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RESUMO

No Planalto Serrano de Santa Catarina, Brasil, cha de folhas de Acca
sellowiana (Berg.) (Myrtaceae), conhecida como Feijoa sellowiana
(Berg.) ou guava, ¢ usado na medicina popular para o tratamento de dor
de garganta, gastroenterite, diarreia e¢ problemas estomacais. Este
trabalho se propOs a investigar os componentes quimicos, toxicidade,
atividade antinociceptiva e antiprurido do extrato aquoso bruto das
folhas de Acca sellowiana (EBAAs) proveniente da Fazenda Bela Vista
(EBAAs-BV), Painel, SC, e da Empresa de Pesquisa Agropecudria e
Extensdo Rural de Santa Catarina, Lages, SC (EBAAs-E). A analise
quimica dos extratos mostrou que 0s mesmos sao compostos por uma
mistura de polifendis e sesquiterpenos. Os testes toxicoldgicos dos
extratos com Artemia salina ¢ do EBAAs-E em camundongos Swiss
segundo guia 407 da Organizagdo para a Cooperacao ¢ Desenvolvimento
Econémico (OECD) ndo demonstraram nenhuma toxicidade. O
tratamento intragéstrico (i.g.) com EBAAs-BV e EBAAs-E (1-30
mg/kg) reduziu significativamente a nocicep¢do causada pelo acido
acético em camundongos. A dose de 30 mg/kg, i.g. do EBAAs-BV foi
capaz de diminuir a nocicepg¢do causada por capsaicina, cinamaldeido e
mentol, mas ndo por glutamato e salina acida (agonista ASICs) bem
como, de diminuir o prurido causado por histamina e tripsina. O
tratamento de camundongos com o EBAAs-E (3-10 mg/kg, i.g.)
diminuiu drasticamente o comportamento de cocar causado por
substancia P, tripsina e histamina. O tempo (30 min) e concentragdo de
capsaicina (2.5 pg/site) e cinamaldeido (750 nmol/site) foram definidos
como novos protocolos de prurido, nos quais EBAAs-E foi capaz de
diminuir o comportamento de cogar dos animais. EBAAs-E reduziu o
comportamento de cocar desencadeado por forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA), um ativador de PKC. Assim, o efeito antiprurido deste
extrato possivelmente envolva a agdo do mesmo sobre receptores NK-1,
PAR-2/PAR-4, H1/H4, TRPV1 e TRPAl e, também de PKC. O
tratamento agudo e de doses repetidas com o extrato EBAAs-E foi capaz
de diminuir significativamente o prurido cronico induzido pelo modelo
de pele seca. Citocinas (IL-10, IL-17), fator de crescimento neuronal
(NGF), e a atividade das enzimas antioxidantes (superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase), na pele e medula
espinal ndo parecem estar associados ao efeito antiprurido do EBAAs-E
no modelo de pele seca. O comportamento tipo depressivo estd
associado ao modelo de pele seca, mas ndo o tipo ansioso. Tratamento
com doses repetidas de EBAAs-E nd3o foi capaz de prevenir o



comportamento tipo depressivo no modelo de pele seca e induziu
comportamento tipo ansioso em camundongos. Este é o primeiro
trabalho mostrando a acdo do EBAAs sobre dor e prurido em
camundongos e seus possiveis mecanismos de agdo. Estas a¢des aliadas
a auséncia de toxicidade tornam a planta Acca sellowiana uma promessa
no desenvolvimento de um novo fitoterdpico e contribui na validacao e
valorizagdo do conhecimento etnofarmacologico das plantas medicinais
do Sul do Brasil.

Palavras chaves: Acca sellowiana, polifendis, antinociceptivo,
antiprurido, TRP, PKC, AEW.



ABSTRACT

Acca sellowiana (O. Berg) Burret (Myrtaceae), also known as Feijoa
sellowiana, is used in folk medicine in the Serrano Plateau of Santa
Catarina State, Brazil, for the treatment of sore throat, gastroenteritis,
stomach cramps and diarrhea. The aim of this study was to investigate
the chemical composition and use of the aqueous crude extract from
Acca sellowiana (ACEAs) leaves as a potential therapeutic agent for
pain and itch on mice Swiss. Leaves from Bela Vista farm (ACEAs-BV)
and from Research and extension agricultural company (ACEAs-E) were
sampled in 2015 january. The both ACEAs chemical analysis identified
sesquiterpenes and polyphenols. Toxicological tests with Artemia salina
did not present toxic effects for ACEAs-BV and ACEAs-E, and did not
present toxic effects for ACEAs-E according to 407 guide from
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD).
ACEAs-BV and ACEAs-E (1-30 mg/kg) treatment alleviated the
nocifensive behavior caused by acetic acid. ACEAs-BV (30 mg/kg)
decrease the nocifensive behavior caused by capsaicin (TRPV1 agonist),
cinnamaldehyde (TRPA1 agonist), and menthol (TRPMS8 agonist), but
not glutamate and acidified saline (ASICs agonist). ACEAs-BV
abolished itching behavior triggered by trypsin and histamine. ACEAs-E
treatment clearly diminished scratching behavior induced by SP, trypsin,
histamine. The time (30 min) and concentration of capsaicin (2.5 pg/site)
and cinnamaldehyde (750 nmol/site) were established as a new acute
itch protocol, wherein ACEAs-E was effective in decreasing scratching
behavior. Scratching behavior induced by phorbol 12-myristate 13-
acetato (PMA), a PKC activator, was decreased by ACEAs-E. Based on
results, the anti-scratching effect of EBAAs-E possibly involves the
inhibition of NK-1, PAR-2/PAR-4, H1/H4, TRPV1 and TRPAIl
receptors, as well as PKC. ACEAs drastically decreased the scratching
behavior in the acetone/ether/water (AEW) dry skin model. Cytokines
(IL-10, IL-17), NGF, antioxidant enzymes (superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase and glutathione reductase), measured in
the skin and spinal cord, and anxious- and depression-like behaviors
were not clearly associated to ACEAs anti-scratching effect. This is the
first report showing the action mechanisms of ACEAs in acute and
chronic experimental models of itch in mice, which is a non-toxic
potential source of new phytomedicines. Moreover, this work contribute
in validation and valorization of ethnopharmacology knowledge of
medicinal plants in southern Brazil.



Keywords:  Acca  sellowiana, polyphenols, antinociceptive,
antiscratching, TRP, PKC, AEW.
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1. INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de produtos naturais, principalmente de plantas com
propriedades farmacologicas ¢ uma forma tradicional de tratamento no
mundo todo (DUTRA et al., 2016). De acordo com a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), (WHO, 2010) este tipo de tratamento inclui
conhecimento, competéncia e praticas baseadas em teorias, crencas e
experiéncia em diferentes situagdes. Utilizam-se plantas ou partes das
mesmas, contendo substancias ativas, capazes de preservar, modular ou
ativar processos fisiologicos, com aplicagdo na prevencao, diagnostico e
tratamento de doengas fisicas e/ou mentais (DUTRA et al., 2016;
PLUSKAL; WENG, 2017; ZUNIC; SKRBO; DOBRACA, 2017).
Tradicionalmente, os paises orientais as utilizam por milénios, sendo que
no ocidente, muitos paises também ja procuram na natureza o tratamento
primario das enfermidades devido ao alto custo dos medicamentos e a
baixa renda familiar, principalmente nos paises em desenvolvimento
como o Brasil, onde 66% da populagdo ndo tem acesso a medicamentos
industrializados (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012; MAZZARI,
PRIETO, 2014; ALONSO-CASTRO et al., 2017).

Na tentativa de comprovar a existéncia ou ndo das agdes
farmacologicas das plantas ditas medicinais utilizadas pela populagdo, a
sociedade cientifica tem se aproximado da sociedade em geral, tentando
gerar dados que ajudem a corroborar o uso popular e promover a
utilizacdo de novas praticas de prevengao e tratamento das enfermidades
que assolam o mundo atual (MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUIE,
2013; COLALTO, 2017; LUNDSTROM; PHAM; DINH, 2017). Assim,
a partir de levantamentos etnobotanicos, as plantas sdo identificadas,
suas partes vegetais ¢ usos sdo conhecidos, divulgados para outras
categorias de cientistas, que entdo as selecionam para objetos de
pesquisa nas subareas de atuagdo (HEINRICH, 2002; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012). Varias plantas, ditas medicinais, ja foram
testadas e, a partir da comprovagdo dos seus efeitos bioldgicos se
iniciaram estudos sobre suas substincias ativas (HEINRICH, 2002;
TROJAN-RODRIGUES et al, 2012; MEDEIROS; LADIO;
ALBUQUERQUE, 2013; DUTRA et al.,, 2016). Diversas pesquisas
estdo sendo realizadas visando o entendimento das doencas e a0 mesmo
tempo em busca de novos farmacos que apresentem acdes especificas
com menor risco durante o tratamento (CORREA; MELO; COSTA,
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2008; DE MORAIS LIMA et al., 2011; PANDA, 2014; SU et al., 2014;
DUTRA et al., 2016).

A medicina tradicional no Brasil ¢ influenciada pela enorme
diversidade botanica junto a pluralidade ética e cultural brasileira. O
conhecimento indigena, a coloniza¢do africana, europeia, asiatica ¢ de
outros povos latino-americanos introduziram novas cultivares medicinais
e o conhecimento sobre o uso das mesmas (BALBANI, 2009; DUTRA
et al., 2016). A migracdo urbana/rural/urbana também contribui para a
diversidade de conhecimentos e perpetuagdo de conhecimentos
populares sobre o uso das plantas medicinais (ABREU et al., 2015). O
aspecto cultural de cada regido ¢ importante quando se trata de medicina
tradicional/popular, pois ¢ comum a variacdo de nomes, formas de
preparacdo, partes das plantas a serem utilizadas e o uso de diferentes
plantas para a mesma doenca, pela populacdo local (BALBANI; SILVA;
MONTOVANI, 2009; MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUE, 2013;
FERREIRA JUNIOR et al., 2016).

O DECRETO N° 5.813, de 22 de junho de 2006, do governo
federal do Brasil, aprovou e instituiu a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, a qual se constitui em parte essencial das
politicas publicas de satde, meio ambiente, desenvolvimento econdmico
e social como um dos elementos fundamentais de transversalidade na
implementacdo de acdes capazes de promover melhorias na qualidade de
vida da populagdo brasileira (MAZZARI; PRIETO, 2014).

As agdes decorrentes da Politica, manifestadas no Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) sdo
imprescindiveis para: a melhoria do acesso da populagdo aos
medicamentos; a inclusdo social e regional; ao desenvolvimento
industrial e tecnologico; a promocdo da seguranca alimentar e
nutricional, além do uso sustentavel da biodiversidade brasileira e de sua
valorizagdo; e valoragdo e preservacdo do conhecimento tradicional
associados as comunidades tradicionais e indigenas (BRASIL, 2009, p.
140). A relacdo nacional de plantas medicinais de interesse ao SUS
(RENISUS) ¢ fruto de acdo desta politica, pois promoveu a inser¢ao dos
fitoterapicos no SUS (OSHIRO et al., 2016). A RENISUS contém 71
espécies de plantas medicinais, a maioria ndo nativas do Brasil, as quais
j& eram utilizadas nos servicos de satde estaduais e municipais, com
comprovacdo de eficacia por meio de estudos etnofarmacologicos e
estudos cientificos (MAZZARI; PRIETO, 2014; OSHIRO et al., 2016).
Esta relagdo objetiva o desenvolvimento de toda cadeia produtiva
relacionada &  regulamentagdo, cultivo, manejo, producdo,
comercializagdo e dispensagdo de plantas medicinais (em especial as
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nativas) e fitoterapicos e orientar estudos e pesquisas que possam
subsidiar a elaboragdo da RENAFITO (Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos). Das 71 espécies de plantas presentes na
RENISUS, 12 ja integram a relacdo nacional de medicamentos
essenciais (RENAME), fruto de pesquisas relacionadas a comprovagéo e
sistematizagdo de informagdes cientificas e publicacdes na area de
medicamentos e insumos estratégicos para o SUS (BRASIL, 2012). A
Rename ¢ uma lista de medicamentos que deve atender as necessidades
de satde prioritarias da populagdo brasileira. Essa selecdo de
medicamentos essenciais ¢ proposta da OMS como uma das estratégias
da sua politica de medicamentos para promover o acesso € uso Seguro ¢
racional de medicamentos.

No bioma da floresta Atlantica e dos Pampas, espécies exoticas
sdo mais utilizadas do que espécies nativas. Isto pode ser explicado pela
colonizagdo europeia nestes locais, bem como pela influéncia da escola
europeia na formagdo académica de nossos profissionais da saude e dos
pesquisadores ao longo da nossa histéria (MAZZARI; PRIETO, 2014;
DE MEDEIROS et al., 2017). O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade
genética vegetal do mundo, estimado entre 20—22% de todas as espécies
conhecidas (DUTRA et al., 2016). Em contrapartida, apenas 8% das
espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de
compostos bioativos € o mercado de fitoterapicos representa menos de
5% do mercado de medicamentos no Brasil (SIMOES, 2004; DUTRA et
al., 2016). Estes dados demonstram claramente a necessidade de
investimentos em pesquisa de fitoterapicos pertencentes as espécies da
flora nacional, ditas nativas dos nossos biomas (CARVALHO et al.,
2008; MIOTO, 2010). A regido do Planalto Serrano Catarinense possui
uma cultura muito rica em relagdo a utilizagdo de plantas medicinais em
seu cotidiano, porém ainda carecendo de estudos mais detalhados sobre
suas aplicagdes, principios ativos € mecanismos de a¢des (AMORIM,
2010).

1.2 Acca Sellowiana

No planalto serrano catarinense ¢ comum o uso de plantas
medicinais pela populagdo local sendo conhecida como “medicina
campeira”. Estudos sobre estas plantas e suas aplicagcdes estdo sendo
desenvolvidos por instituigdes de ensino e pesquisa do estado com o
objetivo de comprovar o seu uso medicinal e implanta-las em sistemas
produtivos da regido. A utilizagdo das mesmas no desenvolvimento de
sistemas produtivos de base ecoldgica ¢ uma alternativa interessante
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para o produtor do ponto de vista econdmico, social e ambiental. Com o
uso medicinal é possivel agregar renda na produgdo, resgatar a cultura
popular e preservar a biodiversidade regional. Entre as espécies com uso
popular, que atende ao sistema produtivo da regido, podemos citar a
Acca sellowiana, utilizada na medicina campeira, mas sem comprovagdo
dos efeitos bioldgicos da planta cultivada na regido. A Acca sellowiana
(goiaba serrana) pertence a familia Myrtaceae. Grande parte das espécies
pertencentes a esta familia, apresenta atividade biologica comprovada,
destacando-se as atividades anti-reumatica, antidiabética,
antimicrobiana, antipruridica, analgésica, antioxidante, diurética e
reguladora do sistema digestivo (FITZI et al., 2002; WALTON et al.,
2004; SERAFIN et al., 2007; CHOI et al., 2012; AZEVEDO et al., 2016;
RALI et al., 2016; ZUNTINI VISCARDI et al., 2017).

Esta planta foi descrita em 1859 a partir de um material
encontrado em um herbario, coletado pelo botanico Friedrich Sellow, no
Rio Grande do Sul, em 1819. Popularmente, ¢ conhecida por goiabeira
serrana, goiabeira do mato, goiabeira do campo, goiabeira-abacaxi, araca
do rio grande, goiaba-silvestre, “guayabo” e internacionalmente por
feijoa (VELHO, 2009). E nativa do planalto meridional brasileiro e
nordeste do Uruguai. No Sul do Brasil, a espécie mostra-se adaptada as
condigdes de clima frio, ocorrendo com maior frequéncia em areas com
altitudes superiores a 800 m (AMARANTE; SANTOS, 2011). E uma
arvore de baixo porte, com frutos de formato arredondados a oblongos,
de casca de cor verde, de aspecto liso a rugoso, com polpa de cor gelo,
de sabor doce-acidulada (Figura 1). A maturagdo da goiaba serrana se da,
na serra catarinense, entre fevereiro ¢ maio (AMARANTE; SANTOS,
2011). Os frutos possuem grande potencial comercial, devido as suas
propriedades organolépticas (WESTON, 2010; AMARANTE; SANTOS,
2011). O fruto da goiabeira serrana ¢é rico em iodo, fibras, vitamina C,
acido citrico e sais minerais (BOHNEBERGER, 2009; WESTON,
2010).



29

Figura 1 — Planta Acca sellowiana.
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Legenda: Imagem do porte da arvdre, aspecto das flores e folhas e frutos da
planta Acca sellowiana.
Fonte:http://noticias.ufsc.br/2007/03/ufsc-e-epagri-lancam-especies-
melhoradas-da-goiabeira-serrana/;
http://www.viveirozimmer.com.br/produtosimagens.php?idIm=321;
http://institutoaraba.blogspot.com.br/2013/02/feijoa-e-recomendada-para-
cidade.html.

Acessada no dia 30/01/2018.

Ha relatos do uso popular de folhas desta planta como
antitussigeno na India, e na China como anti-inflamatério e agente
hemostatico, vasoconstritor (IHA et al., 2008). A populagdo da serra
catarinense cita o uso de infusfo ou decoc¢do das folhas da planta no
combate de diarreias, infec¢do intestinal, feridas, hemorragias, dores de
garganta, problemas de estomago e anemia (BOHNEBERGER, 2009;
AMORIM, 2010; SOUZA et al., 2011).

Dentre os poucos trabalhos cientificos existentes sobre a A.
sellowiana e seus efeitos biologicos, destacam-se os que utilizam
extratos metanolicos e cetonicos de frutos (principalmente) e de folhas,
descritos na tabela abaixo:
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Tabela 1 - Trabalhos cientificos sobre a atividade bioldgica de extratos da planta
Acca sellowiana.

Material | Substincia Efeito Biolégico Referéncia
planta extratora bibliografica
Fruto Agua Antimicrobiano e | VUOTTO, et al.,

antioxidante (bactérias gram | 2000
positivas e negativas;
leucocitos humanos)

Fruto Acetona Anticancerigeno (cultura de | BONTEMPO et.
células) al., 2007

Fruto Acetona Antiinflamatério (cultura de | ROSSI, et. al,
células) 2007

Fruto Acetona Antibacteriano e antifingico | BASILE et. al,

(bactérias Gram positivas / | 2010
negativas e leveduras)

Fruto Metanol Hepatoprotecao (figado | KARAMI;
isolado) SAEIDNIA;
NOSRATI, 2013
Folhas Metanol e | Nefroprotegio KARAMI et al,
agua (camundongos albinos) 2014
Fruto Agua Antiinflamatdria (ratos | MONFORTE et.
Wistar e neutrofilos | al., 2014
humanos)
Fruto e | Metanol Antidepressiva MAHMOUDI et.
folhas (camundongos albinos) al., 2015
Folhas Aquoso Antifiingica MACHADO et
al., 2016
Frutos Acetona Antioxidante e aumento | TURCO et al.,
atividade dissacaridases | 2016

(células intestinais)

Fonte: A autora (2018)

Estudos fitoquimicos destes extratos citam a presenga de terpenos,
saponinas e de compostos fenélicos (LAPCIK et al., 2005; MACHADO
et al., 2016). Estas substincias sdo provenientes do metabolismo
secundario das plantas, sendo as principais responsaveis pelas acdes
biolégicas descritas no uso medicinal (RUBERTO; TRINGALI, 2004a;
TUNCEL; YILMAZ, 2015; UPADHYAY; DIXIT, 2015; ALTEMIMI et
al., 2017). Sabe-se que as condigdes climaticas regionais, tais como
temperatura, luminosidade e altitude, aliadas as condi¢des edéficas
encontradas no solo, como pH, disponibilidade de nutrientes e umidade,
influenciam no rendimento e na qualidade destas substincias (BASER;
BUCHBAUER, 2009; SILVA et al., 2014), justificando um trabalho
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interdisciplinar nas pesquisas cientificas e de desenvolvimento de novos
produtos para a saude (ROUFOGALIS; CONIGRAVE; STREHLER,
2013; ATANASOV et al., 2015; DUTRA et al., 2016; COLALTO, 2017;
LUNDSTROM; PHAM; DINH, 2017).

Os compostos fenolicos, fendis simples ou polifenodis, sdo os
maiores constituintes de plantas e sdo consumidos por humanos em
comidas e bebidas. Os fenois livres parecem ser rapidamente absorvidos
pelo trato gastrointestinal humano, contudo fenodis pouco soluveis ou
insoliiveis requerem maior metabolismo antes da absor¢do (MEYDANI,
2009). Considerados moléculas potentes, os polifendis tém recebido
destacada atencdo por suas significantes fungdes bioldgicas, pois
possuem vdrios alvos celulares e podem ser usados para o tratamento de
diversas doengas, entre elas, doencas inflamatdrias e pruridogénicas
(ALTEMIMI et al., 2017; GANZERA; SHARMA et al., 2017; STURM,
2018).

A Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri) e instituicdes de ensino da regido serrana de Santa
Catarina (Instituto Federal de Santa Catarina - IFSC, Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC e Universidade do Estado de Santa
Catarina - UDESC) investem em pesquisas e projetos de extensdo no
resgate das tradi¢des regionais através do levantamento etnobotanico e
no incentivo ao cultivo das plantas nativas da serra catarinense. O
cultivo da Acca sellowiana ¢ um exemplo deste trabalho, onde a selegdo
genética de plantas de alta produtividade, frutos mais adocicados e
plantas de menor altura foram destinadas a implementagdo de produgao
de pequena a média escala com o objetivo comercial e pulverizagdo da
produgdo além da regido local. Em 2014, registrou-se 15 pequenos
produtores destes frutos, os quais cultivaram 9,4 hectares de area total,
com produgdo de 62.2 toneladas/ano, prego venda ponderado/Kg de R$
3,51 (GOULART JUNIOR; MONDARDO; REITER, 2017). A agéncia
de desenvolvimento regional (ADR) de Lages apresenta situagdo inferior
a média do Estado de Santa Catarina, tanto em relagdo a indices de
desenvolvimento humano municipal (IDHM) quanto ao indice de
vulnerabilidade social (IVS). Tanto o produto interno bruto (PIB) per
capita quanto a renda domiciliar per capita sdo inferiores as médias de
Santa Catarina, ocupando a 27* e 21? posi¢do, respectivamente, dentre as
36 regides do estado (SECRETARIA DE PLANEJAMENTO DE
SANTA CATARINA, 2016). Levando isso em consideragdo, o cultivo da
A. sellowiana, pode ser mais uma alternativa de renda para pequenas e
médias propriedades rurais desta regido.
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1.3 TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

A valorizagdo do conhecimento popular sobre plantas medicinais
e a busca da vida saudavel, elevou em 10,5% o uso de fitoterapicos nos
ultimos cinco anos (TABACH; RAVASI, 2012). Ao mesmo tempo houve
aumento do niimero de casos de reagdes adversas causado pelo consumo
dos mesmos, ja que as plantas medicinais sdo consideradas desprovidas
de toxicidade (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008; MAZZARLI;
PRIETO, 2014). Apesar da sensagdo de seguranga, os efeitos toxicos
apresentados pelas mesmas sdo tdo graves quanto os causados pelos
medicamentos convencionais, sendo considerado um problema de satide
publica.

Plantas medicinais podem desencadear efeitos indesejaveis
devido a seus proprios constituintes, por presenca de contaminantes
quimicos ou biologicos, interagdes com outros medicamentos ou
alimentos, ou ainda relacionados a caracteristicas intrinsecas ao paciente
(idade, sexo, condig¢des fisiologicas, caracteristicas genéticas (WHO,
2004; ALONSO-CASTRO et al., 2017). Os principais efeitos toxicos
sd0: nauseas ¢ voOmitos, dermatite, queimadura de pele, gastrite, dor
abdominal, hepatotoxicidade, diarréia severa, aborto, cardio e
nefrotoxicidade, entorpecimento, tontura e alucinagdes (ALONSO-
CASTRO et al.,, 2017). Outro risco associado ao uso das plantas
medicinais ¢ o uso do etanol como solvente, podendo trazer riscos a
saude quando utilizados em criangas, gestantes, lactantes, pacientes com
distirbios hepaticos e dependentes em alcool (ANVISA, 2009;
BALBINO; DIAS, 2010).

Erros de diagndstico, identificagdo incorreta de espécies de
plantas medicinais ¢ uso diferente da forma tradicional podem ser
perigosos, levando a superdose, inefetividade terapéutica e reagdes
adversas (WHO, 2002). Além disso, o desconhecimento médico sobre os
efeitos e riscos de uso das plantas medicinais, aliados a descrenca por
parte da populagdo do risco associado a este tratamento, dificultam a
identificagdo dos eventos adversos das mesmas (BALBINO; DIAS,
2010). Um tergo das notificacdes de eventos adversos refere-se a plantas
medicinais ou seus derivados, sem registro na ANVISA, evidenciando a
existéncia de uma ampla rede de distribuicdo de dificil controle e de
conhecimento associado a populacdo local (BALBINO; DIAS, 2010).

Apbs o reconhecimento do risco e do uso incontrolavel das
plantas medicinais em conjunto com outros medicamentos, a OMS, em
2004, publicou o “Guia de monitoramento seguro de plantas medicinais
em sistemas de farmacovigilancia” (do inglés “Guidelines on safety
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monitoring of herbal medicines in pharmacovigilance systems”), o qual
da orientagdes sobre o registro das plantas medicinais em um sistema
unico facilitando a troca de informagdes entre os paises membros da
OMS (WHO, 2004; MAZZARI; PRIETO, 2014). Além disso, A OMS
criou um guia estratégico de politicas publicas para o uso racional e
integrado da medicina tradicional e medicina complementar/alternativa
(WHO Traditional Medicine Strategy 2002—-2005 e, mais recentemente,
o WHO Traditional Medicine Strategy 2014-2023) objetivando a
construgdo de conhecimento base para formulagdo de politicas
nacionais, legislagdes que garantem seguranca, qualidade e eficacia de
medicamentos tradicionais e a integracdo da medicina tradicional no
sistema de saide (OSHIRO et al., 2016).

Seguindo esta linha e devido a escassez de pesquisas sobre a
avaliagdo da seguranga e controle da comercializagdo das plantas
medicinais no Brasil (JUNIOR et al., 2005), a ANVISA publicou e
atualizou uma série de resolugdes de diretoria colegiada (RDC) sobre
este item. Além da RDC n° 26/2014, outras normas complementam as
orientagdes quanto ao registro de medicamentos fitoterapicos e produtos
tradicionais fitoterapicos, tais como: a RDC n°® 66/2014, ateragdo do
Anexo IV da RDC n° 26/2014; a instrugdo normativa (IN) n° 02/2014,
publicacdo da "Lista de medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado" e da "Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de
registro simplificado", atualizada pela IN 10/14; a IN n°® 04/2014, que
determina a publicagdo do Guia de orientagdo para registro de
Medicamento Fitoterdpico e registro e notificagdo de Produto
Tradicional Fitoterdpico; a IN n° 052014 e RDC n° 38/2014,
relacionada ao Historico de Mudangas do Produto e o prazo de analise
das peticdes pos-registro de medicamentos fitoterapicos e produtos
tradicionais fitoterapicos (ANVISA, 2015) e, as RDC N° 105, de 31 de
agosto de 2016 e RDC N° 93, de 12 de JULHO de 2016 que alteram a
RDC n° 26/2014, no quesito analises de residuos agrotdxicos ou
producdo orgénica e prazo de avaliagdes (ANVISA, 2016a, 2016b).
Estas resolugdes, tentam promover a entrada de medicamentos
fitoterapicos ou drogas vegetais com seguranca, eficacia e qualidade, no
mercado brasileiro.

Aliado a existéncia de regulamentagdes e leis, treinamento dos
profissionais de saude, campanhas educativas e maior integracdo entre
registro, inspecdo e farmacovigilancia sdo necessérias para minimizar os
riscos do uso de plantas medicinais no Brasil. Além disso, ¢
imprescindivel que trabalhos cientificos incluam dados quanto a
toxicidade, auxiliando assim, na rede de informagdes sobre as plantas
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medicinais brasileiras, trazendo seguranga para OS usuarios € oS
profissionais da area da satde.

1.4 INFLAMACAO, DOR E PRURIDO

A inflamagdo é um processo imunoldgico complexo pelo qual o
corpo responde a um estimulo por bactérias, virus ou a agentes quimicos
ou fisicos (CHIU, 2017; JULIER et al., 2017).

A ativacdo da resposta imune inata ¢ mediada por fagocitos num
processo finamente regulado. Sdo os fagocitos teciduais que primeiro
detectam qualquer perturbagdo imune através de seus receptores
(GRAYFER; HODGKINSON; BELOSEVIC, 2014). A produgdo de uma
cascata de eventos celulares locais e no Sistema Nervoso Periférico
(SNP), incluem a ativag@o de varios tipos celulares tais como, linfocitos
T, mondcitos, células dendriticas, neutrofilos ¢ mastdcitos (GRAYFER;
HODGKINSON; BELOSEVIC, 2014; JULIER et al., 2017), os quais
liberam mediadores inflamatorios, neurotransmissores e neuropeptidios
integrando o sistema nervoso periférico (SNP), através dos nervos
periféricos/ganglio dorsal da medula espinal e sistema nervoso central
(SNC) (WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005; DINAKAR;
STILLMAN, 2016), conduzindo a percep¢do de dor e prurido
(DINAKAR; STILLMAN, 2016; LUO et al., 2015).

Dor e prurido sdo mecanismos vitais que ativam mecanismos de
defesa mantendo a integridade do organismo que desencadeiam
sensacdes nitidamente diferentes e de facil distingao entre elas (MOORE
et al., 2017). Ambos sdo aversivos, mas possuem comportamentos
distintos: dor provoca uma resposta de isolamento, de quietude e o
prurido provoca o desejo e uma resposta ativa de cocar (LUO et al.,
2015; TSUDA, 2017).

A dor ¢ a causa mais comum de queixa na clinica médica. Tanto a
dor aguda quanto a crénica causam desajuste econdmico e social. Perda
de horas de trabalho, excedendo 50 milhdes em faltas de dias de
trabalho, geram perda de produtividade e aumento de custo de produgao.
O custo total direto e indireto da dor excede o custo das principais
doengas: cardiovascular, neoplasia e intoxicagdo. E a causa mais comum
de incapacidade e de muitas co-morbidades associadas a ela. Entre as co-
morbidades estdo o uso e abuso de opidides (dependéncia), depressao,
escassas relagdes sociais e dificuldades financeiras (DINAKAR;
STILLMAN, 2016).

Dor ¢ definida pela Associacdo Internacional para o estudo da dor
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(International Association for the Study of Pain - IASP) como “uma



35

experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com real ou
potencial dano tecidual”. A dor é gerada em reposta a um estimulo
tecidual danoso e ¢ essencial para a manuten¢do ou integridade fisica
(FOSTER et al., 2015). Sinais dolorosos gerados pelo dano tecidual sdo
detectados por nociceptores, os quais conduzem os sinais para o SNC
transmitindo a experiéncia sensorial e emocional desagradavel
(VALTCHEVA et al., 2015; DINAKAR; STILLMAN, 2016).

Prurido foi definido ha mais de 340 anos pelo médico alemio
Samuel Hafenreffer como "uma sensagdo desagradavel que provoca o
desejo ou reflexo de cocar", sendo valida até os dias atuais (HAN;
DONG, 2014; LAMOTTE; DONG; RINGKAMP, 2014). O prurido é
aliviado pelo ato de cogar e serve como auto-prote¢do contra algum
agente externo, quando na forma aguda. Ela existe transversalmente
entre as espécies, desde passaros até humanos (KITTAKA;
TOMINAGA, 2017; KOCH; ACTON; GOULDING, 2018; PLUSKAL;
WENG, 2017; TSUDA, 2017). Evidéncias recentes indicam a existéncia
de circuitaria neuronal distinta no sistema nervoso central e periférico
para dor e prurido (HAN; DONG, 2014; FOSTER et al.,, 2015;
CHUQUILIN; ALGHALITH; FERNANDEZ, 2016; KOCH; ACTON;
LAVERY et al.,, 2016; MEIXIONG; DONG, 2017; TSUDA, 2017,
GOULDING, 2018).

Os dois principais tipos de nociceptores que detectam sinais
dolorosos e de prurido sdo fibras C ndo mielinizadas, com a presenga de
receptores Mas relacionado acoplado a proteina G (Mrgprs, do inglés
Mas-related G protein—coupled receptors) e fibras A mielinizadas, com
a presenca do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e/ou
Substancia P (SP) (HAN; SIMON, 2011; CHUQUILIN; ALGHALITH;
FERNANDEZ, 2016; KOCH; ACTON; GOULDING, 2018). Estas
fibras nervosas usam sinais elétricos, potenciais de acdo, para conduzir
informagdes nocivas rapidamente ao cérebro (CARSTENS; AKIYAMA,
2014; LAVERY et al., 2016). Os canais i0nicos expressos nas fibras
sensoriais sdo cruciais na condu¢do da informacdo e integram varias
modalidades sensoriais, tais como temperatura, osmolaridade, presenca
de protons e de mediadores inflamatérios (LEVINE; ALESSANDRI-
HABER, 2007). Dentre os canais i0nicos destacam-se os receptores de
canais de potencial transitério (TRP), através de seus representantes:
TRPV1-4 (vanildéide), TRPA1 (anquirina) ¢ TRPMS8 (melastatina)
(Figura 2), os quais tém papel fisioldgico no calor, frio, dor, prurido e
inflamagdo (DAI, 2016; HUANG et al., 2017). Além disso, também
expressos nas fibras sensoriais, os canais de adenosina trifosfato (ATP) e
canais detectores de ions acidos (ASICs), também sdo cruciais e
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integram varias modalidades sensoriais, tais como temperatura,
mediadores  inflamatorios, protons e osmolaridade (LEVINE;
ALESSANDRI-HABER, 2007). A abertura desses canais causa o
influxo de cations que despolariza neurdnios sensoriais, disparando a
sensagdo de dor e de prurido (LUCACIU; CONNELL, 2013; HUANG et
al., 2017).

A transducdo e geragdo de sensagdes de dor e prurido envolvem
muitas moléculas, células e circuitos neurais periféricos, em diferentes
niveis da medula espinal e no cérebro. Dindmicas interagdes entre
células residentes na pele (queratinocitos, células de Merkel, células do
sistema imunolédgico inatas e adaptativas, etc.) e teminagdes nervosas
sensoriais, influenciam os sentidos do tato, dor e prurido (LUO et al.,
2015; CHUQUILIN; ALGHALITH; FERNANDEZ, 2016; GREEN;
DONG, 2016). A atividade destas células e do SNC ¢ controlado por um
delicado equilibrio entre eventos excitatorios e inibitorios que atuam em
conjunto para a fina sintonia da transmissdo da dor e do prurido no
sistema nervoso central (SNC) (ZHAO et al., 2014a, 2014b). Isto se da
pela ativagdo dos canais i6nicos de membrana, receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), receptores de citocinas e outros receptores tirosina
cinase (HOON, 2015). GPCRs regulam a sinalizagdo fosfolipase A,
fosfolipase C (PLC) / Célcio (Ca™?) / proteinas cinases C e A (PKC e
PKA) e TRPs (Figura 2) (AKIYAMA; CARSTENS, 2013; GEPPETTI
et al., 2015; VALTCHEVA et al., 2015; ZHANG, 2015).

A liberagdo de mediadores inflamatorios e outros mediadores
derivados de células imunes epiteliais pode ativar prurido e dor pela
ativagdo de nervos periféricos. Essas células aumentam a concentragdo
de substancias enddégenas como histamina, triptases, serotonina e SP,
responsaveis por eventos dolorosos e pruridogénicos (Figura 3) (KIDO-
NAKAHARA et al., 2017). Neur6nios sensoriais derivados de
taquicininas sdo criticos na inflamag@o neurogénica, dor e prurido pela
liberag@o de SP via SNP e SNC (AKASAKA et al., 2011).
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Figura 2 — Ativadores de receptores de canais de potencial transitorio (TRP)
TRPA1 TR y TRPV4

ations

=

== =

LU R

Bbayy M

e —

oo

TRPM8

TRPV1

TRPV4

Cold Sensor-
menthol receptor

Noxious Heat Sensor

Osmo-mechano TRP-
algo-pruriceptor TRP

Cold hypersensitivity  Neuropathic Pain Mechanically-evoked pain
Neuropathic Pain Inflammatory Pain Inflammatory pain
Orofacial Pain Visceral Pain Neuropathic pain
Headaches/- Itch Visceral pain
Migraine Trigeminal pain (incl.
Itch headache/temporo-
mandibular-joint)
Itch
Mustard Qil Menthol Pain: pro-pain prostanoid
Cinnamaldehyde leilin Capsaicin e.g. 56-EET, PGE2
Allicin PUFAs Allicin endothelin
4Hydroxynonenal LPC LPA serotonin
2Chloroacetophenone Anandamid histami
ltch:
Imiquimod
Histamine
IL-31
Artemin PKA PKC
NGF PKC PLC
PLC NGF PI3K
PKC PLA2 MAPK
MAPK PAR-2
PI3K

Legenda: Estimulos nocivos e temperaturas ativam receptores de canais de
potencial transitério (TRPs). Sdo apresentados os processos (roles in) de dor
(pain) e prurido (itch) em que estes receptores estdo envolvidos, bem como os
agonistas (agonists) e as substincias que os regulam positivamente (positive
regulation).

Fonte: Adaptado de Moore, et al. (2017).

Receptores histaminérgicos H1 e H4 e, receptores ativados por
proteases (PAR, do inglés protease-activated receptor) tipo 2 e tipo 4
ativam tipos distintos de fibra aferente que desencadeiam o prurido,
chamadas de fibra histamina-dependente ¢ histamina-independente,
respectivamente (Figura 4) (COSTA et al, 2008; AKIYAMA;
CARSTENS, 2013; KEMPKES et al., 2014). PAR sdo receptores ligados
a proteina G e indutores conhecidos de processos inflamatorios,
dolorosos e pruridogéncos (COSTA et al., 2008; PATRICIO et al., 2015;
KIDO-NAKAHARA et al., 2017).
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Histamina ¢ uma monoamina indutora de inflamacdo, dor e
prurido pela estimulagdo de fibras sensoriais do tipo C ndo mielinizadas.
A maior parte do estoque da histamina provém de granulos presentes em
mastocitos. O receptor H1 ativado, estimula a via da fosfolipase A2, o
qual sensibiliza/ativa TRPV1 (LUO et al., 2015, BENLY et al., 2015,
SAJID et al., 2017).

PAR-2 ¢ um dos principais indutores de dor e prurido, através de
alteragdes dependentes de AMPc e ativagdo de canais TRPV1, TRPAI e
TRPV4 (LUO et al., 2015). Ele esta presente em queratindcitos e
neurdnios pruriceptivos no ganglio da raiz dorsal (DRG) (COSTA et al.,
2008; AZIMI; PATRICIO et al., 2015; XIA; LERNER, 2016; WONG;
WU; LEE, 2017). Triptases liberadas de mastdcitos, ligam-se a PAR-2
em neurdnios e iniciam a cascata de sinalizacdo via TRPV1/TRPV4,
estimulando a liberagdo de CGRP o qual se liga aos seus receptores
presentes em mastocitos, levando a degranulagdo dos mesmos, liberando
histamina, proteases, triptases e serotonina, mediadores lipidicos,
neuropeptideos e varias citocinas (Figura 3), todos importantes
mediadores de dor e prurido (LUO et al., 2015). Além desses receptors,
os Mrgprs também sdo importantes receptores de nocicepgdo, sendo
considerados sensores ambientais. Eles sdo expressos em neurdnios
sensoriais, mastocitos e ganglio da raiz dorsal. S3o ativados por
histamina ou por proteases ¢ SP pela via histamina-independente
(AZIMI et al., 2017; TSUDA, 2017). Trabalhos tem mostrado que
ativagdo de Mrgprs tem como alvo TRPA1 para a indugdo de prurido
(LUO et al., 2015).

A ativagdo dos receptores NK-1 e Mrgpr por SP produz prurido
pela liberagdo de histamina de mastocitos e, pela ativacdo desses
mesmos receptores na medula espinal (HAN; DONG, 2014; LUO et al.,
2015; AZIMI; XIA; LERNER, 2016). O receptor NK-1 estd presente em
mastocitos, queratindcitos e terminagdes nervosas e quando ativado
libera mais mediadores indutores de dor e prurido, por sensibilizacdo de
TRPV1, provavelmente por fosforilagdo mediado por PKCe (LUO et
al., 2015; MOLLANAZAR; SMITH; YOSIPOVITCH, 2016).
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Figura 3 — Estimulos e recepetores envolvidos na dor e prurido.
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Legenda: Ha dois tipos de receptores envolvidos no prurido e dor, receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e receptores de canais de potencial transitorio
(TRP). As células envolvidas incluem mastocitos (mast cells), eosindfilos
(eosinophils), linfocitos (lymphocytes), neutrofilos (neutrophils) e células
epiteliais (epithelium). Dentre as moléculas capazes de ativar estes receptores,
estdo histamina (histamine), proteases, serotonina (serotonin), leucotrienos
(leukotrienes), fator de crescimento neuronal (NGF), prostaglandinas
(prostaglandins), acetilcolina (Ach) e citocinas (TNF-a, IL-4, IL-31, IL-1p, IL-
13). A sensac¢ao de dor e prurido pode ser induzida pela ativagdo direta de ambos
GPCR ou canais TRP. Além do mais, GPCRs podem ativar indiretamente canais
TRP, via sistemas ligados a cinases (kinases) e/ou fosfolipases (phosphlipase),
resultando em sensibilizagdo (sensitizes) o que reduz o limiar de ativagdo
(activates) de TRPA1 ¢ TRPVI por irritantes (irritants) fisicos, mecéanicos
enddgenos e exdgenos e, quimicos exdgenos.

Fonte: Adaptado de Mollanazar et al. (2016)

A via de prurido histaminérgica, tem como alvo direto o TRPV1,
a via ndo histaminérgica o TRPA1 (Figura 4) (AKIYAMA; CARSTENS,
2013; KIDO-NAKAHARA et al., 2017; KITTAKA; TOMINAGA,
2017). O TRPV1 e o TRPAI sdo regulados por proteina cinase C (PKC)
e proteina cinase A (PKA) (SPAHN; STEIN; ZOLLNER, 2014;
KITTAKA; TOMINAGA, 2017; PETER et al., 2017). Os receptores
TRPVI1 sdo frequentemente encontrados em populacdes ndo neuronais
de células da pele, mastocitos e fibras C e Adna via sensorial
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nociceptiva. E ativado por iniimeras moléculas envolvidas no dano
tecidual e inflamagdo, como: bradicinina, prostaglandinas, espécies
reativas de oxigénio (ROS) e tripsina (TOTH et al., 2014; LUO et al.,
2015; CATERINA; PANG, 2016). O TRPAI estd presente em nervos
sensoriais, mastocitos e queratinocitos (ATOYAN; SHANDER;
BOTCHKAREVA, 2009; CATERINA; PANG, 2016). Pode ser ativado
ou modulado por muitas vias sinalizadoras, servindo como um mediador
generalizado para moléculas indutoras de prurido como: endotelina-1,
espécies reativas de oxigénio (ROS), linfopoetina estromal timica,
interleucina 31 (IL-31), interleucina 13 (IL-13), leucotrieno B4 e 4cidos
biliares (LUO et al., 2015) (Figura 3). A presenga de receptores TRPV1
e TRPAI além das fibras sensoriais indicam que os mesmos podem
desencadear de forma direta a sensagdo de dor e de prurido.

O prurido pode ser inibido pelo estimulo doloroso, sendo
dependente de glutamato (LUO et al, 2015; CHUQUILIN;
ALGHALITH; FERNANDEZ, 2016). O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso de vertebrados. Estd
envolvido com inducdo de dor causada por estimulo térmico, mecanico,
quimico e prurido. Inibi¢do de glutamato, leva a diminuigdo do estimulo
doloroso, aumento exagerado de prurido por sensibilizagdo de multiplas
vias com desenvolvimento de excessivo prurido espontaneo
(LAGERSTROM et al., 2010; LIU et al., 2010; LUO et al., 2015). O ato
de cogar alivia o prurido pela acdo de receptores inibitérios dentro da
medula espinal ou pela modula¢do descentende (do inglés downstream)
da regido supra espinal. Isto explica como o ato de cogar produz dor e
isso leva ao alivio do prurido (SPIEGEL et al., 2017). Esse mecanismo
parece estar ligado a ativacdo de interneurdnios inibitorios pelo
glutamato na medula espinal (Figura 4). Os neuropeptideos, peptideo
liberador de gastrina (GRP) e polipeptideo natriurético b (Nppb) séo
vitais na transmissdo do estimulo pruridogénico (HUANG et al., 2017).

Também ¢ possivel que pruridos infecciosos e dores estejam
anatomicamente intrincados, co-relacionados: invasdo patogéncia da
epiderme pode levar ao prurido, enquanto infecgdes mais profundas ou
viscerais podem produzir dor (TSUDA, 2017).
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Figura 4 - Vias de dor e prurido dependente e independente de histamina.
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Legenda: Ativagdo de receptores de dor (pain) e de prurido (itch) ativam as
fibras sensoriais do tipo C e Ad na condugdo de dor e prurido ao corno dorsal da
medula espinal através de vias proprias e independentes. O prurido pode ser
conduzido pela via histaminérgica (histamine itch) ativando receptores de
potencial transitério do tipo V1 (TRPV1) ou ndo histaminérgica (non-histamine
itch), ativando receptores de potencial transitorio do tipo A1 (TRPA1), TRPVI,
receptores ativados por proteases (PAR-2) e receptor Mas relacionado e
acoplado a proteina G (Mrgpr). Glutamato (glutamate) no corno dorsal da
medula espinal (spinal cord dorsal horn) ativa a transmissdo do impulso de dor
e ativa interneur6nios inibitorios (Bhlhb5 — other interneurons) que inibem a
transmissdo do impulso das fibras sensoriais de prurido. Peptideo liberador de
gastrina (GRP), peptideo natriurético B (BNP) e substancia P (SP) participam da
transmissao do impulso de prurido.

Fonte: Adaptado de Chuquilin, 2016

O prurido é o sintoma mais comum em dermatologia e afeta
milhdes de pessoas no mundo. Estima-se que mais de 1/3 desses
pacientes apresente prurido cronico e que 1/5 da populagdo tenha grande
prejuizo da qualidade de vida (KANEHISA et al., 2017; PEREIRA;
STANDER, 2017). O prurido cronico é entendido como uma
experiéncia sensorial desagradavel, persistente por mais de 6 semanas,
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tendo varias causas como fatores desencadeantes (PEREIRA;
STANDER, 2017), tais como, doencas da pele, doengas sistémicas e
disfungdes metabolicas (IKOMA et al., 2006; LUO et al.,, 2015;
KANEHISA et al., 2017; PEREIRA; STANDER, 2017; TSUDA, 2017).
O prurido pode levar a ansiedade severa, depressdo, prejuizo do sono,
auto-mutilagdo e como consequéncia prejuizo total da qualidade de vida
e comprometimento social, comparavel com a dor cronica (LUO et al.,
2015; VALTCHEVA et al, 2015; PEREIRA; STANDER, 2017).
Enquanto o ato de cogar alivia o prurido agudo, o persistente ciclo
prurido-cocar, aumenta o problema de pele e reduz a qualidade de vida
(TSUDA, 2017).

Enquanto os custos gerados pela dor cronica sdo estimados em
$560-635 bilhdes de dolares por ano nos Estados Unidos, o custo do
prurido cronico ndo possui estimativa. O tratamento para dor e prurido
cronico sdo ainda desafiadores. O tratamento para dor limita-se aos
antiinflamatérios ndo esteroidais, esteroidais, opioides, antidepressivos e
antiepiléticos (BRASIL, 2012, p. 140). Para o prurido cronico a situagéo
¢ ainda pior, jA que nenhum tratamento atual ¢ universalmente aceito,
embora alguns medicamentos topicos ou sist€émicos sejam utilizados
(AKIYAMA; CARSTENS, 2013). Os tratamentos utilizados limitam-se
a anti-histaminicos, corticoides, antidepressivos ou antiepiléticos
(AHUJA et al., 2011; LUO et al., 2015). Entretanto, a eficacia desses
medicamentos ¢ limitada além de severos efeitos colaterais associados
ao uso de antidepressivos, antiepiléticos e corticdides (LUO et al., 2015;
KANEHISA et al., 2017). Assim, tratamentos mais efetivos e seguros
sd0 necessarios para a melhora da qualidade de vida destes pacientes.
Normalmente, o uso de antihistaminicos no tratamento do prurido
cronico sdo inefetivos. Isto sugere a participagdo de vias ndo-
histaminérgicas (AHUJA et al., 2011; LUO et al., 2015; KANEHISA et
al., 2017; ZHOU et al., 2017), através de TRPV1 e TRPA1 (LUO et al.,
2015; ZHOU et al., 2017) no mecanismo que desencadeia esta
enfermidade. Dentre os tratamentos alternativos destaca-se o uso das
plantas medicinais, utilizadas por muito tempo no tratamento de prurido
agudo e cronico, como exemplos citam-se: mentol, canfora, camomila e
Aloe vera (BROMMA et al., 1995; MILLIKAN, 2003; SHIM; OH,
2008; HAJHASHEMI et al., 2017).

O prurido cronico esta associado com o espessamento da pele e o
processo de liquenificagdo tardia, causada pela recorrente pressdo e
trauma da pele (MILLIKAN, 2003). Dentro dos modelos utilizados na
pesquisa de mecanismos e drogas que atuam sobre o prurido crénico, o
modelo da pele seca, acetona-éter-agua (AEW), pode ser utilizado, ja
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que este mimetiza a xerose, indugdo da pele seca que desencadeia o
ressecamento da pele levando a uma hiperplasia epidermal e
paraqueratose, sem a tipica inflamagdo dermal (MIYAMOTO et al.,
2002). Além disso, mecanismos relacionados a receptores PAR-2, canais
ionicos TRPV1, TRPV4 ¢ TRPAI, ROS e ativagdo glial (LUO et al.,
2015; HUANG et al., 2017; TSUDA, 2017; ZHOU et al., 2017) estdo
envolvidos neste modelo.

Trabalhos que colaborem para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na dor e prurido, sejam eles agudos ou crénico, bem como de
novos agentes terapéuticos sdo desafiadores e necessarios para o
atendimento de uma grande parcela da populagdo acometida por estas
enfermidades, carentes de tratamento ¢ alivio de sintomas.
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2. JUSTIFICATIVA

A solugdo para os problemas de prevencéo e tratamentos de satide
que assolam o nosso pais podem estar nas fontes naturais. Muitos
farmacos que hoje estdo no mercado vieram destas fontes,
principalmente de plantas. Apesar do Brasil ser um pais rico em fontes
naturais, proporcionalmente, pouco se investe ou se investiu até hoje no
desenvolvimento de farmacos a partir das mesmas (DUTRA et al,
2016).

O DECRETO N° 5.813, DE 22 DE JUNHO DE 2006, do governo
federal sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, é
um movimento de reconhecimento da importincia, do resgate dos
tratamentos alternativos e do incentivo a continuidade das pesquisas com
plantas medicinais no nosso pais, ja que as mesmas tém contribuido para
a selecdo e desenvolvimento de novos medicamentos para a saude. Além
disso, esta politica vem ao encontro da disseminagdo de conhecimentos
etnofarmacoldgicos e diminui¢do de potenciais riscos de toxicidade
ligados a usos inadequados das plantas medicinais. Outra vantagem ¢ a
possibilidade de desenvolvimento de cadeias produtivas melhorando a
qualidade de vida de agricultores de pequeno e médio porte (BRASIL,
2009, p. 140).

Terapias para o prurido e para dor ainda sdo um desafio para a
saide publica, pois a causa destes sintomas sdo mulifatoriais,
dificultando a escolha adequada do tratamento (MILLIKAN, 2003;
PEREIRA; STANDER, 2017). Situagdo mais agravante ¢ o tratamento
do prurido, pois somente nas Ultimas décadas houve descobertas sobre
os mecanismos envolvidos na indu¢do do prurido. O desconhecimento
das vias e mecanismos de prurido perpetuaram o tratamento inadequado,
sem consenso sobre a abordagem terapéutica adequada dos pacientes
acometidos por este sintoma. A primeira escolha no tratamento de
prurido sdo os antagonistas de receptores H1, falhando na maioria das
vezes e, corticdides os quais possuem grandes efeitos colaterais (CHOI
etal., 2012; ZHOU et al., 2017). A falha no diagnoéstico, aliado a poucas
possibilidades de escolha de tratamento, aumentam os custos da saude
publica, causam sofrimento ao paciente e insolubilidade do problema,
gerando um ciclo vicioso e sem solugcdo. O aumento do conhecimento
sobre os mecanismos envolvidos no prurido, aumentam a possibilidade
de novas abordagens terapéuticas e para a padronizagdo de um protocolo
terapéutico adequado a estes pacientes.

Poucas drogas surgiram nas ultimas décadas para o tratamento
para dor e prurido o que aumenta o desafio e a busca de tratamentos
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novos e alternativos para estas enfermidades. As plantas medicinais s&o
uma Otima alternativa na busca de novas abordagens terapéuticas e
possibilidade de desenvolvimento de novos medicamentos.

Considerando a diversidade de espécies presentes na flora
brasileira, o baixo conhecimento sobre a mesma, em especial do Planalto
Serrano Catarinense e o menor indice de IDH do estado de Santa
Catarina estar nesta regido, este trabalho propde a pesquisa sobre a
atividade biologica de plantas desta regido utilizadas tradicionalmente na
medicina campeira da regido.

A maioria das espécies de plantas do Planalto Serrano Catarinense
ndo tem, ainda, potencial de explora¢do econdomica conhecido, embora ja
fagam parte dos diversos usos para o tratamento de enfermidades na
cultura local.

A utilizagdo destas espécies no desenvolvimento de sistemas
produtivos de base ecoldgica ¢ uma alternativa interessante para o
produtor, do ponto de vista econdmico, social e ambiental; pois ¢
possivel agregar renda na produgfo, resgatar a cultura popular e
preservar a biodiversidade regional (AMORIM, 2010). Além disso, o
conhecimento de efeitos toxicos e efeitos indesejados provenientes do
uso de plantas da flora do Planalto Catarinense aumentam a seguranca
quanto ao uso adequado das mesmas. As condigdes climaticas regionais,
tais como temperatura, luminosidade e altitude, aliadas as condic¢des
edaficas encontradas no solo, como pH, nutrientes e umidade,
influenciam no rendimento ¢ na qualidade dos metabdlitos secundarios
das plantas, o que pode levar a variacdes de composi¢do quimica e
atividade bioldgica entre plantas de mesma espécie. Desta forma, este
trabalho pretende avaliar as atividades analgésica e antiprurido da planta
Acca sellowiana, provenientes de locais e controle produtivo diferentes
contribuindo com a populagdo local para a valorizagdo dos seus
conhecimentos etnofarmacologicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antinociceptiva e antiprurido da planta nativa
do Planalto Serrano Catarinense Acca sellowiana em camundongos
Swiss, bem como estudar seu possivel mecanismo de agéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a composi¢do quimica presente no extrato aquoso
bruto aquoso das folhas da planta Acca sellowiana (EBAAs)
coletada de dois locais da Serra Catarinense, fazenda Bela
Vista, Painel, SC (EBAAs-BV) e da EPAGRI (EBAASs-E);

e Avaliar a atividade antinociceptiva dos EBAAs em modelo
de nocicepgdo aguda;

e Avaliar a atividade anti-prurido dos EBAAs em modelo de
prurido agudo ¢ do EBAAs-E em modelo de prurido crénico
€ 0s possiveis mecanismos envolvidos;

e Avaliar o efeito do EBAAs-E em co-morbidades associada
ao prurido crénico, tais como, depressao e ansiedade.

e Avaliar a toxicidade do EBAAs em modelo de Artemia
salina e segundo o guia da Organizacdo para Cooperacdo ¢
Desenvolvimento Econdmico (OECD) 407.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Folhas da planta Acca sellowiana foram coletadas em janeiro de
2015 em dois pontos localizados na Serra Catarinense, Brasil. Um dos
pontos esta localizado na cidade do Painel, na fazenda Bela Vista, planta
sem qualquer controle produtivo. Outro ponto de coleta estd localizado
na cidade de Lages, SC, na EPAGRI, area de plantio de arvores de Acca
sellowiana, destinada a pesquisa sobre produtividade, com rigoroso
controle produtivo. As folhas foram processadas da mesma maneira
para a obtencdo do extrato bruto aquoso das folhas desta planta
(EBAAs). O EBAAs da Bela Vista (EBAAs-BV), foi analisado por
cromatografia liquida de ultra-alta performance/espectometria de massa
ESI-QTOF (UHPLC/MS/MS), na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). O EBAAs proveniente das folhas da EPAGRI
(EBAAs-E), foi analisado por cromatografia de alta performance diiodo
(HPLC - DAD), na EPAGRI de Itajai, SC. Testes de toxicidade com
modelo de Artemia salina e segundo o guia 407 da Organizagdo para
Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Econémico (OECD) foram realizados.
Foram utilizados modelos comportamentais agudos de dor e prurido e
modelo de prurido cronico em camundongos swiss machos e fémeas. O
tratamento dos animais com os extratos EBAAs-BV e -E foi realizado
por via de administragdo intragastrica (i.g.), 1 hora antes dos testes
comportamentais. Inicialmente, testou-se o EBAAs-BV e EBAAs-E
frente a0 modelo do acido acético. Foram realizados testes com
substancias ativadoras de canais TRPs, receptores ASICs e glutamato
para a confirmag@o de possiveis alvos de a¢do do EBAAs-BV. Para a
avaliacdo do efeito antiprurido foram utilizados tripsina, histamina e
Substéncia P (SP) como agentes indutores em modelo de prurido agudo.

Para a avaliacdo do efeito antiprurido do EBAAs-E sobre a
ativagdo de canais TRPs, foram estabelecidas curvas de dose e tempo
resposta para cinamaldeido e capsaicina, para posterior analise do efeito
deste extrato frente a estas substancias. Além disso, foi avaliada a agéo
do EBAAS-E sobre a atividade da proteina cinase C (PKC), usando o
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) como agente indutor do prurido.
Curva de tempo-resposta do EBAAs-E foi obtida em animais machos e
fémeas apos a indugdo do prurido por cinamaldeido.

Para avaliar a acdo do EBAAs-E sobre o prurido crénico, o
modelo de pele seca, também conhecido como AEW (acetona/éter/agua),
foi escolhido para a conducdo dos testes. Neste, avaliou-se a acdo do
modelo e do extrato quanto ao sexo dos animais. Ainda, foi utilizado o
teste de campo aberto e de suspensdo pela cauda para avaliagdo do
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comportamento tipo ansioso e¢ depressivo no modelo AEW e avaliagéo
de atividade tipo ansiolitica e antidepressiva do extrato. Dosagem de
citocinas e de atividade de enzimas antioxidantes também foram
avaliados neste modelo.

Os animais tratados com salina (veiculo) foram usados como
controle (C) e os tratados com diclofenaco de sddio, loratadina e
dexametasona foram utilizados como controle positivos. Além disso,
para os modelos agudos de prurido, os animais receberam salina na
regido interescapular e representam o comportamento natural dos
animais, considerado valores basais do comportamento de cogar. Os
animais foram aclimatados na sala de experimentacdo por, no minimo,
30 minutos. Apds este periodo, os animais foram tratados com o extrato
e decorridos 30 minutos, os animais foram acondicionados
individualmente em caixas de acrilico (13 x 13 x 8 cm), local dos testes,
por mais 30 minutos. Dai, receberam a aplicagdo da substancia indutora
de dor ou prurido. Foram recolocados imediatamente ao mesmo local,
para a avaliacdo destes comportamentos.

Esta tese esta organizada em dois capitulos. No primeiro capitulo
sdo apresentados os materiais, métodos e resultados do EBAAs-BV
relacionados a composi¢do quimica, toxicidade, efeito antinociceptivo e
antiprurido. Também estfo apresentados neste capitulo os resutados do
EBAAs-E relacionado ao teste toxicoldgico e efeito antinociceptivo
frente ao modelo de acido acético.

O segundo capitulo apresenta os materiais, métodos e resultados
do EBAASs-E quanto a composi¢do quimica, toxicidade segundo o guia
OECD 407, o efeito antiprurido em modelos agudos e crénico e os
possiveis mecanismos envolvidos.
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5. CAPITULO 1 - COMPOSICAO QUIMICA, TOXICIDADE E
EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTIPRURIDO DO EBAAS-BV.
TOXICIDADE E EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO EBAAS-E.
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Figura 5 - Delineamento Experimental capitulo 1.

MaECErayan & Decoogan de Ioimes oe
Acca sellowians EFAGRI (EBAAsS-E)
Meoeragan e Decocgdo de folhas de
Acca sefiowiana Bele Visis (EBAAS-BV)

Mode'o de toxicidade - Arfemia salita Testes comportamentais de nocizepzao LIHPI C-FSHMS

Acido Acético Capsaicina Cinamaldeido Mentol Salina écda (pH 5.0)

Legenda: Representacdo grafica dos tratamentos e testes realizados com EBAAs-BV e EBAAs-E na avaliagdo da composi¢ao
quimica, dos efeitos toxicologico e analgésico descritos no capitulo 1.
Fonte: A autora (2018)
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5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Obtencio do extrato bruto aquoso de Acca sellowiana (EBAAs)

Folhas da Acca sellowiana (Myrtaceae) foram coletadas do pomar
experimental da EPAGRI, Lages, SC (Lat 27°48°27,63”S; Long
50°19°46,130; Alt. 934m) e da Fazenda Bela Vista, Painel SC (Lat
28°03°25,8”’S; Long 50°04°20,3”0; Alt. 1287m), em janeiro de 2015.
Até 24 horas apos a coleta, as folhas foram secas em estufa, maceradas,
diluidas em agua (60g/800ml) e fervidas por 20 minutos. Depois, os
extratos da Fazenda Bela Vista (EBAAs-BV) e da Epagri (EBAASs-E)
foram filtrados e estocados em -20 °C até o momento de uso. As plantas
foram identificadas e autenticadas pelo Dr. Murilo Dalla Costa
(Departamento de Biotecnologia da EPAGRI — Lages, SC). Uma
amostra de cada espécime foi depositada no Instituto Federal de Santa
Catarina, campus Lages (IFSC), sob os nimeros HBLGIFSC20150103
(EBAAs-BV) e HBLGIFSC20150104 (EBAAs-E).

5.1.2 Analise do EBAAs-BYV em UHPLC

A analise cromatografica do extrato foi realizada no laboratério de
ciéncias farmacéuticas da UFSC. Separa¢des cromatograficas foram
realizadas num sistema Acquity UPLC classe H (Waters) equipado com
detector PDA, amostra e solvente quaternario administradas em uma
coluna BEH C18: 100 mm, 1.0 mm, tamanho de particula 1.7 um
(Waters). As temperaturas da coluna foram 40 °C e 20 °C,
respectivamente. O gradiente de fluxo empregado foi de 0.3 mL/min em
95% A (water/formic acid, 99.9/0.1 [v/v]) e 5% B (acetonitrila); 1-3
min, 70% de A; 3—6 min 55% de A; 6-10 min 45% de A; 10-13 min
10% de A; 13—-14.95 min 10% de A; 15-20 min 5% de A. O volume de
injecdo foi de 5 pL.

5.1.3 Anélise espectrométrica de Massa - ESI-QTOF do EBAAs-BV

Dados de espectrometria de massa foram obtidos com Xevo G2-S
QTof (Waters) equipado com uma sonda eletrospray funcionando em
modo de ionizagdo positiva (ESI+) e negativa (ESI-) usando os seguintes
instrumentos de defingdo: cone e gas nebulizador: nitrogénio; fluxo de
gas 60 L/h; fluxo de gas de dessolvatizagao 1000 L/h; coleta de amostras
cone 40 V; fonte 80 V; gas de colisdo: argon.
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5.1.4 Parametros MS e MS2

A dessolvagdo e temperatura da fonte foram 300°C e 90°C,
respectivamente. O capilar de voltagem foi de 3 kV, enquanto todos os
dados foram gravados entre 50 ¢ 2000 Da, com um tempo de leitura a
cada 1.0 sec durante 20 min. Analise LC-MS/MS foi realizada com
energia de colisdo de 30 eV para o modo negativo devido a sensibilidade
exclusiva dos metabdlitos neste modo de ioniza¢do. Dados foram
obtidos e processados com software MassLynx V4.1 (Waters).

5.1.5 Animais

Foram utilizados 179 camundongos adultos Swiss machos (35-50
g, 2-3 meses de idade), provenientes do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Todos os animais foram acondicionados em
no maximo 15 animais por caixa, aclimatizados em temperatura de 22 +
1°C, 60 — 80% de umidade, ciclo claro/escuro de 12 h — 12 h, com livre
acesso a comida e 4gua. Uma hora antes dos testes os animais foram
ambientados nas condi¢des de trabalho do laboratorio. Os testes foram
realizados durante o dia. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
entre os grupos e utilizados uma vez. Os protocolos e procedimentos
utilizados neste estudo foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica para Pesquisa Animal da Universidade Federal de Santa Catarina
(ntimero de protocolo PP00745 e 8581050417), onde o estudo foi
realizado. Foram seguidos os protocolos e procedimentos éticos
estabelecidos no Guidelines Nacional para o uso de animais e Guidelines
de cuidados e saude animal (NIH publication N° 80-23). O numero de
animais usados e a intensidade de estimulo irritativo foi o minimo
necessario para a obten¢do dos dados. No final dos experimentos os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

5.1.6 Drogas e Tratamento

Acido hidrocloridrico L-glutimico (glutamato), capsaicina,
cinamaldeido, mentol, histamina, tripsina e diclofenaco de sodio foram
obtidos da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO). Acido acético e hidroxido de
sodio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany), tween 80 e
etanol foram comprados da Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Todos os
outros reagentes de grau analitico foram adquiridos de empresas
comerciais padrdo. Diluicdes de substincias para teste e veiculo:
capsaicina (10% etanol/10% Tween 80 em 0.9% salina), cinamaldeido
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(5% Tween 80 em salina), mentol (2% etanol/3% Tween 80 em salina),
salina acida (2% acido acético em salina, pH 5), glutamato foi diluido
em salina e neutralisado com NaOH. Animais tratados com salina, a qual
foi usada para diluir o EBAAs-BV ¢ EBAAs-E, foram utilizados como
controle. Experimentos preliminares confirmaram que Tween 80 ou
etanol nas concentragdes de uso, € quando administradas sozinhas ndo
produzem efeitos significativos nos testes comportamentais. Os animais
foram tratados com EBAAs-BV ou -E, uma hora antes dos testes. A
administragdo das substincias indutoras de nocicepgdo foi realizada no
momento dos testes.

5.1.7 Nocicepc¢iao induzida por acido acético

No momento do teste, os animais receberam inje¢do
intraperitoneal (i.p) de &cido acético (0.6%, 450 ul), para a indugdo das
contragdes abdominais (COLLIER et al., 1968; CORREA et al., 1996;
SANTOS; VEDANA; DE FREITAS, 1998). Os animais foram
observados individualmente e o nimero de contracdes abdominais e
estiramento das pernas traseiras foram consideradas como indicativo de
dor e inflamagdo. Por 20 minutos, este comportamento foi contado
cumulativamente.

5.1.8 Nocicepc¢iao induzida por glutamato

Injecdo intraplantar (i.pl.) de glutamato (20 pmol/sitio) foi
administrada na superficie ventral da pata direita dos animais (MEOTTI,
COELHO; SANTOS, 2010; CORDOVA et al., 2011). Apds a injegdo,
cada animal foi observado individualmente por 15 minutos. O tempo em
que cada animal lambeu ou mordeu a pata foi cronometrado e
considerado comportamento indicativo de nocicepcao.

5.1.9 Nocicepcao induzida por substincias ativadoras de canais
TRPs e ASICs

Para entender os possiveis mecanismos envolvidos na acdo do
EBAAs-BV foram utilizados testes com capsaicina (ativador de
TRPVI1), cinamaldeido (ativador de TRPA1), mentol (ativador de
TRPMS) e salina acida (ativador de canais ASCICs). Os procedimentos
utilizados foram similares aos descritos previamente (MEOTTI;
COELHO; SANTOS, 2010; CORDOVA et al., 2011). Os animais
receberam injecdo na superficie ventral da pata direita dos animais (20
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uL) de capsaicina (5,2 nmol/sitio), cinamaldeido (10 nmol/sitio), mentol
(1,2 pmol/sitio) ou salina acidificada (pH 5,0). Cada animal foi colocado
em uma camara de acrilico e o tempo de mordida ou lambida da pata foi
cronometrado por 5 minutos (capsaicina e cinamaldeido), 15 minutos
(salina acidificada), ou 20 minutos (mentol). O tempo em que cada
animal lambeu ou mordeu a pata foi considerado comportamento de
nocicepgao.

5.1.10 Prurido induzido por tripsina e histamina

Este modelo foi realizado conforme descrito anteriormente
(COSTA et al., 2008; AKASAKA et al., 2011; OHTSUKA et al., 2001).
O prurido foi induzido por injecdo subcutanea (s.c.) na regido
interescapular dos animais (50 pL) com tripsina (300 pg/sitio), um
ativador PAR-2, ou histamina (100 nmol/sitio). Imediatamente apos a
inje¢do, o comportamento de cogar atras das orelhas foi contado por 40
minutos (tripsina) ou 30 minutos (histamina), ¢ considerado como
indicativo de prurido.

5.1.11 Teste de toxicidade - Artemia salina

O teste de toxicidade do EBAAsBV e -E contra Artemia salina
(A. salina) nauplii (larva IT) foi testado de acordo com método descrito
previamente (MEYER et al., 1982; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2016). Ovos de A. salina foram incubados em
agua de mar reconstituida a 25+2 ° C. Depois de 48 h de incubagdo, 10
nauplii de Artemia salina foram transferidas para frascos, cada qual
contendo 10 mL de dgua de mar reconstituida ou 10 mL de diluigdes do
EBAAs-BV ou EBAASs-E, nas concentragdes de 50 - 1000mg/L. Os
frascos foram incubados a 25 + 2°C, por 48h. Apds 24 h e 48 h, o
nimero de nauplii mortos foram contados. Dicromato de potassio
(K2Cr207; 45 mg/L) e dgua do mar reconstituida foram usados como
controle positivo e negativo, respectivamente. Valor de CLsp maior que
1000 mg/L para o extrato de planta e fragdes foi considerado ndo toxico,
de acordo com Meyer, 1982. Os testes foram feitos em triplicatas.

5.1.12 Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como a média + erro padrio da

média (E.P.M.) de 5 - 12 animais por grupo. No modelo de acido acético
foram utilizados 12 animais no grupo controle em decorréncia dos testes
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realizados em datas diferentes na construgdo da curva dose-resposta. As
diferengas estatisticas entre os grupos foram detectadas por teste t -
Student ou por ANOVA seguida, quando necessario, de teste post hoc
Newman-Keuls. Valores de P menores que 0.05 foram considerados
estatisticamente significativos. Para os testes estatisticos, foi utilizado o
software Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA).

5.2 RESULTADOS

5.2.1 Composi¢do quimica do extrato bruto aquoso de EBAAs-BV

O EBAAs-BV foi sensivel a analise do modo de ionizagdo
negativo. Dezesseis compostos foram detectados. A figura 9 e a tabela 1
mostram a composi¢ao quimica obtida pela técnica hifenizada UHPLC-
MS/MS ESI-QTOF.

A andlise LC-MS? permitiu a detecgdo de dezesseis metabélitos
entre os quais as estruturas de nove foram relacionadas como segue:
quatro acidos elagicos glicosidicos, catequina, epicatequina,
galocatequina e protocianidina B. Além disso, acido quinico p-cumaroil
foi identificado entre os compostos enquanto trés outros, altamente
oxigenados, foram identificados como acido quinico, acido citrico e
acido galico, baseado em consideragdes quimiotaxonOmicas.
Substancias com valores de massa m/z 723.5, m/z 836.5 and m/z 949.6
ndo foram dissociadas mesmo com energia de colisdo maior que 50 eV.
Entretanto, a massa espectral tandem de acido quinico p-cumaroil (m/z
337) forneceu fragmentos em m/z 191.0 e m/z 163, correspondente,
respectivamente, a acido quinico e acido p-cumarico (Figura 6 e Tabela
D).

Compostos 10-13 revelaram em sua massa espectral a mesma
aglicona (m/z 301.0) depois de perder respectivamente, um acido
urdnico (176 Da), uma pentose (132 Da) e uma deoxihexose (146 Da)
(Figura 6 e Tabela 1).
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Tabela 2 - Perfil quimico do EBAAs-BV. Compostos identificados por espectrometria de massas - UHPLC-MS/MS ESI-QTOF.

Pico tr(min) [M-H]" Composi¢do Fragmento Identificagdo Referéncia
(m/z) elementar
1 0,49 191,1  C7Hi206 - Ac. quinico
2 0,64 191,1  CeHsO7 - Ac. citrico
3 0,79 169,0  C7HeOs - Ac. gilico
4 2,62 337,1 Ci6H1s0s 119,0; 155,0; 163,0; 173,0; 191,0 Ac. p-cumaroil quinico Kasajima,
2008
5 2,84 289,1 Ci5H1406 271,1; 245,1; 221,1; 205,1; 203,1; Catequina
179,0; 151,0; 137,0; 125,0; 109,0
6 3,94 577,1 C30H26012 425,1; 407,0; 339,1; 289,0; 245,1; Protocianidina B
205,0; 161,0; 125,0
7 4,09 305,0 CisH1407 - (+/-)-Galocatequiina
8 4,20 289,1 Ci15H1406 271,1; 245,1; 221,1; 205,1; 203,1; Epicatequina Magina,
179,0; 151,0; 137,0; 125,0; 109,0 2012
9 4,42 431,2 - - Naio identificado
10 4,82 477,1 C2sHi13010 301,0, 300,0 Ac.elégico glucoronideo
11 5,23 433,1 C19H14012 300.0; 271,0; 255,0; 179,0; 151,0 Ac. elagico 4-O-B-D-
xilopiranosideo
12 5,30 433,1 C19H14012 300,0; 271,0; 255,0; 227,0; 179,0; Ac. elagico
151,0; 121,0 xilofuranosideo
13 5,37 447,1 C21H20011 300,0; 271,0; 255,0; 243,0; 229,0; Ac. eligico 4-O-o-L-
211,0; 179,0; 151,0 ramnopiranosideo
14 5,52 723,5 - - Tanino
15 5,70 836,5 - - Tanino
16 5,85 949.,6 - - Tanino

Fonte: A autora (2018)
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Figura 6 - Perfil cromatografico do EBAAs-BV.
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Legenda: Picos cromatograficos do EBAAs-BV obtidos por UHPLC-MS/MS
ESI-QTOF em modo de ionizagdo negativo. Compostos identificados estdo
nomeados de acordo com a tabela 1.

Fonte: A autora (2018)

5.2.2 Nocicepciao causada pela injecdo intraperitoneal de acido
acético.

Injecdo (i.p.) de ac. acético causou claro comportamento de dor
nos animais do grupo controle, como pode ser observado na Figura 7. O
tratamento (i.g.) dos animais com EBAA-BV ou EBAA-E, 3-30 mg/kg,
reduziu significativamente, as contracdes abdominais causadas pelo
acido acético, de forma dose dependente (Figura 7A e 7B). Para o
EBAAs-BV (Figura 7A), o valor de DIso (limite de confianga, 95%) foi
de 5,0 (2,6 — 9,4) mg/kg e para o EBAASs-E (Figura 7B) foi de 14,3 (6,7
- 30,7). Os valores de inibi¢do foram 12 + 11%, 50 + 6%, 62 + 7% ¢ 64
+ 8% para EBAAs-BV e para EBBAs-E foram de 11 + 1%, 28 + 8%, 47
+ 8% e 51 = 7% nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg, respectivamente
(Figura 7A e 7B). O farmaco de referéncia, diclofenaco de sodio (30
mg/kg, i.g.), reduziu significativamente o nimero de contragdes
abdominais em 64 = 6% (EBAAs-BV) e 68 + 5% (EBAAs-E) quando
comparados com o grupo controle (Fig. 7A e 7B).
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Figura 7 - Efeito do EBAAs no comportamento nocifensivo induzido por acido

acético.
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Legenda: Os animais receberam EBAAs-BV ou -E (1-30 mg/kg, i.g.) ou
diclofenaco de sodio (Diclo) (30 mg/kg, i.g.). uma hora antes da injegdo
intraperitoneal de acido acético (0,6%, 450 pL). (A) Animais tratados com
EBAAs-BV ¢ (B) animais tratados com EBAAs-E. As colunas em preto
representam os animais tratados com veiculo de EBAAs (salina, i.g.) e acido
acético (i.p.), grupo controle (N=10 e 12, respectivamente). As colunas com
linhas cruzadas representam os animais tratados com diclofenaco de sodio (i.p.)
e acido acético (i.p.), controle positivo. As colunas em branco representam os
animais tratados com EBAAs- BV ou EBAASs-E (i.g.) e acido acético (i.p.). Os
dados representam a média + E.P.M. (N=5-12). A significancia ¢ indicada por
*P<0,05, e ***P<(0,001 quando comparados com o grupo controle negativo
(ANOVA uma via, seguida de teste post hoc Newman-Keuls).

Fonte: A autora (2018).

Devido ao efeito antinociceptivo do EBAAs-BV ser mais eficaz
nas mesmas doses utilizadas que o EBAAs-E, escolheu-se utilizar o
extrato -BV na dose de 30 mg/kg para pesquisar os possiveis alvos de
acdo quanto ao efeito antinociceptivo encontrado no mesmo. Esta
mesma dose foi escolhida para avaliar o efeito do EBAAs-BV sobre o
prurido.

5.2.3 Nocicepcao induzida por glutamato, capsaicina, cinamaldeido,
mentol e salina acida.

A figura 8, mostra a nocicep¢do induzida por injecdo de
capsaicina (ativador de canal TRPV1); cinamaldeido (ativador de canal
TRPAT1); mentol (ativador de canal TRPMS) glutamato ou salina acida
(ativador de canais ASICs). EBAAs-BV (30 mg/kg), reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido por
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capsaicina (Figura 8A), cinamaldeido (Figura 8B) e mentol (Figura 8C),
quando comparado ao grupo controle. A taxa de inibigdo foi de 32 + 6%,
72 £ 1% e 43 + 12%, respectivamente. O tratamento com EBAAs-BV
ndo alterou significativamente o comportamento nociceptivo induzido
por glutamato (Figura 8D) e salina 4cida (Figura 8E).

Figura 8 - Efeito do EBAAs-BV no comportamento nociceptivo induzido por
capsaicina, cinamaldeido, mentol, glutamato e salina acida.
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Legenda: Camundongos receberam injecdo intraplantar de (A) capsaicina (5,2
nmol/sitio), (B) cinamaldeido (10 nmol/sitio), (C) mentol (1,2 pmol/sitio), (D)
glutamato (20 pmol/sitio), ou (E) salina acida (pH 5,0), uma hora apos
tratamento com EBAAs-BV (30 mg/kg, i.g.), representadas pelas colunas
brancas. As colunas pretas representam o grupo controle, animais tratados com
veiculo (salina) e os mesmos agentes indutores de nocicep¢do. Os dados
representam a média + E.P.M. (N=5- 7). A significancia ¢ indicada por *P < 0,05
e ¥**P <0,001 quando comparados com o grupo controle. Teste Student’s t nao
pareado foi utilizado para analise dos dados.

Fonte: A autora (2018).

5.2.4 Comportamento de cocar induzido pela tripsina e histamina

O comportamento de cogar foi induzido por inje¢do subcutanéa de
tripsina, um ativador de receptor PAR-2, ou histamina (Figura 9). O
EBAAs-BV (30 mg/kg, i.g.) praticamente aboliu o comportamento de
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cogar quando comparado com o grupo controle. A inibicdo do prurido
induzido por tripsina (Figura 9A) e histamina (Figura 9B) causada pela
administragdo i.g. de EBAAs-BV foi de 89 = 6% e 95 + 1%,
respectivamente. O tratamento com loradatina (10 mg/kg, i.g.), um
antagonista de receptor Hy, inibiu 55 £ 8% o comportamento de cogar
induzido por histamina (Figura 9B) sendo menos efetivo que 0 EBAAs-
BV. Além disso, diclofenaco de sodio (30 mg/kg, i.g.), um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal, utilizado aqui como controle positivo para o
teste com tripsina, produziu uma pequena reducdo (inibigao de 19 + 6%)
no comportamento de cocar (Figura 9A), ndo sendo estatisticamente
significativo.

Figura 9 - Efeito do EBAAs-BV no comportamento de cogar induzido por
tripsina e histamina.

A o B
200+ Tripsina 60- Histamina
8 #it# £
3 1501 8
o Qo
g g 40
2 100 §
5 g 20
E 501 3
© lmm )
0- 0-
Salina C 30 30 Salina C 10 30
Diclo EBAAs-BV Loratadina EBAAs-BV
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Legenda: Camundongos foram tratados com EBAAs-BV 30 mg/kg (i.g.) ou
loratadina 10mg/Kg (i.g.) uma hora antes da injecdo subcutdnea do agente
irritativo. Diclofenaco de sdédio (Diclo) 30mg/Kg (i.p) foi administrado 30
minutos antes da injecdo de tripsina. (A) Tripsina (300 pg/sitio). (B) Histamina
(100 nmol/sitio). As colunas em preto representam os animais tratados com
veiculo do EBAAs-BV (salina, i.g.) e veiculo do agente irritativo (salina, s.c.).
Animais tratados com salina (i.g.) mais o agente irritativo (s.c.) representam o
controle (C), colunas de linhas inclinadas. Os animais tratados com Diclo (i.g.)
ou loratadina (i.g.) mais agente irritativo (s.c.) representam o controle positivo,
colunas de linhas cruzadas. As colunas abertas (brancas) correspondem aos
animais tratados com EBAAs-BV mais agente irritativo. Dados sdo
representados pela média + E.PM. (N=5-7). Diferengas estatisticas estdo
indicadas por ***P < 0.001 quando comparadas ao grupo controle, ou por #P <
0.001 quando compraradas ao grupo salina.

Fonte: A autora (2018).



63

5.2.5 Teste toxicidade com Artemia salina

O EBAAs-BV ¢ -E ndo apresentaram toxicidade sobre as nauplii
de A. salina em concentragdes de até 1000 mg/L. O teste foi realizado
em triplicatas e visualizado em 24 e 48h. Quando nauplii de A. salina
foram incubadas com solugdo de K»CrO7, controle positivo do teste,
todos morreram em 45 mg/ml em 48 h (Tabela 2).

Tabela 3 - Teste de toxicidade do EBAAs-BV e -E frente a nauplii de Artemia
salina

Concentracio de Percentual de Percentual de
EBAAs-BV e -E mortalidade EBAAs-  mortalidade EBAAs-E
(ppm) BV (%) (%)
0 (Controle) 10 10
50 7 3
100 3 10
250 7 3
500 3 3
1000 3 0
Controle positivo 100 100
K2Cr207
(45 ppm)

Legenda: Porcentagem de naupliis mortos apos 48 horas de avaliagdo, DLso
>1000 mg/L.
Fonte: A autora (2018)

5.3 DISCUSSAO

Apesar de dor e prurido serem sensagdes cruciais para protecao de
uma variedade de estimulos dolosos ao organismo, eles evocam distintas
experiéncias e comportamentos. Dor induz comportamento de quictude,
de isolamento, enquanto o prurido induz uma resposta ativa, o ato de
cogar. Contudo, dor e prurido ndo sdo completamente independentes.
Ambos podem ativar os mesmos canais idnicos e receptores (HUANG et
al., 2017). Nosso estudo indica que EBAAs-BV tem um potencial
benéfico no tratamento de dor e de prurido. Primeiro, os extratos
EBAAs-BV ¢ o EBAAs-E inibiram o comportamento nocifensivo
causado pelo acido acético de forma similar ao diclofenaco de s6dio, um
medicamento anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINES), inibidor de
ciclo-oxigenase (COX) - ndo seletivo, extensivamente utilizado para dor
e inflamagdo. Além disso, EBAAs-BV inibiu o comportamento
nocifensivo causado por ativadores de canais TRP, capsaicina, ativador
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de TRPV1; cinamaldeido, ativador de TRPA1; e mentol, ativador de
TRPMS. Contudo, tratamento com EBAAs-BV foi ineficaz em diminuir
o comportamento nocifensivo induzido por glutamato e salina acida, a
qual ativa de canais ASICs. Segundo, 0 EBAAs-BV foi também capaz
de reduzir o comportamento de cogar induzido por: 1) tripsina, onde o
diclofenaco de sdédio ndo reduziu significativamente o prurido. Este
resultado era esperado, pois a ativacdo de COX-1 parece ndo estar
envolvida com prurido, ja que apenas inibidores seletivos de COX-2 sdo
eficazes em reduzir o comportamento de cocar (COSTA et al., 2008); 2)
histamina, quando EBAAs-BV foi mais efetivo que a loratadina, um
anti-histaminico de segunda geracdo, ndo sedativo, largamente utilizado
no tratamento de prurido (CHURCH; CHURCH, 2013).

Ha poucos estudos sobre a constitui¢do quimica e atividade
bioldgica de Acca sellowiana. Estudos recentes indicam a presenga de
metabolitos secundarios em folhas e frutos desta planta, incluindo
terpenos, taninos e fendis (TRINGALI, 2004; RUBERTO; WESTON,
2010; NGUYEN; SAVAGE, 2013; MONFORTE et al., 2014). Salienta-
se, que a biossintese destes compostos ¢ aumentada em situacdes de
estresse biologico e ambiental (SARACINI et al., 2005). Esses
compostos protegem as plantas contra predadores animais, de insetos e
de infecgdes por microrganismos (GUO; YAMAZOE, 2004). Os
compostos fendlicos estdo disponiveis em nossa dieta através de frutas
(por exemplo, Acca sellowiana), vegetais e castanhas, sendo atribuidos a
eles importantes efeitos terapéuticos. Ha uma variedade de potenciais
mecanismos de a¢des dos polifendis em prevencao de doengas, os quais
podem ser independentes da convencional atividade antioxidante
(D’ARCHIVIO et al., 2007; LANDETE, 2012).

Dados publicados sobre a planta Acca sellowiana mostram
importantes  propriedades  terapéuticas, como  antimicrobina,
antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer, nefro e hepatoprotetivo, e
antidepressivo (ROSSI et al., 2007; KELES et al., 2012; KARAMI et al.,
2014; MAHMOUDI et al., 2015; MACHADO et al., 2016; TURCO et
al., 2016), apresentados na tabela 1.

Neste estudo, nés evidenciamos claramente que o tratamento de
camundongos com EBAAs- BV ou EBAAs-E, inibiu a resposta induzida
por acido acético, um modelo de dor inflamatdria visceral (COLLIER et
al., 1968; VINEGAR et al., 1979). A habilidade do acido acético em
induzir dor depende da lesdo tecidual causada e a liberagdo de
mediadores enddgenos locais, incluindo glutamato, bradicinina,
citocinas e prostanoides, que atuam em neurdnios sensoriais polimodais
(COLLIER et al., 1968; VINEGAR et al., 1979; RIBEIRO et al., 2000;
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IKEDA et al., 2001). Estes mediadores e o excesso de ion hidrogénio ¢ a
sua rapida difus@o na cavidade peritoneal também levam a ativacdo de
canais TRP e ASICs (CATERINA et al., 1997; IKEDA et al., 2001;
JULIUS; BASBAUM, 2001; COUTAUX et al., 2005). Considerando
que o pré-tratamento de camundongos com EBAAs-BV e EBAA-E
produz uma atenuacdo dose-dependente do comportamento nocifensivo
causado pelo acido acético, isto pode indicar que estes extratos poderiam
agir diretamente ou indiretamente na ativacdo de canais TRP e na
liberacdo de mediadores inflamatoérios.

No presente estudo, ndés mostramos, através de UHPLC-ESI-
QTOF-MS, a presenga de uma complexa mistura de polifenois,
incluindo 4cido elagico glicosideo (EA), catequina (flavan-3-ol),
epicatequina (EC), galocatequina (GC), protocianidina B e acido galico
(AG) no extrato EBAAs-BV. Esses polifenois podem ser responsaveis
pelos efeitos antinociceptivos observados. De fato, estudos prévios
indicam que polifendis, presentes no EBAAs-BV, tem atividade
analgésica e anti-inflamatdéria em muitos modelos de dor e inflamagéo
em roedores (ROGERIO et al.,, 2006, TANG; WEI;, WANG, 2007,
TAGHI MANSOURI et al., 2013, 2015; CORDEIRO et al., 2016;
BENSAAD et al, 2017). Acido elagico, catequina, epicatequina,
galocatequina sdo os principais metabdlitos de polifendis
polihidroxifenil derivados do metabolismo secundario de acido gélico
em frutas e castanhas (QUIDEAU, 2006; ABE; LAJOLO; GENOVESE,
2012). Estes compostos sfo conhecidos por suas atividades anti-
inflamatdria e por serem substincias antioxidantes. Agem diminuindo o
dano tecidual decorrente de substancias reativas de oxigénio, diminuindo
a liberacdo de histamina de mastocitos, diminuindo a sintese de 6xido
nitrico (NO) e inibindo a secrecdo de enzimas lisossomais (QUINONES-
BASTIDAS et al.,, 2017). Sao capazes de inibir a sintese de acido
araquidonico de membranas pela inibicdo de fosfolipase A2. Inibem o
metabolismo do 4acido araquidbénico por atuarem sobre as enzimas
lipoxigenase e ciclo-oxigenase (COX), responsaveis pela sintese de
leucotrienos e lipoxinas, e de prostaglandinas, respectivamente. Isto
pode reduzir a sintese e concentragdo de endoperoxidases, leucotrienos e
prostaglandinas no local afetado, reduzindo o processo inflamatério e a
ativagdo de vias nociceptivas (AOUEY et al.; 2016, ABD-ALLAH et al.,
2018). Da mesma forma, os acidos fenolicos, como o acido elagico e
galico, diminuem a infiltracdo de neutrofilos na area afetada, reduzindo a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e de expressdo de enzimas
inflamatorias, tais como oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e ciclo-
oxigenase (COX-2) e de seus produtos oOxido nitrico (NO) e
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prostaglandina E; (PGE2), além de seu conhecido efeito anti-oxidante.
Além disso, diminuem a produgdo de TNF-a, IL-1p e IL-6, substancias
pré-inflamatorias liberadas por macrofagos (MANSOURI, 2015;
BENSAAD et al., 2017). Estes efeitos podem estar relacionados com o
efeito antinocifensivo observado no modelo de acido acético, ja que o
processo inflamatério e a ativagdo das vias nociceptivas estdo
relacionadas com o aumento da concentragdo destas substancias no local
afetado conduzindo o estimulo nocifensivo ao sistema nervoso central.
Estes mediadores e citocinas pro-inflamatorias sdo capazes de estimular
canais do tipo TRPV1, Al e M8 propagando o estimulo nociceptivo
pelas fibras sensoriais (MOLLANAZAR et al, 2016). Assim, a
diminuicao da concentragdo desses mediadores diminui a ativacdo destes
canais, diminuindo a sensibiliza¢do das vias nociceptivas. Além disso, o
acido galico ¢ capaz de antagonizar a acdo de TRPAI, induzido por
cinamaldeido, diminuindo o influxo de calcio (TREVISAN et al., 2014).
Isto corrobora os resultados onde o tratamento com EBAAs-BV (30
mg/kg) promoveu redugdo significativa da resposta nocifensiva causada
por capsaicina, cinamaldeido e mentol, substincias quimicas capazes de
ativar TRPV1, TRPA1 e TRPMS, respectivamente (MEOTTI;
COELHO; SANTOS, 2010; CORDOVA et al., 2011). A acdo deste
extrato foi mais efetiva contra a nocicep¢ao causada por cinamaldeido. A
avaliacdo do efeito do EBAAs-BV sobre o comportamento nociceptivo
induzido por glutamato, principal neurotransmissor envolvido na
conducdo do estimulo de nocicep¢do (WALKER et al., 2014) e, por e
salina acida, ativador de canais ASICs foi inefetiva. Baseado nestes
resultados, conjecturou-se que o efeito analgésico do EBAAs-BV pode
ser explicado, ao menos em parte, pela inativagdo de TRPA1, TRPVI e
TRPMS. Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para corroborar
esta hipotese.

Também investigamos o possivel efeito do EBAAs-BV sobre o
comportamento de cocar. Esse comportamento foi induzido em
camundongos, por tripsina e histamina. Ativacdo de receptores HIR e
H4R estdo envolvidos na indugdo do prurido por via fibras sensoriais
histamina-dependente enquanto tripsina estd envolvida na inducdo de
prurido através de vias sensoriais histamina-independente (COSTA et al.,
2008; AKIYAMA et al., 2015; MENG; STEINHOFF, 2016). Tripsina é
um potente indutor de prurido, via estimula¢do de receptor-proteinase-
ativado tipo 2 (PAR-2) e tipo 4 (PAR-4) presente em queratindcitos
(GRANT et al., 2007; STANDER et al., 2010; AKIYAMA et al., 2015).
Da mesma forma, os compostos fendlicos encontrados no EBAAs-BV
podem ser responsaveis pelo efeito antiprurido observado nos animais
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pois a atividade anti-inflamatéria destas substidncias descrita
anteriormente, pode diminuir a liberacdo de histamina de mastdcitos.
Estudos mostram que epigalocatequina galato reduz a producdo de
histamina pela inibi¢do da enzima histidina descarboxilase e estabiliza a
membrana de mastocitos (YAMASHITA et al., 2000; RODRIGUEZ-
CASO et al., 2003), diminuindo assim, a sua degranulagdo. Estas acdes,
além de diminuirem a concentracdo de histamina no local e por isso,
diminuirem a ativagdo de receptores H1 e H4, diminuem a liberagdo de
proteases que podem estimular receptores PAR-2 e PAR-4, os quais sdo
responsaveis pela conducdo do estimulo prurigénico por via histamina
independente. Além disso, catequinas podem reduzir a expressio de
integrinas e quimiocinas em mastocitos, diminuindo a quimiotaxia,
adesdo e migracao de mastocitos para o local afetado (MELGAREJO et
al., 2007).

Um dos compostos ou a combinagdo desses podem ser
responsaveis pela acdo analgésica e antiprurigénica do EBAAs-BV. Mais
estudos usando polifendis presentes no extrato bruto aquoso de Acca
sellowiana, sdo necessarios para identificar o envolvimento desses
compostos nas acdes do EBAAs-BV. Assim, este trabalho mostra pela
primeira vez, que o tratamento de EBAAs-BV (30 mg/kg), pode atenuar
o comportamento de cogar induzido por injeg¢do subcutinea de tripsina e
histamina em camundongos. Estes dados suportam a ideia que o
EBAAs-BV tem uma ag@o inibitoria sobre a indugdo de prurido através
das fibras sensoriais dependente e independente de histamina.

Um dos métodos alternativos ao uso de animais e amplamente
utilizados para triagem de toxicidade de substancias de origem vegetal ¢
o que utiliza o microcustaiceo Artemia salina (A. salina). Ele ¢é
considerado um bioindicador devido ao seu reduzido grau de tolerancia e
nitida resposta a pequenas variagdes ambientais (BAROSA et al., 2003).
MEYER, et al. (1982) estabeleu uma relagdo entre o grau de toxicidade e
a concentracdo letal média, CLso, de extratos de plantas sobre estes
microcrustaceos. Concentragdo de extrato igual ou acima de 1000 mg/L
sem presenca de morte acima de 50%, sdo considerados atdxicos. Este
bioensaio ¢ indicado e aceito por codigos de vigilancia em varios paises
quanto a toxicidade de extratos de plantas frente ao sistema bioldgico,
pois ha semelhanga dos limites dos efeitos toxicos produzidos em A.
salina com aqueles produzidos no ser humano (KLASSE et al., 2001).
Neste trabalho, a auséncia de toxicidade para nauplii de A. salina (CLso
> 1000 mg/L), mostra que os EBAA-BV e -E podem ser bem tolerados
quando utilizados em animais. Este teste ¢ uma oOtima ferramenta nos
estudos com plantas medicinais, pois diminui o uso de animais na
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experimentagdo, atendendo ao principio da experimentagdo animal
“3R”: reducdo, substitui¢do e refinamento.

Resumindo, neste capitulo, o presente estudo demonstrou, pela
primeira vez, o efeito antinociceptivo e antiprurido em modelos animais
de dor e prurido agudo, da planta Acca sellowiana. Foi evidenciada a
capacidade do extrato desta planta em reduzir nocicep¢do € o
comportamento de cocar causado por acido acético, capsaicina (ativador
TRPV1), cinamaldeido (ativador TRPA1), mentol (ativador TRPMS),
tripsina (agonista PAR-2) e histamina em camundongos. Apesar de ainda
nao completamente desvendado o preciso mecanismo de agao pelo qual
o extrato aquoso bruto das folhas da planta Acca sellowiana promove
seus efeitos benéficos, nds sugerimos que este pode ser mediado, em
parte, pela inibicdo de canais TRPV1, TRPA1, TRPMS e de receptores
de histamina H1 e H4, e de receptores ativados por proteases do tipo
PAR-2 e PAR-4. Aliado ao resultado de auséncia de toxicidade para
Artemia salina, este estudo traz novas evidéncias cientificas que
sustentam a pratica etnofarmacologica e comprova o potencial da planta
Acca sellowiana no desenvolvimento de fitocosméticos e fitoterapicos
com propriedades analgésicas e antiprurido.
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6. CAPITULO 2 - COMPOSICAO QUIMICA, TOXICIDADE, E
0OS POSSIVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO
ANTIPRUDO DO EBAAS-E.

Devido a auséncia de toxicidade no modelo de Artemia salina e
similaridade dos resultados obtidos no modelo de acido acético com os
extratos EBAAs-BV e EBAASs-E, optou-se em realizar a investigagdo
dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito antiprurido do EBAAs,
utilizando o extrato proveniente da EPAGRI, ja que neste local a
produgdo da planta Acca sellowiana ¢é cultivada para estudos
relacionados a produgdo agricola, em parceria com a UFSC, seguindo,
portanto um rigoroso controle produtivo. Desta forma, ha estabilidade
produtiva desta planta, necessario para garantia de qualidade na
obtengdo do extrato.
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Figura 10 - Delineamento Experimental capitulo 2.
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Legenda: Representagdo grafica dos tratamentos e testes realizados com EBAAs-E na avaliagdo toxicoldgica e os possivies
mecanismos envolvidos no efeito antiprurido deste extrato, em modelos agudos e cronico, descritos no capitulo 2.
Fonte: A autora (2018)
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6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Obtencao do extrato bruto aquoso de EBAAs-E

Folhas da Acca sellowiana (Myrtaceae) foram coletadas de
espécimes do pomar experimental da EPAGRI, Lages, SC (Lat
27°48°27,63”’S; Long 50°19°46,13°0; Alt. 934m) em janeiro de 2015.
Até 24 horas ap0s a coleta, as folhas foram secas em estufa, maceradas,
diluidas em agua (60 g/800 ml) e fervidas por 20 minutos. Depois, o
extrato foi filtrado e estocado em -20 °C até o uso. As plantas foram
identificadas e autenticadas pelo Dr. Murilo Dalla Costa (Departamento
de Biotecnologia da EPAGRI — Lages, SC). Uma amostra de cada
espécime foi depositada no Instituto Federal de Santa Catarina, campus
Lages (IFSC).

6.1.2 Analise do EBAAs-E em HPLC-DAD

A andlise em HPLC foi realizada como descrito previamente
(DESCHAMPS; RAMOS, 2002), com poucas modificagdes. A analise
foi realizada em um HPLC Agilent 1220 Infinity LC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany), equipado com uma bomba de
gradiente bindrio, injetor automdatico com 10 pl de volume de amostra.
Forno da coluna termostatica foi definido em 40 °C, arraste do tipo diodo
e detector de monitoramento em 200 - 400 nm. O HPLC foi equipado
com coluna octadecil, Luna C-18 (4.6 mm x 150 mm, 3 p)
(Phenomenex, California, USA). A fase mdvel consistiu em agua: acido
acético: n-butanol (350:1:10 v/v) modo isocratico com taxa de fluxo de
0.9 mL/min. A quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides foi
baseado em picos de areas detectadas em 225 nm, e correlacionadas com
as correspondentes curvas analiticas.

6.1.3 Animais

Foram utilizados quatrocentos e sessenta e quatro camundongos
adultos Swiss machos e noventa e seis camundongos adultos Swiss
fémeas (30 — 45 g; média de 3 meses de idade), obtidos do biotério
central da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC,
Brazil. Todos os animais foram acondicionados em caixas coletivas, com
no maximo 15 animais por caixa, com livre acesso a comida e dgua. O
ambiente foi mantido em 22 =+ 1 °C e 60 — 80% de umidade num ciclo
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claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:00 a.m.).

Uma hora antes dos testes, os animais foram ambientados nas
condi¢des do laboratério experimental. Todos os experimentos foram
executados durante o dia. Animais foram distribuidos aleatoriamente em
5-12 animais por grupo de experimento. Procedimentos e protocolos
utilizados foram previamente aprovados pelo comité de ética de pesquisa
em animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA
#PP00745 and #8581050417), onde os testes foram realizados. Foram
seguidos os protocolos e procedimentos éticos estabelecidos no
Guidelines Nacional para o uso de animais e Guidelines de cuidados e
saude animal (NIH publication N° 80-23). O niimero de animais usados
e a intensidade de estimulo irritativo foi o minimo necessario para a
obtengdo dos dados. No final dos experimentos os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical.

6.1.4 Protocolo de toxicidade OECD

O teste de toxicidade foi realizado conforme as orientagdes do
guia OECD 407, estudo da toxicidade oral em roedores em doses
repetidas por 28 dias (OECD, 2008).

Para isso, foram utilizados camundongos jovens fémeas, nuliparas
e ndo gravidas e, camundongos machos, de seis semanas de idade. Cinco
grupos de cinco animais machos e cinco grupos de cinco animais fémeas
foram separados e acondicionados em caixas. Para cada dose testada,
cinco animais de cada sexo foram utilizados. As doses de EBAAs-E
utilizadas foram: 10, 100, 300 e 1000 mg/Kg, por via de administracdo
intragastrica. Além desses, cinco animais machos e cinco animais
fémeas foram tratados por via intragastrica com salina, 10 ml/kg,
considerado o grupo controle (C) do experimento. Todos os animais
foram tratados e observados quanto a morbidade e mortalidade durante
28 dias, para isso, ao menos uma vez por semana, uma detalhada
observacdo clinica foi realizada, utilizando-se uma caixa de
acondicionamento, observando-se um animal por vez. Altera¢cdes na
pele, pelos, olhos, mucosas, ocorréncia de secregdes e excrecdes,
atividades autondmicas (lacrimacdo, piloere¢do, tamanho da pupila e
padrdo respiratorio) e alteragcdes na marcha foram observados. Avaliagdo
neuromuscular como postura e respostas durante o manuseio do animal
foram avaliadas pelos testes de: for¢a de preensdo, teste do arame,
geotropismo positivo, resposta pupilar e teste actlstico. A ocorréncia de
movimentos clonicos, tdnicos, estereotipados (ex. autolimpeza
excessiva, movimento circular repetitivo) e bizarros (automutilagao,
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caminhar para tras) também foram observados.

6.1.5 Testes comportamentais para verificacio de efeitos de
toxicidade no protocolo OECD

O teste de apreensdo foi realizado conforme descrito previamente
(FOWLER et al., 2002; BOBINSKI et al., 2011). Para a medida de pico
de forca foram utilizados os membros anteriores. Foi registrada a forca
maxima exercida sobre um sistema de medida (Grip Strength Meters,
Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). Durante os testes, cada
animal foi gentimente contido para que o0 mesmo segurasse, com as patas
dianteiras, a armagdo de rede (10 x 12 cm) anexado ao medidor de
tensdo. Os animais foram movidos em dire¢do caudal até que as patas se
soltassem. Trés medidas de for¢a de cada animal foram obtidas, o valor
da média dessas medidas foi utilizado para analise estatistica.

O teste do arame foi conduzido conforme descrito por Boissier,
1961. Os animais foram segurados pela cauda e suas patas anteriores
foram posicionadas no arame (1 cm didmetro x 15 cm comprimento x 20
cm altura). Quando as patas seguraram o arame, oS animais foram
posicionados horizontalmente e as suas caudas foram soltas. Foi
registrado o tempo que o animal levou para segurar o arame com as
patas traseiras. Os animais que levaram mais de trés segundos para
agarrarem o arame ou foram incapazes de segurarem o arame foram
considerados inaptos.

O teste de geotropismo positivo foi realizado conforme descrito
previamente (GAD, 1982). Os animais foram colocados numa superficie
inclinada (aprox. 30°) com a cabeca voltada para baixo. Animais que
giraram 180° levando a cabega para cima, foram -considerados
detentores de comportamento normal (neste caso, representado pelo
simbolo “+7).

A resposta pupilar foi conduzida conforme descito previamente
(GAD, 1982). Um feixe de luz foi apontado para os olhos dos animais.
Foi considerado comportamento normal quando houve constrigdo
pupilar enquanto a luz estava apontada para os olhos dos animais e
dilatagdo da pupila quando a luz foi desligada (neste caso, representado
pelo simbolo “+).

O teste de esconder bolas de vidro (Marble burying test) foi
executado como descrito previamente (KEDIA; CHATTARIJI, 2014).
Roedores usam a maravalha para esconder objetos brilhosos e a inibigéo
deste comportamento ¢ considerado um comportamento ansiolitico ou
preventivo de comportamento compulsivo. A maravalha foi
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uniformemente distribuida na caixa (17.5 x 10 x 5.5 cm) a 5 cm de altura
do assoalho da caixa. Vinte bolas de vidro (1.4 cm) foram espalhadas
uniformemente (4 x 5) na superficie da maravalha. Cada animal foi
colocado na caixa por 20min. Apds este periodo o animal foi removido e
o numero de bolas escondidas (a0 menos 2/3) foi registrado.

A audigdo foi testada pelo teste acustico do sobressalto (TUPPER;
WALLACE, 1980; GAD, 1982). Numa sala silenciosa, cada animal foi
colocado em uma caixa coberta com uma tampa de metal. Um objeto de
metal foi solto sobre a tampa de uma altura de 60cm, produzindo um
som alto. O recuo reflexivo, piscar de olhos, flexionar/extender as patas,
ou arqueamento do corpo apds o barulho repentino ¢ considerado um
padrdo de resposta adequado.

6.1.6 Drogas e tratamentos

Tripsina, SP, histamina, capsaicina, cinamaldeido, PMA e
diclofenaco de soédio foram obtidos da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO).
Loratadina foi obtida da EMS (Sao Paulo, Brazil) e dexametasona da
Aché (Sdo Paulo, Brazil). Todos os outros produtos quimicos de grau
analitico foram adquiridos de fornecedores comerciais. Dilui¢des e
veiculo para as substincias testes foram: capsaicina (10% etanol/10%
Tween 80 em 0.9% salina), cinamaldeido (5% Tween 80 em salina),
PMA (solugdo estoque diluido em alcool absoluto, solugdo de uso com
no maximo 0,5% de etanol em salina), tripsina, SP e histamina foram
dissolvidas em salina. Animais tratados com salina, a qual foi usada para
diluir o EBAASs-E, estdo descritos como controle. Quando tratados com
diclofenaco de sodio, dexametasona ou loratadina foram considerados
como controle positivo. Experimentos prévios validaram a auséncia de
efeito significativo sobre o comportamento dos animais, causado por
Tween 80 ou etanol, quando administrados sozinhos nas concentragdes
de uso.

Os animais foram acondicionados na camara teste (13 x 13 x 8
cm) ap6s 30 minutos do tratamento intragastrico (i.g.) com o EBAAs-E,
salina ou loratadina. Apds o tratamento com dexametasona ou
diclofenaco de sodio, ambos com via de administragdo intraperitoneal
(i.p.), os animais foram colocados imediatamente na cdmara teste. Apos
30 minutos de acondicionamento na camara teste, 50 pl de cada
substancia irritativa foi administrada subcutaneamente, na regido
interescapular dos animais ou, aplicadas sobre a mesma regido. O ato de
cocar atrds das orelhas foi considerado como comportamento
pruridogénico (numero de resposta).
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6.1.7 Prurido induzido por SP, tripsina e histamina

Estes testes foram conduzidos conforme descritos previamente
(OHTSUKA et al., 2001; COSTA et al., 2008; AKASAKA et al., 2011).
O prurido foi estimulado por injeg¢do subcutanea (s.c.) de SP (100
nmol/sitio), tripsina (300 pg/sitio) ou histamina (100 nmol/sitio).
Imediatamente apods a injecdo, o ato de cocar atras das orelhas foi
contado por 30 minutos para SP ou histamina e 40 minutos para tripsina.

6.1.8 Capsaicina e cinamaldeido como substincias testes para o
comportamento de cogar.

Capsaicina e cinamaldeido s@o conhecidos ativadores de canais
TRPV1 e TRPAI1, respectivamente. Estas substincias sdo largamente
utilizadas para desvendar possiveis mecanismos de acdo de substancias
bioativas com efeito analgésico ou para revelar vias sensoriais de
conducdo de dor ou de prurido. No entanto, ndo ha descri¢io na
literatura sobre a utilizagdo destas substincias diretamente na regido
interescapular dos animais com o intuito de causar prurido. Assim, na
tentativa de desvendar um possivel mecanismo de a¢do do EBAASs-E,
capsaicina e cinamaldeido foram usados como agentes indutores de
prurido. Para isso, curva de dose e tempo resposta (0 - 30 min) foram
determinadas. A indugdo de prurido foi realizada por inje¢do subcutinea
de 50 pL de capsaicina (0.75 — 7.5 pg/sitio) ou cinamaldeido (250 —
2500 nmol/sitio) na regido interescapular dos animais. Imediatamente
apos a injecdo, o ato de cogar atrds das orelhas foi registrado por 30
minutos.

Com base na curva de dose e tempo resposta, o prurido foi
estimulado por injecdo subcutdnea (s.c.) na parte interescapular dos
animais (50 pL) com capsaicina (2.5 pg/site), ou cinamaldeido (750
nmol/site). Imediatamente ap6s a injegdo destas substancias, foi
registrado o comportamento de cocar por 30 minutos.

6.1.9 Prurido induzido por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)

PMA (500 pmol/site), um ativador de PKC (BAGGIO et al.,
2012), foi usado na tentativa de descobrir os mecanismos envolvidos na
acdo do EBAASs-E, através da observacdo de uma possivel agdo de
EBAASs-E em inibir o prurido induzido por PKC. Imediatamente apds a
injecdo de PMA, a agfo de cogar atrds das orelhas foi considerado
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indicativo de comportamento pruridogénico. Este comportamento foi
registrado por 60 minutos.

6.1.10 Prurido cronico induzido pelo rompimento da barreira
cutinea, modelo de pele seca (AEW)

Este modelo foi realizado conforme descrito previamente
(MIYAMOTO et al., 2002). Os pelos da regido interescapular dos
animais foram depilados com maquina trés dias antes do inicio do
experimento. Gaze embebida em uma mistura de acetona e éter etilico
(1:1) foi colocada sobre a regido interescapular dos animais, por 15
segundos. Logo depois, outra gaze, agora embebida com agua, foi
colocada sobre a mesma regido por 30 segundos. Este grupo corresponde
ao grupo induzido ao comportamento espontaneo de cogar, grupo AEW.
Em outro grupo de animais, gaze embebida com agua foi colocada sobre
a regido interescapular dos animais por 45 segundos. Este grupo
corresponde ao grupo AGUA, sem indugdo do comportamento de cogar,
controle do modelo. Este tratamento foi realizado 2 vezes ao dia (8h e
15:30h), por 5 dias. No 6° dia os animais foram tratados com EBAAs-E
uma hora antes da aplicagdo da solugdo AEW ou agua na regido
interescapular dos animais. Logo apods a aplicagdo da solucdo, o
comportamento de cocar foi registrado por 30 minutos.

Em outro grupo de animais, uma hora antes de cada aplicagdo de
solucdo AEW ou 4gua na regido interescapular dos animais, os animais
foram tratados com EBAASs-E, durante 5 dias, duas vezes ao dia,
tratamento de doses repetidas. No 6° dia, a solugdo AEW ou agua foi
aplicada sobre a regido interescapular dos animais e, imediatamente apos
a aplicagdo, iniciaram-se as contagens da resposta pruridogénica. A agéo
de cogar atras das orelhas foi considerado indicativo de comportamento
pruridogénico. Este comportamento foi registrado por 30 minutos. Este
tratamento foi realizado em animais machos e fémeas.

Ap6s a inducdo de prurido cronico com o modelo de pele seca e o
tratamento de doses repetidas de EBAAs-E, foram avaliados pardmetros
de locomogdo e de comportamento tipo ansioso ou depressivo dos
animais. Amostras de pele e de medula foram coletadas para medir a
atividade das enzimas ligadas a defesas antioxidantes, para dosagem de
citocinas IL-10 e IL-17 e do fator de crescimento do neuronal (NGF).
Estes testes foram realizados nos animais machos.
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6.1.11 Analise das defesas antioxidantes na inducio de prurido pelo
modelo de pele seca (AEW)

Para a medida da atividade enzimatica, as amostras de pele e
medula foram homogeinizadas em 20 mM HEPES, pH 7,4 (1:10 w/w) e
centrifugadas em 20.000 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi usado
para a medida da atividade enzimatica, as quais foram determinadas por
espectofotometro, em placa de leitura UV/Vis (Infinity 2000, Tecan). A
atividade enzimatica Superoxido dismutase (SOD) foi medida como
descrito previamente (PAOLETTI et al., 1986). Este método ¢ baseado
na geracdo quimica de superdxido na presenca de manganés ¢ EDTA. A
taxa de produ¢do de superoxido foi monitorada pela oxidagdo de NADH
em 340 nm. Uma unidade de SOD corresponde a quantidade de proteina
necessaria para inibir 50% de oxidagdo de NADH. A atividade
enzimatica catalase (CAT) foi medida pela taxa de consumo de H>,O; em
240 nm (AEBI, 1984). A atividade enzimatica Glutationa peroxidase
(GPx) foi medida em 340 nm através da taxa de consumo de NADPH na
presenga de glutationa redutase (GR), glutationa e hidroperoxido de
cumeno (WENDEL, 1981). A medida da atividade enzimatca Glutationa
redutase foi realizada em 340 nm através do consumo de NADPH numa
reacdo de reducdo da glutationa oxidada (Carlberg; Mannervik,1985).

6.1.12 Dosagem de citocinas no modelo de pele seca (AEW)

Para a dosagem de citocinas as amostras de pele e medula foram
homogenizadas em PBS (25 mM, pH 7,4) com coquetel de inibidor de
proteases (1:10) e centrifugado em 3000 g por 10 min a 4 °C. Os
sobrenadantes obtidos foram armazenados a -80 °C até a realizag¢do das
andlises. O contetido proteico total do sobrenadante foi mensurado pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando uma curva padrao
de calibragdo com albumina de soro bovino (BSA) (0,05 a 0,5
mg/mL). Os niveis de citocinas IL-17, IL-10 e do fator de crescimento
neuronal (NGF), foram quantificados através da técnica de Elisa,
utilizando-se para isso kits da R & D Systems (Minneapolis, MN, USA),
seguindo as instrugdes do fabricante. As concentracdes das citocinas
foram mensurados pela interpolacio de uma curva padrio por
mensuragao colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtracdo da leitura
a 550 nm) no leitor de placa (Infinity 2000, Tecan). Os valores finais
foram expressos como pg/mg de proteina.
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6.1.13 Avaliacdo dos animais no campo aberto apdés a induciio de
prurido cronico pelo modelo de pele seca (AEW) e tratamento com
doses repetidas do EBAAs-E.

Este teste baseou-se na metodologia descrita e validada
previamente (SIEGEL, 1946; ARCHER, 1973). Apoés a ultima aplicagio
de solucdo AEW ou dgua na regido interescapular dos animais (6° dia de
aplicacdo) os animais foram colocados no campo aberto (caixa de vidro
30 X 30 X 15 cm) e observados durante 5 minutos. Os parametros
avaliados foram: niimero de cruzamentos, tempo de permanéncia no
centro e distidncia percorrida no campo aberto. Para a realizagdo do
experimento, a sala foi iluminada com Iuz vermelha de 15w. Os dados
foram avaliados pelo sistema ANY-maze.

6.1.14 Avaliacio do comportamento do tipo depressivo no modelo
AEW com doses repetidas do EBAAs-E

Este teste foi realizado conforme descrito previamente (STERU et
al., 1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). No dia do teste
de prurido cronico (6° dia de aplicacdo de AEW ou agua) os animais
foram presos pela cauda com fita adesiva e permaneceram nesta posi¢cao
por 6 min. Neste periodo foi registrado o periodo de laténcia, tempo
inicial até o animal ficar imdvel e, também o tempo de imobilidade,
tempo em que o animal permaneceu imovel a partir do periodo de
laténcia.

6.1.15 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados com média = EPM de 4 a 15
camundongos por grupo. Para comparagdes multiplas a andlise
estatistica foi realizada por ANOVA uma ou duas vias, seguido de teste
pos hoc Newmman-Keuls ou Bonferroni quando apropriado. Valores de
P menores que 0.05 foram indicativos de significancia. O software
utilizado para andlise foi o Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software
Inc., La Jolla, CA).
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6.2 RESULTADOS

6.2.1 Composicio quimica do extrato bruto aquoso de Acca
sellowiana (Myrtaceae)

O perfil quimico do EBAAs-E foi obtido pela analise em HPLC-
DAD em 225 nm (Figura 11). O cromatograma mostra picos
correspondentes aos picos de compostos fenolicos com tempo de
retencdo de 2—8 min. Quando os picos obtidos foram comparados com as
curvas de calibragdo foram identificados os seguintes compostos: acido
galico (12,81 pg/mL), catequina (7,88 pg/mL) e epicatequina (31,15
pg/mL). Estes resultados confirmam os dados obtidos com a analise do
EBAAs-BV em UHPLC-ESI-QTOF-MS, mostrando a similaridade dos
extratos € que os mesmos sdo uma complexa mistura de polifenois,
incluindo acido elagico glicosideo, catequina (flavan-3-ol), epicatequina,
galocatequina e protocianidina B.
Figura 11 - Perfil cromatografico do EBAAs-E em HPLC-DAD.
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Legenda: Picos cromatograficos detectadas em 225 nm do EBAAs-BV obtidos
por HPLC-DAD. Compostos identificados estdo nomeados no grafico, nos
respectivos tempos de retengdo.

Fonte: A autora (2018)

6.2.2 OECD 407

Os sinais clinicos dos animais foram obervados antes do inicio
dos experimentos e uma hora depois do tratamento com EBAAs-E. Os
animais foram avaliados diariamente por vinte e oito dias. Nenhuma
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variagdo estatisticamente significativa foi encontrada nas avaliagdes
hematoldgicas quando comparados os grupos tratados com EBAASs-E e
grupo controle (ANOVA duas vias, P>0,05), apresentados na Tabela 4.
Os fatores de interagdo foram: Leucocitos F23)=1,6; Neutrofilos F3s) =
2,0; Linfocitos Fa3s) = 2,0; Monocitos F3s) = 0,2; Eosindfilos F3s5) =
1,8. ALT F4,13y=0,2; AST F4,13)=1,5.

Em todos os grupos analisados, os eritrocitos, plaquetas e
leucécitos mantiveram as caracteristicas morfologicas (forma, tamanho e
cor) apds os 28 dias de tratamento, quando observados em microscopia
otica. Quanto a dosagem das enzimas séricas, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), ndo houve diferenca
significativa quando realizada andlise estatistica por ANOVA duas vias
(P>0,05), (Tabela 4) apds 28 dias de tratamento com EBAAS-E ou
salina.

Tabela 4 - Avaliagdo hematologica e bioquimica dos animais machos e fémeas
tratados com EBAAs-E (i.g.)

Parimetros Sexo Grupos (mg/Kg)
0 10 100 300 1000
(Controle)
Contagem total F 4,9+0,7 42+0,2 | 4,6£0,9 5,8+0,3 @ 5,5+0,8
de leucocitos (10> M 5,5+0,8 4,7£0,5 6,1£0,5 4,4+0,3 4,9+0,9
cells/pl)

Neutrofilos (%) F 18,4+2,5 16,0£2,8 17,4453 13,5+1,3 23,0£1,5
M 10,7¢1,8 13,2+1,4 22.2+1,7 18,6£3,4 17,0+£2,3
Linfécitos (%) F 72,246  72,4+25 683+5,9 79,0+1,4 72,7+7,7
M 77,7£0,9 80,2+1,4 66,4+1,6 73,4+4,0 77,6%+1,9
Eosinéfilos (%) | F 0,80+0,4 | 2,6+0,7 1,8+0,6 @ 1,5+0,3 @ 3,0+0,6
M 1,3+0,3 1,4£0,5 2,0£0,6 = 1,840,2 | 1,4+0,2
Mondcitos (%) F 9,4+2.7 8,0+1,1  9,4+1,9 7,5+1,7 | 9,3+0,7
M 8,0£1,2 7,8+1,1  7,4+1,3 6,4+0,8 9,8+1,1

Alanina F 35 18 21 27 21

aminotransferase M 27 22 18 24 36

(U/L)
Aspartato F 53 56 56 41 42
aminotransferase, M 61 65 57 43 54
(U/L)

Legenda: Avaliagdo de parametros hematologicos e bioquimicos em
camundongos fémeas (F) e machos (M) apés tratamento i.g. de salina (C) ou
EBAAs-E nas doses de 10, 100, 300 ¢ 1000 mg/kg, por 28 dias. Os valores
representam a média + EPM (N=3-5). Diferengas entre o grupo controle, sexo e
tratamento foram analisados por ANOVA duas vias (P > 0,05).

Fonte: A autora (2018).
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O peso dos animais, consumo de agua e¢ de comida, foram
monitorados uma vez por semana, no mesmo dia e periodo. Quando
analisada por ANOVA duas vias, a diferenca de ganho de peso corporal
dos animais fémeas quanto a dose ndo apresentou diferenca significativa
(P>0,05) entre os grupos tratados com EBAA-s ou grupo controle
(Figura 12A). O fator tempo apresentou ter efeito sobre o ganho do peso
dos animais, com diferenga significativa entre os grupos (Fu,go = 72,23,
P < 0,001) (Figura 12A). Os animais machos apresentaram diferenca
estatistica significativa quanto ao ganho de peso corporal, apds analise
por ANOVA duas vias (Figura 12B). A diferenca encontrada foi com
relagdo a dose (F,g0) = 129,90 P < 0,001), e ao tempo (F4,30) = 14,22 P <
0,001) do tratamento, com interacdo dose/tempo (Fsg0) = 9,28, P <
0,001). A analse pos hoc Bonferroni mostrou que as diferengas
encontradas sdo em relagdo as doses 10, 100 e 1000 mg/kg quando
comparadas ao grupo controle correspondente, apds 14 dias de
tratamento (Figura 12B).

Figura 12 - Ganho de peso corporal dos animais a cada 7 dias ap6s 28 dias de
tratamento com EBAAs-E ou salina.
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Legenda: (A) Camundongos fémeas e (B) camundongos machos. Cada ponto
representa a média + EPM (N=5). Diferencas estatisticas estdo indicadas por
**P < 0.01 e ***P < 0.001, quando comparados com o grupo controle
correspondente (ANOVA duas vias seguido de teste pos hoc Bonferroni). As
barras de EPM podem estar encobertas pelos simbolos.

Fonte: A autora (2018)

O consumo médio semanal de 4gua e de ra¢do ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos, seja em
animais machos ou fémeas (P > 0,05; ANOVA uma via), apresentados
na Tabela 5.
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Tabela 5 - Consumo de agua e ragdo de camundongos tratados com EBAAs-E
por 28 dias.

Consumo Sexo Grupos (mg/kg)
0 (Controle) 10 100 300 1000
Comida F 38,9+2.9 38,4+2,7 38,1+1,2 38,4+1,8 42,1+2,9
(g/semana/animal) M 33,0+4,5 41,2+6,6 41,1+£2,7 33,1£2,3 45,2+3,1
Agua F 49,5+2,3 48,5+4,9 148,5+3,0 1 49,5+2,3 54,8+9,5

(mL/semana/animal) M 57,5+3,4 49,0+3,5 47,8£3,4 60,3£6,3 56,5+4,0
Legenda: Consumo médio de ragdo e agua em animais fémeas e machos apos
tratamento por 28 dias com EBAAs-E (10, 100, 300 ou 1000 mg/kg) ou salina
(controle). Os valores representam a média + EPM (N=5).

Fonte: A autora (2018)

Os aspectos clinicos foram observados uma vez por semana, no
mesmo dia e periodo. Nenhum animal tratado apresentou qualquer
alteragdo de sinais clinicos ou morreu durante o periodo de avaliacao.
Pele e pelos, olhos e mucosas, secre¢des e excrecdes e atividade
autonomica foram preservadas. Nenhuma mudang¢a na marcha, postura,
resposta no manuseio, presenca de movimentos clonicos ou tonicos,
estereotipados ou bizarros foram observados. Apds 28 dias de tratamento
com EBAASs-E ou salina, a reatividade sensorial e atividade motora
foram preservadas sem haver nenhuma diferenca estatistica significativa
apos comparacdo estatistica por ANOVA duas vias (P>0,05). Estes
dados mostram que o tratamento com EBAASs-E nas doses até 1000
mg/Kg, por 28 dias, ndo causaram qualquer alteracdo na forca ou
coordenagdo motora dos animais (Tabela 6).
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Tabela 6 - Avaliagdo da atividade motora e reatividade sensorial de animais
machos e fémeas tratados com EBAAs-E ou salina pela via intragéstrica por 28
dias

Testes Sexo Grupos (mg/kg)
0 (Controle) 10 100 300 1000
Teste de F 12,0+0,7 13,4£2.4 | 16,6+2,3 12,8+1,8 14,8+0,7
apreensio (g) M 15,240,9 13,4£1,6 | 14,0+0,4 14,6+0,7 16,8+0,9
Teste do F 1,2+0,2 1,4+0,4 = 1,8+0,6 | 1,6£0,4 @ 2,2+0,4
Arame M 1,2+0,2 2,0+£0,3 | 1,6£0,4 | 1,4+0,2 2,6+0,2
(segundos)
Teste acuastico F 100 100 100 100 100
(%) M 100 100 100 100 100
Teste de F 19,6+0,2 19,240,2 = 17+0,0 | 18,6+0,7 | 19+0,6
esconder M 17+0.,4 18,8+0,4 18,8+0,4 16,3+0,6 18,2+1,1
esferas de
vidros
(média)

Geotropismo F + + + + +
positivo M + + + + +
Marcha F 1 1 1 1 1

prejudicada M 1 1 1 1 1
Resposta F + + + + +
pupilar M + + + + +

Legenda: Avaliagdo neurocomportamental em animais fémeas e machos apods
tratamento por 28 dias com EBAAs-E (10, 100, 300, ou 1000 mg/kg) ou salina
(veiculo). Os valores representam a média £+ EPM (N=5). Diferengas entre os
grupos foram avaliadas por ANOVA 2 vias (P>0.05). (+ = teste positivo; 1 =
prejuizo insignificante da marcha).

Fonte: A autora (2018)

6.2.3 Prurido induzido por SP, tripsina e histamina

Injecdo (s.c.) de SP (100 nmol/site), tripsina (agonista de receptor
PAR-2, 300 pg/site) ou histamina (100 nmol/site) causaram evidente
aumento de prurido em camundongos quando comparados com o grupo
salina. Curva dose-resposta de EBAAs-E com SP, tripsina ou histamina
estdo apresentados na Figura 13, mostrando uma drastica redugdo do
comportamento de cogar, mesmo em baixas doses do extrato. O efeito do
EBAAs-E sobre a indugdo de prurido por SP foi testado em animais
machos (Figura 13A) e fémeas (Figura 13B). Apds o tratamento dos
animais com EBAAs-E nas doses de 0,3; 1; 3 e 10 mg/Kg os valores de
inibi¢cdo do prurido em animais machos foram de 33 + 6%, 40 = 10%, 88
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+ 7% e 83 + 10%, respectivamente. O valor médio da Dlso (95% de
limite de confianga) foi de 1,4 (0,8-2,6) mg/kg (Figura 13A). Os valores
de inibicdo para os animais fémeas nas doses de 1, 3 e 10 mg/Kg foram
de 17 £ 6%, 65 £ 7%, e 85 £ 1%, respectivamente ¢ o valor médio da
DIso (95% de limite de confianga) foi de 2,3 (1,6-3,5) mg/kg (Figura
13B). A analise estatistica por ANOVA duas vias ndo identificou
diferenga estatistica significativa influenciada pelo género dos animais
(P > 0,05) (Figura 13). O efeito de EBAAs-E em diminuir o
comportamento de cogar causado por SP em fémeas foi similar ao efeito
observado em machos. Baseado nestes resultados, este trabalho foi
conduzido em animais machos.

As doses de 3 e 10 mg/Kg foram mais efetivas do que o controle
positivo tanto em animais machos quanto em fémeas (Figura 13A e
13B). Os valores de inibi¢do de dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) foram de
40 £ 5% em animais machos (Figura 13A) e 23 + 4% em animais fémeas
(Figura 13B). Diclofenaco de sodio (30 mg/kg, i.p.) ndo foi capaz de
diminuir o comportamento de cogar causado por SP, com valores de
inibi¢ao de 23 £ 3% em animais machos e 2 + 3% em fémeas (Figura
13A e 13B).

No teste com tripsina, os valores de inibicdo obtidos apds
tratamento dos animais com EBAAs-E nas doses de 0,3; 1; 3 ¢ 10
mg/Kg ACEAs foram de 24 + 1%, 40 + 9%, 73 £ 7% e 76 = 7%,
respectivamente, com valor médio de DIso (95% de limite de confianga)
de 2,3 (1,2-4,2) mg/kg (Figura 13C).

Para a histamina (Figura 13D) a redugdo do comportamento de
cogar foi de 19 += 1%, 70 £ 1% e 82 + 1% ap0s tratamento com EBAAs-
E nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente, com valor médio de
DIso de 5,0 (2,6-9,4) mg/kg (95% de limite de confianga).

Para comparar o tratamento do EBAAs-E com conhecidos
farmacos antipruridogénicos e anti-inflamatoérios, dexametasona e
diclofenaco de s6dio foram utilizados como controles positivos nos
testes com tripsina e, loratadina foi usada como controle positivo no
teste com histamina. O valor de inibigdo da dexametasona foi de 53 +
7% e do diclofenaco de sodio foi de 27 £ 5% sobre o comportamento de
cogar no teste induzido por tripsina (Figura 13C). Loratadina, usada no
teste com histamina, apresentou valor de inibi¢do de 61 + 5% (Figura
13D).

Como se pode observar na Figura 13, o EBAAs-E foi mais eficaz
na prevenc¢ao do comportamento de cogar do que os controles positivos
utilizados. De acordo com estes resultados, aliando a menor dose
utilizada com o maior efeito, a dose de 3 ¢ 10 mg/kg de EBAASs-E foi
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escolhida para a continuidade dos experimentos.

Figura 13 - Efeito do tratamento com EBAAs-E sobre o comportamento de
cocar induzido por SP, tripsina e histamina.
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Legenda: Os animais receberam, EBAAs-E (i.g.) uma hora antes da injegdo
subcutanea de (A) SP (100 nmol/sitio) em animais machos, (B) SP em animais
fémeas, (C) tripsina (300 pg/sitio) or (D) histamina (100 nmol/sitio). As colunas
de linhas inclinadas representam os animais tratados com salina (i.g.), veiculo
do EBAASs-E e veiculo do agente irritativo (salina, s.c.). As colunas pretas
representam o controle negative, animais tratados com salina (i.g.) e agente
irritativo (s.c.). Animais tratados com diclofenaco de sodio (Diclo 30 mg/Kg,
1.p., colunas de linhas cruzadas), dexametasona (Dexa, 0,5 mg/Kg, i.p., colunas
de linhas verticais) e loratadina (Lora, 10 mg/Kg, i.g., coluna de linhas
horizontais) e agente irritativo, representam os controles positivo. As colunas
brancas correspondem aos animais tratados com EBAAs-E e o agente irritativo.
Os dados estdo apresentados pela média + E.PM. (N = 5-8). Diferencas
estatisticas estdo indicadas por #*P < 0,001 quando comparadas com o grupo
salina e por *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001 quando comparada ao grupo
controle (C) (ANOVA uma via seguida de teste pos hoc Newman-Keuls test).
Fonte: A autora (2018)

6.2.4 Prurido induzido por cinamaldeido e capsaicina

Cinamaldeido e capsaicina, ativadores de canais TRPA1l e
TRPV1, respectivamente, foram usados como indutores de prurido.
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Curva dose e tempo resposta foram feitas para encontrar a melhor
concentragao e tempo para a avaliagdo deste efeito (Figura 14 e 15).

Os animais que receberam injecdo subcutinea, na regido
interescapular, de cinamaldeido apresentaram aumento do
comportamento de cogar concentragdo-dependente. Nas doses de 750 e
2500 nmol/sitio, o comportamento de cogar aumentou de um valor basal
de ~20 para 110 e 130, respectivamente (Figura 14A), com valor médio
de DEso de 467,2 (325,8 - 670,0) nM/sitio (95% de limite de confianca).
A dose de 250 nM/sitio ndo aumentou o comportamento de cocar dos
animais. Em todas as doses avaliadas, este aumento se deu em torno de
10 - 15 minutos, estabilizando apos 20 - 30 minutos da inje¢do de
cinamaldeido (Figura 14B). Baseado nestes resultados a dose de 750
nmol/sitio, s.c., de cinamaldeido foi escolhida para a indugo de prurido.
O tempo de observagdo escolhido foi de 30 min.

Figura 14 - Curva dose e tempo resposta do comportamento de cogar induzido
por cinamaldeido.
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Legenda: A) Curva dose-resposta. A coluna de linhas inclinadas representa o
grupo de animais que receberam veiculo (salina, 50 pl, s.c.), considerado grupo
de comportamento basal. As colunas brancas correspondem ao grupo de animais
que receberam inje¢do subcutanea de cinamaldeido (250 — 2500 nmol/sitio).
Dados sao representados pela média + E.P.M. (N = 5-8). Diferencgas estatisiticas
estdo indicadas por ***P <0,001 quando comparados com o grupo salina
(ANOVA uma via seguida de teste post hoc Newman-Keuls). B) Curva tempo -
resposta. Cinamaldeido foi administardo por inje¢ao s.c. (250 — 2500 nmol/sitio)
e o niumero de reposta foi registrado por 30 minutos. Cada ponto representa a
média = E.P.M. de 5 - 8 animais. Diferencgas estatisticas estdo indicadas por **P
< 0,01 ou ***P <0,001 quando comparadas com o grupo controle (injecao s.c.
de salina) correspondente (ANOVA duas vias seguida de teste post hoc
Newman-Keuls).

Fonte: A autora (2018)



87

Capsaicina (s.c., 50 puL) 0,75; 2,5 e 7;5 pg/sitio foi injetada na
regido interescapular dos camundongos para induzir o comportamento
de cocar. Capsaicina nas doses de 0,75; 2,5 e 7,5 ug/sitio aumentaram
significativamente o comportamento de cogar (70 - 130), quando
comparados ao grupo salina (grupo controle) com valor médio de DEs
de 0,953 (0,594 — 1,530) pg/sitio (95% de limite de confianga) (Figura
15A). A dose de 0,25 pg/sitio ndo apresentou diferenga estatistica
significativa quando comparado com o grupo salina. O comportamento
de cogar aumentou em até 25 minutos com tendéncia de platd entre 25 -
30 minutos (Figura 15B). Com base nestes resultados, a concentragio de
capsaicina escolhida para induzir o comportamento de cogar foi de 2,5
pg/sitio, com tempo total de observagao de 30 minutos.

Figura 15 - Curva dose e tempo resposta do comportamento de cogar induzido
pela capsaicina.
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Legenda: A) Curva dose-resposta. A coluna de linhas inclinadas representa os
animais que receberam veiculo (salina, 50 pL, s.c.), considerado grupo de
comportamento basal. As colunas brancas representam os animais que
receberam inje¢do de capsaicina (0,25 — 7,5 pg, 50 pL, s.c.). Dados sdo
representados pela média + E.PM. (N = 5-8). Diferencas estatisticas sdo
indicadas por *P < 0,05 e ***P <0.001, quando comparados ao grupo salina
(ANOVA de uma via seguido de teste pos hoc Newman-Keuls). B) Curva tempo
resposta. Cada ponto representa a média £ E.P.M. de 5-8 animais depois da
inje¢do de capsaicina (0,75 — 25 pg/50uL, s.c.). Diferengas estatisticas estdo
indicadas por *P < 0,05, **P < 0,01, or ***P <0,001 quando comparadas ao
grupo controle (ANOVA duas vias, seguido de teste post hoc Newman-Keuls
test). Em alguns casos a linha de erro esta escondida dentro dos simbolos.

Fonte: A autora (2018)
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6.2.5 Efeito do EBAAs-E no comportamento de cocar, induzido por
cinamaldeido e capsaicina

O estimulo ao comportamento de cocar causado pela injecdo
subcutanea de cinamaldeido (750nM/sitio) ou de capsaicina (2,5
pg/sitio) induziram cerca de 120 atos de cogar em camundongos, um
valor muito maior do que o causado pelo grupo salina (~20) (Figura 16A
e 16B). O tratamento intragastrico dos animais com EBAAs-E nas doses
de 3 e 10 mg/Kg, uma hora antes da inje¢do de cinamaldeido ou de
capsaicina, diminuiram o comportamento de cogar nos animais. As doses
de 3 e 10 mg/Kg apresentaram valores de inibi¢cdo de 40 = 10% e 62 +
10% para cinamaldeido (Figura 16A) e de 33 £ 9% e 45 + 17% para
capsaicina (Figura 16B), respectivamente.

Figura 16 - Efeito do tratamento de EBAAs-E no comportamento de cogar
induzido por cinamaldeido e capsaicina.
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Legenda: Camundongos receberam EBAAs-E (3 e 10 mg/kg, i.g.) uma hora
antes da injecdo subcutinea de (A) cinamaldeido (750 nmol/site) ou (B)
capsaicina (2,5 pg/sitio). As colunas com linhas inclinadas representam o grupo
salina, animais que receberam veiculo do EBAAs-E (salina, i.g.) e veiculo do
agente irritativo (salina, s.c.). As colunas pretas indicam os animais tratados com
salina (i.g.) mais o agente irritativo (s.c.), considerado grupo controle. As
colunas brancas correspondem aos animais tratados com EBAAs-E mais o
agente irritativo. Dados estdo representados pela média + E.P.M. (N = 5-7).
Diferengas estatisiticas estdo indicadas por #*P < 0,001 quando comparadas com
o grupo salina ou por *P <0,05 e **P <0,01 quando comparadas com o grupo
controle (ANOVA uma via seguida de teste post hoc Newman-Keuls).

Fonte: A autora (2018)
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6.2.6 Efeito do EBAAs-E no comportamento de cocar, induzido por
PMA

Com a inteng¢do de esclarecer o mecanismo de ag¢do do efeito do
EBAAs-E sobre o comportamento de cocar, PMA (500 pM), um ativador
de proteina cinase C (PKC), foi utilizado na indugdo deste
comportamento (Figura 17). Considerando os resultados obtidos no teste
de capsaicina, a dose de 3 mg/Kg de EBAAs-E foi a escolhida para o
experimento. A injecdo subcutanea de PMA na regido interescapular dos
animais aumentou expressivamente o comportamento de cogar de ~20,
niveis basais, para ~160. O EBAAs-E foi capaz de atenuar o efeito
causado pelo PMA, com valor de inibi¢ao de 42 + 9%.

Figura 17 - Efeito do tratamento do EBAAs-E sobre o comportamento de cogar
induzido por PMA

g 2007 HHH
2
o 1501
(7]
o *k
2 100+ T
e
(] .
£ 50
2

o-

Salina C 3

EBAAs-E (mg/kg)

Legenda: Camundongos receberam EBAASs-E (i.g.) uma hora antes da injegao
subcutinea de PMA, 500 pM/sitio. A coluna com linhas inclinadas representa o
grupo salina, animais receberam veiculo do EBAAs-E (salina, i.g.) ¢ veiculo do
agente irritativo (salina, 50ul s.c.). A coluna preta indica os animais tratados
com salina (i.g.) mais o agente irritativo (s.c.), considerado como grupo
controle. A coluna branca corresponde aos animais tratados com EBAAs-E e
PMA. Dados estdo representados pela média + E.P.M. (N=5-7). Diferengas
estatisticas estdo indicadas por #*P < 0,001 quando comparadas com o grupo
salina ou por ***P <(0,001 quando comparadas com o grupo controle (ANOVA
uma via seguida de teste post hoc Newman-Keuls).

Fonte: A autora (2018)
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6.2.7 Curva tempo-resposta do EBAAs-E

A duracdo do efeito do EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.) foi testado
frente ao cinamaldeido, para a indugdo de prurido. O teste foi realizado
em ambos os sexos, por oito horas (Figura 18). O efeito do tratamento
com EBAAs-E foi efetivo desde a primeira avaliagdo, 30 minutos, ¢
persistiu até quatro horas apds o tratamento com o extrato. Isto
demonstra que o extrato possui um efeito rapido e prolongado. Este
efeito foi observado tanto em animais machos (Figura 18A) quanto em
fémeas (Figura 18B).

Figura 18 - Curva tempo-resposta de EBAAs-E.
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Legenda: Camundongos foram tratados com EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.) ou salina
(grupo controle) 0,5, 1, 2, 4, 6 e 8 horas, antes da injecdo subcutanea de
cinamaldeido (750 nmol/site). Cada ponto representa a média + E.P.M. de 4-6
animais. Diferenga estatistica do grupo controle estdo indicadas por **P < 0,001
e ***P <0,001 (ANOVA duas vias seguido de teste post hoc Newman-Keuls).
Em alguns casos, as linhas de erro estdo escondidas dentro dos simbolos.

Fonte: A autora (2018)

6.2.8 EBAAs-E diminui a resposta do comportamento de cocar
induzido pela ruptura da barreira cutinea — modelo de pele seca
(AEW).

O efeito do EBAAs-E foi testado frente ao modelo cronico de
prurido, conhecido como modelo de pele seca (AEW) (Figura 19). Para
isso, durante 5 dias, duas vezes ao dia, solu¢do de acetona-éter-agua
(grupo AEW) foi aplicada na regido interescapular dos animais,
previamente depilada. Para controle do modelo outro grupo de animais
recebeu aplicagdo de dgua pelo mesmo periodo e no mesmo local (grupo
AGUA). A figura 19 mostra que a aplicagio de AEW praticamente
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triplicou o ato de cogar dos animais. No sexto dia do teste, o tratamento
agudo em dose unica do EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.), uma hora antes da
ultima aplicagdo de solugdo AEW, revelou efeito nos grupos AEW
(F(1,19) = 31,1, P < 0,001), EBAAs-E (F(1,19) = 6,27, P < 0,05), e a
interagio AEW/EBAAs-E (F(1,199 = 20,1, P < 0,001), apos a analise
estatistica por ANOVA duas vias (Figura 19A). O tratamento com
EBAAs-E per se ndo apresentou efeito sobre o ato de cogar dos animais.
O comportamento de cocar foi praticamente abolido pelo EBAAs-E,
indicando um potente efeito antiprurido neste modelo.

Para testar uma possivel acdo preventiva do EBAAs-E sobre o
prurido espontineo induzido por este modelo, tratamento com EBAAs-E
foi realizado durante 5 dias, duas vezes ao dia, uma hora antes de cada
aplicacdo da solucdo AEW ou dgua. Novamente, a aplicacdo de solugdo
AEW praticamente triplicou o ato de cogar dos animais, sejam eles
machos (Figura 19B) ou fémeas (Figura 19C). A analise estatistica por
ANOVA duas vias identificou efeito do grupo AEW (F,19) = 45,3, P <
0,001), do tratamento com EBAAs-E (F,199 = 10,0, P < 0,01) ¢ a
interagio AEW/EBAAS-E (F1,19) = 15,0, P < 0,001) nos animais machos.
Assim, o tratamento com EBAASs-E preveniu, de forma significativa, o
comportamento de cogar induzido por AEW nestes animais (Figura
19B). O mesmo tratamento teve efeito similar em animais fémeas
(Figura 19C), quando os dados foram analisados por ANOVA duas vias.
O efeito ¢ dependente de AEW (F(1,16) = 50,4, P < 0,001), de EBAAs-E
(F(1,16) = 13,1, P< 0,01) com interag:ﬁo AEW/EBAASs-E (F(1,15) = 22,4, P
< 0.001). O efeito anti prurido foi observado mesmo apds 18 horas do
ultimo tratamento com o EBAAs-E, mostrando um efeito duradouro
deste extrato quando utilizado o tratamento com doses repetidas.
Nenhum efeito com relagdo ao genéro dos animais foi observado (Figura
19B e 19C).

Estes dados mostram a eficacia de tratamento oral de EBAAs-E
no modelo cronico de pele seca, seja na inibi¢do de prurido ja instalado
ou na prevengdo do mesmo.

O grupo AGUA ndo apresentou nenhum efeito apods analise
estatistica por ANOVA duas vias.
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Figura 19 - Efeito do tratamento do EBAAs-E sobre o comportamento de cogar
induzido por modelo de prurido crénico, pele seca (AEW).
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Legenda: Solugdo AEW (grupo AEW) ou agua (grupo AGUA) foram aplicados
na regido interescapular dos animais duas vezes ao dia, por 5 dias. (A) No sexto
dia do teste, camundongos receberam EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) ou salina (i.g.)
uma hora antes da aplicagdo de solucdo de AEW ou agua na regido
interescapular dos animais. (B) EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) ou salina foram
administrados 2 vezes ao dia, por 5 dias consecutivos, 1 hora antes da aplicago
de solugdo AEW ou 4gua na regido interescapular de camundongos machos. No
sexto dia, as solugdes AEW e agua foram aplicadas na regido interescapular dos
animais no momento do teste. As colunas pretas representam os animais que
receberam veiculo de EBAA-s-E (salina, i.g.). As colunas brancas indicam os
animais tratados com EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.). (C) Em camundongos fémeas,
EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) ou salina (i.g.) foram administrados 2 vezes ao dia, por
5 dias consecutivos, 1 hora antes da aplicagdo de solugdo AEW ou agua na
regido interescapular dos animais. No sexto dia, as solugdes AEW e agua foram
aplicadas na regido interescapular dos animais no momento do teste. As colunas
pretas representam os animais que receberam veiculo de EBAASs-E (salina, i.g.).
As colunas brancas indicam os animais tratados com EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.).
Dados estdo representados pela média = E.PM. (N = 5-7). Diferencas
estatisiticas estdo indicadas por ###P < 0,001 quando comparado o grupo AEW
e AGUA ou por ***P <0,001 quando comparado os tratamentos do grupo AEW
(ANOVA duas vias, seguido de teste post hoc Newman-Keuls test).

Fonte: A autora (2018)

6.2.9 Efeito do EBAAs-E sobre a locomo¢ao, 0 comportamento tipo
ansioso e depressivo no modelo cronico de pele seca.

Os animais foram avaliados quanto ao comportamento tipo
ansioso e a atividade locomotora no teste do campo aberto apds a
indu¢do de prurido cronico pelo modelo de pele seca e tratamento de
doses repetidas de EBAAs-E durante 5 dias, duas vezes ao dia (Figura
20A, B e D). O tratamento com EBAAs-E produziu comportamento tipo
ansioso evidenciado pela analise ANOVA duas vias, onde o tempo de
permanéncia no centro do campo aberto (Figura 20A) foi diminuido pelo
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tratamento com EBAASs-E (F 51y = 13,2, P < 0,001), mas ndo por AEW
ou sua interagdo (P > 0,05) e, pela reducdo do niimero de entradas no
centro do campo aberto (Figura 20B), (Fq 51y = 11,1, P < 0,01), também
sem efeito de AEW e sem interacio EBAAs-E/AEW (P < 0,05). A
distancia de deslocamento total (Figura 20D) realizada pelos animais no
campo aberto ndo foi alterada pela aplicagdo de AEW ou pelo tratamento
com EBAAs-E (ANOVA duas vias, P> 0,05).

No teste de esconder esferas de vidro, a andlise estatistica por
ANOVA duas vias ndo apresentou qualquer efeito da aplicacdo de AEW
ou interagdo AEW/EBAAs-E (P > 0,05). O nimero de esferas de vidro
escondidas pelos animais foram 19,0 + 0,52 (AGUA/Salina), 19,5+ 0,34
(Salina/AEW), ou 19,4 + 0,40 (ACEAs/AEW) (N=5-6). Os animais
tratados com diazepam 2mg/kg, grupo controle  positivo
(AEW/Salina/Diazepam) esconderam 2,40 + 1,17 esferas de vidro,
resposta esperada, ja que o diazepam ¢ uma droga ansiolitica.

O comportamento tipo depressivo foi avaliado no teste de
suspensdo pela cauda apos a indugdo do prurido crénico pelo modelo
AEW (Figura 20C). A analise dos dados por ANOVA duas vias mostrou
efeito da aplicagdo de solucdo AEW (F(1,54) = 14,0, P < 0,001), mas ndo
do tratamento com EBAAs-E, sem interacio AEW/EBAASs-E (P > 0,05).
O tempo de imobilidade dos animais ndo foi afetado pelo tratamento per
se do EBAAs-E. Assim, aplicagdo de AEW induziu um aumento do
tempo de imobilidade, o qual ndo foi influenciado pelo co-tratamento
com EBAAs-E. Este efeito ndo esta relacionado a qualquer alteracdo da
atividade normal dos animais, ja que a locomog¢ao dos mesmos ndo foi
alterada por qualquer tratamento aplicado nos mesmos (Figura 20C).
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Figura 20 - Efeito do EBAAs-E sobre o comportamento tipo ansioso e
depressivo e atividade locomotora no modelo crénico de prurido.
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Legenda: Tratamento dos animais com EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) uma hora antes
de cada aplicagdo de solucdo AEW na regido interescapular, 2 vezes ao dia, por
5 dias (AEW). Em outro grupo de animais 4gua foi aplicada na regido
interescapular, controle do modelo. Os testes comportamentais foram avaliados
apos 18 horas da ultima dose de EBAAs-E. (A, B e D) Teste do campo aberto
(N=11-15); (C) teste da suspensdo pela cauda (N=14-15). Os dados foram
representados pela media + E.P.M. Diferencas estatisticas estdo indicadas por *P
< 0,05, *P < 0,01 quando comparadas com o grupo AGUA/Salina, ou por *P
<0,05 quando comparados com AEW/Salina (ANOVA duas vias seguido de
teste post hoc Newman-Keuls test).

Fonte: A autora (2018)

6.2.10 Efeito do EBAAs-E sobre os niveis de citocina e fator de
crescimento neuronal (NGF), na pele e medula espinal no modelo
cronico de pele seca.

Os niveis de citocina ¢ de NGF foram analisados apds a indugdo
do prurido crénico pelo modelo AEW e tratamento de doses repetidas de
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EBAAs-E durante 5 dias, duas vezes ao dia (Figura 21).

A avaliacdo estatistica por ANOVA duas vias mostrou que a
aplica¢do de AEW reduziu os niveis de IL-17 na pele (F,14) = 30,0, P <
0,001) e que o tratamento com EBAAs-E, ndo previniu esta diminuicao,
ndo apresentando interagdo entre AEW/EBAAs-E (P > 0,05) (Figura
21A). Na medula espinal o tratamento com EBAAs-E evitou a
diminui¢do da concentracdo de IL-17 (Fq,13y = 8,22, P < 0,05) com
interagdo entre EBAAS-E/AEW (F(1,13y= 5,35, P <0,05) (Figura 21B).

O tratamento com EBAASs-E ou a aplicag@o de solu¢do AEW nio
alterou a concentragao de IL-10 na pele (Figura 21C) (ANOVA 2 vias, P
> 0,05). Ja, na medula espinal houve diminui¢do da concentracdo de IL-
10 apos a aplicagdo de AEW, efeito de AEW (Fq,15) = 22,5, P < 0,001)
(Figura 21D), sem ser alterado pelo tratamento de doses repetidas com
EBAAs-E, sem interagio AEW/EBAASs-E (ANOVA duas vias, P > 0,05).

A concentragdo de NGF na pele ou na medula (Figura 21E e
21F) ndo foi modificada pelo tratamento concomitante de EBAAs-E e
AEW (ANOVA duas vias, P> 0,05).

Os resultados também mostram que o tratamento per se de
EBAASs-E ndo alterou significativamente a concentracdo de IL-17, IL-
10, ou NGF na pele (Fig. 21A, C e E) ou na medula espinal (Figura 21B,
DeF).
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Figura 21 - Concentracdo de citocinas em animais submetidos ao modelo de
prurido cronico e tratados com doses repetidas de EBAAs-E.
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Legenda: Os animais foram tratados com EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) uma hora
antes de cada aplicagdo de solucdo de AEW ou agua na regido interescapular dos
animais, duas vezes ao dia, por 5 dias. As citocinas foram quantificadas apos 18
horas do ultimo tratamento com EBAAs-E. Os dados estdo representados pela
média + S.E.M. (N=5-7). Diferencas estatisticas estdo indicadas por *P < 0,05 ou
#p < 0,01 quando comparado com o grupo controle AGUA/Salina e por *P <
0,05 quando comparado com o grupo AEW/Salina (ANOVA duas vias seguido
de teste pos hoc Newman-Keuls).

Fonte: A autora (2018)
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6.2.11 Efeito do EBAASs-E sobre a atividade enzimatica de enzimas
antioxidantes no modelo cronico de pele seca.

Baseado na andlise fitoquimica do EBAAs-E que revelou a
presenga de compostos fendlicos como acido galico, catequina e
epicatequina, conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes
(LANDETE, 2012) a atividade das enzimas antioxidantes foram
avaliadas na pele e medula espinal, apds a indu¢do de prurido cronico
pelo modelo de pele seca e tratamento de doses repetidas do EBAAs-E.

Neste modelo, cinco de oito variaveis analisadas sofreram
alteragdes devido a aplicagdo de AEW: SOD, CAT e GR na pele e SOD
e GPx na medula espinal (Figura 22).

A aplicagdo de AEW aumentou significativamente a atividade
SOD na pele (Fa3s = 9,38, P < 0,01) e diminuiu a atividade desta
mesma enzima na medula espinal (F(139) = 4,25, P < 0,05) (Figura 22A e
22B). Infelizmente, o teste post hoc ndo foi capaz de detectar as
diferencgas entre os grupos.

A atividade CAT, na pele, teve aumento significativo no grupo
AEW, quando comparado com com o grupo AGUA/salina. Este aumento
foi evitado pelo tratamento com EBAAs-E (Figura 22C) (ANOVA duas
vias, Faz2 = 14,7, P < 0,001). O efeito ndo foi influenciado pela
aplicacdo de AEW, sem interacao entre AEW/EBAAs-E (ANOVA duas
vias, P > 0,05). A atividade CAT na medula espinal ndo foi alterada pelo
tratamento com EBAASs-E ou pela aplicagio de AEW (ANOVA duas
vias, P> 0,05).

Com relacdo a atividade GPx na pele (Figura 22E), a aplicacdo de
AEW nio foi um fator significativo (ANOVA duas vias, P > 0,05), mas
foi significativo na medula espinal (Figura 23F; F(139) = 5,88, P < 0,05).
O tratamento com EBAASs-E e a interagio AEW/EBAASs-E ndo foram
significativos. Apesar do efeito significativo do grupo AEW na medula o
teste post hoc néo foi capaz de detectar as diferengas entre os grupos.

Na pele, o aumento da atividade GR foi estatisticamente
significativo sob o efeito da aplicacdo de AEW (F 35 = 4,68, P < 0,05),
mas o EBAASs-E ndo teve efeito sobre a mesma e ndo houve interagado
AEW/EBAASs-E (P > 0,05). O teste post hoc nio foi capaz de detectar
diferencas entre os grupos. A atividade da GR na medula espinal ndo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,05) (Figura 22G e
22H).
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Figura 22 - Atividade enzimatica das enzimas SOD, catalase, Glutationa
Peroxidase e Glutationa Redutase em animais submetidos ao modelo de prurido
cronico e tratados com doses repetidas de EBAAs-E.
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Legenda: O EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) foi administrado uma hora antes de cada
aplicagdo de AEW ou 4gua na regido interescapular dos animais, duas vezes ao
dia por cinco dias. A atividade enzimatica das enzimas foram medidas dezoito
horas ap6s a ultima dose do EBAAs-E. Dados estdo representados pela media +
E.P.M. (N=10-12). Diferencas estatisticas estio indicadas por P < 0,05 quando
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Continuagdo da Figura 22.

comparados com o grupo AGUA/Salina e **P < 0,01 quando comparado ao
grupo AEW/Salina. ¢ Indica um efeito significativo de AEW na analise
estatistica por ANOVA duas vias. Newman-Keuls foi usado como teste post hoc.
Fonte: A autora (2018).

6.3 DISCUSSAO

Muitos produtos naturais sdo utilizados no tratamento de prurido,
mas pouco ¢ conhecido sobre os mecanismos envolvidos neste efeito
(PLUSKAL; WENG, 2017). A maior parte destes agentes provenientes
de produtos naturais sdo de uso topico, exemplos deles s@o: canfora,
mentol, icilina, cumarina prenilada, ostole, colibolideo (PLUSKAL;
WENG, 2017). A quase inexisténcia de agentes antipruriginosos de
administragdo oral e de tratamentos efetivos para o prurido, estimulou-
nos a investigar a efetividade do EBAAs-E sobre o mesmo. Além disso,
os dados mostrados no primeiro capitulo deste trabalho mostram que os
efeitos do EBAAs-E ¢ EBAAs-BV foram similares quando utilizado o
modelo do acido acético em camundongos. Isto nos incentivou a
pesquisar se os efeitos do EBAAs-E sobre o prurido poderiam ser
similares aos encontrados no EBAAs-BV.

Entre as substincias bioativas presentes no EBAAs-E
identificadas por HPLC-DAD estdo, ac. gélico, catequina e epicatequina,
substancias também identificadas no extrato EBAAs-BV, utilizado nos
testes descritos no capitulo 1 deste trabalho. Estas substancias pertencem
ao grupo dos compostos fendlicos, os quais sdo poilifenodis presentes em
muitos extratos de plantas que possuem propriedades bioativas, tais
como: antioxidantes, analgésicas, anti-inflamatéria e antipruriginosa
(RICHARD et al.,, 2006, UPADHYAY; DIXIT, 2015; GANZERA,;
STURM, 2018).

Inicialmente, o efeito antipruriginoso do EBAAs-E foi
caracterizado em modelos classicos de prurido. Foram obtidas curvas de
dose-resposta utilizando modelo agudo de prurido induzido por SP,
tripsina e histamina, na tentativa de relacionar a liberacdo de histamina e
proteases por mastocitos induzidas por SP. Além disso, através destes
modelos pode-se avaliar a acdo do EBAASs-E sobre as vias sensoriais
histaminérgicas e ndo histaminérgicas de prurido.

A administragdo subcutdnea de SP, estimula a degranulagdo de
mastocitos na pele, o qual libera granulos que possuem mediadores
pruritogénicos, tais como, histamina, serotonina e proteases (COSTA et
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al., 2008; YUN et al.,, 2011; POTENZIERI; UNDEM, 2012; HAN;
DONG, 2014; GREEN; DONG, 2016). A habilidade de EBAAs-E em
diminuir o comportamento de cocar induzido por SP pode diminuir a
degranulagdo mastocitaria, limitando a libera¢do destes mediadores e
consequentemente o comportamento de cocar. O efeito do EBAAs-E
pode estar relacionado a uma agdo sobre receptores NK-1, presentes em
mastocitos e em neurénios NK1-positivos na medula espinal (HAN;
DONG, 2014).

Outra acdo do EBAASs-E foi a diminui¢do do comportamento de
cogar induzido por tripsina. Esta acdo poderia estar relacionada com a
menor liberagdo de proteases de mastocitos induzidas pela a¢do de SP, o
que diminuiria a ativa¢do de receptores PAR-2 e PAR-4, ou através de
uma acdo direta deste extrato sobre a ativacdo de PAR-2 ¢ PAR-4
(COSTA et al., 2008; HAN; DONG, 2014; PATRICIO et al., 2015). Um
estudo recente mostra que MrgprCl1 estd envolvido na indugido de
prurido por PAR-2 (MEIXIONG; DONG, 2017). A hipdtese ¢ que esta
acdo seja em decorréncia da ativacdo de MrgprC11 por PAR2. Além
disso, PAR2 ¢ co-expresso com MrgprCll em neurdénios do ganglio
dorsal DRG, estando também presente em células da pele (HAN; DONG,
2014; MEIXIONG; DONG, 2017). Isto também poderia explicar o efeito
do EBAAS-E sobre a indugdo de prurido por tripsina. Neste contexto,
EBAAs-E poderia diminuir a indugdo de prurido por proteases por agir
diretamente sobre PAR-2 ¢ PAR-4, e indiretamente sobre Mrpgr. Isto
poderia explicar o efeito deste extrato apds a aplicagdo de tripsina. A
acdo inibitéria do EBAASs-E sobre a inducdo de prurido por tripsina
demonstra a acdo deste extrato sobre as vias ndo histaminérgicas de
prurido.

A agdo do EBAAs-E sobre SP e a possivel diminuicdo da
degranulagdo mastocitaria, limita a liberagdo de histamina e
consequentemente o comportamento de cocar induzido pela mesma
através de receptores H1 e H4 (AKIYAMA; IODI CARSTENS;
CARSTENS, 2010; MENG; STEINHOFF, 2016). Esta agdo ou a acao
direta do EBAAs-E sobre estes receptores de histamina poderiam
explicar a diminui¢do do comportamento de cogar causado pelo EBAAs-
E quando induzido por histamina. A inibicdo do comportamento de cocar
induzido por histamina mostra uma a¢ao inibitéria do EBAAs-E sobre as
vias histaminérgicas de prurido. As a¢des do EBAAs-E sobre histamina
e tripsina observadas neste capitulo sdo indénticas as agdes observadas
pelo EBAAs-BV descritas no capitulo 1, mostrando a similaridade de
acdo destes dois extratos. Além disso, as substancias identificadas nos
dois extratos, catequina, epicatequina e ac. galico, possuem mecanismos
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de modulagdo sobre a agdo da histamina, descritos no capitulo 1 deste
trabalho e que podem justificar a eficaz e potente diminui¢do do
comportamento de cogar dos animais quando tratados previamente com
EBAAs-E.

Sabendo do envolvimento de canais TRP’s na indugdo de prurido
e com a inten¢do de melhor entender os mecanismos envolvidos, testes
utilizando capsaicina e cinamaldeido foram utilizados. Como ndo ha
protocolos animais descritos sobre a inducdo de prurido utilizando
capsaicina e cinamaldeido, os mesmos foram estabelecidos neste
trabalho. A indug@o de prurido por cinamaldeido foi significativa na dose
de 750 nM/sitio, dose muito maior que a dose necessaria para a indugéo
de dor (10nM/sitio). Para a capsaicina a menor dose testada capaz de
induzir o comportamento de cogar nos animais foi de 0,75 pg/sitio, com
pico de indugdo na dose 2,5 pg/sitio, dose menor que a utilizada para a
indugdo de dor (1,6 pg/sitio). Doses maiores de cinamaldeido sdo
necessarias para a indugdo de prurido quando comparado com
capsaicina. Mais experimentos sdo necessarios para o entendimento
destes mecanismos. Com relagdo ao tempo de observagdo, o
comportamento de cocar ¢ aumentado apdés 10 minutos, com efeito
maximo de até 20 - 25 minutos apos a aplicagdo de capsaicina ou
cinamaldeido.

O EBAAs-E foi capaz de reduzir o prurido induzido por
capsaicina e cinamaldeido. Isto reforca que este extrato pode agir sobre
vias sensoriais dependentes e independentes de histamina, as quais estdo
ligadas na sensibilizagdo ¢ ativagdo de canais TRPV1 e TRPAI,
respectivamente (YUN et al., 2011; AZIMI et al., 2017; KITTAKA;
TOMINAGA, 2017). Canais TRP’s sdo largamente distribuidos nos
tecidos, podendo existir mais de um subtipo dos mesmos em uma Unica
célula (TOTH et al., 2014; CATERINA; PANG, 2016). Canais TRPV1
sdo encontrados em fibras C e AQ, vias sensoriais nociceptivas. A
ativagdo destes canais induz a liberagcdo de SP que atua sobre receptores
NK-1, o que poderia explicar a inibicdo de SP downstream (HAN;
DONG, 2014; AZIMI et al., 2017). Neurdnios sensoriais que expressam
TRPA1 podem liberar neuropeptideos inflamatorios tais como SP e
CGRP (CATERINA; PANG, 2016), o qual refor¢a o comportamento de
cocar. EBAAs-E inibiu o comportamento de cogar induzido por
cinamaldeido e capsaicina, demonstrando que TRPV1 e TRPA1 sdo
alvos de agdo deste extrato. A acdo do extrato aquoso das folhas de Acca
sellowiana sobre canais TRP, também foi evidenciada no capitulo 1
deste trabalho, quando estimulada a nocicep¢do em camundongos
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também por cinamaldeido e capsaicina. Isto mostra que tanto EBAAs-E
quanto EBAAs-BV parecem diminuir diretamente a ativagdo destes
canais. Ainda, EBAASs-E pode prevenir a ativagdo de PKC. PKC pode
ser ativada por receptores de SP (NKI1), histamina (H1 ¢ H4) e
receptores ativados por proteases (PAR-2 e PAR-4) e dai ativar canais
TRPV1 e Al. A inibi¢do de PKC pode diminuir a ativagdo de TRPV1 e
Al, diminuindo o comportamento de cocar. Além disso, canais TRPA1
sdo expressos em subgrupos de neurdénios do ganglio da raiz dorsal que
também expressam canais TRPV1 (UTA et al., 2010; SPAHN; STEIN;
ZOLLNER, 2014; PETER et al., 2017). Assim, ativacio de TRPV1 pode
ser um sinal ativador para TRPA1. Canais TRPA1 podem ser inativados
pela acdo do acido galico (TREVISAN et al., 2014), um dos compostos
fendlicos identificados por HPLC-DAD no EBAASs-E.

O prurido cronico ¢ um sintoma prevalente em varias doengas,
tais como doencas da pele, doengas sistémicas e disfun¢des metabolicas
(IKOMA et al., 2006; LUO et al., 2015; KANEHISA et al., 2017,
PEREIRA; STANDER, 2017; TSUDA, 2017) com poucos tratamentos
efetivos. Nos ultimos anos muitas pesquisas relacionadas aos
mecanismos envolvidos e substancias que possam aliviar este sintoma
estdo sendo desenvolvidas. Um dos modelos utilizados para o estudo de
prurido crénico, ¢ o modelo de pele seca, no qual se utiliza como agente
indutor de prurido espontdneo uma solucdo de acetona:éter e agua, por
isso conhecido também como modelo AEW. Apesar de ser um efetivo
modelo para o estudo de prurido cronico, pouco se sabe sobre os
mecanismos envolvidos na indu¢do de prurido por ele. Trabalhos
recentes sobre os mecanismos deste modelo, mostram que ndo ha
envolvimento de mastdcitos, mas ha participacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), PAR-2, canais TRPA1 e TRPV1 (AKIYAMA; 10DI
CARSTENS; CARSTENS, 2010; YU et al., 2016; ZHOU et al., 2017).
Zhou 2016, demonstrou que substancias antioxidantes sdo capazes de
diminuir a intensidade de prurido induzida por este modelo. O prurido
cronico esta associado a uma série de co-morbidades, como falta de
sono, depressdo e ansiedade reduzindo a qualidade de vida dos
individuos (PEREIRA; STANDER, 2017). Este trabalho avaliou o
modelo de pele seca no comportamento tipo ansioso e depressivo e as
alteragdes na concentragdo de citocinas e das enzimas antioxidantes e,
como estes parametros sdo afetados pelo tratamento com EBAAs-E. Este
trabalho mostra que o modelo AEW nao induz ao comportamento tipo
ansioso avaliado nos testes de campo aberto e teste de enconder esferas
de vidro, mas induz ao comportamento tipo depressivo avaliado no teste
de suspensdo pela cauda. O tratamento com o EBAAs-E ndo foi capaz
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de inibir a indu¢do do comportamento tipo depressivo dos animais do
grupo AEW, ndo possuindo, portanto, acdo antidepressiva quando
avaliado neste modelo e na dose de 3 mg/Kg. Quanto ao comportamento
tipo ansioso, quando avaliado no teste de campo aberto, os animais
tratados com o EBAAs-E, em doses repetidas, desenvolveram
comportamento tipo ansioso. Concordando com estes dados o extrato
nao apresentou nenhum efeito tipo ansiolitico quando avaliado no teste
de esconder esferas de vidro. Este efeito pode ser considerado um efeito
indesejado e que precisa ser melhor avaliado e estudado através de
outros modelos de comportamentos envolvidos com o SNC juntamente
com doses e tempos de administragdo do extrato.

Embora IL-17 esteja envolvida no mecanismo de pele seca em
dermatite atdpica e psoriase, o real papel desta citocina em doencas
alérgicas e da pele permanece indefinido (JIN et al., 2009; YANABA et
al., 2013; CAMPA; MENTER, 2016). Assim, foi avaliada a
concentracdo desta citocina no modelo de pele seca e o efeito do
tratamento com EBAAs-E sobre a mesma. O modelo de pele seca
causou a diminui¢do de IL-17 na pele e na medula espinal. O tratamento
com doses repetidas de EBAAs-E preveniu esta diminuicdo na medula
espinal, mas ndo na pele. O perfil de IL-10 na pele ou medula espinal no
modelo de pele seca também ndo é conhecido. Os resultados mostraram
diminui¢do desta interleucina na medula espinal, sem nenhuma acdo do
EBAASs-E sobre este efeito. A auséncia de aumento de IL-17, uma
citocina inflamatoria e a diminuicdo de IL-10, uma citocina
imunoreguladora, parece estar coerente com os trabalhos que indicam
que o modelo de pele seca ndo pode ser considerado um modelo de
inflamagdo classica. Além do mais, parece ndo haver envolvimento de
mastocitos e de histamina na indu¢do de prurido espontaneo observado
neste modelo (MIYAMOTO et al., 2002; GRIMBALDESTON et al.,
2007; NORTON et al, 2008; AKIYAMA; IODI CARSTENS;
CARSTENS, 2010; POLUKORT et al., 2016; YU et al., 2016). Assim,
os resultados apresentados indicam que ndo ha envolvimento de IL-17 e
IL-10 na indug@o de prurido no modelo de pele seca. Mais trabalhos
complementares sdo necessarios para o melhor entendimento da relagdo
deste modelo, tratamento com EBAASs-E e citocinas.

Ha descrigdo de aumento da densidade de fibras nervosas na pele
com o rompimento da barreira epidermal, como a que ocorre no modelo
de pele seca (SAKAGUCHI et al., 2017). Os resultados deste trabalho
ndo mostraram qualquer diferenca significativa na concentracdo de NGF
no modelo de pele seca. Da mesma forma, a concentracdo de NGF néo
foi afetada pelo tratamento com EBAAs-E.
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Um estudo recente mostrou que substancias antioxidantes podem
diminuir o comportamento de cogar induzido pelo modelo de pele seca
(ZHOU et al., 2017). Desta forma, a atividade das enzimas antioxidantes
da pele e medula foram medidas. O grupo AEW teve um fator
sifnificativo sobre SOD, CAT e GR na pele, ¢ para SOD e GPx na
medula espinal, indicando que a inducgdo de prurido por AEW tem um
fator relevante sobre a resposta antioxidante dos animais. Houve uma
tendéncia de aumento da atividade enzimatica na pele com sentido
oposto na medula espinal. Apesar da relevancia dos dados apresentados,
maiores estudos devem ser feitos para o melhor entendimento deste
modelo.

Exceto pela agdo preventiva sobre o aumento de CAT causada
pela aplicagdo de solucdo AEW, nenhum outro efeito do EBAASs-E foi
observado com relagdo as mudancas induzidas pelo modelo de pele seca.
Além disso, o tratamento com EBAAs-E ndo modificou a atividade de
nenhuma enzima antioxidante estudada, indicando que o estresse
oxidativo pode ndo ser a principal via de acdo do EBAASs-E sobre o
efeito de diminuir o comportamento de cogar dos animais no modelo de
pele seca. Novas avaliagdes da atividade enzimdtica em relagdo ao
tempo de medi¢do das mesmas devem ser realizadas para averiguagéo
deste possivel mecanismo de agdo.

O modelo de pele seca mostrou-se efetivo, ja que houve evidente
aumento do comportamento de cogar apds 6 dias de aplicagdo de solugdo
AEW. EBAAs-E, 3 mg/kg, praticamente aboliu o efeito deste modelo,
seja no tratamento agudo, administra¢@o Unica, uma hora antes da utima
aplicacdo de AEW, ou em doses repetidas (2 vezes ao dia, por 5 dias)
com a administragdo da Utima dose de EBAAs-E 18 horas antes da
ultima aplicacdo de AEW. Este efeito foi similar em machos e fémeas.

Os resultados da curva tempo resposta e do tratamento de doses
repetidas mostram que o EBAASs-E possui um efeito de agdo rapido e
duradouro.

A nitida resposta do EBAAs-E em modelos de prurido agudo ou
cronico incentiva uma pesquisa mais aprofundada deste efeito e
apresenta uma alternativa em potencial no desenvolvimento de drogas
antiprurido.

6.4 CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados da analise quimica de ambos os extratos

identificaram a presenga de compostos fendlicos na sua composicao.
Isto, aliado ao uso popular medicinal desta planta, instigou-nos a
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pesquisar uma possivel atividade biologica do EBAAs relacionado com
acdo anti-inflamatdria, analgésica e antiprurido, ja que, varios trabalhos
mostram a relagdo destes compostos com os efeitos citados.

Muitos produtos naturais apresentam um complexo perfil
farmacologico, ligando-se a um painel de receptores moleculares co-
relacionados ou ndo, dependendo das propriedades farmacocinética e
farmacodinamica destes compostos (PLUSKAL; WENG, 2017). Isto
parece acontecer com o EBAAs-BV ¢ EBAASs-E, ja que os mesmos
modulam o comportamento de nocicep¢ao e de cogar em camundongos
induzido por 4cido acético, SP, histamina e tripsina. Isto parece ser
explicado pela acdo inibitéria destes extratos sobre TRPV1, TRPAI1 e
TRPMS. A inibicdo de PKC pelo EBAAs-E limita a resposta de TRPV1
e TRPAI1, diminuindo o comportamento de cocar em camundongos
indicando a modulagdo do EBAASs-E nesta via de sinalizagdo. O claro
efeito antiprurido do EBAAs-E estimula estudos futuros na identificagio
de compostos ativos presentes neste extrato, além da investigacdo do
mecanismo de agdo envolvido neste efeito.

O evidente efeito antiprurido do EBAAs-E foi confirmado no
modelo cronico de prurido, modelo pele seca. A auséncia de resposta
deste extrato sobre atividade antioxidante e sobre a concentracdo de
citocinas indicam que este pode ndo ser o principal mecanismo de agdo
deste extrato. A acdo do extrato quando utilizados animais machos e
fémeas, mostram que a eficicia do EBAAs ¢ a mesma em ambos o0s
sexos dos animais.

Além disso, devido a similaridade de composi¢do quimica e de
acdo, sugere-se que a falta de acdo do EBAAs-BV sobre a indugdo de
dor por glutamato corrobora a ideia de que o extrato da planta Acca
sellowiana tem uma forte agdo antiprurido, desde que o glutamato inibe
o prurido por ativar interneurdnios inibitdrios no corno dorsal da medula
espinal, ativando a via nocicepetiva de dor (LIU et al., 2010; HAN;
DONG, 2014; KIDO-NAKAHARA et al., 2017). Isto, aliado a escassa
opgcao de tratamento disponiveis para prurido, e a auséncia de toxicidade,
abre caminho para novas pesquisas e caminhos na exploragdo da planta
Acca sellowiana como uma promissora medicagdo antiprurido.
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7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que os extratos EBAAs-Bv e -E
apresentam compostos fendlicos na sua composi¢do quimica, incluindo
catequina, epicatequina e acido galico e que as suas agdes bioldgicas nao
apresentam diferencas devido a condugao produtiva.

Pela primeira vez, foi apresentado o efeito antinociceptivo e
antiprurido em modelos animais. Estes parecem estar relacionados a
acdo moduladora dos EBAAs sobre canais ionicos do tipo TRPAL,
TRPV1, TRPMS, bem como sobre a ativagdo de PKC. Isto justificaria a
acdo inibitoria sobre a indugdo de dor e de prurido quando induzidos por
acido acético, SP, histamina e tripsina.

A inibicdo do comportamento de cogar no prurido crénico pode
estar relacionado aos mesmos mecanismos envolvidos na inibi¢do do
prurido agudo, ja que os niveis de citocinas e das defesas antioxidantes
ndo foram alterados com o uso de EBAAs-E. Nao apresenta toxicidade,
mas parece apresentar um efeito indesejado importante, ansiogénico.
Parece ndo apresentar atividade antidepressiva em baixas concentragdes.

O modelo de prurido cronico de pele seca induz ao
comportamento tipo depressivo e diminui os niveis de IL-10 e IL-17 na
medula espinal e IL-17 na pele.

Estes resultados trazem novas evidéncias cientificas que
sustentam a prética etnofarmacoldgica e o potencial bioativo da planta
Acca sellowiana. Além disso, refor¢am a continuidade dos estudos dos
efeitos desta planta para um possivel desenvolvimento de fitocosméticos
e fitoterapicos com propriedades antinociceptivas e antiprurido.
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ANEXO 2- CERTIFICADO DA CEUA

&
%" Universidade Federal Comisséo de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais !

UFSC

CERTIFICADC

Certificarmos que a proposta intitulada "Avaliacdo do efeito analgésico e antipruridogénice de Acca sellowiana, planta nativa do
planalto catarinense ", protocolada sob o CEUA n 8581050417, sob a responsabilidade de Adair Roberto Soares dos Santos 2
eqtipe; Rosane Schenkel de Aguino - que envelve a produgidc, manutencgac efou utilizagde de animais pertencentes ao file
Chordata, subfile Vertebrata {exceto o hamem), para fins de pesquisa dentifica ou ensing - estd de acorde com os preceitos da Lei
11.794 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem come com as normas editadas pelo Conselho
Macienal de Controle da Experimentacio Animal {CONCEA), e fol aprovada pela Comissie de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina {CEUAMUFSC) na reuniao de 05/05/2017.

We certify that the proposal "Evaluation of analgesic and anti-itch effect of Acca sellowiana, catarinense plateau native plant”,
utilizing 700 Heterogenics mice {males and females), protocol number CEUA 8581050417, under the responsikility of Adair
Roberto Soares dos Santos and feam; Rosane Schenkel de Aguing - which involves the production, maintenance and/for use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation {CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Catarina {CEUAJUFSC) in the meeting of 05/05/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 05/2017 a 1212017 Area: Farmacologia

Origem: Bictérie Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexe: Machos e Fémeas idade: 1 a3 meses N: 700
Linhagem: Mus muscullus [] linhagem: Swiss Peso: 15a60g

Resumo: Dor e coceira estde intimamente relacionados. Ambas sdc aversivas, mas possuem comportamentos distintos: dor
provoca uma resposta de isolamento, de quietude e a coceira provoca o desejo e uma resposta ativa de cogar (LUO et al., 2015).
Dor € definida pela Associagao Internacional para o estude da dor {International Asscciation for the Study of Pain - IASP) como
Juma experiéncia sensorial e emedonal desagraddvel associada com real ou potencial dano tecidual[]. Ceceira foi definida hd mais
de 340 anos pele médico alemae Samuel Hafenreffer come "uma sensacac desagradavel que provoca o desejo ou reflexe de
cocar', sende valida até os dias atuais. Elas sdo iniciadas por ativacdo de neurbnics sensoriais primarios por peptideos,
neurctransmissores e citocinas e envelvem canais idnicos em comum, tais como os receptores de potendal transitdrios {TRPs).
Transdugdo e geracac de sensactes de dor e coceira envolvem muitas moléculas, células e circuitos neurais em indmeros niveis da
periferia para a medula espinhal e o cérebro. Os mecanismos e mediadores envolvidos na dor e pruride tém sido alve de muitos
estudes, bem como substincias que diminuam, inibam a conducio destes estimulos nociceptives. Entre esses estudos, destacam-
se as substancias naturais, ceme as plantas, que sdo utilizadas por milénios no tratamento de enfermidades, com ou sem
comprovagdo dentifica. Contude, muitos compostes naturais testados ainda ndo foram considerades substdncias ideais devido aos
efeitos adversos causados ou, por sua limitada efetividade. O Planalte Serranc Catarinense, apesar da intensa exploracdo por
madeireiras, possui uma flora nativa diversificada e pouco explorada (Lorenzini, 2006). Dentre as plantas citadas por Amorim,
2010, a goiaba serrana {Acca sellowiana), & um exemplo de espécie ainda pouco explorada entre as plantas nativas subsistentes e
gue sdo utilizadas pepulammente no tratamento de enfermidades da populagic local. Sendo assim, esta pesquisa tem por finalidade
verificar se o extrato brute aqueso da planta Acca sellowiana, possui atividade analgésica e antipruritogénica {antinociceptiva)
utilizando para isto, modelos e testes comportamentais cl3ssices de dor e pruride. Além disso, realizar testes bioquimices na
tentativa de entender o mecanisme de agao deste extrato. Palavras-chave: Plantas medicinais; Acca sellowiana, dor, prurido,
coceira, TRP's, Proteina cinase C, ASICs, tripsina, histamina, substancia P.

Local do experimento: Laboratdrios do LANDI e LAMEB

Floriandpolis, 05 de junhe de 2017

Rua Desembargadar vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - FloriantpolisiSanta Catarina-5C CEP: B3040-400 - tek 55 (48) 3721-6003 / fax: -
Horério e atengimentn: 27 a 67 das Bh 3c 12h & dax 14n 35 180 : E-mail: CEUA. prOpesq@Contatn. ufsc.br
CEUA N 8581050417
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