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RESUMO

Hyptis crenata (Pohl) ex Benth. € uma planta herbacea, medieirmabmatica, pertencente a
familia lamiaceae, conhecida popularmente como asdédvmarajé, malva-do-marajé e
horteld-bravo. Distribui-se no estuario do Rio Awmreas, Pantanal e no estado de Minas-
Gerais. Seu 0leo essencial é caracterizado pederpya de monoterpenos e sesquiterpenos. E
utilizada popularmente como sudorifico, ténicoirestante, bem como para tratar inflamacéo
de olhos e garganta, constipacéo e artrite. Baseestas informacdes, decidiu-se avaliar a
atividade antinociceptiva e antiinflamatoéria doodkessencial desta espécie (OEHc) através
dos seguintes testes: teste das contorcfes abdsnmlzidas por acido acético, placa
quente, formalina, dermatite induzida pelo 6leacca#on, edemas induzidos por dextrana e
carragenina e peritonite induzida por carrageniPara a analise estatistica utilizou-se
ANOVA seguida de um método de multiplas compara¢deste de Student-Newman-Keuls
ou teste "t" de Student). O dleo foi extraido pigirddestilacdo, obtendo um rendimento de
0,6%. E composto predominantemente por monoterp@#5%). A dose letal media

foi de 5000 mg/kg. Nas contor¢Bes abdominais irdhszpor acido acético o 6leo (250, 350 e
500 mg/kg) reduziu de forma significante de mandwae-dependente estas contor¢cdes em
22,56%, 60,76% e 75,53%, respectivamente, cujaaieefe de correlacado linear foi de r =
0,9341 e Dy = 364,22 mg/kg. No teste da placa quente, o &&ofoi capaz de aumentar o
tempo de laténcia de maneira significante. No tdstdormalina, o OEHc produziu uma
inibicdo da 12 fase em 26,49% e da 22 fase em %3,38ém disso, a naloxona reverteu o
efeito do OEHc neste teste. Na dermatite induzila pleo de croton, o OEHc reduziu o
edema de maneira significante em 44,26%. No ededwido por dextrana, o 6leo foi capaz
de impedir o desenvolvimento do edema na dose 4236ng/kg de maneira significante em
relacdo ao grupo controle. Porém, no edema indyzadacarragenina esta inibicdo nao foi
observada. Na peritonite induzida por carrageron@EHc reduziu o nimero de leucécitos e
o de neutrofilos em 47,55% e 66,47%, respectivageht partir dos resultados obtidos,
sugere-se que o OEHc apresenta atividade antimbisiaeprovavelmente através da acao
direta sobre as fibras nociceptivas, além de sugeag os receptores opidides possam estar
envolvidos neste processo; e atividade antiirdlémea provavelmente de origem periférica.
Pode-se sugerir, também, que o0s possiveis commanergponsaveis por essas acdes sejam

0S compostos monoterpénicos presentes no OEHc.

Palavras-chaveyptis crenata; 6leo essencial; antinociceptiva; antiinflamatoria.



ABSTRACT

Hyptis crenata (Pohl) ex Benth. is a herbaceous aromatic andamadl plant, belongs to
Lamiaceae, popularly known as salva-do-marajo, ardlvmarajé and horteld-bravo. This
plant is distributed since the mouth of AmazonaseRi Marajo Island, Pantanal, and
extending up to the states of Minas Gerais. Iterdgd oil is characterized by presence of
monoterpenes and sesquiterpenes. The leaf teadsagssudorific, tonic, stimulant, as well as
to treat the eyes and throat inflammation, consbpaand arthritis. Based in these
information, we decided to evaluate the antinodigepand anti-inflammatory activity of the
oil (HCEO) of Hyptis crenata in mouse throught the following tests: abdomirabstriction,
hot plate, formalin, croton oil-induced ear edema, paw edema induced by dextran and
carrageenan, carrageenan-induced peritonitis. Tdtestscal method used in this study was
ANOVA followed by multiple comparison (Student-NewmKeuls test or Student “t” test).
The essential oil was extracted by hydrodistillatiojield was 0,6% and their main
components were monoterpenes (94,5%). The lethsd DLlsg) was 5000 mg/kg. In the
abdominal constriction test, at doses of 250, 80 500 mg/kg, the HCEO inhibited the
abdominal constrictions in 22,56%, 60,76% and 3J%brespectively, in a dose-dependent
manner when compared to the control group. TheyB&Iculated was 364,22 mg/kg with a
correlation coefficient of 0,9341. The oil not olgad significantly the time of latency in the
hot plate test. HCEO (364,22 mg/kg) caused an idibof the phase | in 26,42% and an
inhibition of the phase Il in 43,86% of the fornmabest. Naloxone, an antagonist of opioid
receptor, reverted the analgesic effect of EOH&®Iceduced croton oil-induced ear edema
in 44,26%. In rat paw edema induced by dextran, ®igitoduced inhibition at the dose of
364,22 mg/kg, but the rat paw edema induced byagasnan this inhibition was not
observed. In carrageenan-induced peritonitis, Heifoificantly decreased the leucocyte and
neutrophil  migration in 47,55% e 66,47%, respedyiv Based on the results we are
suggesting that the essential oil f crenata has an antinociceptive activity.lt is probably
as consequence of direct action on the nocicepiber, as well as the opioid system is
involved in this effect. Further, our results sugigibat anti-inflammatory activity of HCEO is
probably of peripheral origin. It can be suggestamh, that the possible components

responsible for these actions are the compound®taig@enes presents in HCEO.

Key-words:Hyptis crenata; essential oil; antinociceptive; antiinflammatory.
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1. INTRODUCAO

1.1. Oleos essenciais

Os oOleos essenciais, extraidos pela primeira veidade Média pelos arabes, sao
compostos volateis, naturais, complexos caractwizgor um forte odor e produzidos por
plantas arométicas como metabdlitos secundaridsvfSlet al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2006; BAKKALI et al., 2008). Podem ser sintetizagms todos os 6rgdos das plantas, quer
seja, seus botdes, flores, folhas, caules, gaffemsentes, frutos, raizes e madeira ou casca.
Sao armazenados nas células secretoras, cavidadess, tricomonas glandulares ou células
epidérmicas (BAKKALI et al., 2008).

O interesse do homem pelos 6leos essenciais Ese@possibilidade da obtencéo dos
compostos aromaticos, 0s quais fazem parte dian@mdas nossas vidas. Muitos destes
compostos sdo obtidos sinteticamente, por razbesOaucas ou por dificuldade para
obtengcédo das plantas produtoras, bem como peleegse para obtengdo de componentes
aromaticos. Contudo, a busca pelo naturalismo #ta €rescer a demanda pelos produtos
obtidos diretamente das plantas. Além do mais, ifiduldlades para que os aromas dos
compostos sintéticos se aproximem da perfeicd@awsas naturais (VITTI; BRITO, 2003).

Os Oleos essenciais, ou alguns dos seus componeétesitilizados nos perfumes ou
produtos de maquiagem, nos produtos sanitariosntoldgicos, agricolas, alimenticios,
aditivos e como medicamentos naturais. Além dissm utilizados nas massagens em
misturas com Oleos vegetais ou em banhos, mas caior fitequéncia na aromoterapia.
Alguns apresentam propriedades medicinais parardi8és sistémicas (HAJHASHEMI et
al., 2003).

Tém sido largamente empregados pelas suas progeeda
ja observadas na natureza, ou seja, antibacteriaseticida e antifungica. Além disso,
possuem varias propriedades biol6gicas (SOUSA .et2807), tais como antinociceptiva
(MENEZES et al., 2007; BATISTA et al., 2008), antiamatoria (PASSOS et al., 2007,
MONTEIRO et al., 2007), antioxidante (MORAIS et, #2006, DORDEVIC et al., 2007),
antimocrobiana (LIMA et al., 2006, FERRONATTO et 2007) nematicida e larvicida
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Estas a¢cbes sdo, provavelmente, a grande diveestkageus constituintes quimicos,
caracterizados por estudos anteriores, que deraansjie alguns monoterpenos coma®
epoxi-carvona, presente em diversos Oleos essgnajaiesenta acao central, (SOUSA, D. P.

et al., 2007), o mentol, utilizado em dermatologiassui acdo antiséptica e analgésica



(PATEL et al., 2007), o linalol, que apresenta watigidade antiinflamatoria (PEANA et al.,
2002),a-pineno, que possui atividade antiinflamatoria gnaisrobiana (ORHAN et al., 2006,
CERQUEIRA et al., 2007), 1-8 cineol, que apresatitddade repelente de insetos (GILLIJ,
et al., 2008) @-pineno, que possui acdo antioxidante (WANG e807).

Desta forma, como o 6leo essencial Higptis crenata € rico em monoterpenos e
sesquiterpenos (SCRAMIN et al., 2000; ZOGHBI et 2002), bem como, as plantas
medicinais aromaticas das quais eles sdo extrai@oautilizadas na medicina popular, na
forma de chas e infusatos, como antiinflamatériangnociceptivo (SOUSA et al., 2003,
SOUSA et al, 2004), entre outras indicacfes , decd avaliar se 0 6leo essencialHtigtis

crenata (OEHCc) apresenta atividade antinociceptiva e dtdanmatoria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae, compreende cerca de 250 géreeG970 espécies (JUDD et al.,
1999), distribuidas em todo o mundo, sendo o me@ntro de dispersdo a regido do
Mediterraneo (PORTE; GODOY, 2001).

E relativamente bem estudada do ponto de vistaigoit@om respeito ao metabolismo
especial, apresenta uma grande variedade de clafsesnicromoléculas, existindo
representantes da via do acetato, da via do atidpimico e provenientes de biossintese
mista (MENEZES, 1994).

Essa familia tem grande importancia econémica jorfente de Oleos essenciais
aromaticos, volateis e de plantas ornamentais. adluigspécies sao utilizadas como
condimentos importantes em culinaria, sendo apiasigelo aroma ou pelo sabor que
conferem aos alimentos (MENEZES, 1994).

2.2. O génerdHyptis

Segundo Bordignon (1990) este género € compostocpora de 350 espécies
exclusivamente neotropicais, distribuidas desdeilodes Estados Unidos e Caribe até a
Argentina, excluindo-se somente o extremo sul. Aas espécies invasoras sdo bem
estabelecidas na Asia, Africa e norte da Austrdliacentro da diversidade do género se
encontra nos campos cerrados do Brasil Centrak especificamente nos estados de Minas
Gerais, Bahia e Goias .

E composto por ervas, subarbustos, arbustos omeata arvores pequenas. Os caules
geralmente sdo quadrangulares, as folhas opostaples ou mais raramente partidas,
pecioladas ou seésseis ou curtamente pedunculadedendo substancias aromaticas.
(BORDIGNON, 1990)

Com base nas classes quimicas encontradas nasesspeidyptis estudadas, pode-se
observar que estas seguem o0 mesmo padrao da famfliaceae, ou seja, predominancia de
metabolitos da via do acetato-mevalonato, mas cégomas substancias de origem
biossintética mista e da via do acido chiquimichL(EAO, 2003).

A importancia farmacolégica desse género é taodgrague muitos grupos de pesquisa
testaram separadamente as atividades dos extrates edleos essenciais (FALCAO;
MENEZES, 2003), caracterizada pela presenca dd&wuiss com potencial farmacoldgico



interessante, principalmente atividades anti-miemdy, antifingica, citotoxica, anti-
inflamatdria, anti-HIV e inseticida (FALCAO e MENIEB, 2003; OLIVEIRA et al., 2004).

Suas espécies aromaticas sdo frequentemente usadamtamento de infeccdes
gastrintestinais, céaibras (MORAIS et al., 2005)tirmticeptiva (SILVA et al, 2006,
SANTOS et al., 2007; ARRIGONI-BLANK et al., 20080ssuem também acéo larvicida
(COSTA et al., 2005; REBELO, 2006) e antidepres@ENO et al., 2006).

2. 3. A EspécigHyptis crenata

Ja descrita por Corréa (198Hlyptis crenata (Pohl) ex Benth. é uma planta aromatica e
medicinal, pertencente a familia das labiadas,doedn, com folhas pecioladas, crenadas e
pubescentes, flores dispostas em capitulos peddusil Segundo Berg (1993), € uma erva
ereta com haste suculenta e pilosa, folhas opastosdadas, coraceas, sésseis, elipticas,
ovadas ou eliptico oblongas com 2-4cm de comprimerit,2-2cm de largura, apice agudo ou
arredondado, base arredondada ou codiforme, masgameada, possui inflorescéncias
axilares, capituliformes, multifloras com bractdasceoladas ou acuminadas, flores com
calice tubuloso e apresenta nuculas oblongo-ovéides cerca de 1cm de comprimento.
Encontra-se distribuida em estuario do rio Amazoaaglipélago do Marajo, estados do Para
e Amapa e Minas Gerais. E encontrada também naRar(CORREA, 1984; POTT; POTT,
1997).

E conhecida popularmente como salva-do-marajo,eldebrava, salsa-do- marajo,
malva-do-marajé (CORREA, 1984; HASHIMOTO, 1996)athla-do-campo (BERG, 1993,
BERTOLD et al., 2004).

Foi registrado por Kobayashi et al., (2001, ajg guextrato apresentou atividade no
tratamento de doencas de pele enrugada causadafetgogentes, entre outros, por um
mecanismo de inibicdo da serina protease. Pretanmilbém a degradacado da elastina, lamina
e membrana basal dérmica, por um mecanismo dedoilba gelatinase (KOBAYASHI et
al., 2001 b).

O cha de suas folhas é usado popularmente comoificmotonico, estimulante, para
tratar inflamacé&o dos olhos e garganta, constipagitrite (BERG, 1993). Além do ch4, suas
folhas sdo utilizadas como repelente de insetosdqudriccionadas sobre a pele (POTT,;
POTT, 1997). O néctar de suas flores é utilizada pgproducédo de mel (BERTOLDI et al.,
2004). Seu Oleo e extrato apresentam atividadexéshnte e citotoxica (REBELO, 2006).



Estudos sobre a composi¢do quimica de seu Oleactsisdemonstraram a riqueza de
monoterpenos e sesquiterpenos (SCRAMIN et al., ;ZDOGHBI et al. 2002).

- ~ | k.
Figura 1: Folhas delyptis crenata (Pohl) ex Benth.
Fonte: MAIA et al., 2001

2.4. O Processo inflamatorio

Os estudos da atividade inflamatoéria se iniciaram €ornelius Celsus no século | d.
C., a partir da enumeracao dos quatro sinais asdole inflamacéo: rubor, calor, tumor e
dor. Posteriormente, um quinto sinal clinico faiescentado por Virchow, a perda da fungéo
(EDWARDS et al., 1981). A inflamacdo pode ser ddincomo uma resposta inespecifica
com efeito benéfico para o individuo a lesdo dosits (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

O processo inflamatério envolve uma série de egeqte podem ser desencadeados
por numerosos estimulos de natureza quimica, fisidaologica (ZHOU et al., 2007).

E amplamente definida como uma reacéo inespegifictetora a lesdo de tecidos
vascularizados. As caracteristicas classicas émsdeneno estdo relacionadas ao aumento do
fluxo sanguineo capilar (calor e rubor) e da pebilieade vascular, a infiltracdo de células
em tecido (tumor) e a liberacdo de substanciasooal Ida inflamacdo (dor) (LARSEN e
HOLT, 2000), resultando, assim, nos quatro sin@gateristicos da inflamacdo. Pode
ocorrer, em alguns casos, a perda da funcao ddedreaada (ROCHA et al, 2007).

Em geral, este processo € auto-limitante e conduztarno dos tecidos e 6rgaos para

um estado normal tanto estrutural quanto funcioeatsn(LARSEN; HOLT, 2000).



Na reacgdo inflamatoria existem eventos vasculaveslevam a formagédo de edema e
aqueles que acarretam a migracdo de leucdcitogs Estentos sdo desencadeados por
diferentes mediadores que se originam do plasntlolas locais, podendo ser ampliados ou
modificados por mediadores liberados das céluldanmatorias que migraram para o local da
inflamacédo (PAUL, 1998).

Os eventos vasculares consistem em dilatacdolidasapequenas arteriolas, resultando
no aumento do fluxo sanguineo, seguido de reducacseguir, estase do sangue e aumento
da permeabilidade das vénulas pos-capilares, caudagdo de liquido. A vasodilatacdo e
produzida por diversos mediadores, entre elestggiandinas (PG) 2 PG} (prostaciclina),
aminas vasoativas, como a histamina (BARBOSA-FIL&i@l., 2006).

Segundo Sayers (2002) os principais componentea pardesenvolvimento da
inflamacéo sao:

- vasodilatacéo;

- aumento da permeabilidade vascular;

- ativacao e adesao celular;

- coagulacao

Nos eventos celulares, os leucdcitos ativados migrara o tecido, onde atuam contra
0S agentes nocivos. Eles sao os principais protstgema defesa do organismo. Essa é uma
resposta benéfica “normal” que é essencial pambeegivéncia, além de reparar e curar o
tecido. A adesédo de leucdcitos a parede do endatélise através de moléculas de adesao:
selectinas L, P e E, e subsequente migracdo dasofies para o interior dos tecidos
(SAYERS, 2002). A migracao e ativacdo dos neutsfdurante a inflamacédo é o resultado
de varios eventos, envolvendo a liberacdo de digarediadores (GOMES et al., 2008).

Entre eles, podem-se citar, os mediadores do sasiencomplemento, que é constituido
por nove componentes principais, C1 a C9. A atival@icascata pode ser desencadeada por
trés vias: pela via a via classica, que utiliza upnateina plasmatica C1 para detectar
anticorpos; a via alternativa, que envolve o reegithento direto de certas estruturas da
superficie microbiana e a via da lectina, deserazapor uma proteina, a lectina de ligacéao a
manose (MBL). A proteina central do complemento, €8livada a C3b, que atua como uma
opsonina, ligando-se aos microorganismos, promavarnigocitose dos mesmos. Um outro
fragmento, C3a, estimula a inflamacéo, agindo camm quimioatraente para neutrofilos.
Outro peptidio é o Cbha, que estimula a entradangosgrofilos no local da infeccdo, bem

como é um componente vascular da inflamacéo adR@RAGLIA et al., 2008).



Os efetores da resposta inflamatodria sdo citoaioaso o fator de necrose tumoral
(TNF-a) e varias interleucinas (ILs) (SAYERS, 2002). Atsainas sdo peptidios estimulados
antigenicamente que atuam na propria célula proaluéon células préximas ou distantes. S&o
produzidas por uma variedade de células envolvidagesposta inflamatoria, incluindo
macroéfagos, neutréfilos de células endoteliais,qoais tém uma variedade de efeitos,
incluindo expressdo da molécula de adesdo, quirigote ativagdo de outras vias
inflamatorias (coagulacdo, complemento, cininas ilginblise). Esta resposta local é
firmemente controlada pela producéo de interlescardiinflamatorias (IL-10) e antagonista
enddgeno (SAYERS, 2002). O TNEk-tem sido chamado de “citocina sentinela”, uma vez
gue inicia a defesa no local da leséo, ativandmeutitocinas e fatores troficdsle pode ser
liberado por diversas células, inclusive as de @cimy e exercer seus efeitos através da
interacdo com o receptor do TNFR#po | (STNRF1), que tem sua expressdo aumeniadaa
lesdo neuronal (KRAYCHETE et al., 2006, TRACEY let 2008).

Diversas estratégias terapéuticas capazes de aipioducdo de TNFe foram, com
sucesso, usadas no tratamento clinico para o gemesmto de doencas inflamatérias
cronicas, particularmente artrite reumatoide (PAS®0al., 2007).

Também fazem parte do processo inflamatério as asnimsoativas serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT) e histamina.

A serotonina é sintetizada a partir do triptofanona reacdo mediada por triptofano
sintetase. Cerca de 90% desta amina sdo produzadosélulas enterocromafins intestinais
(WOUTERS et al., 2007).

E encontrada também em plaquetas humanas, mastdeitatos, mas n&o de humanos,
e no sistema nervoso central. A 5-HT possui mutigihde de agbes bioldgicas em funcéo da
variedade de receptores farmacoldgicos, atuandm ao@arotransmissor. Suas acdes Ssao
traduzidas pela larga familia de receptores seirgdogicos divididos em sete classes (5tHT
5HT;) (WOUTERS et al., 2007). A 5-HT tem sido recondactomo um mediador endégeno
da resposta inflamatéria nos tecidos periféricosed®ma induzido por formalina aumenta
guando houver co-administracao de 5-HT (DOAK; SAWOHN 1997).

A inducao de hiperalgesia por carragenina sugeeeogisubtipos de receptores 51T
e 5-HTyg parecam ter efeito facilitador no mecanismo nqatice na espinha dorsal de ratos
(ZHANG et al.,, 2001). Estes dados reforcam o aumels participacdo de 5-HA na
resposta nociceptiva (PARADA et al., 2001).

A histamina foi o primeiro mediador com funcéo bgta identificado no inicio do

século XX, e seus receptores tém sido alvos deadrpgr mais de sessenta anos. E um



mediador armazenado em mastdcitos, juntamente ddiih & uma amina formada a partir da
histidina por agdo da histidina descarboxilase cominada em varios tecidos, destacando-se
os pulmdes, pele e trato gastrintestinal. Suassafifielogicas resultam de acdo em quatro
receptores farmacolégicos denominados Hy, Hs; (MAINTZ; NOVACK, 2007) e H
(RABER, 2007).

Os efeitos da histamina nos processos fisiolégEgsatoldégicos, bem como novas
funcdes desta ainda estdo sendo elucidados. Elal@omcaracterizada nos processos
inflamatorios, secrecdo gastrica e como um neurstngsor. Durante a inflamacéo, a
histamina é liberada pelos mastocitos e basofiiesn acdo sobre a célula muscular lisa e
células endoteliais, provocando vasodilatacdo esatorda permeabilidade vascular. Na pele,
acarreta uma resposta tripla: vermelhidao loca patodilatacdo, tumor devido ao aumento
da permeabilidade vascular e dilatacdo, associadaailatacdo indireta via estimulagcéo por
reflexos axonais (THURMOND et al., 2008). . No aisa gastrintestinal, a histamina é
essencial para a secrecéo acida (TAHIRO et al1)200

Existem quatro classes de antagonistas da histansrentagonistas dos receptorgs H
H,, Hz e Hy. Os receptores 680 expressos por multiplos tipos de células, imdtucélulas
endoteliais e do musculo liso, provocando vasatjid e broncoconstricdo. Os antagonista
dos receptores 41 como a difenidramina (12 geracéo) e loratadirfag@acéo) tém sido
usados por muitos anos para o tratamento da resptéftgica inflamatéria. Além disso,
receptores Iintercedem diversos efeitos da histamina no seteervoso central, como o
ciclo sono-vigilia, através da primeira geraca@uae-histaminicos de receptores, lds quais
tém efeito sedativo devido a passagem pela bathreiratoencefélica. A reducéo da atividade
locomotora, funcdes cognitivas e sensagdo de dor adfservadas em camundongos
deficientes de receptores HNOUE et al., 1996).

A histamina é também encontrada nas células paridea mucosa gastrica, atuando
sobre receptores HOs antagonistas dos receptoresde histamina (anti-ulcerosos) inibem
as acOes da histamina em todos os receptaressHjuais sdo representados por cimetidina e
ranitidina, nizatidina e famotidina (LEFRANC et,&006; THURMOND et al., 2008).

A histamina é encontrada no cérebro em menor gladdido que em outros tecidos,
como a pele e os pulmdes. Sua liberacdo endégeoerebro é regulada pelos receptorgs H
No sistema nervoso central (SNC) os receptoresadd frequentemente expressos como auto-
receptores pré-sinapticos (RABER, 2007). Sdo emado$ primeiramente no sistema

nervoso, atuando na neurotransmissao central e Apesar dos agonistas de receptores



Hs ndo serem utilizados na clinica, como a tioperam&ho utilizados em estudos em
pesquisa (THURMOND et al, 2008).

Os receptores Hndo sdo frequentemente expressos como 0S outoeptoees
histaminérgicos. Eles sdo encontrados nas célulmatopoiéticas periféricas como
eosindfilos, neutrofilos e células T ¢Dsugerindo uma importante fungdo no sistema imune
(RABER, 2007).

A bradicinina, um outro mediador do processo infi&ino, € um peptidio vasoativo
que provoca vasodilatacdo e aumento da permeatslidascular, resultando sua acao
vasodilatadora, em parte, pela producéo de BE@etla liberacdo de 6xido nitrico (NO). Trata-
se de um potente produtor de dor, acdo que é palieada pelas prostaglandinas
(LOUREIRO-SILVA et al, 1999; LEEB-LUNDBERG et akP05).

Esses metabdlito estdo envolvidos em numerosadoga® particularmente nas
doencas inflamatorias, sendo e

Os produtos do metabolismo do é&cido araquidénicobémn estdo envolvidos no
desencadeamento da inflamacéo. O acido araquid@iom acido graxo poliinsaturado,
contendo 20 &tomos de carbono (acido 5,8,11,14aewaendico), derivado da dieta ou da
conversao do acido graxo essencial (acido linojéitdio € encontrado livre nas células, mas
sim na forma esterificada nos fosfolipidios da memnf, sendo liberado destes, através das
fosfolipases celulares, por exemplo, fosfolipase qiie é liberada por estimulos mecanicos,
fisicos e quimicos, ou por outros mediadores. Otalmdéitos do acido araquiddnico, os
eicosandides, sao sintetizados por duas classesipais de enzimas, as ciclooxigenases
(prostaglandinas e tromboxanos) e as lipoxigen@dsasotrienos e lipoxinas) (YEDGAR et
al., 2007; HIKIJI et al., 2008). Esses metabdlistde envolvidos em numerosas patologias,
particularmente nas doencas inflamatorias, serefoadlos para a descoberta de novas drogas
antiinflamatérias (YEDGAR et al., 2007).

Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas de ciolgenases (COXs): COX-1, COX-2
e COX-3. A COX-1, constitutivamente expressada,seja, esta presente nas células em
condicOes fisiologicas, principalmente nos vasasyseneos, plaquetas, estbmago e rins,
acredita-se ser responsavel em manter as condigbesstaticas, € amplamente encontrada
na maioria das células e tecidos de mamiferos,ctaiso mucosa gastrica. A COX-2, por
outro lado, é geralmente ausente na maioria dedogecormais, mas pode ser facilmente
induzida por inimeros estimulos como TNFe células inflamatdrias. E responsavel pela
producdo de niveis elevados de prostandides dusainfeamacdo. A COX-3 é uma variacao
da COX-1(pois é derivada do mesmo gene dessa hsaforEncontra-se distribuida



principalmente no cértex cerebral, medula espiratoracdo, sendo mais sensivel ao
paracetamol do que a COX-1 e COX-2. Postulou-se ajuribicdo da COX-3 poderia
representar o mecanismo central primario pelo gsi@rogas analgésicas e antipiréticas como
os antiinflamatoérios néo-esteroidais (AINES) desdéreriam suas atividades de reducdo da
dor e da febre (CARVALHO et al., 2004; WANG et 2007; HIKIJI et al., 2008).

Em 1971, um trabalho pioneiro realizado por Vaneoboradores identificou a
inibicdo da sintese de prostaglandinas como meunande acdo do acido acetilsalicilico
(aspirina) e a relacionou as drogas antiinflamasorido esteroidais (AINES). Esta inibicdo
ocorre através do bloqueio de duas ciclooxigen&@X-1 e COX-ZZEILHOFER, 2007).

Estas enzimas convertem o acido araquiddnico, édrda ativacdo da fosfolipase, A
em PGH, que em seguida é convertida em diferentes piasidigas ativas (PGD PGE,
PGFR,, PCh) e tromboxano A(TXA,), coletivamente chamados de prostandides (DUFEY, e
al., 2005; ZEILHOFER, 2007).

Apesar dos AINES serem frequentemente prescrities podem acarretar efeitos
adversos, resultantes da inibicdo da atividade matgglandina E sintetase, incluindo
perfuracéo e hemorragia do trato gastrintestin@HSLICH; GEISSLINGER, 2006).

Os AINES blogqueiam ambas as enzimas e induzem e@peento de graves efeitos
adversos como sangramento gastrintestinal, altesagiais e nos mecanismos de hemostase.
Tais acdes, que parecem ser decorrentes da iniléic&8®X-1, levaram a busca de inibidores
mais seletivos, o que resultou no surgimento degafromais especificas para COX-2
(SCHOLICH; GEISSLINGER, 2006), como, por exemplafecoxib e celecoxib, que foram
0os primeiros inibidores especificas para a COX-2owgios pelo Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento de artritereioide, osteoartrite e alivio da dor aguda
(CAPONE et al, 2003).

Contudo, estes inibidores seletivos de COX-2 inibenPG} que possui efeitos
protetores sobre o sistema vascular, o0 que podbcax@m maior incidéncia de ataques
cardiacos e acidente vascular cerebral entre aggeteutilizam estes farmacos (SCHOLICH,;
GEISSLINGER, 2006). Alem disso, estudos clinicos téugerido que esses inibidores
poderiam causar outros efeitos colaterais tais desties gastrintestinais e hipersensibilidade
(ARAICO et al., 2007).

O TXA; é um potente agente de agregacdo plagquetariaoeoresritor. E altamente
instavel, rapidamente é convertido a sua forma estével, TXB (HIKIJI et al., 2008).

Os leucotrienos (LTs), por sua vez, constituem ufamilia de substancias

farmacologicamente ativas e potentes derivadas aitto d&araquidénico por acdo de 5-



lipooxigenases. S&o enzimas sollveis citosdlicayrdradas preferencialmente nos pulmdes,
plaquetas, células endoteliais, mondcitos, maskEciteosindfilos e linfécitos B
(MONTUSCHlI et al., 2007).

Entre os leucotrienos, pode-se citar o LTBm potente agente quimiotatico para
leucdciotos polimorfonucleares, eosinofilos e mdaoedc Em concentracdes elevadas,
estimula a agregacao de leucocitos polimorfonuetearpromove a degranulagéo e a geracao
de superdxido. Promove a adesédo de neutrofiloélakms endoteliais, estimulando também, a
sintese de citocinas pré-inflamatérias em mondatlsfocitos (GOMES et al., 2008).

As lipoxinas, que foram recentemente adicionaddandlia dos produtos bioativos
gerados a partir do acido araquidénico, contrastam a maioria dos outros mediadores
lipidicos, que sao essencialmente pré-inflamat&ags como leucotrienos, fator ativador de
plagquetas (PAF) e prostandides. Estdo envolvidasibgao do recrutamento leucocitario e
dos componentes celulares da inflamacdo. Elasnmidejuimiotaxia dos neutréfilos e sua
adesao ao endotélio (FIERRO e SERHAN, 2001).

O 6xido nitrico, outro mediador do processo inflana, é sintetizado a partir da L-
arginina e do oxigénio molecular pela enzima oxiddco sintetase (NOS) (LUNDBERG et
al., 2008).E um potente vasodilatador, devido sua a¢do no utidiso vascular, inibe a
adesado dos mondcitos na superficie da célula diad@e agregacao plaquetaria e controla a
proliferac@o das células musculares lisas (ZOCC2Q0Q7).

O fator ativador de plaquetas € um lipidio biolagiente ativo, que pode produzir
efeitos em concentracdes extremamente baixasi¢irdera 13° mol/L). Foi descrito como o
primeiro elemento capaz de ativar e agregar asuptag. Tem a capacidade de produzir
muitos dos fendmenos da inflamacao. Possui potefieé@es bioldgicos, como constricdo das
vias respiratorias, hipotensédo, e aumento da péiltzale vascular. Quando aplicado
localmente, produz vasodilatacdo, eritema, aumeatpermeabilidade vascular e formacéao
de papulas. A administragdo em doses mais altas@adiperalgesia. E quimioatraente para
neutrofilos e mondcitos. Pode ativar a fosfolipAsecom producéo de eicosandides. (HIKIJ
et al., 2008).

2.5. Dor

De acordo com a Associacao Internacional para wdgsia Dor (IASP), o problema é
definido como uma experiéncia sensorial ou emotidesagradavel, associada a uma leséo
real ou potencial dos tecidos (PIETROVSKI, 2004).



Porém, ha evidéncias de que esta associacdo @odecorrer, como na cefaléia e na
dor pélvica crénica, onde parece ocorrer sem ld&®ular detectavel pelos métodos
diagndsticos disponiveis na pratica clinica atizalprecendo a hipotese de que podem haver
alteracdes neurofuncionais restritas ao ambito blecalar, cuja interacdo € pouco conhecida
entre neuromediadores, neurotransmissores e tri@ngsilde sinais, em uma rede de bilhdes
de sinapses, dificultando a compreenséao da eteottmidor (ROCHA et al., 2007).

Por outro lado, o trauma e a estimulacdo do sisteemaoso periférico ou central
também podem alterar as respostas imunes. Comeqawia, observa-se a ativacao de
peptidios e receptores, com posterior traducdo idal para o meio intracelular. Neste
contexto, o avango no conhecimento da neuroanatatas vias de conducdo, da
neurofarmacologia e da fisiopatologia da dor fecii desenvolvimento de pesquisas visando
novas modalidades de tratamento. Assim, a analgésieva para as sindromes dolorosas
ainda é um grande dé&a(ROCHA et al., 2007).

Ha um sistema especifico de dor, o qual transfe@macdes sobre a leséo tecidual
para o local de percepcdo: o cérebro. A energiacepiiva € traduzida por sinais
eletrofisiologicos que sao transmitidos por apargerceptivos. Esta plasticidade é mediada
por diversos mecanismos, incluindo sensibilizagéifdrica/primaria e central/secundaria. E
formada por um conjunto de mediadores quimicosauem perifericamente e na espinha,
comparaveis a complexidade dos neurotransmissasesérebro (FARQUHAR-SMITH,
2007).

O estimulo doloroso é propagado através das fdfiexgntes primarias C oudAonde
encontram-se 0S nociceptores, 0s quais sao ativaados diversos neuromediadores
inflamatdrios quando liberados por macréfagos, éuisis, células endoteliais ou nervos
traumatizados, facilitando a transmisséo dolorosa alteracdes inflamatorias periféricas e,
consequentemente, o quadro de hiperalgesia, séraoados de algiogénicos. Dentre estes,
se destacam a acetilcolina, a histamina, bradijronleucotrieno, a substancia P, o PAF, os
radicais acidos, os ions potassio, as prostaglasdas tromboxanos, as interleucinas e o fator
de crescimento nervoso (NGF) (KRAYCHETE et al.,0dA; QUIRION, 2008).

A bradicinina, assim como o ion potassio, € respggigpor provocar intensa dilatacédo
arteriolar e aumentar a permeabilidade capilarfriarindo para a propagacdo da reacao
inflamatoria. A bradicinina e a PGEausam alteragfes nos receptores vanildides éspsci
(TRPV1) acoplados aos canais ionicos ligante-dep@ied, via ativacdo de adenosina

monofosfato ciclica (AMPc), e das proteinas cindfd&s) A e C, reduzindo o tempo pos-



hiperpolarizagdo da membrana neural, causando &eddg limiar para disparo da fibra
nervosa (ROCHA et al., 2008TAROWICZ et al., 2007).

Histamina, prostaglandinas e leucotrienos provogaitamacédo e sensibilizacdo das
terminagdes nervosas, surgindo o edema e a ddmAssorre maior expressao de moléculas
de adesao e infiltracdo de macréfagos e células beal, causando aumento das citocinas
pro-inflamatoérias (TNF, IL-1, IL-6 e IL-8) no discmtervertebral (KRAYCHETE et al.,
2006).

O NGF aumenta a excitabilidade elétrica dos neodrdferentes nociceptivos e
também promove a formacgéo de contatos sinapticsn@am, também a producdo de BGE
nos mastocitos (CAMPBELL; MEYER, 2006; MA; QUIRIORO00S8).

A substancia P age na periferia, promovendo umanmacdo por seus efeitos sobre os
vasos sanguineos (vasodilatacdo e aumento da pmlidete vascular) e células do sistema
imune (atracdo das células do sistema imune pdaca da lesdo e desgranulagcdo de
mastocitos com liberacdo de diversos neuromediaflI&RESSLER et al., 2005; ROCHA et
al. 2007). A inibicdo da transmissado da substdRaaa emissao periférica podem aumentar o
arsenal terapéutico no controle da dor (ONETTA 200

Um outro transmissor importante na dor € o glutamaitovavel neurotransmissor das
fibras do tipo A. E um dos transmissores excitatorios mais amplematilizados no SNC
dos mamiferos, no corno dorsal da medula espitdradp periodo de acédo de apenas alguns
milissegundos. Esta neurotransmissao € contrgladanterneurénios inibitérios gabaérgicos
e glicinérgicos (CAROBREZ, 2003; SCHMIDTKO et &Q08).

As terminagdes nervosas das fibras nociceptivde A sdo capazes de traduzir um
estimulo agressivo de natureza térmica, quimicenecénica, em estimulo elétrico que sera
transmitido até o sistema nervoso central e ingé¢gpio no cortex cerebral como dor. As fibras
Ad sdo mielinizadas, em fungé@o da presenca da ba@haielina e transmitem o estimulo
doloroso de forma répida. As fibras C ndo sdo midldas e possuem a capacidade de
transmitir estimulos dolorosos em diferentes velades, sdo responsaveis pela transmissao
lenta da dor (LEE et al., 2005). Ambas sao classiths em subtiposdA, A2, C1l e C2
(ROCHA et al., 2007).

A dor pode ser distinguida em trés formas: dor ceptiva, resultante da ativacdo de
neurdnios nociceptivos primarios, os quais témdorfgsiologica importante como a protecao
da leséo tecidual. A dor de origem inflamatoriagioada de todas as formas de inflamacéo, e
a dor neuropéatica: que provém de uma leséo de siperiféricos e centrais e de neurdnios. A
dor neuropéatica é acompanhada por dor espontétesesane dor provocada por leve estimulo.



A dor inflamatéria e a neuropatica podem excedeuracdo da causa primaria da dor. Elas
podem se tornar sindromes de dor cronica (ZEILHQFZDR7).

Pode-se inferir, entdo, que a dor cronica € umdestie constante facilitacdo da
conducao nervosa, quando estimulos, que outroca@s) podem ser interpretados como dor
(alodinia) ou quando a resposta ao estimulo dajor@ € proporcional a intensidade da
agresséao (hiperalgesia) (KRAYCHETE, 2006).



3 — OBJETIVOS

3.1. Gerais:
Determinar a toxicidade aguda, a dose efetiva madia indice terapéutico e os efeitos

antiinflamatdério e antinociceptivo do 6leo essehdeHyptis crenata (Pohl) ex Benth.
3.2 Especificos:

- Determinar a toxicidade aguda, através da doskreddia (DLlsg), em camundongos, do

Oleo essencial ddyptis crenata OEHCc;

- Determinar a dose efetiva mediana £p)iElo OEH(Cc;

- Determinar o indice terapéutico (IT) do OEHc;

- Avaliar a atividade antinociceptiva, em camundongosOEHc;

- Estudar o efeito do OEHc sobre a dermatite indugéda 6leo de croton em camundongos;
- Avaliar a atividade antiedematogénica, em rato)Hsic;

- Determinar a atividade antiinflamatéria do OEHcperitonite induzida por carragenina.

4 — MATERIAL E METODOS



4.1. Material botanico e coleta
A planta utilizada para estudo, identificada cohgptis crenata (Pohl) ex Benth., de
porte herbaceo, € pertencente a familia lamiacedgarmente chamada de salva-do-marajo.
Trés amostras foram coletadas: a primeira na bmad Deus-me-ajude, a segunda no
Rio Camara e a terceira em Sao Pedro, MunicipioSdévaterra/ PA, que fica a

aproximadamente 80 km de Belém.
4.2. ldentificagdo do material botanico

Um exemplar foi encaminhado para a Coordenacaoad@nBa do Museu Paraense
Emilio Goeldi (MPEG/PA) para a preparacdo das exas; registro e incorporacdo no
herbario. A identificacdo botanica da espécie &itaf pela Dr2. Lea Carreira, recebendo o
namero MG174699.

4.3. Obtencgéo do 6leo essencial e identificacdo amsstituintes quimicos

A extracdo do Oleo essencial, a partir da plantza s pulverizada, foi feita no
Laboratério de Engenharia de Produtos Naturais RER), da Universidade Federal do Para
(UFPA), por hidrodestilacdo (MAIA et al., 2001).raterial foi pesado (100 g) e submetido
a hidrodestilacdo, usando-se aparelho de vidro @pevenger, durante trés horas. Neste
processo, ele foi colocado em um baldo de fundoneal imerso em agua destilada. A agua
foi posta em ebulicdo por aguecimento direto dadaim mantas aquecedoras, permitindo o
arraste dos compostos volateis pelo vapor de #gaastura do vapor foi conduzida para um
condensador refrigerado (por um meio de um banhunowéatico), para condensacédo dos
liquidos e recolhimento das fases no Clevengerséguida, foi retirado o 6leo essencial pelo
processo de decantacdo, com o uso de centrifugiecCfoi removido para frascos de vidro
(cor ambar), com pipetas Pasteur e armazenado f&igerador a temperatura 5°C. O
rendimento foi calculado com base na quantidaddrdga vegetal em gramas e o volume
resultante do odleo.

O oleo essencial foi analisado no LEPRON por crografia gas-liquido (CGL) e
cromatografia de gas acoplada a espectrometria atsas (CG-EM). Foram usados um
cromatografo de gas HP 5980, com ionizacdo de chagnam cromatodgrafo de gas acoplado
a espectrometria de massas Finingan Incos XL, adagcom coluna capilar de silica do tipo
DB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., espessura do filme Or@hpgas de arrraste hidrogénio e hélio,
respectivamente; temperatura do injetor a 220°@) te injecao, spitless, 2 pL de uma



solugéo de 1 mg da amostra para 1 mL de n-hexah®Q0Q@); temperatura programada para
60-240°C, com gradiente de 3°C/min (MORAIS et &4B72; MAIA et al., 2000, 2001;
ZOGHBI et al., 2002).

4.4. Drogas, reagentes e solucdes
Os experimentos realizados utilizaram as segudrt@Egas e solucdes:

* Solucéo fisiolégica de Cloreto de sddio 0,9% (Lal@nio Tayuyna Ltda, SP);
* Formaldeido P. A. (VETEC Quimica Fina Ltda, RJ);

« Acido acético P. A. (VETEC Quimica Fina Ltda, RJ);

* Acetona P. A. (VETEC Quimica Fina Ltda, RJ);

e Hidrocloridrato de ciproeptadina (Sigma Chemical, SOLouis, MO, USA);
e Carragenina (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA);

« Dextrana (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA)

« Morfina (Dimorf® Cristalia, SP);

« Xilasina (Rompufi Bayer, SP);

« Ketamina (Vetanarc8| Konig, Argentina);

* Indometacina (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA)

« Dexametasona (AziufnSchering-Plough Veterinary, RJ);

* Tween 80 (Merck, RJ);

* Solucéo de Turk;

e Corante pancrémico de Rosenfeld;

* Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS).
4.5. Materiais usados
» Seringa de Insulina Ultrafine (Becton Dickinsomddstrias Cirargicas Ltda, PR);

* Punch de biépsia 6 mm de diametro (Kolplast Ltd®); S

» Beckers;

* Pincgas cirurgicas;

* Ponteiras;

» Balanca semi-analitica (Denver Instrument CompaRy3R00);
» Balanca analitica (Bioprecisa FA2104N);

e Placa quente (Fanem Ltda);



* Centrifuga clinica (Sigma Laborzentrifugen);
* Microscépio eletrbnico Olympus CX 40;

* Paquimetro digital Mytutoyo;

* Céamara de Neubauer

* Micropipetas;

e Canula orogastrica.
4.6. Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos machilsig musculus) Swiss albinos adultos, pesando
entre 20 e 259 e ratoR4dtus norvegicus) machos, pesando entre 150-180 g, provenientes do
Instituto Evandro Chagas (Belém/PA) e do Biotérienttal do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFPA. Esses animais foram aogno Biotério Setorial da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal do Para, nesnt&n gaiolas, sob condicdes
controladas de temperatura (25°C) e ciclo de daooto de 12 horas, a fase clara iniciando-
se as 6h e terminando as 18h, com livre acessoaacaacaad libitum.

Para a realizagdo de cada teste, a ragcéo eraleetiPahoras antes, mantendo-se a agua
ad libitum durante todo o periodo. As condicbes ambientaisle dioram realizados os
experimentos, eram mantidas as mais confortavessiyas, evitando-se variacdo de
temperatura e luminosidade.

Todos os experimentos foram complementados porogrugontrole, nos quais 0s
animais foram submetidos exatamente aos mesmosdimoentos que 0s grupos tratados.

As solucbes de OEHc foram preparadas por adicatvelen 80 1% v/v em agua
destilada, seguida de agitacdo manual. Foram astnaidas por via oral (v.0.), através de
canula orogastrica, em volume de 0,1mL/10 g (pammundongos) e 0,1mL/100 g (para os
ratos) de peso de cada animal. Aos grupos confinoden administradas solucdes de agua
destilada com tween 80.

O manuseio e uso dos animais estdo de acordo caomriaas institucionais (Parecer

MEDO010/2008).

4.7. Experimentosin vivo



4.7.1. Avaliacao de toxicidade aguda (Dk)

Para se determinar a BL foram utilizados camundongo$gs musculus) Swiss
albinos machos divididos em grupos de 10 animasampdo entre 20 e 25 g.

Os animais receberam, através de canula orogastfié®, 2000 e 5000 mg/kg (n =
10/grupo) de solucdo de OEHc. Em seguida, os asifoeam observados por um periodo de
4 horas (h) para avaliagdo de possiveis alteragiaportamentais.

Descrito por Malone e Robichaud (1962), este téstealizado para observagdo dos
parametros comportamentais como: atencado, alerédgesia, atividade motora espontanea,
locomocéo, falta de apetite, apatia, resposta tap sacrecao nasal, piloerecao, estereotipia,
agressividade, ataxia, sudorese, mic¢ao, diarrémeulsao.

Apoés este periodo, os animais foram tratados cgéora aguad libitum e observados
por um periodo adicional de 24, 48 e 72 h. Os cdsaororte foram anotados para cada grupo

e expresso em percentual do namero total de antrasaslos.
4.7.2. Estudo da atividade antinociceptiva
4.7.2.1. Teste das contor¢cdes abdominais induzidasr acido acético

Descrito por Koster et al., (1959) este experimaasiste em induzir contor¢des por
administracao intraperitoneal (i.p.) de 0,1mL/1@egpeso (de camundongos) de acido acético
0,6% v/v . As contor¢cdes dos animais foram careetdas por contracdo e rotacdo do
abddmen, seguida pela extensdo de uma ou ambaatass tpaseiras. Os animais foram
colocados sob funis de vidro de aproximadamenten22le diametro. As contorgdes eram
contadas por um periodo de 20 minutos (min) apdrih@a aplicacdo de acido acético.

Foram utilizadas doses de 250 (n = 9), 350 (n =e1lBP0 mg/kg (n = 10) de OEHCc,
V.0., para o grupo tratado uma hora antes de carm teste. A droga padréao neste teste foi a
Indometacina (5mg/kg) v.o., administrada uma hatasado inicio do teste (n = 14).

4.7.2.2. Determinacdo da dose efetiva mediana (RE

A determinac@o da Diteve como base o teste das contor¢des induzidasapilo
acético em camundongos. Neste ensaio, 0s anint@ba®m, por via oral, OEHc uma hora
antes da aplicacdo do estimulo. As doses utilizeatas: 250, 350 e 500 mg/kg. A RHoi
determinada através da plotagem direta das dodigadds e as respectivas percentagens de
inibic&o.



4.7.2.3. Determinacgdo do indice terapéutico (IT)

O calculo do indice terapéutico (IT) foi basead®s malores da Dig e da Dy,
através da equacédo: IT=RYDEso (RAUBER et al., 2006). Para calcular este indmarh
utilizados os valores da [34.(5000 mg/kg) e da D (364,22 mg/kQ).

4.7.2.4. Teste da placa quente

A metodologia utilizada foi a descrita por (MACDONB et al., 1946). Neste teste, 0s
camundongos foram colocados sobre uma placa dératuaguecida a temperatura fixa (50+
0,1°C) e observados em relacdo ao tempo em quealevpara manifestar uma resposta ao
estimulo térmico. Esta resposta, medida em segudlosorrespondia ao ato de lamber as
patas ou saltar (laténcia). Antes de se iniciaesiet (24 horas antes), os animais foram
submetidos ao estimulo, sendo selecionados oeygamm até 20 s para manifesta-lo.

Foi utilizada a dose de 364,22 mg/kg (dose esteegpondente a BE (n = 09) de
OEHc v.0. para o grupo tratado uma hora antes dmis@r o teste. A droga padréo,
administrada meia hora antes de se iniciar o tésta, morfina 10 mg/kg por via subcutanea
(s.c.) (n =10).

4.7.2.5. Teste da formalina

Este teste seguiu o modelo descrito por Hunskaafoke (1987). Consiste em
administrar 20uL de formalina (formaldeido 1% entugéo fisiolégica 0,9%) no coxim
plantar posterior direito dos camundongos. Os asifia@am colocados individualmente sob
funis de vidro com didmetro de aproximadamenterizapds a administracdo da formalina,
onde era observada a manifestacdo do estimulo gestw de lamber, morder ou agitar
vigorosamente a pata injetada. Estes gestos fokm®rwados durante 30 min, sendo que a
primeira fase foi nos cinco primeiros minutos egusda, do 15° ao 30° min.

Uma hora antes de se iniciar o teste, foi admadsti364,22 mg/kg de OEHc v.o. para
0 grupo tratado (n = 09). A droga padrédo, admiadgstrmeia hora antes de se iniciar o teste,
foi a morfina (4 mg/kg s.c.) (n = 10).

Com o objetivo de se verificar uma possivel paticio do sistema opidide na
atividade antinociceptiva do OEHc, foi realizadeoaadministracdo do 6leo (364,22 mg/kg),
uma hora antes da formalina, e do antagonistadpidaloxona (1mg/kg), 45 minutos antes
da formalina (n = 10).



Para avaliar a acdo do 6leo com a morfina, foramirddtrados OEHc (364,22 mg/kg
v.0.) uma hora antes da formalina e morfina (4mg/kg meia hora antes (n = 11).

4.7.3. Estudo da atividade antiinflamatoria
4.7.3.1. Dermatite induzida pelo 6leo de Croton

Utilizou-se o método descrito por Tubaro et al.88)9 Neste teste, a dermatite foi
induzida por 20 pL de uma solucdo de 6leo de cretonacetona na superficie da orelha
direita dos camundongos e, na orelha esquerdal. 2@ acetona. Apos seis horas, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. Eguiska, foram retirados fragmentos de 6
mm de diametro de cada orelha, utilizando-se untipade bidpsia e pesados os fragmentos
em balanca analitica. Os resultados foram obtidds giferenca de peso da orelha direita
(estimulada) e orelha esquerda (controle) expmssailigramas (mg).

Foi utilizada a dose de 364,22 mg/kg de OEHc vana @ grupo tratado (n = 07) uma
hora antes de se iniciar o teste. A droga padidojrastrada também uma hora antes, foi a
dexametasona (10 mg/kg v.o.) (n= 08).

3.7.3.2. Edema de pata induzido por dextrana

Segundo WINTER et al., (1962) o edema de pata &a&sena variacdo do volume das
patas traseiras dos ratoRaftus novergicus) Wistar, apos a aplicacdo de algum estimulo
inflamatorio. Os animais foram separados em grulgosinco, e uma hora antes da aplicacao
do agente inflamatério (0,1mL de dextrana 1%) fotaatados, por via oral, com 364,22
mg/Kg de OEHc ou ciproheptadina (5 mg/Kg) (n =& volume final de 0,1 mL/100 g de
peso do animal. Na regido intraplantar da pataitdif®i administrado dextrana e igual
volume de solucdo salina na pata esquerda. AdagiadeaESTEVES et al., (2005), o
desenvolvimento do edema foi avaliado, em milingetomm auxilio de paquimetro digital
Mitutoyo, medido imediatamente apds a administrag@odextrana e solucdo salina, em
intervalos de 30 minutos, durante duas horas.

4.7.3.3. Edema de pata induzido por carragenina

Descrita por WINTER et al (1962) os animais, ratofdttus novergicus) Wistar,
foram separados em grupos de cinco e, uma hora dataplicagcdo do agentes inflamatorio
(0,1mL de carragenina 1%), foram tratados, porora, com 364,22 mg/kg (n = 08) de
OEHc e indometacina (10 mg/Kg) (n = 05), em volumal de 0,1 mL/100 g de peso do



animal. Na regido intraplantar da pata direitaafioiadministrados carragenina e igual volume
de solucdo salina na pata esquerda. As medi¢cOepatias foram feitas segundo a técnica
descrita por ESTEVES et al., (2005) o desenvolvimedo edema foi avaliado, em

milimetros, com auxilio de paquimetro digital Mdwb, medido imediatamente apos a
administracdo de carragenina e solucdo salina,néenvalos de uma hora, durante cinco

horas.
4.7.3.4. Peritonite induzida por carragenina em rais

Neste teste, utilizou-se a metodologia descritaSmuza e Ferreira (1985), na qual uma
solucdo de carragenina em salina estéril (300 pg/faLinjetada na cavidade peritoneal dos
ratos. A migracao celular foi avaliada quatro hapés a aplicacdo do estimulo. Para isto,
foram aplicados 10 mL de PBS na cavidade peritoapas ter sacrificado os animais. Em
seguida, realizaram-se as contagens total e difiatae leucdcitos contidos na mesma. Para
realizacdo da contagem total, 20 pL do lavado qezdl foram diluidos em 380 uL da
solucdo de Turk. Esta contagem foi realizada emacé@rde Neubauer. Para a contagem
diferencial, centrifugou-se o lavado paritonealD@ tpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
resuspenso em 0,4 mL em uma solucao de albumifa end PBS p/v. O esfregago celular
foi feito em lamina prépria, corando-se as célalas o corante pancrémico de Rosenfeld e
contadas em microscépio Optico, utilizando-se olgetle imersdo em 0leo. Foram contadas
100 ceélulas em cada lamina, diferenciando-as emtragfdos, eosinoéfilos, macrofagos e
linfécitos. O numero de células diferenciadas falicalado pelo percentual encontrado em
relacdo ao numero total de células. Os resultatdislos na contagem diferencial foram
expressos como numero de neutroéfilos por mL dadiayeeritoneal.

Os resultados sao expressos como média + E.P.M.adrdo da média) do niumero de
células x 1&/mL de fluido peritoneal.

Foi utilizada a dose de 364,22 mg/kg (n = 06) déHOK.0. para o grupo tratado uma

hora antes de se iniciar o teste, assim como adradgrao dexametasona 1 mg/kg (n = 06)
I.p.
4.8. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + E(BrM padrdo da média), onde n
representa o numero de animais. Os resultadospyasemtaram probabilidade de ocorréncia
da hipétese de nulidade menor que 5PsQ(05) foram considerados estatisticamente
significantes. Para comparagcdo das médias fordimadibss ANOVA (Analise de variancia



one-way) seguida de um método de multiplas compasa€leste de Student-Newman-Keuls
ou teste "t" de Student). A andlise estatisticadalizada utilizando-se o programa estatistico
Sigma Stét.



5 — RESULTADOS

5.1. Obtencéo do 6leo essencial e identificacdo ammstituintes quimicos

O dleo essencial, extraido por hidrodestilacacessrtou rendimento de 0,6%.

Foram identificados cerca de 99,9% da composicamiga do Oleo essencial, com
predominancia de monoterpenos 94,5%, sendo endostram maior concentragdo 1,8 —
cineol (34%)a-pineno (26%) @-pineno (11,4%).

A quantidade relativa de cada constituinte com sesjgectivos indices de retencao (IR)

estdo mostrados na tabela 1, Anexo.

Tabela 1.Composicdo quimica do 6leo essenciaHderenata e quantidade relativa de cada

constituinte.

Constituintes IR Quantidade relativa %
a-pineno 0939 26,1
B-pineno 0979 11,4
a-felandreno 1003 0,2
1,8 —cineol 1031 34
a-terpineno 1017 0,2
p-cimeno 1025 0,5
Limoneno 1029 0,5
y-terpineno 1060 15
Hidrato de trans-sabineno 1098 0,1
Terpinoleno 1177 0,6
Linalol 1097 0,4
Exo-fenchol 1122 0,2
Endo-fenchol 1117 0,2
Canfora 1146 10

Hidrato de canfeno 1150 -




Tabela 1.Composi¢éo quimica do 6leo essenciaHderenata e quantidade relativa de cada

constituinte. (Continuacao)

Isoborneol

Borneol

4-terpineol
a-terpineol
Metil-timol

Timol

Acetato de isobornila
Carvacrol
a-longipineno
Isoledeno

a-copaeno
[-cariofileno
Aromadendreno
Seicheleno
Alo-aromadendreno
Cis-eudesma-6,11-dieno
Deidro-aromadendreno
v-himachaleno
Viridifloreno
B-himacheleno
Espatulenol

Oxido de cariofileno
Globulol

Veridiflorol

1162
1169
1177
1189
1235
1290
1286
1299
1353
1376
1377
1499
1441
1447
1460
1490
1463
1486
1497
1505
1578
1583
1585

1593

0,1
4,8
0,9
2,3
0,4

0,1

0,1

0,5

0,7
0,1
0,1
0,8
0,1
0,2
0,1
0,3
0,2
0,1
0,1
0,2

1,4




Tabela 1.Composi¢éo quimica do 6leo essenciaHderenata e quantidade relativa de cada

constituinte. (Continuacao)

-eudesmol 1651 0,1

10-epi-y-eudesmol 1624 0,4

Quantidade relativa de cada constituinte do Olseresal de Hyptis crenata (Pohl) ex Benth.

com seus respectivos indices de retencao (IR).
5.2. Toxicidade aguda (Do)

Nos camundongos, as mudancas comportamentais abdasrforam: quietacdo e
dificuldade de locomocao.

N&o houve morte dos animais na dose de 1000 mgdkgm nas doses de 2000 e 5000
mg/kg a percentagem de morte foi de 20% e de H¥pectivamente, desta forma, fica
determinado o valor da B.que é 5000 mg/kg (Figura 2).

60 —

y = 763,1579x + 81,5789
50 4 y=0,9862

40 —
30
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Percentagem de morte

10 +

\ \ \ \ \ \
1000 2000 3000 4000 5000 6000

. . Dose (mg/kg) , .- ~
Figura 2. Determinacdo d®Lsyo em camundongos do efeito da administracdo do OEHc

(1000, 20000 e 5000 mg/kg v.o.). Ordenadas: Peagent de morte. Abscissas: Doses
utilizadas em mg/kg.

r — coeficiente de correlagéo.



5.3. Efeito do OEHc sobre o estimulo nociceptivo diuzido por acido acético

A administracéo oral de OEHc nas doses de 250,e3500mg/kg uma hora antes da
aplicacdo i.p. de acido acético 0,6% reduziu sicgtivamente o nimero de contor¢des
abdominais, de forma dose-dependente, quando cadgsmao grupo controle em 22,56%,
60,76% e 75,53%, respectivamente. A indometacimagad que inibe a sintese de
prostaglandinas, reduziu em 75,26% o numero deocgigs em relacdo ao grupo controle

(Figura 3; Anexo).

Controle
= OEHCc 250 mg/kg
OEHc 350 mg/kg

I OEHc 500 mg/kg
E= Indometacina 5 mg/kg

* % %

L 30-
S 20-

* % %

OEHc
Figura 3. Efeito do OEHc (250, 350, 500 mg/kg v.0.) e da mdtacina (5 mg/kg v.0.) sobre
o estimulo nociceptivo induzido por acido acétic6% em camundongos. Cada coluna
representa meédia £ E.P.M. (erro padrdo da média)P« 0,001 quando comparado ao grupo

controle; ANOVA; Teste Student Newman-Keuls.
5.4. Determinacao da dose efetiva mediana (B4t

O OEHQc, nas doses de 250, 350 e 500 mg/kg reduzi257 %, 54,32 % e 75,52 %,
respectivamente, as contorcbes abdominais indupelasacido acético, quando comparadas
ao grupo controle. A Digencontrada foi de 364,22 mg/kg e o coeficienteateetacao igual
a 0,9341 (Figura 4).
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Figura 4. Determinacdo d®Eso em camundongos através da regresséao linear do efeit
administracdo do OEHc (250, 350 e 500 mg/kg vabyes as contor¢des induzidas por acido
acético 0,6% i.p.+ coeficiente de correlacao.

5.5. Determinagédo do indice terapéutico (IT)

O indice terapéutico, calculado através da equdgan5000/364,22 apresentou um
valor de 13,73.

5.6. Efeito do OEHc sobre o estimulo nociceptivo duzido na placa quente

O tratamento com OEHc v.0. uma hora antes da esipdn térmica, ndo foi capaz de
aumentar o tempo de resposta (laténcia) ao estitéuitico quando comparado ao grupo
controle. Porém, a morfina, um analgésico opiGadenentou significativamente o tempo de

laténcia em relacdo ao grupo controle nos tempp8@B®0 e 120 min (Figura 5; Anexo).
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Figura 5. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg v.0.) e da morfid@ (ng/kg s.c.) sobre o estimulo
nociceptivo térmico (55+ 0,1°C) induzido em camumgius.

Cada ponto representa média + E.P.M. (erro padaaoétiia) de dez animaisPx 0,05, **
P< 0,01 e **P< 0,001 quando comparado ao grupo controle; ANOMste "t" de Student.

5.7. Efeito do OEHc sobre o teste da formalina

Neste teste, a dose de 364,22 mg/kg de OEHc faizcdp reduzir significativamente o
tempo de lambida, em relacdo ao grupo controleprimaeira fase em 26,49% (Figura 6,
Anexo) e na segunda fase em 43,39% ( Figura 7, &né&x morfina foi capaz de reduzir
significativamente o tempo de lambida nas duassf&84e85% (12 fase) e 94,25% (22 fase).

Porém, o OEHc néo teve efeito aditivo quando adstraxo junto a morfina.
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Figura 6. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg v.0.) e da morfinar{d/kg s.c.) sobre o teste da
formalina na primeira fase.

Cada grupo representa media + E.P.M. (erro padadmeétia). **P < 0,01, *** P < 0,001
quando comparado ao grupo controle;Pb<(0,001) quando comparado ao agonista mais

antagonista versus agonista sozinho; ANOVA, Tetideéht Newman-Keuls.

Controle

OEHCc 364,22 mg/kg

Morfina 4 mg/kg

200- a I Naloxona 1 mg/kg

—|_ E= OEHc + Naloxana
T Morfina + Naloxona

T Morfina + OEHc

250+

150+

100+

50

Tempo de Lambida (s)

OEHc OEHc + Naloxona  OEHc + Morf.

Figura 7. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg v.0.) e da morfinar{g/kg s.c.) sobre o teste da
formalina na segunda fase.

Cada grupo representa media + E.P.M. (erro padzdoétiia). **P < 0,01 e *** P < 0,001
quando comparado ao grupo controle, a B & 0,001) quando comparado ao agonista mais

antagonista versus agonista sozinho; ANOVA, T8steent Newman-Keuls.



5.8. Efeito do OEHc sobre a dermatite induzida peldleo de croton

A administracao oral de 364,22 mg/kg de OEHc &maz de inibir significativamente
a dermatite induzida pelo 6leo de croton em 44,28% relacdo ao grupo controle. A

dexametasona inibiu em 92,85% (Figura 8, Anexo).

Controle
OEHc 364,22 mg/kg
] Dexametasona 5 mg/kg

*k%
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Figura 8. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg v.0.) e da dexametag@mg/kg v.0.) sobre a
dermatite induzida pelo 6leo de croton em camundeng

Cada grupo representa média + E.P.M. (erro padedonddia). *** P < 0,001 quando
comparado ao grupo controle; ANOVA, Teste Studeswidan-Keuls.

5.9. Edema de pata induzido por dextrana

A administracdo de OEHc (364,22 mg/kg v.0.) reduziedema induzido por dextrana
1% em 62,04% , 75,59%, 76,44%, 74,55% nos tempo80des0, 90 e 120 minutos,
respectivamente, quando comparada ao grupo caniraiproeptadina foi capaz de reduzir o
edema em 77,96%, 87,46%, 93,6%, 94,55% nos tempo30d 60, 90 e 120 minutos,

respectivamente (Figura 9; Anexo).
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Figura 9. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg, v.0.) e ciproeptad{® mg/kg, v.0. ) sobre o
edema induzido por dextrana (1000ug/pata) em ratos

Cada grupo representa média + E.P.M. (erro padnamétia). **P < 0,01, *** P < 0,001
quando comparado ao grupo controle; ANOVA, testdé Student.

5.10. Edema de pata induzido por carragenina

A administracdo de OEHc (364,22 mg/kg v.0.) ndbdapaz de reduzir o edema
induzido por carragenina 1%. Ja a indometacinan(d{kg, v.o.) foi capaz de reduzir o edema
em 52,66%, 67,27%, 61,49%, 64,51%, 65,86% nos tengw 1, 2, 3, 4 e 5 horas,

respectivamente, quando comparada ao grupo coffiglera 10, Anexo).
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Figura 10. Efeito do OEHc (364,22 mg/kg, v.0.) e indometac{d mg/kg, v.0. ) sobre o
edema induzido por carragenina (1000 g/pata) evs rat

Cada grupo representa media + E.P.M. (erro pacdoatlia). *? < 0,05, *P < 0,01 *** P

< 0,001 quando comparado ao grupo controle; ANOste "t" de Student.

5.11. Peritonite em ratos induzida por carragenina

Neste teste, a concentracdo de leucdcitos apdsras haumentou para 7,97X10
células/mL, definido como 100% de migragéo de leitcs. J& a concentracédo de neutréfilos
apos 4 horas da administracéo da carragenina aompata 6,88x10celulas/mL, também
definido como 100% de migracdo de neutrdfilos. @oans animais foram tratados com
OEHc (364,22 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (1 mgikg) houve uma diminuicédo
significativa do nimero total de leucécitos enmbd% e 63,24%, respectivamente (Figura 11,
Anexo) e do numero de neutrofilos em 66,47% e YEHpectivamente (Figura 12, Anexo)
demonstrando inibicdo das células envolvidas nocgssp inflamatorio induzido por

carragenina.
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Figura 11. Efeito de administracdo OEHc (364,22 mg/kg v.adprametasona (1 mg/kg i.p.)
na inflamacdo aguda induzida por carragenina, raegela concentracdo de leucdcitos no
fluido peritoneal (peritonite).

Cada grupo representa medid&.P.M. (erro padrédo da média), de 6 animaisP* 0,01 e
*** P < 0,001 quando comparado ao controle; (ANOVA, Tdst&tudent Newman Kuels).
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Figura 12. Efeito de administracdo de OEHc (364,22 mg/kg \eadexametasona (1 mg/kg,

i.p.) na inflamacédo aguda induzida por carragemmegida pela concentracdo de neutrofilos
no fluido peritoneal (peritonite).
Cada grupo representa médid&.P.M. (erro padrao da média), de 6 animais. g 0,001

guando comparado ao controle; ANOVA, Teste Stublientman Kuels.

6 — DISCUSSAO

Hyptis crenata (Pohl) ex Benth. é uma planta rasteira encontna@afoz do rio
amazonas, no arquipélago do Marajo, nos estadé®adbe Amapa (MAIA et al., 2001). O
cha de suas folhas € popularmente usado comoftamtiatorio (BERG, 1993).

Foi demonstrado por REBELO (2006) que o extratcagdanta possui um alto poder
antioxidante e citotoxico, reforcando a importandi@s produtos naturais como fonte de
novos farmacos.

A analise do OEHc através de CGL e CG-EM mostroe k& um predominio de
monoterpenos (94,5%) em relagdo aos outros canstisu Este resultado corrobora com os
resultados obtidos por Scramin et al., (2000), detrando que o perfil cromatografico deste
Oleo é semelhante ao encontrado na literatura.-Salpgie compostos monoterpénicos estéo
envolvidos com a atividade antiinflamatoria (Sietaal., 2003; Heras et al., 2003; Santos et
al., 2004) e antinociceptiva (SILVA et al., 20@)USA et al., 2007).



As doses utilizadas para a realizacdo dos testasmfbem inferiores em relacdo a
DLso. Além disso, o OEHc apresentou um alto indicep&utico, ou seja, 13,73. De acordo
com Yacubian (2007), uma droga € considerada camiodice ou faixa terapéutica estreita
quando a relacdo entre a concentracdo téxica maiaa,bna qual comumente ocorre
toxicidade clinica, e a concentracdo que provéceferapéutico é = 2. Desta forma, os altos
valores da Dy e do indice terapéutico demonstram que as dodémdds para os testes
foram seguras e néo téxicas para 0s animais.

Atualmente, o uso clinico de novas substancias atwidade analgésica utilizadas
principalmente para o tratamento de varios tipodate(tanto de origem neurogénica quanto
inflamatoria), vem aumentando significativamentérids modelos de nocicep¢cédo em animais
de laboratérios podem ser utilizados para verifiafiwidade analgésica de extratos e
compostos. No entanto, esses modelos possuem eséstichs proprias, que devem ser
consideradas, tais como simplicidade, reprodutidide e validade dos resultados obtidos e
principalmente, a possibilidade de serem correfedos com estudos clinicos
(DICKENSON; BESSON, 1997; PIETROVSKI, 2004).

No presente estudo, para a avaliacdo da atividatroaeiceptiva, foram utilizados
modelos de estudo baseados em estimulo nocicegivoico, como a formalina e o acido
aceético, e estimulo térmico (placa quente).

A resposta das contor¢cdes abdominais induzidas eildo acético € amplamente
utilizada para identificar possivel participacéo atevidade antinociceptiva periférica dos
compostos (GUZZO et al., 2008). O acido acético lamgrando mediadores enddgenos que
estimulam os neur6nios nociceptivos. Em camundomgosgoca, em nivel peritoneal, um
aumento nos niveis de P&E PGRF, serotonina, histamina (DERAEDT et al., 1980),
liberacdo de bradicinina e citocinas, como, TiNE1L-8 (RIBEIRO et al., 2000).

Neste teste, 0 OEHc foi capaz de reduzir signifiaatente essas contorcbes em todas
as doses utilizadas, demonstrando um efeito dgsendente, com uma REde 364,22
mg/kg e inibicdo de 75,53 % na dose de 500 mg/lste Eesultado demonstra um efeito
antinociceptivo periférico, interferindo com a faggida do processo inflamatério.

Embora as contor¢bes abdominais induzidas pel® atético representem um modelo
de nocicepcdo periférica, 0 qual consiste em e&ignde alta intensidade e a resposta
nociceptiva de curta duracéo, este ndo € um mesglecifico, uma vez que diferentes classes
de substancias também inibem as contor¢cfes commotehsores, depressores e estimulantes

do sistema nervoso, anti-histaminicos e antidemassriciclicos(BRAGGIO et al., 2002).



Portanto, a interpretacdo da reducdo da dor atdwéstimulo pelo acido acético, deve ser
conduzida de forma cautelosa e levando-se em @rasib os resultados de outros testes.

O teste da placa quente caracteriza-se por apaesgnt resposta rapida ao estimulo
nocivo, mediada pela ativacdo dos nociceptoresaffilic e A), conduzindo o impulso ao
corno dorsal da medula espinhal e posteriormerg&eatros corticais, sendo que a resposta é
proporcional a frequéncia e classe de fibras respais pela mensagem (DICKENSON;
BESSON, 1997). Neste teste, 0 OEHc néo foi capaaudeentar significativamente o tempo
em que 0s animais permaneciam sobre a placa agueé&d demonstrando, assim, atividade
analgésica central.

Para confirmar a atividade analgésica do OEHagalizado o teste da formalina, que é
mais especifico e muito utilizado para o estudondeicepcdo. Este teste representa um
modelo de estudo de dor moderada e tbnica (HUNSKARAA., 1985). Apresenta duas fases
distintas, as quais refletem dois tipos diferedislor. A primeira fase (dor neurogénica) tem
sido atribuida ao efeito direto e imediato do agefibgistico sobre fibras aferentes
nociceptivas (CHICHORRO et al., 2004; SILVA et &006), enquanto a segunda fase
representa um tipo de dor inflamatéria (HUNSKAARHOLE, 1987), caracterizada pelo
surgimento de um processo inflamatério local, orgf® produzidos mediadores da
inflamacgéo.

Farmacos antiinflamatérios, esteroidais e nao-ast@is, reduzem a resposta dos
animais apenas na segunda fase do teste da foamehoeto o acido acetilsalicilico e o
paracetamol, os quais sao eficazes em ambas aJfH3NSKAAR; HOLE, 1987).

Neste teste, 0 OEHc foi capaz de reduzir a domderas duas fases do processo algico.
Na primeira fase, o OEHc inibiu em 26,49% o temgdannbida, sendo mais pronunciada na
segunda fase, 43,39%. A acdo do OEHc durante andasanento da dor neurogénica,
sugere uma acao direta sobre as fibras aferentéseptivas, que pode reduzir o limiar de
estimulacdo dos neurbnios do corno dorsal (RODOIPHETERS, 1997), através do
antagonismo a canais i6nicos para acidos; a raespteanildides e/ou de glutamato
localizados nas fibras aferentes (SMIDERLE et24108).

A inibicdo do processo algico durante a fase inflBima sugere a existéncia de
substancias no 6leo que possam de atuar sobrerasaedes nervosas periféricas, atraves da
inibicdo de ciclooxigenases (ASONGALEM et al., 20BMMOGUEIRA, 2004).

Adicionalmente, o efeito analgésico do OEHc pasmsedecorrente de mecanismos que
dependem da ativacdo do sistema opidide, uma vea qualoxona, um antagonista opidide,

foi capaz de reverter o efeito do OEHc na seguasi. f



A possivel atividade antiinflamatoria paralela da@nalgésica do OEHc foi testada
através dos modelos da dermatite induzida pelo ddeoroton em camundongos, edema de
pata desenvolvido por dextrana e carragenina topée induzida por carragenina, em ratos.

A dermatite induzida pelo 6leo de croton, em oreltla camundongo, representa um
modelo muito Util para estudar a atividade antimfatoria de drogas esteroidais e néo-
esteroidais (TUBARO et al1985; GOMIG et al., 2008). A aplicacao local desen envolve
a ativacdo da fosfolipase ,Ae, consequentemente, biossintese de prostaglandina
leucotrienos (MELO et al., 2006). Também induz umasposta inflamatdria significativa,
caracterizada por edema, infiltracdo de neutréfi@imento da permeabilidade vascular. A
maioria das atividades do 6leo de croton parecwr estvolvida com metabdlitos do acido
araquidénico (ZHANG et al., 2007).

Os resultados demonstram que o OEHCc foi capaziloie indesenvolvimento do edema
de orelha na dose de 364,22 mg/kg, podendo sugexieste 6leo atue sobre a fosfolipase A
e consequentemente, impedindo a liberacdo dos éliédabdo &cido araquiddnico assim
como a formacao do edema, infiltracéo e prolifevaggular (OTUKI et al., 2005).

A dextrana, utilizada no teste do edema de pataatas, € um polissacarideo que
provoca liberacdo de histamina e serotonina dogdeitss durante a formagédo do edema
(CARVALHO et al. 1999; ANDRADE et al., 2007), intgindo com seus respectivos
receptores (k H, e 5HT,) que residem no endotélio dos micro-vasos.

O OEHCc reduziu de forma significante em todos osptes o edema provocado pela
dextrana, sugerindo que este 6leo possua uma atevidobre 0s eventos vasculares da
inflamacéo possivelmente pela supressdo na liberagd histamina e serotonina pelos
mastocitos e/ou pela acdo sobre os receptoresimgtiaggicos (ROOME et al., 2008).

O edema induzido por carragenina € comumente adidizomo modelo de inflamacgéo
aguda (GUPTA et al., 2003), que provoca um edemar@&smfases (DI ROSA et al., 1971),
rico em proteinas e neutréfilos (GUPTA et al., 2G03ANG et al., 2007). A primeira hora é
caracterizada pelo aumento da permeabilidade \&scaédiada pela histamina e serotonina.
Na segunda hora, este aumento é mediado por cifihpgo maximo do edema ocorre na
terceira hora apos a injecdo de carragenina, qaea&terizado pela acao de prostaglandinas
sobre a permeabilidade vascular (DI ROSA e WILLOWBY1971).

Apesar do OEHc néo ter tido um efeito inibitériobs® o edema induzido por
carragenina, foi demonstrado que este Oleo possditalade sobre a liberacdo de histamina
e serotonina, efeito observado no teste do edetwiolo por dextrana. Talvez houvesse a

necessidade de utilizar doses maiores para obsgrvafeito inibitorio.



O método da peritonite induzida por carrageninanfieravaliar a evolugcdo da migracéo
leucocitaria para a cavidade peritoneal. A perieoavalia a migracao leucocitaria, por meio
da contagem de leucécitos (XCAM’) presentes no exsudato liberado na cavidade pesito
apos a administracdo de carragenina, 4 horas datesntagem das células. A infiltracéo de
leucdcitos no local da inflamagdo agrava a reacdlanmatéria produzindo quantidades
excessivas de enzimas proteoliticas, espécievasale oxigénio, eicosandides e citocinas,
causando danos ao tecido (ROOME et al., 2008).

Os resultados obtidos sugerem que o OEHc inibegeagéo de leucocitos e neutrofilos
na cavidade peritoneal provavelmente através dandigdio da vasodilatagdo dos capilares
presentes na membrana peritoneal e da aberturaateeg poros causada por células e
mediadores inflamatdrios como neutrofilos e prdatadjna & (PAULINO et al. 2008).

Este estudo sugere que o Oleo essencidlygis crenata (Pohl) ex. Benth. apresenta
efeito antinociceptivo, o qual pdde ser detectadaredelos de estudo baseados em estimulo
nociceptivo quimico, como a formalina e o acidatiaoé mas ndo em modelos com estimulo
térmico (placa quente). Indicam, também, uma attked antiinflamatoria demonstrada nos
testes da dermatite induzida pelo 6leo de crotdema de pata induzido por dextrana e
peritonite induzida pela carragenina. Estas atdeédaprovalvelmente estdo relacionadas a
presenca de compostos monoterpénicos, que reeseatno o 94,5% deste 6leo.

7 — CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra que o 6leo esselediblptis crenata (Pohl) ex Benth.,
além da boa margem de seguranca, apresenta um afgihociceptivo e antiinflamatorio
provavelmente devido a:

- redugéo do numero de contor¢des induzidas pdo &wético;

- atenuacado da resposta da 12 fase (neurogéndap® fase (inflamatodria) no teste da
formalina, além da reverséo do efeito do OEHc adaupala naloxona;

- inibicdo do desenvolvimento do edema de orelha,camundongos, induzido pelo
Oleo de croton;

- inibicdo do edema de pata induzido pela dextrana;

- inibic&o da peritonite induzido pela carragenina.



Desta forma, estes resultados sugerem que as aal®sad antinociceptiva e
antiinflamatdria do 6leo essencial idgptis crenata possam ser consequéncia de uma inibicéo
da liberacdo de histamina, serotonina ou por amires seus receptores; pela inibicdo da
fosfolipase A e/ou ciclooxogenases e pela atuacdo sobre as fifeacntes nociceptivas e
receptores opidides. Estas provaveis acdes podedegielo aos compostos monoterpénicos
presentes neste 0Oleo (94,5%), porém outros ests@osnecessarios para confirmar esta

hipotese.
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LISTA DE TABELAS

Tabela 2.Efeito do OEHc sobre o estimulo nociceptivo indozmbr acido acético 0,6% em
camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) N° de contorcdes % de inibicao
Controle - 67,00+4,86 -
OEHc 250 51,89+4,96 22,56***
OEHc 350 30,60+2,44 60,76***
OEHc 500 16,40+1,64 75,53
Indometacina 5 16,57+2,70 75,26%**

Os valores representam média + E.P.M. (erro padeémédia) do nimero de contorgdes
observadas durante vinte minutos apos dez min@tasjecado de acido acético 0,6%.*P<
0,001; ANOVA; Teste Student Newman-Keuls.

Tabela 3. Efeito do OEHc sobre o estimulo nociceptivo indozina placa quente em
camundongos.




Grupo Dose Tempo (min)

(mg/kg) 0 30 60 90 120
Controle  --  7,60+0,80 7,60+0,94 9,30+0,94 7,50+0,48  7,80+0,63
OEHc 364,22 567+0,85 7,55+0,80 8,11+1,01 9,78+1,43  8,67+0,96

Morfina 10 9,10+0,59 34,03+3,40*** 24,93+3,22*** 19,21+3,36** 15,51+3,42*

Os valores representam média + E.P.M. (erro padeionédia) do tempo expresso em
segundos nos periodos 0, 30, 60, 90 e 120 minatogue 0s animais foram submetidos ao
estimulo térmico. P< 0,05, * P< 0,01 e ***P<0,001; ANOVA, teste "t" de Student.

Tabela 4.Efeito do OEHc sobre o teste da formalina em camogas.

Grupo Dose mg/kg N°de % deinibicio N°de % de inibicdo
Lambidas (12 fase) Lambidas (22 fase)
Controle - 67,20+2,65 - 163,50+15,02 -
OEHc 364,22 49,4412 22 26,49** 92,56+10,96 43,39**
Morfina 4 12,20+3,96 81,85*** 4,40+2,87 94,25%**
Naloxona 1 61,70+3,65 - 154,33+17,98 -

OEHc x Naloxona 364,22 x1  44,63+5,33 27,66 16878530 -

Morfina x Naloxona 4x1 42.46+6,6 - 103,67+20,43 -



OEHc x Morfina 364,22 x4 13,90+2,96 - - -

Os valores representam média = E.P.M. (erro padi@ianédia) do tempo de laténcia
observado nos cinco primeiros minutos e nos quinltienos minutos apds a injecao

intraplantar de formalina.**P< 0,01 e *** P<0,001; ANOVA, Teste Student Newman-
Keuls.

Tabela 5.Efeito do OEHc sobre a dermatite induzida pelo die@roton em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Peso das orelhas % de inibicao
(mg)
Controle - 6,71+0,90 -
OEHCc 364,22 3,74+0,61 44,26***
Dexametasona 10 0,48+0,14 92,85***

Os valores representam média + E.P.M. (erro pad@dmédia) da diferenca de peso entre as
orelhas esquerda e direira. P 0,001; ANOVA,; Teste Student Newman-Keuls.

Tabela 6.Efeito do OEHc sobre o0 edema induzido por dextrana.

Grupo Dose Tempo (min)
0 30 60 90 120
Controle - 0 2,4510,21 2,95+0,32 2,97+0,24 2,20+0,31

OEHc 364,22 0 0,93+0,35** 0,72+0,33***0,70+0,38*** 0,56+0,35**

Ciproeptadina 5 0 0,54+0,11*** 037+0,04*** 0,19+0,05*** 0,12+0,05***

Os valores representam média £ E.P.M. (erro padadmédia) da diferenca do volume do
edema nas patas dos ratof?<¢*0,01 e ***P< 0,001; ANOVA, teste "t" de Student.

Tabela 7.Efeito do OEHc sobre o0 edema induzido por carrangeni




Grupo Dose Tempo (h)
indometacina 0 1 2 3 4 5

Controle - 0 1,48+0,36 3,3040,35 457+0,47 410+0,44  3,51+0,33
OEHc 364,22 0 2,08+0,23 2,86+0,30 3,39+0,35  3,40+0,38  2,87+0,39
Indometacina 10 0 0,89+0,23 1,08+0,37 1,71+0,3 1,48+027 1,27+0,28"

Os valores representam média + E.P.M. (erro pada@média) da diferenca do volume do
edema nas patas dos ratoP<*0,05, **P< 0,01 e **P< 0,001; ANOVA, teste "t" de
Student.

Tabela 8.Efeito do OEHc sobre na migragéo de leucOcitoszitths por carragenina.

Grupo Dose (mg/kg) NUmero de neutrdfilos x % de inibicdo
10¢
Controle - 7,97+1,25 -
OEHc 364,22 4,18+0,74 47,55**
Dexametasona 1 2,93+ 0,49 63,24***

Os valores representam média + E.P.M. (erro pati&oédia) da concentracdo de leucécitos
no fluido peritoneal dos ratos* P< 0,01 e *** P<0,001; ANOVA; Teste Student Newman-
Keuls.

Tabela 9.Efeito do OEHc sobre na migragéo de neutréfilosiandas por carragenina.




Grupo Dose (mg/kg)  Numero de neutréfilos £ 10 % de inibicdo

Controle - 6,89+0,61 -
OEHc 364,22 2,31+0,46 66,47***
Dexametasona 1 0,62+ 0,34 Q1 ***

Os valores representam meédia + E.P.M. (erro padi@omédia) da concentracdo de
neutrofilos no fluido peritoneal dos ratos.*P<0,001; ANOVA; Teste Student Newman-
Keuls.



