados de acordo com a tabela de Brito (1994) e segundo

explicacOes de alguns padrdes comportamentais descritos por Malone e Robichaud (1962),

s80 0s seguintes:

Frémito vocal:

Irritabilidade:

Resposta ao toque:

Aperto de cauda:
Contorcao:
Trem posterior:

Endireitamento:

Tonus corporal:
Forca de agarrar:

Ataxia:

Reflexo auricular:

Reflexo corneal:

Tremores:

Convulsoes:

Emissdo de ruidos frequentes
Reacdo ao individuo ao lado ou a0 manuseé-lo

Direcionar algo em direcdo ao animal e esperar ele desviar

Apertar a ponta da cauda e puxa-lo
Animal faz movimento sinuoso
Pata posterior abaixada

5, pode ser posicionado em Unico lado; 6, pode ser
posicionado em qualquer dos lados igualmente bem; 7, pode ser
posicionado de costas tdo bem como qualquer lado; 8, ndo pode ser
despertado, estando de costas, com um beliscdo no dedo da pata
traseira.

Puxar a pele pra ver se ela retorna ao normal
Fazé-lo segurar na grade e puxa-lo pela cauda

1, deteccdo de perda de coordenacdo; 2, dificuldade de
andar reto mas prosseguir alinhado; 3 ndo conseguir andar reto,
com curso errante; 4, ndo conseguir qualquer curso

Mexer a orelha com a pinga

Levar em direcdo ao olho a pinga para ver se eles tentam
fecha-los.

Verificar se eles tremem, comparando com o normal.

Sdo medidas subjetivamente de 1 a 4 de acordo com a
severidade e duragéo
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Estimulacdes:

Straub:
Hipnose:

Anestesia:

Lacrimacao:

Ptose:

Micgao:
Defecacéo:

Piloerecéo:

Hipotermia:

Respiracao:

Cianose:

NuUmero de mortos:

Movimentos repentinos

Cauda levantada como uma bandeira

Dormir agrupados

1- resposta lenta quando uma agulha é pressionada no pé; 2-
sem reacdo a agulha firme pressionada; 3- sem reacdo com a
penetracdo da agulha

Comparar com a normal

1- notével fechamento do olho; 2- metade fechado; 3-
quase  completamente  fechado; 4-  fechado
completamente

Considerar subjetivamente a freqliéncia e quantidade
Verificar alteracdo na consisténcia das fezes

A gradacdo é analisada subjetivamente através da erecdo e
do aspecto do pelo

Tocar o animal e verificar se a temperatura é baixa em
relacdo ao controle

Comparar com o normal

Observar a alteracdo da cor de orelhas, patas e da mucosa
oral.

Anotar a cada verificacdo dos comportamentos

99



Anexo 3 - Teste Hipocratico —
Parametros analisados em camundongos machos e fémeas tratados oralmente com dose

Unica de veiculo e EHEP 5000 mg/kg

Tempo para as analises comportamentais (minutos)

Normal
Sintomas 30" | 60° 120° 240° 360°
Aparéncia geral 4 4 4 4 4 4
Frénito vocal 0 0 0 0 0 0
Irritabilidade 0 0 0 0 0 0
Reposta ao 4 4 4 4 4 4
toque
Aperto da cauda 4 4 4 4 4 4
Contorcao 0 0 0 0 0 0
Trem posterior 0 0 0 0 0 0
Endireitamento 4 4 4 4 4 4
Tonus muscular 4 4 4 4 4 4
Forga de agarrar 4 4 4 4 4 4
Ataxia 0 0 0 0 0 0
Reflexo 4 4 4 4 4 4
auricular
Reflexo corneal 4 4 4 4 4 4
Tremores 0 0 0 0 0 0
Convulsdes 0 0 0 0 0 0
Estimulacdes 4 4 4 4 4 4
Straub 0 0 0 0 0 0
Hipnose 0 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0 0
Lacrimagéo 0 0 0 0 0 0
Ptose 0 0 0 0 0 0

Toxicidade de drogas por Analise Comportamental
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Miccao 4 4 4 4 4 4
Piloerecdo 0 0 0 0 0 0
Defecacgéo 4 4 4 4 4 4
Hipotermia 0 0 0 0 0 0
Respiracédo 4 4 4 4 4 4
Cianose 0 0 0 0 0 0
Morte 0 0 0 0 0

Codigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escalade 1 a 4

Teste com anotagdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer
diminuicdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

101



