
Rosane Schenkel de Aquino 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Efeitos antinociceptivo e antiprurido do extrato bruto aquoso obtido 
das folhas da planta Acca sellowiana em camundongos. 

 
 
 
 
 
 

Tese submetida ao Programa de 
Neurociências da Universidade Federal 
de Santa Catarina para a obtenção do 
Grau de doutor em Neurociências. 

Orientador: Prof. Dr. Adair Roberto 
Soares dos Santos. 

. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Florianópolis 
2018 



Ficha de identificação da obra elaborada pelo autor,
 através do Programa de Geração Automática da Biblioteca Universitária da UFSC.

Aquino, Rosane Schenkel de 
   Efeitos antinociceptivo e antiprurido do extrato
bruto aquoso obtido das folhas da planta Acca
sellowiana em camundongos / Rosane Schenkel de 
Aquino ; orientador, Prof. Dr. Adair Roberto Soares
dos  Santos, 2018.
   140 p.

   Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciências da Saúde, Programa de
Pós-Graduação em Neurociências, Florianópolis, 2018.

   Inclui referências. 

   1. Neurociências. 2. Acca sellowiana. 3.
polifenóis. 4. antinociceptivo, antiprurido. 5. TRP,
PKC, AEW. I. Santos, Prof. Dr. Adair Roberto Soares
dos . II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pós-Graduação em Neurociências. III.
Título.







DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Este trabalho é dedicado aos meus 
filhos, Amanda e Arthur, e aos meus 
pais, Hélio e Eneita, companheiros de 
todas as horas. 





AGRADECIMENTOS 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Adair Roberto Soares dos Santos, 
por acreditar no meu projeto, ter me recebido em seu laboratório e por 
seus ensinamentos. 

Ao IFSC pelo afastamento concedido para a realização do 
doutorado. 

À equipe do LANDI, por todas as horas de apoio, de conversas, 
de discussões e de alegria dispensadas ao longo destes quatro anos. 
Ficarão guardados no meu coração.  

Ao Aledson, Fernanda, Gleici e Rholi parceiros de experimentos, 
de biotério e AMIGOS.  

Ao Marcos, Clécio e Marcelo que prontamente auxiliaram na 
minha reabilitação. 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em 
Neurociências, pela dedicação e a busca pela excelência em tudo que 
fazem. 

Ao Nivaldo, pela ajuda, cordialidade e atenção com que trata os 
alunos.  

Ao professor Dr. Louis Pergaud Sandjo e Fabiano Cleber 
Bertoldi, pela análise dos extratos. 

Aos companheiros do LABDEF que ajudaram na realização deste 
trabalho. 

As minhas amigas Camila e Karine, pelas risadas, cafés e 
desabafos. 

Ao aluno Jefferson pela obtenção do extrato, dedicação e 
amizade. 

Aos pesquisadores da EPAGRI, Murilo e Sadi pelo incentivo e 
colaboração para a realização deste trabalho. 

Aos meus amigos Ana Paula e Michael, pelo incentivo e apoio em 
todas as horas. 

Aos meus tios Ilena e Solon, aos primos Gabriel, Renata e Katize, 
pelo companheirismo e carinho. 

Aos meus queridos e amados irmãos, Christian e Ronald, e as 
cunhadas Flavia e Mireli. Várias etapas foram vencidas nestes últimos 
quatro anos. Amo vocês! 

Aos meus filhos, Amanda e Arthur pelo dia-a-dia e amor. Deixarei 
vocês por aqui, mas ainda seremos os “Três Mosqueteiros”.  

Ao Alcir, pelo carinho, amor, companheirismo e dedicação. “Você 
me faz tão bem....TÃO BEM!” 

Aos meus pais, Hélio e Eneita, pelo amor, confiança e apoio. 



Mais uma etapa vencida e o mais importante, juntos! 
À DEUS, minha fonte eterna de força e fé.  



RESUMO 

No Planalto Serrano de Santa Catarina, Brasil, chá de folhas de Acca 
sellowiana (Berg.) (Myrtaceae), conhecida como Feijoa sellowiana 
(Berg.) ou guava, é usado na medicina popular para o tratamento de dor 
de garganta, gastroenterite, diarreia e problemas estomacais. Este 
trabalho se propôs a investigar os componentes químicos, 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 Agropecuária e 
Extensão Rural de Santa Catarina, Lages, SC (EBAAs-E). A análise 
química dos extratos mostrou que os mesmos são compostos por uma 
mistura de polifenóis e sesquiterpenos. Os testes toxicológicos dos 
extratos com Artemia salina e do EBAAs-E em camundongos Swiss 
segundo guia 407 da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 
Econômico (OECD) não demonstraram nenhuma toxicidade. O 
tratamento intragástrico (i.g.) com EBAAs-BV e EBAAs-E (1-30 
mg/kg) reduziu significativamente a nocicepção causada pelo ácido 
acético em camundongos. A dose de 30 mg/kg, i.g. do EBAAs-BV foi 
capaz de diminuir a nocicepção causada por capsaicina, cinamaldeído e 
mentol, mas não por glutamato e salina ácida (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 coçar causado por 
substância P, tripsina e histamina. O tempo (30 min) e concentração de 
capsaicina (2.5 g/site) e cinamaldeído (750 nmol/site) foram definidos 
como novos protocolos de prurido, nos quais EBAAs-E foi capaz de 
diminuir o comportamento de coçar dos animais. EBAAs-E reduziu o 
comportamento de coçar desencadeado por forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA), um ativador de PKC. Assim, o efeito antiprurido deste 
extrato possivelmente envolva a ação do mesmo sobre receptores NK-1, 
PAR-2/PAR-4, H1/H4, TRPV1 e TRPA1 e, também de PKC. O 
tratamento agudo e de doses repetidas com o extrato EBAAs-E foi capaz 
de diminuir significativamente o prurido crônico induzido pelo modelo 
de pele seca. Citocinas (IL-10, IL-17), fator de crescimento neuronal 
(NGF), e a atividade das enzimas antioxidantes (superóxido dismutase, 
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase), na pele e medula 
espinal não parecem estar associados ao efeito antiprurido do EBAAs-E 
no modelo de pele seca. O comportamento tipo depressivo está 
associado ao modelo de pele seca, mas não o tipo ansioso. Tratamento 
com doses repetidas de EBAAs-E não 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 ação do EBAAs sobre dor e prurido em 
camundongos e seus possíveis mecanismos de ação. Estas ações aliadas 
a ausência de toxicidade tornam a planta Acca sellowiana uma promessa 
no desenvolvimento de um novo fitoterápico e contribui na validação e 
valorização do conhecimento etnofarmacológico das plantas medicinais 
do Sul do Brasil. 

Palavras chaves: Acca sellowiana, polifenóis, 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 (TRPM8 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 g/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 TRPA1 
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. INTRODUÇÃO 

1.1 PLANTAS MEDICINAIS 

O uso de produtos naturais, principalmente de plantas com 
propriedades farmacológicas é uma forma tradicional de tratamento no 
mundo todo (DUTRA et al., 2016). De acordo com a Organização 
Mundial da Saúde (OMS), (WHO, 2010) este tipo de tratamento inclui 
conhecimento, competência e práticas baseadas em teorias, crenças e 
experiência em diferentes situações. Utilizam-se plantas ou partes das 
mesmas, contendo substâncias ativas, capazes de preservar, modular ou 
ativar processos fisiológicos, com aplicação na prevenção, diagnóstico e 
tratamento de doenças físicas e/ou mentais (DUTRA et al., 2016; 
PLUSKAL; WENG, 2017; ZUNIC; SKRBO; DOBRACA, 2017). 
Tradicionalmente, os países orientais as utilizam por milênios, sendo que 
no ocidente, muitos países também já procuram na natureza o tratamento 
primário das enfermidades devido ao alto custo dos medicamentos e a 
baixa renda familiar, principalmente nos países em desenvolvimento 
como o Brasil, onde 66% da população não tem acesso a medicamentos 
industrializados (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012; MAZZARI; 
PRIETO, 2014; ALONSO-CASTRO et al., 2017).  

Na tentativa de comprovar a existência ou não das ações 
farmacológicas das plantas ditas medicinais utilizadas pela população, a 
sociedade científica tem se aproximado da sociedade em geral, tentando 
gerar dados que ajudem a corroborar o uso popular e promover a 
utilização de novas práticas de prevenção e tratamento das enfermidades 
que assolam o mundo atual (MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUE, 
2013; COLALTO, 2017; LUNDSTROM; PHAM; DINH, 2017). Assim, 
a partir de levantamentos etnobotânicos, as plantas são identificadas, 
suas partes vegetais e usos são conhecidos, divulgados para outras 
categorias de cientistas, que então as selecionam para objetos de 
pesquisa nas subáreas de atuação (HEINRICH, 2002; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012). Várias plantas, ditas medicinais, já foram 
testadas e, a partir da comprovação dos seus efeitos biológicos se 
iniciaram estudos sobre suas substâncias ativas (HEINRICH, 2002; 
TROJAN-RODRIGUES et al., 2012; MEDEIROS; LADIO; 
ALBUQUERQUE, 2013; DUTRA et al., 2016). Diversas pesquisas 
estão sendo realizadas visando o entendimento das doenças e ao mesmo 
tempo em busca de novos fármacos que apresentem ações específicas 
com menor risco durante o tratamento (CORRÊA; 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 é influenciada pela enorme 
diversidade botânica junto a pluralidade ética e cultural brasileira. O 
conhecimento indígena, a colonização africana, europeia, asiática e de 
outros povos latino-americanos introduziram novas cultivares medicinais 
e o conhecimento sobre o uso das mesmas (BALBANI, 2009; DUTRA 
et al., 2016). A migração urbana/rural/urbana também contribui para a 
diversidade de conhecimentos e perpetuação de conhecimentos 
populares sobre o uso das plantas medicinais (ABREU et al., 2015). O 
aspecto cultural de cada região é importante quando se trata de medicina 
tradicional/popular, pois é comum a variação de nomes, formas de 
preparação, partes das plantas a serem utilizadas e o uso de diferentes 
plantas para a mesma doença, pela população local (BALBANI; SILVA; 
MONTOVANI, 2009; MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUE, 2013; 
FERREIRA JÚNIOR et al., 2016). 

O DECRETO Nº 5.813, de 22 de junho de 2006, do governo 
federal do Brasil, aprovou e instituiu a Política Nacional de Plantas 
Medicinais e Fitoterápicos, a qual se constitui em parte essencial das 
políticas públicas de saúde, meio ambiente, desenvolvimento econômico 
e social como um dos elementos fundamentais de transversalidade na 
implementação de ações capazes de promover melhorias na qualidade de 
vida da população brasileira (MAZZARI; PRIETO, 2014). 

As ações decorrentes da Política, manifestadas no Programa 
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) são 
imprescindíveis para: a melhoria do acesso da população aos 
medicamentos; à inclusão social e regional; ao desenvolvimento 
industrial e tecnológico; à promoção da segurança alimentar e 
nutricional, além do uso sustentável da biodiversidade brasileira e de sua 
valorização; e valoração e preservação do conhecimento tradicional 
associados às comunidades tradicionais e indígenas (BRASIL, 2009, p. 
140). A relação nacional de plantas medicinais de interesse ao SUS 
(RENISUS) é fruto de ação desta política, pois promoveu a inserção dos 
fitoterápicos no SUS (OSHIRO et al., 2016). A RENISUS contém 71 
espécies de plantas medicinais, a maioria não nativas do Brasil, as quais 
já eram utilizadas nos serviços de saúde estaduais e municipais, com 
comprovação de eficácia por meio de estudos etnofarmacológicos e 
estudos científicos (MAZZARI; PRIETO, 2014; OSHIRO et al., 2016). 
Esta relação objetiva o desenvolvimento de toda cadeia produtiva 
relacionada à regulamentação, cultivo, manejo, produção, 
comercialização e dispensação de plantas medicinais (em especial as 
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nativas) e fitoterápicos e orientar estudos e pesquisas que possam 
subsidiar a elaboração da RENAFITO (Relação Nacional de Plantas 
Medicinais e Fitoterápicos). Das 71 espécies de plantas presentes na 
RENISUS, 12 já integram a relação nacional de medicamentos 
essenciais (RENAME), fruto de pesquisas relacionadas a comprovação e 
sistematização de informações científicas e publicações na área de 
medicamentos e insumos estratégicos para o SUS (BRASIL, 2012). A 
Rename é uma lista de medicamentos que deve atender às necessidades 
de saúde prioritárias da população brasileira. Essa seleção de 
medicamentos essenciais é proposta da OMS como uma das estratégias 
da sua política de medicamentos para promover o acesso e uso seguro e 
racional de medicamentos.  

No bioma da floresta Atlântica e dos Pampas, espécies exóticas 
são mais utilizadas do que espécies nativas. Isto pode ser explicado pela 
colonização europeia nestes locais, bem como pela influência da escola 
europeia na formação acadêmica de nossos profissionais da saúde e dos 
pesquisadores ao longo da nossa história (MAZZARI; PRIETO, 2014; 
DE MEDEIROS et al., 2017). O Brasil é o país 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 e o mercado de fitoterápicos representa menos de 
5% do mercado de medicamentos no Brasil (SIMÕES, 2004; DUTRA et 
al., 2016). Estes dados demonstram claramente a necessidade de 
investimentos em pesquisa de fitoterápicos pertencentes às espécies da 
flora nacional, ditas nativas dos nossos biomas (CARVALHO et al., 
2008; MIOTO, 2010). A região do Planalto Serrano Catarinense possui 
uma cultura muito rica em relação à utilização de plantas medicinais em 
seu cotidiano, porém ainda carecendo de estudos mais detalhados sobre 
suas aplicações, princípios ativos e mecanismos de ações (AMORIM, 
2010).  

1.2 Acca Sellowiana  

No planalto serrano catarinense é comum o uso de plantas 
medicinais pela população local sendo conhecida como “medicina 
campeira”. Estudos sobre estas plantas e suas aplicações estão sendo 
desenvolvidos por instituições de ensino e pesquisa do estado com o 
objetivo de comprovar o seu uso medicinal e implantá-las em sistemas 
produtivos da região. A utilização das mesmas no desenvolvimento de 
sistemas produtivos de base ecológica é uma alternativa interessante 
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para o produtor do ponto de vista econômico, social e ambiental. Com o 
uso medicinal é possível agregar renda na produção, resgatar a cultura 
popular e preservar a biodiversidade regional. Entre as espécies com uso 
popular, que atende ao sistema produtivo da região, podemos citar a 
Acca sellowiana, utilizada na medicina campeira, mas sem comprovação 
dos efeitos biológicos da planta cultivada na região. A Acca sellowiana 
(goiaba serrana) pertence à família Myrtaceae. Grande parte das espécies 
pertencentes a esta família, apresenta atividade biológica comprovada, 
destacando-se as atividades anti-reumática, 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 herbário, coletado pelo botânico Friedrich Sellow, no 
Rio Grande do Sul, em 1819. Popularmente, é conhecida por goiabeira 
serrana, goiabeira do mato, goiabeira do campo, goiabeira-abacaxi, araçá 
do rio grande, goiaba-silvestre, “guayabo” e internacionalmente por 
feijoa (VELHO, 2009). É nativa do planalto meridional brasileiro e 
nordeste do Uruguai. No Sul do Brasil, a espécie mostra-se adaptada às 
condições de clima frio, ocorrendo com maior frequência em áreas com 
altitudes superiores a 800 m (AMARANTE; SANTOS, 2011). É uma 
árvore de baixo porte, com frutos de formato arredondados a oblongos, 
de casca de cor verde, de aspecto liso à rugoso, com polpa de cor gelo, 
de sabor doce-acidulada (Figura 1). A maturação da goiaba serrana se dá, 
na serra catarinense, entre fevereiro e maio (AMARANTE; SANTOS, 
2011). Os frutos possuem grande potencial comercial, devido às suas 
propriedades organolépticas (WESTON, 2010; AMARANTE; SANTOS, 
2011). O fruto da goiabeira serrana é rico em iodo, fibras, vitamina C, 
ácido cítrico e sais minerais (BOHNEBERGER, 2009; WESTON, 
2010). 
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Figura 1 – Planta Acca sellowiana. 

 
 
 
 
 
 

Legenda: Imagem do porte da arvóre, 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. 

Há relatos do uso popular de folhas desta planta como 
antitussígeno na Índia, e na China como anti-inflamatório e agente 
hemostático, vasoconstritor (IHA et al., 2008). A população da serra 
catarinense cita o uso de infusão ou decocção das folhas da planta no 
combate de diarreias, infecção intestinal, feridas, hemorragias, dores de 
garganta, problemas de estômago e anemia (BOHNEBERGER, 2009; 
AMORIM, 2010; SOUZA et al., 2011).  

Dentre os poucos trabalhos científicos existentes sobre a A. 
sellowiana e seus efeitos biológicos, destacam-se os que utilizam 
extratos metanólicos e cetônicos de frutos (principalmente) e de folhas, 
descritos na tabela abaixo:  
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Tabela 1 - Trabalhos científicos sobre a atividade biológica de extratos da planta 
Acca sellowiana.   

Material 
planta 

Substância 
extratora 

Efeito Biológico Referência 
bibliográfica 

Fruto Água Antimicrobiano e 
antioxidante (bactérias gram 
positivas e negativas; 
leucócitos humanos) 

VUOTTO, et al., 
2000 

Fruto Acetona Anticancerígeno (cultura de 
células) 

BONTEMPO et. 
al., 2007 

Fruto Acetona Antiinflamatório (cultura de 
células) 

ROSSI, et. al., 
2007 

Fruto Acetona Antibacteriano e antifúngico 
(bactérias Gram positivas / 
negativas e leveduras) 

BASILE et. al., 
2010 

Fruto Metanol Hepatoproteção (fígado 
isolado) 

KARAMI; 
SAEIDNIA; 
NOSRATI, 2013 

Folhas Metanol e 
água 

Nefroproteção 
(camundongos albinos) 

KARAMI et al., 
2014 

Fruto Água Antiinflamatória (ratos 
Wistar e neutrófilos 
humanos) 

MONFORTE et. 
al., 2014 

Fruto e 
folhas 

Metanol Antidepressiva 
(camundongos albinos) 

MAHMOUDI et. 
al., 2015 

Folhas Aquoso Antifúngica  MACHADO et 
al., 2016 

Frutos Acetona Antioxidante e aumento 
atividade dissacaridases 
(células intestinais) 

TURCO et al., 
2016 

Fonte: A autora (2018) 

Estudos fitoquímicos destes extratos citam a presença de terpenos, 
saponinas e de compostos fenólicos (LAPČÍK et al., 2005; MACHADO 
et al., 2016). Estas substâncias são provenientes do metabolismo 
secundário das plantas, sendo as principais responsáveis pelas ações 
biológicas descritas no uso medicinal (RUBERTO; TRINGALI, 2004a; 
TUNCEL; YILMAZ, 2015; UPADHYAY; DIXIT, 2015; ALTEMIMI et 
al., 2017). Sabe-se que as condições climáticas regionais, tais como 
temperatura, luminosidade e altitude, aliadas às condições edáficas 
encontradas no solo, como pH, disponibilidade de nutrientes e umidade, 
influenciam no rendimento e na qualidade destas substâncias (BASER; 
BUCHBAUER, 2009; SILVA et al., 2014), justificando um trabalho 
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interdisciplinar nas pesquisas científicas e de desenvolvimento de novos 
produtos para a saúde (ROUFOGALIS; CONIGRAVE; STREHLER, 
2013; ATANASOV et al., 2015; DUTRA et al., 2016; COLALTO, 2017; 
LUNDSTROM; PHAM; DINH, 2017).  

Os compostos fenólicos, fenóis simples ou polifenóis, são os 
maiores constituintes de plantas e são consumidos por humanos em 
comidas e bebidas. Os fenóis livres parecem ser rapidamente absorvidos 
pelo trato gastrointestinal humano, contudo fenóis pouco solúveis ou 
insolúveis requerem maior metabolismo antes da absorção (MEYDANI, 
2009). Considerados moléculas potentes, os polifenóis têm recebido 
destacada atenção por suas significantes funções biológicas, pois 
possuem vários alvos celulares e podem ser usados para o tratamento de 
diversas doenças, entre elas, doenças inflamatórias e pruridogênicas 
(ALTEMIMI et al., 2017; GANZERA; SHARMA et al., 2017; STURM, 
2018).  

A Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa 
Catarina (Epagri) e instituições de ensino da região 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 extensão no 
resgate das tradições regionais através do levantamento etnobotânico e 
no incentivo ao cultivo das plantas nativas da serra catarinense. O 
cultivo da Acca sellowiana é um exemplo deste trabalho, onde a seleção 
genética de plantas de alta produtividade, frutos mais adocicados e 
plantas de menor altura foram destinadas a implementação de produção 
de pequena a média escala com o objetivo comercial e pulverização da 
produção além da região local. Em 2014, registrou-se 15 pequenos 
produtores destes frutos, os quais cultivaram 9,4 hectares de área total, 
com produção de 62.2 toneladas/ano, preço venda ponderado/Kg de R$ 
3,51 (GOULART JÚNIOR; MONDARDO; REITER, 2017). A agência 
de desenvolvimento regional (ADR) de Lages apresenta situação inferior 
à média do Estado de Santa Catarina, tanto em relação a índices de 
desenvolvimento humano municipal (IDHM) quanto ao índice de 
vulnerabilidade social (IVS). Tanto o produto interno bruto (PIB) per 
capita quanto a renda domiciliar per capita são inferiores às médias de 
Santa Catarina, ocupando a 27ª e 21ª posição, respectivamente, dentre as 
36 regiões do estado (SECRETARIA DE PLANEJAMENTO DE 
SANTA CATARINA, 2016). Levando isso em consideração, o cultivo da 
A. sellowiana, pode ser mais uma alternativa de renda para pequenas e 
médias propriedades rurais desta região. 
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1.3 TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS 

A valorização do conhecimento popular sobre plantas medicinais 
e a busca da vida saudável, elevou em 10,5% o uso de fitoterápicos nos 
últimos cinco anos (TABACH; RAVASI, 2012). Ao mesmo tempo houve 
aumento do número de casos de reações adversas causado pelo consumo 
dos mesmos, já que as plantas medicinais são consideradas desprovidas 
de toxicidade (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008; MAZZARI; 
PRIETO, 2014). Apesar da sensação de segurança, os efeitos tóxicos 
apresentados pelas mesmas são tão graves quanto os causados pelos 
medicamentos convencionais, sendo considerado um problema de saúde 
pública.  

Plantas medicinais podem desencadear efeitos indesejáveis 
devido a seus próprios constituintes, por presença de contaminantes 
químicos ou biológicos, interações com outros medicamentos ou 
alimentos, ou ainda relacionados a características intrínsecas ao paciente 
(idade, sexo, condições fisiológicas, características genéticas (WHO, 
2004; ALONSO-CASTRO et al., 2017). Os principais efeitos tóxicos 
são: náuseas e vômitos, dermatite, queimadura de pele, gastrite, dor 
abdominal, hepatotoxicidade, diarréia severa, aborto, cardio e 
nefrotoxicidade, entorpecimento, tontura e alucinações (ALONSO-
CASTRO et al., 2017). Outro risco associado ao uso das plantas 
medicinais é o uso do etanol como solvente, podendo trazer riscos à 
saúde quando utilizados em crianças, gestantes, lactantes, pacientes com 
distúrbios hepáticos e dependentes em álcool (ANVISA, 2009; 
BALBINO; DIAS, 2010). 

Erros de diagnóstico, identificação incorreta de espécies de 
plantas medicinais e uso diferente da forma tradicional podem ser 
perigosos, levando a superdose, inefetividade terapêutica e reações 
adversas (WHO, 2002). Além disso, o desconhecimento médico sobre os 
efeitos e riscos de uso das plantas medicinais, aliados a descrença por 
parte da população do risco associado a este tratamento, dificultam a 
identificação dos eventos adversos das mesmas (BALBINO; DIAS, 
2010). Um terço das notificações de eventos adversos refere-se a plantas 
medicinais ou seus derivados, sem registro na ANVISA, evidenciando a 
existência de uma ampla rede de distribuição de difícil controle e de 
conhecimento associado à população local (BALBINO; DIAS, 2010).  

Após o reconhecimento do risco e do uso incontrolável das 
plantas medicinais em conjunto com outros medicamentos, a OMS, em 
2004, publicou o “Guia de monitoramento seguro de plantas medicinais 
em sistemas de farmacovigilância” (do inglês “Guidelines on safety 
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monitoring of herbal medicines in pharmacovigilance systems”), o qual 
dá orientações sobre o registro das plantas medicinais em um sistema 
único facilitando a troca de informações entre os países membros da 
OMS (WHO, 2004; MAZZARI; PRIETO, 2014). Além disso, A OMS 
criou um guia estratégico de políticas públicas 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 
construção de conhecimento base para formulação de políticas 
nacionais, legislações que garantem segurança, qualidade e eficácia de 
medicamentos tradicionais e a integração da medicina tradicional no 
sistema de saúde (OSHIRO et al., 2016). 

Seguindo esta linha e devido a escassez de pesquisas sobre a 
avaliação da segurança e controle da comercialização das plantas 
medicinais no Brasil (JUNIOR et al., 2005), a ANVISA publicou e 
atualizou uma série de resoluções de diretoria colegiada (RDC) sobre 
este item. Além da RDC n° 26/2014, outras normas complementam as 
orientações quanto ao registro de medicamentos fitoterápicos e produtos 
tradicionais fitoterápicos, tais como: a RDC nº 66/2014, ateração do 
Anexo IV da RDC nº 26/2014; a instrução normativa (IN) nº 02/2014, 
publicação da "Lista de medicamentos  fitoterápicos de registro 
simplificado" e da "Lista de produtos tradicionais fitoterápicos de 
registro simplificado", atualizada pela IN 10/14; a IN nº 04/2014, que 
determina a publicação do Guia de orientação para registro de 
Medicamento Fitoterápico e registro e notificação de Produto 
Tradicional Fitoterápico; a IN nº 05/2014 e RDC n° 38/2014, 
relacionada ao Histórico de Mudanças do Produto e o prazo de análise 
das petições pós-registro de medicamentos fitoterápicos e produtos 
tradicionais fitoterápicos (ANVISA, 2015) e, as RDC N° 105, de 31 de 
agosto de 2016 e RDC Nº 93, de 12 de JULHO de 2016 que alteram a 
RDC nº 26/2014, no quesito análises de resíduos agrotóxicos ou 
produção orgânica e prazo de avaliações (ANVISA, 2016a, 2016b). 
Estas resoluções, tentam promover a entrada de medicamentos 
fitoterápicos ou drogas vegetais com segurança, eficácia e qualidade, no 
mercado brasileiro.  

Aliado a existência de regulamentações e leis, treinamento dos 
profissionais de saúde, campanhas educativas e maior integração entre 
registro, inspeção e farmacovigilância são necessárias para minimizar os 
riscos do uso de plantas medicinais no Brasil. Além disso, é 
imprescindível que trabalhos científicos incluam dados quanto a 
toxicidade, auxiliando assim, na rede de informações sobre as plantas 
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medicinais brasileiras, trazendo segurança para os usuários e os 
profissionais da área da saúde.  

1.4 INFLAMAÇÃO, DOR E PRURIDO 

A inflamação é um processo imunológico complexo pelo qual o 
corpo responde a um estímulo por bactérias, vírus ou a agentes químicos 
ou físicos (CHIU, 2017; JULIER et al., 2017).  

A ativação da resposta imune inata é mediada por fagócitos num 
processo finamente regulado. São os fagócitos teciduais que primeiro 
detectam qualquer perturbação imune através de seus receptores 
(GRAYFER; HODGKINSON; BELOSEVIC, 2014). A produção de uma 
cascata de eventos celulares locais e no Sistema Nervoso Periférico 
(SNP), incluem a ativação de vários tipos celulares tais como, linfócitos 
T, monócitos, células dendríticas, neutrófilos e mastócitos (GRAYFER; 
HODGKINSON; BELOSEVIC, 2014; JULIER et al., 2017), os quais 
liberam mediadores inflamatórios, neurotransmissores e neuropeptídios 
integrando o sistema nervoso periférico (SNP), através dos nervos 
periféricos/gânglio dorsal da medula espinal e sistema nervoso central 
(SNC) (WHITE; BHANGOO; MILLER, 2005; DINAKAR; 
STILLMAN, 2016), conduzindo a percepção de dor e prurido 
(DINAKAR; STILLMAN, 2016; LUO et al., 2015). 

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

A dor é a causa mais comum de queixa na clínica médica. Tanto a 
dor aguda quanto a crônica causam desajuste econômico e social. Perda 
de horas de trabalho, excedendo 50 milhões em faltas de dias de 
trabalho, geram perda de produtividade e aumento de custo de produção. 
O custo total direto e indireto da dor excede o custo das principais 
doenças: cardiovascular, neoplasia e intoxicação. É a causa mais comum 
de incapacidade e de muitas co-morbidades associadas a ela. Entre as co-
morbidades estão o uso e abuso de opióides (dependência), depressão, 
escassas relações sociais e dificuldades financeiras (DINAKAR; 
STILLMAN, 2016).   

Dor é definida pela Associação Internacional para o estudo da dor 
(International Association for the Study of Pain - IASP) como “uma 
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experiência sensorial e emocional desagradável associada com real ou 
potencial dano tecidual”. A dor é gerada em reposta a um estímulo 
tecidual danoso e é essencial para a manutenção ou integridade física 
(FOSTER et al., 2015). Sinais dolorosos gerados pelo dano tecidual são 
detectados por nociceptores, os quais conduzem os sinais para o SNC 
transmitindo a experiência sensorial e emocional desagradável 
(VALTCHEVA et al., 2015; DINAKAR; STILLMAN, 2016). 

Prurido foi definido há mais de 340 anos pelo médico alemão 
Samuel Hafenreffer como "uma sensação desagradável que provoca o 
desejo ou reflexo de coçar", sendo válida até os dias atuais (HAN; 
DONG, 2014; LAMOTTE; DONG; RINGKAMP, 2014). O prurido é 
aliviado pelo ato de coçar e serve como auto-proteção contra algum 
agente externo, quando na forma aguda. Ela existe transversalmente 
entre as espécies, desde pássaros até humanos (KITTAKA; 
TOMINAGA, 2017; KOCH; ACTON; GOULDING, 2018; PLUSKAL; 
WENG, 2017; TSUDA, 2017). Evidências recentes indicam a existência 
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 são fibras C não mielinizadas, com a presença de 
receptores Mas relacionado acoplado a proteína G (Mrgprs, do inglês 
Mas-related G protein–coupled receptors) e fibras Aδ mielinizadas, com 
a presença do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e/ou 
Substância P (SP) (HAN; SIMON, 2011; CHUQUILIN; ALGHALITH; 
FERNANDEZ, 2016; KOCH; ACTON; GOULDING, 2018). Estas 
fibras nervosas usam sinais elétricos, potenciais de ação, para conduzir 
informações nocivas rapidamente ao cérebro (CARSTENS; AKIYAMA, 
2014; LAVERY et al., 2016). Os canais iônicos expressos nas fibras 
sensoriais são cruciais na condução da informação e integram várias 
modalidades sensoriais, tais como temperatura, osmolaridade, presença 
de prótons e de mediadores inflamatórios (LEVINE; ALESSANDRI-
HABER, 2007). Dentre os canais iônicos destacam-se os receptores de 
canais de potencial transitório (TRP), através de seus representantes: 
TRPV1–4 (vanilóide), TRPA1 (anquirina) e TRPM8 (melastatina) 
(Figura 2), os quais têm papel fisiológico no calor, frio, dor, prurido e 
inflamação (DAI, 2016; HUANG et al., 2017). Além disso, também 
expressos nas fibras sensoriais, os canais de adenosina trifosfato (ATP) e 
canais detectores de íons ácidos (ASICs), também são cruciais e 



36 

integram várias modalidades sensoriais, tais como temperatura, 
mediadores inflamatórios, prótons e osmolaridade (LEVINE; 
ALESSANDRI-HABER, 2007). A abertura desses canais causa o 
influxo de cátions que despolariza neurônios sensoriais, disparando a 
sensação de dor e de prurido (LUCACIU; CONNELL, 2013; HUANG et 
al., 2017). 

A transdução e geração de sensações de dor e prurido envolvem 
muitas moléculas, células e circuitos neurais periféricos, em diferentes 
níveis da medula espinal e no cérebro. Dinâmicas interações entre 
células residentes na pele (queratinócitos, células de Merkel, células do 
sistema imunológico inatas e adaptativas, etc.) e teminações 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 é controlado por um 
delicado equilíbrio entre eventos excitatórios e inibitórios que atuam em 
conjunto para a fina sintonia da transmissão da dor e do prurido no 
sistema nervoso central (SNC) (ZHAO et al., 2014a, 2014b). Isto se dá 
pela ativação dos canais iônicos de membrana, receptores acoplados a 
proteína G (GPCRs), receptores de citocinas e outros receptores tirosina 
cinase (HOON, 2015). GPCRs regulam a sinalização fosfolipase A2, 
fosfolipase C (PLC) / Cálcio (Ca+2) / proteínas 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 liberação de mediadores inflamatórios e outros mediadores 
derivados de células imunes epiteliais pode ativar prurido e dor pela 
ativação de nervos periféricos. Essas células aumentam a concentração 
de substâncias endógenas como histamina, triptases, serotonina e SP, 
responsáveis por eventos dolorosos e pruridogênicos (Figura 3)  (KIDO-
NAKAHARA et al., 2017). Neurônios sensoriais derivados de 
taquicininas são críticos na inflamação neurogênica, dor e prurido pela 
liberação de SP via SNP e SNC (AKASAKA et al., 2011).  
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Figura 2 – Ativadores de receptores de canais de potencial transitório (TRP)   

 
Legenda: Estímulos nocivos e temperaturas ativam receptores de canais de 
potencial transitório (TRPs). São apresentados os processos (roles in) de dor 
(pain) e prurido (itch) em que estes receptores estão envolvidos, bem como os 
agonistas (agonists) e as substâncias 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 inglês protease-activated receptor) tipo 2 e tipo 4 
ativam tipos distintos de fibra aferente que desencadeiam o prurido, 
chamadas de fibra histamina-dependente e histamina-independente, 
respectivamente (Figura 4) (COSTA et al., 2008; AKIYAMA; 
CARSTENS, 2013; KEMPKES et al., 2014). PAR são receptores ligados 
a proteína G e indutores conhecidos de processos inflamatórios, 
dolorosos e pruridogêncos (COSTA et al., 2008; PATRICIO et al., 2015; 
KIDO-NAKAHARA et al., 2017). 
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Histamina é uma monoamina indutora de inflamação, dor e 
prurido pela estimulação de fibras sensoriais do tipo C não mielinizadas. 
A maior parte do estoque da histamina provém de grânulos presentes em 
mastócitos. 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 é um dos principais indutores de dor e prurido, através de 
alterações dependentes de AMPc e ativação de canais TRPV1, TRPA1 e 
TRPV4 (LUO et al., 2015). Ele está presente em queratinócitos e 
neurônios pruriceptivos no gânglio da raiz dorsal (DRG) (COSTA et al., 
2008; AZIMI; PATRICIO et al., 2015; XIA; LERNER, 2016; WONG; 
WU; LEE, 2017). Triptases liberadas de mastócitos, ligam-se a PAR-2 
em neurônios e iniciam a cascata de sinalização via TRPV1/TRPV4, 
estimulando a liberação de CGRP o qual se liga aos seus receptores 
presentes em mastócitos, levando a degranulação dos mesmos, liberando 
histamina, proteases, triptases e serotonina, mediadores lipídicos, 
neuropeptídeos e várias citocinas (Figura 3), todos importantes 
mediadores de dor e prurido (LUO et al., 2015). Além desses receptors, 
os Mrgprs também são importantes receptores de nocicepção, sendo 
considerados sensores ambientais. Eles são expressos em neurônios 
sensoriais, mastócitos e gânglio da raiz dorsal. São ativados por 
histamina ou por proteases e SP pela via histamina-independente 
(AZIMI et al., 2017; TSUDA, 2017). Trabalhos tem mostrado que 
ativação de Mrgprs tem como alvo TRPA1 para a indução de prurido 
(LUO et al., 2015). 

A ativação dos receptores NK-1 e Mrgpr por SP produz prurido 
pela liberação de histamina de mastócitos e, pela ativação desses 
mesmos receptores na medula espinal (HAN; DONG, 2014; LUO et al., 
2015; AZIMI; XIA; LERNER, 2016). O receptor NK-1 está presente em 
mastócitos, queratinócitos e terminações nervosas e quando ativado 
libera mais mediadores indutores de dor e prurido, por sensibilização de 
TRPV1, provavelmente por fosforilação mediado por PKC(LUO et 
al., 2015; MOLLANAZAR; SMITH; YOSIPOVITCH, 2016). 
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Figura 3 – Estímulos e recepetores envolvidos na dor e prurido. 

 
Legenda: Há dois tipos de receptores envolvidos no prurido e dor, receptores 
acoplados a proteína G (GPCRs) e receptores de canais de potencial transitório 
(TRP). As células envolvidas incluem mastócitos (mast cells), eosinófilos 
(eosinophils), linfócitos (lymphocytes), neutrófilos (neutrophils) e células 
epiteliais (epithelium). Dentre as moléculas capazes de ativar estes receptores, 
estão histamina (histamine), proteases, serotonina (serotonin), leucotrienos 
(leukotrienes), fator de crescimento neuronal (NGF), prostaglandinas 
(prostaglandins), acetilcolina (Ach) e citocinas (TNF-, IL-4, IL-31, IL-1, IL-
13). A sensação de dor e prurido pode ser induzida pela ativação 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 sensibilização (sensitizes) o que reduz o limiar de ativação 
(activates) de TRPA1 e TRPV1 por irritantes (irritants) físicos, mecânicos 
endógenos e exógenos e, químicos exógenos.  
Fonte: Adaptado de Mollanazar et al. (2016) 

A via de prurido histaminérgica, tem como alvo direto o TRPV1, 
a via não histaminérgica o TRPA1 (Figura 4) (AKIYAMA; CARSTENS, 
2013; KIDO-NAKAHARA et al., 2017; KITTAKA; TOMINAGA, 
2017).  O TRPV1 e o TRPA1 são regulados por proteína cinase C (PKC) 
e proteína cinase A (PKA) (SPAHN; STEIN; ZÖLLNER, 2014; 
KITTAKA; TOMINAGA, 2017; PETER et al., 2017). Os receptores 
TRPV1 são frequentemente encontrados em populações não neuronais 
de células da pele, mastócitos e fibras C e Ana via sensorial 
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nociceptiva. É ativado por inúmeras moléculas envolvidas no dano 
tecidual e inflamação, como: bradicinina, prostaglandinas, espécies 
reativas de oxigênio (ROS) e tripsina (TÓTH et al., 2014; LUO et al., 
2015; CATERINA; PANG, 2016). O TRPA1 está presente em nervos 
sensoriais, mastócitos e queratinócitos (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 oxigênio (ROS), linfopoetina estromal tímica, 
interleucina 31 (IL-31), interleucina 13 (IL-13), leucotrieno B4 e ácidos 
biliares (LUO et al., 2015) (Figura 3). A presença de receptores TRPV1 
e TRPA1 além das fibras sensoriais indicam que os mesmos podem 
desencadear de forma direta a sensação de dor e de prurido. 

O prurido pode ser inibido pelo estímulo doloroso, sendo 
dependente de glutamato (LUO et al., 2015; CHUQUILIN; 
ALGHALITH; FERNANDEZ, 2016). O glutamato é o principal 
neurotransmissor excitatório do sistema nervoso de vertebrados. Está 
envolvido com indução de dor causada por estímulo térmico, mecânico, 
químico e prurido. Inibição de glutamato, leva a diminuição do estímulo 
doloroso, aumento exagerado de prurido por sensibilização de múltiplas 
vias com desenvolvimento de excessivo prurido espontâneo 
(LAGERSTRÖM et al., 2010; LIU et al., 2010; LUO et al., 2015). O ato 
de coçar alivia o prurido pela ação de receptores inibitórios dentro da 
medula espinal ou pela modulação descentende (do inglês downstream) 
da região supra espinal. Isto explica como o ato de coçar produz dor e 
isso leva ao alívio do prurido (SPIEGEL et al., 2017). Esse mecanismo 
parece estar ligado a ativação de interneurônios inibitórios pelo 
glutamato na medula espinal (Figura 4). Os neuropeptídeos, peptídeo 
liberador de gastrina (GRP) e polipeptídeo natriurético b (Nppb) são 
vitais na transmissão do estímulo pruridogênico (HUANG et al., 2017).  

Também é possível que pruridos infecciosos e dores estejam 
anatomicamente intrincados, co-relacionados: invasão patogência da 
epiderme pode levar ao prurido, enquanto infecções 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. 

 
Legenda: Ativação de receptores de dor (pain) e de prurido (itch) ativam as 
fibras sensoriais do tipo C e A na condução de dor e prurido ao corno dorsal da 
medula espinal através de vias próprias e independentes. O prurido pode ser 
conduzido pela via histaminérgica (histamine itch) ativando receptores de 
potencial transitório do tipo V1 (TRPV1) ou não histaminérgica (non-histamine 
itch), ativando receptores de potencial transitório do tipo A1 (TRPA1), TRPV1, 
receptores ativados por proteases (PAR-2) e receptor Mas relacionado e 
acoplado a proteína G (Mrgpr).  Glutamato (glutamate) no corno dorsal da 
medula espinal (spinal cord dorsal horn) ativa a transmissão do impulso de dor 
e ativa interneurônios inibitórios (Bhlhb5 – other interneurons) que inibem a 
transmissão do impulso das fibras sensoriais de prurido. Peptídeo liberador de 
gastrina (GRP), peptídeo natriurético B (BNP) e substância P (SP) participam da 
transmissão do impulso de prurido. 
Fonte: Adaptado de Chuquilin, 2016 

O prurido é o sintoma mais comum em dermatologia e afeta 
milhões de pessoas no mundo. Estima-se que mais de 1/3 desses 
pacientes apresente prurido crônico e que 1/5 da população tenha grande 
prejuízo da qualidade de vida (KANEHISA et al., 2017; PEREIRA; 
STÄNDER, 2017). O prurido crônico é entendido como uma 
experiência sensorial desagradável, persistente por mais de 6 semanas, 
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tendo várias causas como fatores desencadeantes (PEREIRA; 
STÄNDER, 2017), tais como, doenças da pele, doenças sistêmicas e 
disfunções metabólicas (IKOMA et al., 2006; LUO et al., 2015; 
KANEHISA et al., 2017; PEREIRA; STÄNDER, 2017; TSUDA, 2017). 
O prurido pode levar a ansiedade severa, depressão, prejuízo do sono, 
auto-mutilação e como consequência prejuízo total da qualidade de vida 
e comprometimento social, comparável com a dor crônica (LUO et al., 
2015; VALTCHEVA et al., 2015; PEREIRA; STÄNDER, 2017). 
Enquanto o ato de coçar alivia o prurido agudo, o persistente ciclo 
prurido-coçar, aumenta o problema de pele e reduz a qualidade de vida 
(TSUDA, 2017). 

Enquanto os custos gerados pela dor crônica são estimados em 
$560–635 bilhões de dólares por ano nos Estados Unidos, o custo do 
prurido crônico não possui estimativa. O tratamento para dor e prurido 
crônico são ainda desafiadores. O tratamento para dor limita-se aos 
antiinflamatórios não esteroidais, esteroidais, opioides, antidepressivos e 
antiepiléticos (BRASIL, 2012, p. 140). Para o prurido crônico a situação 
é ainda pior, já que nenhum tratamento atual é universalmente aceito, 
embora alguns medicamentos tópicos ou sistêmicos sejam utilizados 
(AKIYAMA; CARSTENS, 2013). Os tratamentos utilizados limitam-se 
a anti-histamínicos, corticóides, antidepressivos ou antiepiléticos 
(AHUJA et al., 2011; LUO et al., 2015). Entretanto, a eficácia desses 
medicamentos é limitada além de severos efeitos colaterais associados 
ao uso de antidepressivos, antiepiléticos e corticóides (LUO et al., 2015; 
KANEHISA et al., 2017).  Assim, tratamentos mais efetivos e seguros 
são necessários para a melhora da qualidade de vida destes pacientes. 
Normalmente, o uso de antihistamínicos no tratamento do prurido 
crônico são inefetivos. Isto sugere a participação de vias não-
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 crônico, como exemplos citam-se: mentol, cânfora, camomila e 
Aloe vera (BROMMA et al., 1995; MILLIKAN, 2003; SHIM; OH, 
2008; HAJHASHEMI et al., 2017).  

O prurido crônico está associado com o espessamento da pele e o 
processo de liquenificação tardia, causada pela recorrente pressão e 
trauma da pele (MILLIKAN, 2003). Dentro dos modelos utilizados na 
pesquisa de mecanismos e drogas que atuam sobre o prurido crônico, o 
modelo da pele seca, acetona-éter-água (AEW), pode ser utilizado, já 
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que este mimetiza a xerose, indução da pele seca que desencadeia o 
ressecamento da pele levando a uma hiperplasia epidermal e 
paraqueratose, sem a típica inflamação dermal (MIYAMOTO et al., 
2002). Além disso, mecanismos relacionados a receptores PAR-2, canais 
iônicos TRPV1, TRPV4 e TRPA1, ROS e ativação glial (LUO et al., 
2015; HUANG et al., 2017; TSUDA, 2017; ZHOU et al., 2017) estão 
envolvidos neste modelo.  

Trabalhos que colaborem para a compreensão dos mecanismos 
envolvidos na dor e prurido, sejam eles agudos ou crônico, bem como de 
novos agentes terapêuticos são desafiadores e necessários para o 
atendimento de uma grande parcela da população acometida por estas 
enfermidades, carentes de tratamento e alívio de sintomas.  
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2. JUSTIFICATIVA 

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

O DECRETO Nº 5.813, DE 22 DE JUNHO DE 2006, do governo 
federal sobre a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, é 
um movimento de reconhecimento da importância, do resgate dos 
tratamentos alternativos e do incentivo à continuidade das pesquisas com 
plantas medicinais no nosso país, já que as mesmas têm contribuído para 
a seleção e desenvolvimento de novos medicamentos para a saúde. Além 
disso, esta política vem ao encontro da disseminação de conhecimentos 
etnofarmacológicos e diminuição de potenciais riscos de toxicidade 
ligados a usos inadequados das plantas medicinais. Outra vantagem é 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 são um desafio para a 
saúde pública, pois a causa destes sintomas são mulifatoriais, 
dificultando a escolha adequada do tratamento (MILLIKAN, 2003; 
PEREIRA; STÄNDER, 2017). Situação mais agravante é o tratamento 
do prurido, pois somente nas últimas décadas houve descobertas sobre 
os mecanismos envolvidos na indução do prurido. O desconhecimento 
das vias e mecanismos de prurido perpetuaram o tratamento inadequado, 
sem consenso sobre a abordagem terapêutica adequada dos pacientes 
acometidos por este sintoma. A primeira escolha no tratamento de 
prurido são os antagonistas de receptores H1, falhando na maioria das 
vezes e, corticóides os quais possuem grandes efeitos colaterais (CHOI 
et al., 2012; ZHOU et al., 2017). A falha no diagnóstico, aliado a poucas 
possibilidades de escolha de tratamento, aumentam os custos da saúde 
pública, causam sofrimento ao paciente e insolubilidade do problema, 
gerando um ciclo vicioso e sem solução. O aumento do conhecimento 
sobre os mecanismos envolvidos no prurido, aumentam a possibilidade 
de novas abordagens terapêuticas e para a padronização de um protocolo 
terapêutico adequado a estes pacientes. 

Poucas drogas surgiram nas últimas 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 são 
uma ótima alternativa na busca de novas abordagens terapêuticas 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 índice de IDH do estado de Santa 
Catarina estar nesta região, este trabalho propõe a pesquisa sobre a 
atividade biológica de plantas desta região utilizadas tradicionalmente na 
medicina campeira da região.  

A maioria das espécies de plantas do Planalto Serrano Catarinense 
não tem, ainda, potencial de exploração econômica conhecido, embora já 
façam parte dos diversos usos para o tratamento de enfermidades na 
cultura local. 

A utilização destas espécies no desenvolvimento de sistemas 
produtivos de base ecológica é uma alternativa interessante para o 
produtor, do ponto de vista econômico, social e ambiental; pois é 
possível agregar renda na produção, resgatar a cultura popular e 
preservar a biodiversidade regional (AMORIM, 2010). Além disso, o 
conhecimento de efeitos tóxicos e efeitos indesejados provenientes do 
uso de plantas da flora do Planalto Catarinense aumentam a segurança 
quanto ao uso adequado das mesmas. As condições climáticas regionais, 
tais como temperatura, luminosidade e altitude, aliadas às condições 
edáficas encontradas no solo, como pH, nutrientes e umidade, 
influenciam no rendimento e na qualidade dos metabólitos secundários 
das plantas, o que pode levar a variações de composição química e 
atividade biológica 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 população local para a valorização dos seus 
conhecimentos etnofarmacológicos.  



47 

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 possível mecanismo de ação.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Identificar a composição química 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 (EBAAs-E); 

 Avaliar a atividade antinociceptiva dos EBAAs em modelo 
de nocicepção aguda; 

 Avaliar a atividade anti-prurido dos EBAAs em modelo de 
prurido agudo e do EBAAs-E em modelo de prurido crônico 
e os possíveis mecanismos envolvidos; 

 Avaliar o efeito do EBAAs-E em co-morbidades associada 
ao prurido crônico, tais como, depressão e ansiedade. 

 Avaliar a toxicidade do EBAAs em modelo de Artemia 
salina e segundo o guia da Organização para Cooperação e 
Desenvolvimento Econômico (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 está localizado na cidade do Painel, na fazenda Bela Vista, planta 
sem qualquer controle produtivo. Outro ponto de coleta está localizado 
na cidade de Lages, SC, na EPAGRI, área de plantio de árvores de Acca 
sellowiana, destinada a pesquisa sobre produtividade, com rigoroso 
controle produtivo.  As folhas foram processadas da mesma maneira 
para a obtenção do extrato bruto aquoso das folhas desta planta 
(EBAAs). O EBAAs da Bela Vista (EBAAs-BV), foi analisado por 
cromatografia líquida 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 Itajaí, SC. Testes de toxicidade com 
modelo de Artemia salina e segundo o guia 407 da Organização para 
Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) foram realizados. 
Foram utilizados modelos comportamentais agudos de dor e prurido e 
modelo de prurido crônico em camundongos swiss machos e fêmeas. O 
tratamento dos animais com os extratos EBAAs-BV e -E foi realizado 
por via de administração intragástrica (i.g.), 1 hora antes dos testes 
comportamentais. Inicialmente, testou-se o EBAAs-BV e EBAAs-E 
frente ao modelo do ácido acético. Foram realizados testes com 
substâncias ativadoras de canais TRPs, receptores ASICs e glutamato 
para a confirmação de possíveis alvos de ação do EBAAs-BV. Para a 
avaliação do efeito antiprurido foram utilizados tripsina, histamina e 
Substância P (SP) como agentes indutores em modelo de prurido agudo.  

Para a avaliação do efeito antiprurido do EBAAs-E sobre a 
ativação de canais TRPs, foram estabelecidas curvas de dose e tempo 
resposta para cinamaldeído e capsaicina, para posterior análise do efeito 
deste extrato frente a estas substâncias. Além disso, foi avaliada a ação 
do EBAAs-E sobre a atividade da proteína 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 
fêmeas após a indução do prurido por cinamaldeído.  

Para avaliar a ação do EBAAs-E sobre o prurido crônico, o 
modelo de pele seca, também conhecido como AEW (acetona/éter/água), 
foi escolhido para a condução dos testes. Neste, avaliou-se a ação do 
modelo e do extrato quanto ao sexo dos animais. Ainda, foi utilizado o 
teste de campo aberto e de suspensão pela cauda para avaliação do 
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comportamento tipo ansioso e depressivo no modelo AEW e avaliação 
de atividade tipo ansiolítica e antidepressiva do extrato. Dosagem de 
citocinas e de atividade de enzimas antioxidantes também foram 
avaliados neste modelo. 

Os animais tratados com salina (veículo) foram usados como 
controle (C) e os tratados com diclofenaco de sódio, loratadina e 
dexametasona foram utilizados como controle positivos. Além disso, 
para os modelos agudos de prurido, os animais receberam salina na 
região interescapular e representam o comportamento natural dos 
animais, considerado valores basais do comportamento de coçar. Os 
animais foram aclimatados na sala de experimentação por, no mínimo, 
30 minutos. Após este período, os animais foram tratados com o extrato 
e decorridos 30 minutos, os animais foram acondicionados 
individualmente em caixas de acrílico (13 x 13 x 8 cm), local dos testes, 
por mais 30 minutos. Daí, receberam a aplicação da substância indutora 
de dor ou prurido. Foram recolocados imediatamente ao mesmo local, 
para a avaliação destes comportamentos. 

Esta tese está organizada em dois capítulos. No primeiro capítulo 
são apresentados os materiais, métodos e resultados do EBAAs-BV 
relacionados a composição química, toxicidade, efeito antinociceptivo e 
antiprurido. Também estão apresentados neste capítulo os resutados do 
EBAAs-E relacionado ao teste toxicológico e efeito antinociceptivo 
frente ao modelo de ácido acético.  

O segundo capítulo apresenta os materiais, métodos e resultados 
do EBAAs-E quanto a composição química, toxicidade segundo o guia 
OECD 407, o efeito antiprurido em modelos agudos e crônico e os 
possíveis mecanismos envolvidos.  
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5. CAPÍTULO 1 – COMPOSIÇÃO QUÍMICA, TOXICIDADE E 
EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTIPRURIDO DO EBAAS-BV. 
TOXICIDADE E EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO EBAAS-E. 
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Figura 5 - Delineamento Experimental capítulo 1. 

 
Legenda:  Representação gráfica dos tratamentos e testes realizados com EBAAs-BV e EBAAs-E na avaliação da composição 
química, dos efeitos toxicológico e analgésico descritos no capítulo 1. 
Fonte: A autora (2018) 
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5.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1.1 Obtenção 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°19’46,13’’O; Alt. 934m) e da Fazenda Bela Vista, Painel SC (Lat 
28°03’25,8’’S; Long 50°04’20,3’’O; Alt. 1287m), em janeiro de 2015.  
Até 24 horas após a coleta, as folhas foram secas em estufa, maceradas, 
diluídas em água (60g/800ml) e fervidas por 20 minutos. Depois, os 
extratos da Fazenda Bela Vista (EBAAs-BV) e da Epagri (EBAAs-E) 
foram filtrados e estocados em -20 ºC 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 números HBLGIFSC20150103 
(EBAAs-BV) e HBLGIFSC20150104 (EBAAs-E). 

5.1.2 Análise do EBAAs-BV em UHPLC  

A análise cromatográfica do extrato foi realizada no laboratório de 
ciências farmacêuticas da UFSC. Separações cromatográficas foram 
realizadas num sistema Acquity UPLC classe H (Waters) equipado com 
detector PDA, amostra e solvente quaternário administradas em uma 
coluna BEH C18: 100 mm, 1.0 mm, tamanho de partícula 1.7 μm 
(Waters). As temperaturas da coluna foram 40 ºC e 20 ºC, 
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 
injeção foi de 5 µL. 

5.1.3 Análise 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 ionização positiva (ESI+) e negativa (ESI-) usando os seguintes 
instrumentos de definção: cone e gas nebulizador: nitrogênio; fluxo de 
gás 60 L/h; fluxo de gás de dessolvatização 1000 L/h; coleta de amostras 
cone 40 V; fonte 80 V; gás de colisão: argon.  
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5.1.4 Parâmetros MS e MS2  

A dessolvação 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 e 2000 Da, com um tempo de leitura a 
cada 1.0 sec durante 20 min. Análise LC-MS/MS foi realizada com 
energia de colisão de 30 eV para o modo negativo devido a sensibilidade 
exclusiva dos metabólitos neste modo de ionização. 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 máximo 15 animais por caixa, aclimatizados em temperatura de 22  
1ºC, 60 – 80% de umidade, ciclo claro/escuro de 12 h – 12 h, com livre 
acesso a comida e água. Uma hora antes dos testes os animais foram 
ambientados nas condições de trabalho do laboratório. Os testes foram 
realizados durante o dia. Os animais foram distribuídos aleatoriamente 
entre os grupos e utilizados uma vez. Os protocolos e procedimentos 
utilizados neste estudo foram previamente aprovados pelo Comitê de 
Ética para Pesquisa Animal da Universidade Federal de Santa Catarina 
(número 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 saúde animal (NIH publication Nº 80-23). O número de 
animais usados e a intensidade de estímulo irritativo foi o mínimo 
necessário para a obtenção dos dados. No final dos experimentos os 
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. 

5.1.6 Drogas e Tratamento 

Ácido hidroclorídrico L-glutâmico (glutamato), capsaicina, 
cinamaldeído, mentol, histamina, tripsina e diclofenaco de sódio foram 
obtidos da Sigma–Aldrich (St. Louis, MO). Ácido acético e hidróxido de 
sódio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany), tween 80 e 
etanol foram comprados da Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Todos os 
outros reagentes de grau analítico foram adquiridos de empresas 
comerciais padrão. Diluições de substâncias para teste e veículo: 
capsaicina (10% etanol/10% Tween 80 em 0.9% salina), cinamaldeído 
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(5% Tween 80 em salina), mentol (2% etanol/3% Tween 80 em salina), 
salina ácida (2% ácido acético em salina, pH 5), glutamato foi diluído 
em salina e neutralisado com NaOH. Animais tratados com salina, a qual 
foi usada para diluir o EBAAs-BV e EBAAs-E, foram utilizados como 
controle. Experimentos preliminares confirmaram que Tween 80 ou 
etanol nas concentrações de uso, e quando administradas sozinhas não 
produzem efeitos significativos nos testes comportamentais. Os animais 
foram tratados com EBAAs-BV ou -E, uma hora antes dos testes. A 
administração das substâncias indutoras de nocicepção foi realizada no 
momento dos testes. 

5.1.7 Nocicepção induzida por ácido acético 

No momento do teste, os animais receberam injeção 
intraperitoneal (i.p) de ácido acético (0.6%, 450 l), para a indução das 
contrações abdominais (COLLIER et al., 1968; CORRÊA et al., 1996; 
SANTOS; VEDANA; DE FREITAS, 1998). Os animais foram 
observados individualmente e o número de contrações abdominais e 
estiramento das pernas traseiras foram consideradas como indicativo de 
dor e inflamação. Por 20 minutos, este comportamento foi contado 
cumulativamente. 

5.1.8 Nocicepção induzida por glutamato  

Injeção intraplantar (i.pl.) de glutamato (20 μmol/sítio) foi 
administrada na superfície ventral da pata direita dos animais (MEOTTI; 
COELHO; SANTOS, 2010; CÓRDOVA et al., 2011). Após a injeção, 
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 nocicepção. 

5.1.9 Nocicepção induzida por substâncias ativadoras de canais 
TRPs e ASICs  

Para entender os possíveis mecanismos envolvidos na ação do 
EBAAs-BV foram utilizados testes com capsaicina (ativador de 
TRPV1), cinamaldeído (ativador de TRPA1), mentol (ativador de 
TRPM8) e salina ácida (ativador de canais ASCICs). Os procedimentos 
utilizados foram similares aos descritos previamente (MEOTTI; 
COELHO; SANTOS, 2010; CÓRDOVA et al., 2011).  Os animais 
receberam injeção na superfície ventral da pata direita dos animais (20 
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μL) de capsaicina (5,2 nmol/sítio), cinamaldeído (10 nmol/sítio), mentol 
(1,2 μmol/sítio) ou salina acidificada (pH 5,0). Cada animal foi colocado 
em uma câmara de acrílico e o tempo de mordida ou lambida da pata foi 
cronometrado por 5 minutos (capsaicina e cinamaldeído), 15 minutos 
(salina acidificada), ou 20 minutos (mentol).  O tempo em que cada 
animal lambeu ou mordeu a pata foi considerado comportamento de 
nocicepção. 

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 injeção subcutânea (s.c.) na região 
interescapular dos animais (50 µL) com tripsina (300 µg/sítio), um 
ativador PAR-2, ou histamina (100 nmol/sítio). Imediatamente após a 
injeção, o comportamento de coçar atrás das orelhas foi contado por 40 
minutos (tripsina) ou 30 minutos (histamina), e 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 II) foi testado de acordo com método descrito 
previamente (MEYER et al., 1982; ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE 
NORMAS TÉCNICAS, 2016). Ovos de A. salina foram incubados em 
água de mar reconstituída a 25±2 º C. Depois de 48 h de incubação, 10 
nauplii de Artemia salina foram transferidas para frascos, cada qual 
contendo 10 mL de água de mar reconstituída ou 10 mL de diluições do 
EBAAs-BV ou EBAAs-E, nas concentrações de 50 - 1000mg/L. Os 
frascos foram incubados a 25 ± 2ºC, por 48h.  Após 24 h e 48 h, o 
número de nauplii mortos foram contados. Dicromato de potássio 
(K2Cr2O7; 45 mg/L) e água do mar reconstituída foram usados como 
controle positivo e negativo, respectivamente. Valor de CL50 maior que 
1000 mg/L para o extrato de planta e frações foi considerado não tóxico, 
de acordo com Meyer, 1982. Os testes foram feitos em triplicatas. 

5.1.12 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como a média ± erro padrão da 
média (E.P.M.) de 5 - 12 animais por grupo. No modelo de ácido acético 
foram utilizados 12 animais no grupo controle em decorrência dos testes 
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realizados em datas diferentes na construção da curva dose-resposta. As 
diferenças estatísticas entre os grupos foram detectadas por teste t - 
Student ou por ANOVA seguida, quando necessário, de teste post hoc 
Newman-Keuls. Valores de P menores que 0.05 foram considerados 
estatisticamente significativos. Para os testes estatísticos, foi utilizado o 
software Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA).  

5.2 RESULTADOS 

5.2.1 Composição química do extrato bruto aquoso de EBAAs-BV 

O EBAAs-BV foi sensível a análise do modo de ionização 
negativo. Dezesseis compostos foram detectados. A figura 9 e a tabela 1 
mostram a composição química obtida pela técnica hifenizada UHPLC-
MS/MS ESI-QTOF.  

A análise LC-MS2 permitiu a detecção de dezesseis metabólitos 
entre os quais as estruturas de nove foram relacionadas como segue: 
quatro ácidos elágicos glicosídicos, catequina, epicatequina, 
galocatequina e protocianidina B. Além disso, ácido quínico p-cumaroil 
foi identificado entre os compostos enquanto três outros, altamente 
oxigenados, foram identificados como ácido quínico, ácido cítrico e 
ácido gálico, baseado em considerações quimiotaxonômicas. 
Substâncias com valores de massa m/z 723.5, m/z 836.5 and m/z 949.6 
não foram dissociadas mesmo com energia de colisão maior que 50 eV. 
Entretanto, a massa espectral tandem de ácido quínico p-cumaroil (m/z 
337) forneceu fragmentos em m/z 191.0 e m/z 163, correspondente, 
respectivamente, a ácido quínico e ácido p-cumárico (Figura 6 e Tabela 
1).  

Compostos 10-13 revelaram em sua massa espectral a mesma 
aglicona (m/z 301.0) depois de perder respectivamente, um ácido 
urônico (176 Da), uma pentose (132 Da) e uma deoxihexose (146 Da) 
(Figura 6 e Tabela 1).  
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Tabela 2 - Perfil químico do EBAAs-BV. Compostos identificados por espectrometria de massas - UHPLC-MS/MS ESI-QTOF.  
Pico tR (min) [M-H]- 

(m/z) 
Composição 
elementar 

Fragmento Identificação Referência 

1 0,49 191,1 C7H12O6 - Ác. quínico  
2 0,64 191,1 C6H8O7 - Ác. cítrico  
3 0,79 169,0 C7H6O5 - Ác. gálico  
4 2,62 337,1 C16H18O8 119,0; 155,0; 163,0; 173,0; 191,0 Ác. p-cumaroil quínico Kasajima, 

2008 
5 2,84 289,1 C15H14O6 271,1; 245,1; 221,1; 205,1; 203,1; 

179,0; 151,0; 137,0; 125,0; 109,0 
Catequina  

6 3,94 577,1 C30H26O12 425,1; 407,0; 339,1; 289,0; 245,1; 
205,0; 161,0; 125,0  

Protocianidina B  

7 4,09 305,0 C15H14O7 - (+/-)-Galocatequiina  
8 4,20 289,1 C15H14O6 271,1; 245,1; 221,1; 205,1; 203,1; 

179,0; 151,0; 137,0; 125,0; 109,0 
Epicatequina Magina, 

2012 
9 4,42 431,2 - - Não identificado  
10 4,82 477,1 C25H18O10 301,0, 300,0 Ác.elágico glucoronídeo  
11 5,23 433,1 C19H14O12 300.0; 271,0; 255,0; 179,0; 151,0 Ác. elágico 4-O-β-D-

xilopiranosídeo 
 

12 5,30 433,1 C19H14O12 300,0; 271,0; 255,0; 227,0; 179,0; 
151,0; 121,0 

Ác. elágico 
xilofuranosídeo 

 

13 5,37 447,1 C21H20O11 300,0; 271,0; 255,0; 243,0; 229,0; 
211,0; 179,0; 151,0 

Ác. elágico 4-O-α-L-
ramnopiranosídeo 

 

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 cromatográfico do EBAAs-BV. 

 
Legenda: Picos cromatográficos do EBAAs-BV obtidos por UHPLC-MS/MS 
ESI-QTOF em modo de ionização negativo. Compostos identificados estão 
nomeados de acordo com a tabela 1.   
Fonte: A autora (2018) 

5.2.2 Nocicepção causada pela injeção intraperitoneal de ácido 
acético.   

Injeção (i.p.) de ác. 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 contrações abdominais causadas pelo 
ácido acético, de forma dose dependente (Figura 7A e 7B). Para o 
EBAAs-BV (Figura 7A), o valor de DI50 (limite de confiança, 95%) foi 
de 5,0 (2,6 – 9,4) mg/kg e para o EBAAs-E (Figura 7B) foi de 14,3 (6,7 
- 30,7). Os valores de inibição foram 12 ± 11%, 50 ± 6%, 62 ± 7% e 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 fármaco de referência, diclofenaco de sódio (30 
mg/kg, i.g.), reduziu significativamente o número de contrações 
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 ácido 
acético. 

 
Legenda: Os animais receberam EBAAs-BV ou -E (1-30 mg/kg, i.g.) ou 
diclofenaco de sódio (Diclo) (30 mg/kg, i.g.). uma hora antes da injeção 
intraperitoneal de ácido acético (0,6%, 450 L). (A) Animais tratados com 
EBAAs-BV e (B) animais tratados com EBAAs-E. As colunas em preto 
representam os animais tratados com veículo de EBAAs (salina, i.g.) e ácido 
acético (i.p.), grupo controle (N=10 e 12, respectivamente). As colunas com 
linhas cruzadas representam os animais tratados com diclofenaco de sódio (i.p.) 
e ácido acético (i.p.), controle positivo. As colunas em branco representam os 
animais tratados com EBAAs- BV ou EBAAs-E (i.g.) e ácido acético (i.p.). Os 
dados representam a média + E.P.M. (N=5-12). A significância é 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 possíveis alvos de 
ação 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 Nocicepção induzida por glutamato, capsaicina, cinamaldeído, 
mentol e salina ácida.  

A figura 8, mostra a nocicepção induzida por injeção de 
capsaicina (ativador de canal TRPV1); cinamaldeído (ativador de canal 
TRPA1); mentol (ativador de canal TRPM8) glutamato ou salina ácida 
(ativador de canais ASICs). EBAAs-BV (30 mg/kg), reduziu 
significativamente o comportamento nociceptivo induzido por 
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capsaicina (Figura 8A), cinamaldeído (Figura 8B) e mentol (Figura 8C), 
quando comparado ao grupo controle. A taxa de inibição foi de 32 ± 6%, 
72 ± 1% e 43 ± 12%, respectivamente. O tratamento com EBAAs-BV 
não alterou significativamente o comportamento nociceptivo induzido 
por glutamato (Figura 8D) e salina ácida (Figura 8E). 

Figura 8 - Efeito do EBAAs-BV no comportamento nociceptivo induzido por 
capsaicina, cinamaldeído, mentol, glutamato e salina ácida. 

Legenda: Camundongos receberam injeção intraplantar de (A) capsaicina (5,2 
nmol/sítio), (B) cinamaldeído (10 nmol/sítio), (C) mentol (1,2 μmol/sítio), (D) 
glutamato (20 μmol/sítio), ou (E) salina ácida (pH 5,0), uma hora após 
tratamento com EBAAs-BV (30 mg/kg, i.g.), representadas pelas colunas 
brancas. As colunas pretas representam o grupo controle, animais tratados com 
veículo (salina) e os mesmos agentes indutores de nocicepção. Os dados 
representam a média + E.P.M. (N=5- 7). A significância é indicada por *P < 0,05 
e ***P < 0,001 quando comparados com o grupo controle. Teste Student’s t não 
pareado foi utilizado para análise dos dados. 
Fonte: A autora (2018). 

5.2.4 Comportamento de coçar induzido pela tripsina e histamina 

O comportamento de coçar foi induzido por injeção subcutanêa 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 



62 

coçar quando comparado com o grupo controle. A inibição do prurido 
induzido por tripsina (Figura 9A) e histamina (Figura 9B) causada pela 
administração 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 H1, inibiu 55 ± 8% o comportamento de coçar 
induzido por histamina (Figura 9B) sendo menos efetivo que o EBAAs-
BV. Além disso, diclofenaco de sódio (30 mg/kg, i.g.), um anti-
inflamatório não esteroidal, utilizado aqui como controle positivo para o 
teste com tripsina, produziu uma pequena redução (inibição de 19 ± 6%) 
no comportamento de coçar (Figura 9A), não sendo estatísticamente 
significativo.  

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

Legenda: Camundongos foram tratados com EBAAs-BV 30 mg/kg (i.g.) ou 
loratadina 10mg/Kg (i.g.) uma hora antes da injeção subcutânea do agente 
irritativo. Diclofenaco de sódio (Diclo) 30mg/Kg (i.p) foi administrado 30 
minutos antes da injeção de tripsina. (A) Tripsina (300 µg/sítio). (B) Histamina 
(100 nmol/sítio). As colunas em preto representam os animais tratados com 
veículo do EBAAs-BV (salina, i.g.) e veículo 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 são 
representados pela média + E.P.M. (N=5-7). Diferenças estatísticas estão 
indicadas por ***P < 0.001 quando comparadas ao grupo controle, ou por ###P < 
0.001 quando compraradas ao grupo salina. 
Fonte: A autora (2018). 
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5.2.5 Teste toxicidade com Artemia salina  

O EBAAs-BV e -E não apresentaram toxicidade sobre as nauplii 
de A. salina em concentrações 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 solução de K2Cr2O7, 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 

Concentração de 
EBAAs-BV e -E 

(ppm) 

Percentual de 
mortalidade EBAAs-

BV (%) 

Percentual de 
mortalidade EBAAs-E 

(%) 
0 (Controle) 10 10 

50 7 3 
100 3 10 
250 7 3 
500 3 3 

1000 3 0 
Controle positivo 

K2Cr2O7 

(45 ppm) 

100 100 

Legenda: Porcentagem de naupliis mortos após 48 horas de avaliação, DL50 
>1000 mg/L. 
Fonte: A autora (2018) 

5.3 DISCUSSÃO 

Apesar de dor e prurido serem sensações cruciais para proteção de 
uma variedade de estímulos dolosos ao organismo, eles evocam distintas 
experiências e comportamentos. Dor induz comportamento de quietude, 
de isolamento, enquanto o prurido induz uma resposta ativa, o ato de 
coçar. Contudo, dor e prurido não são completamente independentes. 
Ambos podem ativar os mesmos canais iônicos 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 e o EBAAs-E inibiram o comportamento nocifensivo 
causado pelo ácido acético de forma similar ao diclofenaco de sódio, um 
medicamento anti-inflamatório não esteroidal (AINES), inibidor de 
ciclo-oxigenase (COX) - não seletivo, extensivamente utilizado para dor 
e inflamação. Além disso, EBAAs-BV inibiu o comportamento 
nocifensivo causado por ativadores de canais TRP, capsaicina, ativador 
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de TRPV1; cinamaldeído, ativador de TRPA1; e mentol, ativador de 
TRPM8.  Contudo, tratamento com EBAAs-BV foi ineficaz em diminuir 
o comportamento nocifensivo induzido por glutamato e salina ácida, a 
qual ativa de canais ASICs. Segundo, o EBAAs-BV foi também capaz 
de reduzir o comportamento de coçar induzido por: 1) tripsina, onde o 
diclofenaco de sódio não reduziu significativamente o prurido. Este 
resultado era esperado, pois a ativação de COX-1 parece não estar 
envolvida com prurido, já que apenas inibidores seletivos de COX-2 são 
eficazes em reduzir o comportamento de coçar (COSTA et al., 2008); 2) 
histamina, quando EBAAs-BV foi mais efetivo que a loratadina, um 
anti-histamínico de segunda geração, não sedativo, largamente utilizado 
no tratamento de prurido (CHURCH; CHURCH, 2013). 

Há poucos estudos sobre a constituição química e atividade 
biológica de Acca sellowiana. Estudos recentes indicam a presença de 
metabólitos secundários em folhas e frutos desta planta, incluindo 
terpenos, taninos e fenóis (TRINGALI, 2004; RUBERTO; WESTON, 
2010; NGUYỄN; SAVAGE, 2013; MONFORTE et al., 2014). Salienta-
se, que a biossíntese destes compostos é aumentada em situações de 
estresse biológico e ambiental (SARACINI et al., 2005). Esses 
compostos protegem as plantas contra predadores animais, de insetos e 
de infecções por microrganismos (GUO; YAMAZOE, 2004). Os 
compostos fenólicos estão disponíveis em nossa dieta através de frutas 
(por exemplo, Acca sellowiana), vegetais e castanhas, sendo atribuídos a 
eles importantes efeitos terapêuticos. Há uma variedade de potenciais 
mecanismos de ações dos polifenóis em prevenção de doenças, 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 terapêuticas, como antimicrobina, 
antioxidante, anti-inflamatória, anticâncer, 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, nós evidenciamos claramente que o tratamento de 
camundongos com EBAAs- BV ou EBAAs-E, inibiu a resposta induzida 
por ácido acético, um modelo de dor inflamatória visceral (COLLIER et 
al., 1968; VINEGAR et al., 1979). A habilidade do ácido acético em 
induzir dor depende da lesão tecidual causada e a liberação de 
mediadores endógenos locais, incluindo glutamato, bradicinina, 
citocinas e prostanóides, que atuam em neurônios sensoriais polimodais 
(COLLIER et al., 1968; VINEGAR et al., 1979; RIBEIRO et al., 2000; 



65 

IKEDA et al., 2001). Estes mediadores e o excesso de íon hidrogênio e a 
sua rápida difusão na cavidade peritoneal também levam a ativação 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 atenuação dose-dependente do comportamento nocifensivo 
causado pelo ácido acético, isto pode indicar que estes extratos poderiam 
agir diretamente ou indiretamente na ativação de canais TRP e na 
liberação de mediadores inflamatórios.  

No presente estudo, nós mostramos, através de UHPLC-ESI-
QTOF-MS, a presença de uma complexa mistura de polifenóis, 
incluindo ácido elágico glicosídeo (EA), catequina (flavan-3-ol), 
epicatequina (EC), galocatequina (GC), protocianidina B e ácido gálico 
(AG) no extrato EBAAs-BV. Esses polifenóis podem ser responsáveis 
pelos efeitos antinociceptivos observados. De fato, estudos prévios 
indicam que polifenóis, presentes no EBAAs-BV, tem atividade 
analgésica e anti-inflamatória em muitos modelos de dor e inflamação 
em roedores (ROGERIO et al., 2006; TANG; WEI; WANG, 2007; 
TAGHI MANSOURI et al., 2013, 2015; CORDEIRO et al., 2016; 
BENSAAD et al., 2017). Ácido elágico, catequina, epicatequina, 
galocatequina são os principais metabólitos de polifenóis 
polihidroxifenil derivados do metabolismo secundário de ácido gálico 
em frutas e castanhas (QUIDEAU, 2006; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 
2012). Estes compostos são conhecidos por suas atividades anti-
inflamatória e por serem substâncias antioxidantes. Agem diminuindo o 
dano tecidual decorrente de substâncias reativas de oxigênio, diminuindo 
a liberação de histamina de mastócitos, diminuindo a síntese de óxido 
nítrico (NO) e inibindo a secreção de enzimas lisossomais (QUIÑONES-
BASTIDAS et al., 2017). São capazes de inibir a síntese de ácido 
araquidônico de membranas pela inibição de fosfolipase A2. Inibem o 
metabolismo do ácido araquidônico por atuarem sobre as enzimas 
lipoxigenase e ciclo-oxigenase (COX), responsáveis pela síntese de 
leucotrienos e lipoxinas, e de prostaglandinas, respectivamente. Isto 
pode reduzir a síntese e concentração de endoperoxidases, leucotrienos e 
prostaglandinas no local afetado, reduzindo o processo inflamatório e a 
ativação de vias nociceptivas (AOUEY et al.; 2016, ABD-ALLAH et al., 
2018). Da mesma forma, os ácidos fenólicos, como o ácido elágico e 
gálico, diminuem a infiltração de neutrófilos na área afetada, reduzindo a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias e de expressão de enzimas 
inflamatórias, tais como oxido nítrico sintase induzida (iNOS) e ciclo-
oxigenase (COX-2) e de seus produtos óxido nítrico (NO) e 
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prostaglandina E2 (PGE2), além de seu conhecido efeito anti-oxidante. 
Além disso, diminuem a produção de TNF-, IL-1 e IL-6, substâncias 
pró-inflamatórias liberadas por macrófagos (MANSOURI, 2015; 
BENSAAD et al., 2017). Estes efeitos podem estar relacionados com o 
efeito antinocifensivo observado no modelo de ácido acético, já que o 
processo inflamatório e a ativação das vias nociceptivas estão 
relacionadas com o aumento da concentração destas substâncias no local 
afetado conduzindo o estímulo nocifensivo ao sistema nervoso central. 
Estes mediadores e citocinas pró-inflamatórias são capazes de estimular 
canais do tipo TRPV1, A1 e M8 propagando o estímulo nociceptivo 
pelas fibras sensoriais (MOLLANAZAR et al., 2016). Assim, a 
diminuição da concentração desses mediadores diminui a ativação destes 
canais, diminuindo a sensibilização das vias nociceptivas. Além disso, o 
ácido gálico é capaz de antagonizar a ação de TRPA1, induzido por 
cinamaldeído, diminuindo o influxo de cálcio (TREVISAN et al., 2014). 
Isto corrobora os resultados onde o tratamento com EBAAs-BV (30 
mg/kg) promoveu redução significativa da resposta nocifensiva causada 
por capsaicina, cinamaldeído e mentol, substâncias químicas capazes de 
ativar TRPV1, TRPA1 e TRPM8, respectivamente (MEOTTI; 
COELHO; SANTOS, 2010; CÓRDOVA et al., 2011). A ação deste 
extrato foi mais efetiva contra a nocicepção causada por cinamaldeído. A 
avaliação do efeito do EBAAs-BV sobre o comportamento nociceptivo 
induzido por glutamato, principal neurotransmissor envolvido na 
condução do estímulo de nocicepção (WALKER et al., 2014) e, por e 
salina ácida, 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 inativação de TRPA1, TRPV1 e 
TRPM8. Entretanto, mais experimentos são necessários para corroborar 
esta hipótese.   

Também investigamos o possível efeito do EBAAs-BV sobre o 
comportamento de coçar.  Esse comportamento foi induzido em 
camundongos, por tripsina e histamina. Ativação de receptores H1R e 
H4R estão envolvidos na indução do prurido por via fibras sensoriais 
histamina-dependente enquanto tripsina está envolvida na indução 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 estimulação de receptor-proteinase-
ativado tipo 2 (PAR-2) e tipo 4 (PAR-4) presente em queratinócitos 
(GRANT et al., 2007; STÄNDER et al., 2010; AKIYAMA et al., 2015). 
Da mesma forma, os compostos fenólicos encontrados no EBAAs-BV 
podem ser responsáveis pelo efeito antiprurido observado nos animais 
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pois a atividade anti-inflamatória destas substâncias descrita 
anteriormente, pode diminuir a liberação de histamina de mastócitos. 
Estudos mostram que epigalocatequina galato reduz a produção de 
histamina pela inibição da enzima histidina descarboxilase e estabiliza a 
membrana de mastócitos (YAMASHITA et al., 2000; RODRÍGUEZ-
CASO et al., 2003), diminuindo assim, a sua degranulação. Estas ações, 
além de diminuírem a concentração de histamina no local e por isso, 
diminuírem a ativação de receptores H1 e H4, diminuem a liberação de 
proteases que podem estimular receptores PAR-2 e PAR-4, os quais são 
responsáveis pela condução do estímulo prurigênico por via histamina 
independente. Além disso, catequinas podem reduzir a expressão de 
integrinas e quimiocinas em mastócitos, diminuindo a quimiotaxia, 
adesão e migração de mastócitos para o local afetado (MELGAREJO et 
al., 2007).  

Um dos compostos ou a combinação desses podem ser 
responsáveis pela ação analgésica e antiprurigênica do EBAAs-BV. Mais 
estudos usando polifenóis presentes no extrato bruto aquoso de Acca 
sellowiana, são necessários para identificar o envolvimento desses 
compostos nas ações do EBAAs-BV. Assim, este trabalho mostra pela 
primeira vez, que o tratamento de EBAAs-BV (30 mg/kg), pode atenuar 
o comportamento de coçar induzido por injeção subcutânea de tripsina e 
histamina em camundongos. Estes dados suportam a ideia que o 
EBAAs-BV tem uma ação inibitória sobre a indução 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 substâncias de origem vegetal é 
o que utiliza o microcustáceo Artemia salina (A. salina). Ele é 
considerado um bioindicador devido ao seu reduzido grau de tolerância e 
nítida resposta a pequenas variações ambientais (BAROSA et al., 2003). 
MEYER, et al. (1982) estabeleu uma relação entre o grau de toxicidade e 
a concentração letal média, CL50, de extratos de plantas sobre estes 
microcrustáceos. Concentração de extrato igual ou acima de 1000 mg/L 
sem presença de morte acima de 50%, são considerados atóxicos. Este 
bioensaio é indicado e aceito por códigos de vigilância em vários países 
quanto a toxicidade de extratos de plantas frente ao sistema biológico, 
pois há semelhança dos limites dos efeitos tóxicos produzidos em A. 
salina com aqueles produzidos no ser humano (KLASSE et al., 2001). 
Neste trabalho, a ausência de toxicidade para nauplii de A. salina (CL50 
> 1000 mg/L), mostra que os EBAA-BV e -E podem ser bem tolerados 
quando utilizados em animais. Este teste é uma ótima ferramenta nos 
estudos com plantas medicinais, pois diminui o uso de animais na 
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experimentação, atendendo ao princípio da experimentação animal 
“3R”: redução, substituição e refinamento.  

Resumindo, neste capítulo, 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 nocicepção e o 
comportamento de coçar causado por ácido acético, capsaicina (ativador 
TRPV1), cinamaldeído (ativador TRPA1), mentol (ativador TRPM8), 
tripsina (agonista PAR-2) e histamina em camundongos. Apesar de ainda 
não completamente desvendado o preciso mecanismo de ação pelo qual 
o extrato aquoso bruto das folhas da planta Acca sellowiana promove 
seus efeitos benéficos, nós sugerimos que este pode ser mediado, em 
parte, pela inibição de canais TRPV1, TRPA1, TRPM8 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 ausência de toxicidade para 
Artemia salina, este estudo traz novas evidências científicas que 
sustentam a prática etnofarmacológica e comprova o potencial da planta 
Acca sellowiana no desenvolvimento de fitocosméticos e fitoterápicos 
com propriedades analgésicas e antiprurido. 
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6. CAPÍTULO 2 – COMPOSIÇÃO QUÍMICA, TOXICIDADE, E 
OS POSSÍVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO 
ANTIPRUDO DO EBAAS-E.  

Devido a ausência de toxicidade no modelo de Artemia salina e 
similaridade dos resultados obtidos no modelo de ácido acético com os 
extratos EBAAs-BV e EBAAs-E, optou-se em realizar a investigação 
dos possíveis mecanismos envolvidos no efeito antiprurido do EBAAs, 
utilizando o extrato proveniente da EPAGRI, já que neste local a 
produção da planta Acca sellowiana é cultivada para estudos 
relacionados a produção agrícola, em parceria com a UFSC, seguindo, 
portanto um rigoroso controle produtivo. Desta forma, há estabilidade 
produtiva desta planta, necessário para garantia de qualidade na 
obtenção do extrato.  
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Figura 10 - Delineamento Experimental capítulo 2. 

 
Legenda:  Representação gráfica dos tratamentos e testes realizados com EBAAs-E na avaliação toxicológica e os possívies 
mecanismos envolvidos no efeito antiprurido deste extrato, em modelos agudos e crônico, descritos no capítulo 2. 
Fonte: A autora (2018) 
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6.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1.1 Obtenção 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’’O; Alt. 934m) em janeiro de 2015. 
Até 24 horas após a coleta, as folhas foram secas em estufa, maceradas, 
diluídas em água (60 g/800 ml) e fervidas por 20 minutos. Depois, o 
extrato foi filtrado e estocado em -20 ºC 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 Análise do EBAAs-E em HPLC-DAD 

A análise em HPLC foi realizada como descrito previamente 
(DESCHAMPS; RAMOS, 2002), com poucas modificações. A análise 
foi realizada em um HPLC Agilent 1220 Infinity LC (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany), equipado com uma bomba de 
gradiente binário, injetor automático com 10 l de volume de amostra. 
Forno da coluna termostática foi definido em 40 ºC, 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 ) 
(Phenomenex, California, USA). A fase móvel consistiu em água: ácido 
acético: n-butanol (350:1:10 v/v) modo isocrático com taxa de fluxo de 
0.9 mL/min. A quantificação de compostos fenólicos e flavonóides foi 
baseado em picos de áreas detectadas em 225 nm, e correlacionadas com 
as correspondentes curvas analíticas. 

6.1.3 Animais 

Foram utilizados quatrocentos e sessenta e quatro camundongos 
adultos Swiss machos e noventa e seis camundongos adultos Swiss 
fêmeas (30 – 45 g; média de 3 meses de idade), obtidos do biotério 
central da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis, SC, 
Brazil. Todos os animais foram acondicionados em caixas coletivas, com 
no máximo 15 animais por caixa, com livre acesso a comida e água. O 
ambiente foi mantido em 22  1 ºC e 60 – 80% de umidade num ciclo 
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claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 06:00 a.m.).  
Uma hora antes dos testes, os animais foram ambientados nas 

condições do laboratório experimental. Todos os experimentos foram 
executados durante o dia. Animais foram distribuídos aleatoriamente em 
5–12 animais por grupo de experimento. Procedimentos e protocolos 
utilizados foram previamente aprovados pelo comitê 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 
saúde animal (NIH publication Nº 80-23). O número de animais usados 
e a intensidade de estímulo irritativo foi o mínimo necessário para a 
obtenção 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 orientações do 
guia OECD 407, estudo da toxicidade oral em roedores em doses 
repetidas por 28 dias (OECD, 2008). 

Para isso, foram utilizados camundongos jovens fêmeas, nulíparas 
e não grávidas e, camundongos machos, de seis semanas de idade. Cinco 
grupos de cinco animais machos e cinco grupos de cinco animais fêmeas 
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 administração 
intragástrica. Além desses, cinco animais machos e cinco animais 
fêmeas foram tratados por via intragástrica 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 
observação clínica foi realizada, utilizando-se uma caixa de 
acondicionamento, observando-se um animal por vez. Alterações na 
pele, pelos, olhos, mucosas, ocorrência de secreções e excreções, 
atividades autonômicas (lacrimação, piloereção, tamanho da pupila e 
padrão respiratório) e alterações na marcha foram observados. Avaliação 
neuromuscular como postura e respostas durante o manuseio do animal 
foram avaliadas pelos testes de: força de preensão, teste do arame, 
geotropismo positivo, resposta pupilar e teste acústico. A ocorrência de 
movimentos clônicos, tônicos, estereotipados (ex. autolimpeza 
excessiva, movimento circular repetitivo) e bizarros (automutilação, 
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caminhar para trás) também foram observados.  

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

O teste de apreensão foi realizado conforme descrito previamente 
(FOWLER et al., 2002; BOBINSKI et al., 2011). Para a medida de pico 
de força foram utilizados os membros anteriores. Foi registrada a força 
máxima exercida sobre um sistema de medida (Grip Strength Meters, 
Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). Durante os testes, cada 
animal foi gentimente contido para que o mesmo segurasse, com as patas 
dianteiras, a armação de rede (10 x 12 cm) anexado ao medidor de 
tensão. Os animais foram movidos em direção caudal até que as patas se 
soltassem. Três medidas de força de cada animal foram obtidas, o valor 
da média dessas medidas foi utilizado para análise estatística.  

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 diâmetro 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 três 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 superfície 
inclinada (aprox. 30º) com a cabeça voltada para baixo. Animais que 
giraram 180º, levando a cabeça para cima, foram considerados 
detentores de comportamento normal (neste caso, representado pelo 
símbolo “+”).   

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 constrição 
pupilar enquanto a luz estava apontada para os olhos dos animais e 
dilatação da pupila quando a luz foi desligada (neste caso, representado 
pelo símbolo “+”).   

O teste de esconder bolas de vidro (Marble burying test) foi 
executado como descrito previamente (KEDIA; CHATTARJI, 2014).  
Roedores usam a maravalha para esconder objetos brilhosos e a inibição 
deste comportamento é considerado um comportamento ansiolítico ou 
preventivo de comportamento compulsivo. A maravalha foi 
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uniformemente distribuída 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 superfície da maravalha. Cada animal foi 
colocado na caixa por 20min. Após este período o animal foi removido e 
o número de bolas escondidas (ao menos 2/3) foi registrado.  

A audição foi testada pelo teste acústico 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 após o barulho repentino é considerado um 
padrão de resposta adequado. 

6.1.6 Drogas e tratamentos 

Tripsina, SP, histamina, capsaicina, cinamaldeído, PMA e 
diclofenaco de sódio foram obtidos da Sigma–Aldrich (St. Louis, MO). 
Loratadina foi obtida da EMS (São Paulo, Brazil) e dexametasona da 
Aché (São Paulo, Brazil). Todos os outros produtos químicos de grau 
analítico foram adquiridos de fornecedores comerciais. Diluições e 
veículo para as substâncias testes foram: capsaicina (10% etanol/10% 
Tween 80 em 0.9% salina), cinamaldeído (5% Tween 80 em salina), 
PMA (solução estoque diluído em álcool absoluto, solução de uso com 
no máximo 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 EBAAs-E, estão descritos como controle. Quando tratados com 
diclofenaco de sódio, dexametasona ou loratadina foram considerados 
como controle positivo. Experimentos prévios validaram a ausência de 
efeito significativo sobre o comportamento dos animais, causado por 
Tween 80 ou etanol, quando administrados sozinhos nas concentrações 
de uso. 

Os animais foram acondicionados na câmara teste (13 x 13 x 8 
cm) após 30 minutos do tratamento intragástrico (i.g.) com o EBAAs-E, 
salina ou loratadina. Após o tratamento com dexametasona ou 
diclofenaco de sódio, ambos com via de administração intraperitoneal 
(i.p.), os animais foram colocados imediatamente na câmara teste. Após 
30 minutos de acondicionamento na câmara teste, 50 μl de cada 
substância irritativa foi administrada subcutaneamente, na região 
interescapular dos animais ou, aplicadas sobre a mesma região. O ato de 
coçar atrás das orelhas foi considerado como comportamento 
pruridogênico (número 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 injeção subcutânea (s.c.) de SP (100 
nmol/sítio), tripsina (300 µg/sítio) ou histamina (100 nmol/sítio). 
Imediatamente após a injeção, o ato de coçar atrás das orelhas foi 
contado por 30 minutos para SP ou histamina e 40 minutos para tripsina. 

6.1.8 Capsaicina e cinamaldeído como substâncias testes para o 
comportamento de coçar.  

Capsaicina e cinamaldeído são conhecidos ativadores de canais 
TRPV1 e TRPA1, respectivamente. Estas substâncias são largamente 
utilizadas para desvendar possíveis mecanismos de ação de substâncias 
bioativas com efeito analgésico ou para revelar vias sensoriais de 
condução de dor ou de prurido. No entanto, não há descrição na 
literatura sobre a utilização destas substâncias diretamente na região 
interescapular dos animais com o intuito de causar prurido. Assim, na 
tentativa de desvendar um possível mecanismo de ação do EBAAs-E, 
capsaicina e cinamaldeído foram usados como agentes indutores de 
prurido. Para isso, curva de dose e tempo resposta (0 - 30 min) foram 
determinadas. A indução de prurido foi realizada por injeção subcutânea 
de 50 L de capsaicina (0.75 – 7.5 g/sítio) ou cinamaldeído (250 – 
2500 nmol/sítio) na região interescapular dos animais. Imediatamente 
após a injeção, o ato de coçar atrás das orelhas foi registrado por 30 
minutos. 

Com base na curva de dose e tempo resposta, o prurido foi 
estimulado por injeção subcutânea (s.c.) na parte interescapular dos 
animais (50 µL) com capsaicina (2.5 g/site), ou cinamaldeído (750 
nmol/site). Imediatamente após a injeção destas substâncias, foi 
registrado o comportamento de coçar 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 
ação do EBAAs-E, através da observação de uma possível ação de 
EBAAs-E em inibir o prurido induzido por PKC. Imediatamente após a 
injeção de PMA, a ação de coçar atrás das orelhas foi considerado 



76 

indicativo de comportamento pruridogênico. Este comportamento foi 
registrado por 60 minutos.  

6.1.10 Prurido crônico induzido pelo rompimento da barreira 
cutânea, modelo de pele seca (AEW)  

Este modelo foi realizado conforme descrito previamente 
(MIYAMOTO et al., 2002). Os pelos da região interescapular dos 
animais foram depilados com máquina três dias antes do início do 
experimento. Gaze embebida em uma mistura de acetona e éter etílico 
(1:1) foi colocada sobre a região interescapular dos animais, por 15 
segundos. Logo depois, outra gaze, agora embebida com água, foi 
colocada sobre a mesma região por 30 segundos. Este grupo corresponde 
ao grupo induzido ao comportamento espontâneo de coçar, grupo AEW.  
Em outro grupo de animais, gaze embebida com água foi colocada sobre 
a região interescapular dos animais por 45 segundos. Este grupo 
corresponde ao grupo ÁGUA, sem indução do comportamento de coçar, 
controle do modelo. Este tratamento foi realizado 2 vezes ao dia (8h e 
15:30h), por 5 dias. No 6º dia os animais foram tratados com EBAAs-E 
uma hora antes da aplicação da solução AEW ou água na região 
interescapular dos animais. Logo após a aplicação da solução, o 
comportamento de coçar foi registrado por 30 minutos.  

Em outro grupo de animais, uma hora antes de cada aplicação de 
solução AEW ou água na região interescapular dos animais, os animais 
foram tratados com EBAAs-E, durante 5 dias, duas vezes ao dia, 
tratamento de doses repetidas. No 6º dia, a solução AEW ou água foi 
aplicada sobre a região interescapular dos animais e, imediatamente após 
a aplicação, iniciaram-se as contagens da resposta pruridogênica. A ação 
de coçar atrás das orelhas foi considerado indicativo de comportamento 
pruridogênico. Este comportamento foi registrado por 30 minutos. Este 
tratamento foi realizado em animais machos e fêmeas.  

Após a indução de prurido crônico com o modelo de pele seca e o 
tratamento de doses repetidas de EBAAs-E, foram avaliados parâmetros 
de locomoção 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 Análise das defesas antioxidantes na indução de prurido pelo 
modelo de pele seca (AEW) 

Para a medida da atividade enzimática, 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 enzimática, as quais foram determinadas por 
espectofotômetro, em placa de leitura UV/Vis (Infinity 2000, Tecan). A 
atividade enzimática Superóxido dismutase (SOD) foi medida como 
descrito previamente (PAOLETTI et al., 1986). Este método é baseado 
na geração química de superóxido na presença de manganês e EDTA. A 
taxa de produção de superóxido foi monitorada pela oxidação de NADH 
em 340 nm. Uma unidade de SOD corresponde a quantidade de proteína 
necessária para inibir 50% de oxidação de NADH. A atividade 
enzimática catalase (CAT) foi medida pela taxa de consumo de H2O2 em 
240 nm (AEBI, 1984). A atividade enzimática Glutationa peroxidase 
(GPx) foi medida em 340 nm através da taxa de consumo de NADPH na 
presença de glutationa redutase (GR), glutationa e hidroperóxido de 
cumeno (WENDEL, 1981). A medida da atividade enzimátca Glutationa 
redutase foi realizada em 340 nm através do consumo de NADPH numa 
reação de redução 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 ºC. Os 
sobrenadantes obtidos foram armazenados a -80 °C até a realização das 
análises. O conteúdo proteico total do sobrenadante foi mensurado pelo 
método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando uma curva padrão 
de calibração com albumina de soro bovino (BSA) (0,05 a 0,5 
mg/mL). Os níveis 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 instruções do fabricante. As concentrações das citocinas 
foram mensurados pela interpolação de uma curva padrão por 
mensuração colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtração da leitura 
a 550 nm) no leitor de placa (Infinity 2000, Tecan). Os valores finais 
foram expressos como pg/mg de proteína.  
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6.1.13 Avaliação dos animais no campo aberto após a indução de 
prurido crônico 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). Após a última aplicação 
de solução AEW ou água na região interescapular dos animais (6º dia de 
aplicação) os animais foram colocados no campo aberto (caixa de vidro 
30 X 30 X 15 cm) e observados durante 5 minutos. Os parâmetros 
avaliados foram: número de cruzamentos, tempo de permanência no 
centro e distância percorrida no campo aberto. Para a realização do 
experimento, a sala foi iluminada com luz vermelha de 15w. Os dados 
foram avaliados pelo sistema ANY-maze. 

6.1.14 Avaliação 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 crônico (6º dia de aplicação de AEW ou água) os animais 
foram presos pela cauda com fita adesiva e permaneceram nesta posição 
por 6 min. Neste período foi registrado o período de latência, tempo 
inicial até o animal ficar imóvel e, também o tempo de imobilidade, 
tempo em que o animal permaneceu imóvel a partir do período de 
latência. 

6.1.15 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados com média ± EPM de 4 a 15 
camundongos por grupo. Para comparações múltiplas a análise 
estatística 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 significância. O software 
utilizado para análise foi o Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software 
Inc., La Jolla, CA).  
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6.2 RESULTADOS 

6.2.1 Composição química do extrato bruto aquoso de Acca 
sellowiana (Myrtaceae) 

O perfil químico do EBAAs-E foi obtido pela análise em HPLC-
DAD em 225 nm (Figura 11). O cromatograma mostra picos 
correspondentes aos picos de compostos fenólicos com tempo de 
retenção de 2–8 min. Quando os picos obtidos foram comparados com as 
curvas de calibração foram identificados os seguintes compostos: ácido 
gálico (12,81 g/mL), catequina (7,88 g/mL) e epicatequina (31,15 
g/mL). Estes resultados confirmam os dados obtidos com a análise do 
EBAAs-BV em UHPLC-ESI-QTOF-MS, mostrando a similaridade dos 
extratos e que os mesmos são uma complexa mistura de polifenóis, 
incluindo ácido elágico glicosídeo, catequina (flavan-3-ol), epicatequina, 
galocatequina e protocianidina B. 

Figura 11 - Perfil cromatográfico do EBAAs-E em HPLC-DAD. 

 
Legenda: Picos cromatográficos detectadas em 225 nm do EBAAs-BV obtidos 
por HPLC–DAD. Compostos identificados estão nomeados no gráfico, nos 
respectivos tempos de retenção.  
Fonte: A autora (2018) 

6.2.2 OECD 407  

Os sinais clínicos dos animais foram obervados antes do início 
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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variação estatisticamente significativa foi encontrada nas avaliações 
hematológicas quando comparados os grupos tratados com EBAAs-E e 
grupo controle (ANOVA duas vias, P>0,05), apresentados na Tabela 4.  
Os fatores de interação foram: Leucócitos F(4,23)=1,6; Neutrófilos F(4,35) = 
2,0; Linfócitos  F(4,35) = 2,0; Monócitos  F(4,35) = 0,2; Eosinófilos F(4,35) = 
1,8. ALT F(4,13) = 0,2; AST F(4,13) = 1,5. 

Em todos os grupos analisados, os eritrócitos, plaquetas e 
leucócitos mantiveram as características morfológicas (forma, tamanho e 
cor) após os 28 dias de tratamento, quando observados em microscopia 
ótica. Quanto a dosagem das enzimas séricas, alanina aminotransferase 
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), não houve diferença 
significativa quando realizada análise estatística por ANOVA duas vias 
(P>0,05), (Tabela 4) após 28 dias de tratamento com EBAAs-E ou 
salina. 

Tabela 4 -  Avaliação hematológica e bioquímica dos animais machos e fêmeas 
tratados com EBAAs-E (i.g.) 

Parâmetros Sexo Grupos (mg/Kg) 
  0 

(Controle) 
10 100 300 1000 

Contagem total 
de leucócitos (103 

cells/μl) 

F 4,9±0,7 4,2±0,2 4,6±0,9 5,8±0,3 5,5±0,8 
M 5,5±0,8 4,7±0,5 6,1±0,5 4,4±0,3 4,9±0,9 

Neutrófilos (%) F 18,4±2,5 16,0±2,8 17,4±5,3 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 

Linfócitos (%) F 72,2±6 72,4±2,5 68,3±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 

Eosinófilos (%) 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 1,8±0,2 1,4±0,2 

Monócitos (%) 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 
aminotransferase 

(U/L) 

F 35 18 21 27 21 
M 27 22 18 24 36 

Aspartato 
aminotransferase 

(U/L) 

F 53 56 56 41 42 
M 61 65 57 43 54 

Legenda: Avaliação de parâmetros hematológicos e bioquímicos em 
camundongos fêmeas (F) e machos (M) após tratamento i.g. de salina (C) ou 
EBAAs-E nas doses de 10, 100, 300 e 1000 mg/kg, por 28 dias. Os valores 
representam a média ± EPM (N=3-5). Diferenças 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 água e de comida, foram 
monitorados uma vez por semana, no mesmo dia e período. Quando 
analisada por ANOVA duas vias, a diferença de ganho de peso corporal 
dos animais fêmeas quanto a dose não apresentou diferença 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 diferença significativa entre os grupos (F(4,80) = 72,23, 
P < 0,001) (Figura 12A). Os animais machos apresentaram diferença 
estatística significativa quanto ao ganho de peso corporal, após análise 
por ANOVA duas vias (Figura 12B). A diferença encontrada foi com 
relação a dose (F(4,80) = 129,90 P < 0,001), e ao tempo (F(4,80) = 14,22 P < 
0,001) do tratamento, com interação dose/tempo  (F(16,80) = 9,28, P < 
0,001). A análse pos hoc Bonferroni mostrou que as diferenças 
encontradas são em relação as doses 10, 100 e 1000 mg/kg quando 
comparadas ao grupo controle correspondente, após 14 dias de 
tratamento (Figura 12B).   

Figura 12 - Ganho de peso corporal dos animais a cada 7 dias após 28 dias de 
tratamento com EBAAs-E ou salina. 

Legenda: (A) Camundongos fêmeas e (B) camundongos machos. Cada ponto 
representa a média ± EPM (N=5). Diferenças estatísticas estão 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 símbolos. 
Fonte: A autora (2018) 

O consumo médio semanal de água e de ração não apresentaram 
diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos, seja em 
animais machos ou fêmeas (P > 0,05; ANOVA uma via), apresentados 
na Tabela 5.  
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Tabela 5 - Consumo de água e ração de camundongos tratados com EBAAs-E 
por 28 dias.  

Consumo Sexo Grupos (mg/kg) 
  0 (Controle) 10 100 300 1000 

Comida 
(g/semana/animal) 

F 38,9±2,9 38,4±2,7 38,1±1,2 38,4±1,8 42,1±2,9 
M 33,0±4,5 41,2±6,6 41,1±2,7 33,1±2,3 45,2±3,1 

Água 
(mL/semana/animal) 

F 49,5±2,3 48,5±4,9 48,5±3,0 49,5±2,3 54,8±9,5 
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 ração e água em animais fêmeas e machos após 
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 clínicos foram observados uma vez por semana, no 
mesmo dia e período. Nenhum animal tratado apresentou qualquer 
alteração de sinais clínicos ou morreu durante o período de avaliação. 
Pele e pelos, olhos e mucosas, secreções e excreções e atividade 
autonômica foram preservadas. Nenhuma mudança na marcha, postura, 
resposta no manuseio, presença de movimentos clônicos ou tônicos, 
estereotipados ou bizarros foram observados. Após 28 dias de tratamento 
com EBAAs-E ou salina, a reatividade sensorial e atividade motora 
foram preservadas sem haver nenhuma diferença estatística significativa 
após comparação estatística por ANOVA duas vias (P>0,05). Estes 
dados mostram que o tratamento com EBAAs-E nas doses até 1000 
mg/Kg, por 28 dias, não causaram qualquer alteração na força ou 
coordenação motora dos animais (Tabela 6). 
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Tabela 6 -  Avaliação da atividade motora e reatividade sensorial de animais 
machos e fêmeas tratados com EBAAs-E ou salina pela via intragástrica por 28 
dias 

Testes Sexo Grupos (mg/kg) 
  0 (Controle) 10 100 300 1000 

Teste de 
apreensão (g) 

F 12,0±0,7 13,4±2,4 16,6±2,3 12,8±1,8 14,8±0,7 
M 15,2±0,9 13,4±1,6 14,0±0,4 14,6±0,7 16,8±0,9 

Teste do 
Arame 

(segundos) 

F 1,2±0,2 1,4±0,4 1,8±0,6 1,6±0,4 2,2±0,4 
M 1,2±0,2 2,0±0,3 1,6±0,4 1,4±0,2 2,6±0,2 

Teste acústico 
(%) 

F 100 100 100 100 100 
M 100 100 100 100 100 

Teste de 
esconder 
esferas de 

vidros 
(média) 

F 19,6±0,2 19,2±0,2 17±0,0 18,6±0,7 19±0,6 
M 17±0,4 18,8±0,4 18,8±0,4 16,3±0,6 18,2±1,1 

Geotropismo 
positivo 

F + + + + + 
M + + + + + 

Marcha 
prejudicada 

F 1 1 1 1 1 
M 1 1 1 1 1 

Resposta 
pupilar 

F + + + + + 
M + + + + + 

Legenda: Avaliação neurocomportamental em animais fêmeas e machos após 
tratamento por 28 dias com EBAAs-E (10, 100, 300, ou 1000 mg/kg) ou salina 
(veículo). Os valores representam a média ± EPM (N=5). Diferenças entre os 
grupos foram avaliadas por ANOVA 2 vias (P>0.05). (+ = teste positivo; 1 = 
prejuízo insignificante da marcha). 
Fonte: A autora (2018) 

6.2.3 Prurido induzido por SP, tripsina e histamina 

Injeção (s.c.) de SP (100 nmol/site), tripsina (agonista de receptor 
PAR-2, 300 µg/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 
estão apresentados na Figura 13, mostrando uma drástica redução do 
comportamento de coçar, mesmo em baixas doses do extrato. O efeito do 
EBAAs-E sobre a indução de prurido por SP foi testado em animais 
machos (Figura 13A) e fêmeas (Figura 13B). Após o tratamento dos 
animais com EBAAs-E nas doses de 0,3; 1; 3 e 10 mg/Kg os valores de 
inibição 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 DI50 (95% de 
limite de confiança) foi de 1,4 (0,8–2,6) mg/kg (Figura 13A). Os valores 
de inibição para os animais fêmeas nas doses de 1, 3 e 10 mg/Kg foram 
de 17 ± 6%, 65 ± 7%, e 85 ± 1%, respectivamente e o valor médio da 
DI50 (95% de limite de confiança) foi de 2,3 (1,6–3,5) mg/kg (Figura 
13B).  A análise estatística por ANOVA duas vias não identificou 
diferença estatística significativa influenciada pelo gênero dos animais 
(P > 0,05) (Figura 13). O efeito de EBAAs-E em diminuir o 
comportamento de coçar causado por SP em fêmeas 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 fêmeas (Figura 13A e 
13B). Os valores de inibição de dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) foram de 
40 ± 5% em animais machos (Figura 13A) e 23 ± 4% em animais fêmeas 
(Figura 13B). Diclofenaco de sódio (30 mg/kg, i.p.) não foi capaz de 
diminuir o comportamento de coçar causado por SP, com valores de 
inibição de 23 ± 3% em animais machos e 2 ± 3% em fêmeas (Figura 
13A e 13B). 

No teste com tripsina, os valores de inibição obtidos após 
tratamento dos animais com EBAAs-E nas doses de 0,3; 1; 3 e 10 
mg/Kg ACEAs foram de 24 ± 1%, 40 ± 9%, 73 ± 7% e 76 ± 7%, 
respectivamente, com valor médio de DI50 (95% de limite de confiança) 
de 2,3 (1,2–4,2) mg/kg (Figura 13C).  

Para a histamina (Figura 13D) a redução do comportamento de 
coçar foi de 19 ± 1%, 70 ± 1% e 82 ± 1% após tratamento com EBAAs-
E nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente, com valor médio de 
DI50 de 5,0 (2,6–9,4) mg/kg (95% de limite de confiança). 

Para comparar o tratamento do EBAAs-E com conhecidos 
fármacos antipruridogênicos e anti-inflamatórios, dexametasona e 
diclofenaco de sódio foram utilizados como controles positivos nos 
testes com tripsina e, loratadina foi usada como controle positivo no 
teste com histamina. O valor de inibição da dexametasona foi de 53 ± 
7% e do diclofenaco de sódio foi de 27 ± 5% sobre o comportamento de 
coçar no teste induzido por tripsina (Figura 13C). Loratadina, usada no 
teste com histamina, apresentou valor de inibição de 61 ± 5% (Figura 
13D).  

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

Figura 13 - Efeito do tratamento com EBAAs-E sobre o comportamento de 
coçar induzido por SP, tripsina e histamina. 

Legenda: Os animais receberam, EBAAs-E (i.g.) uma hora antes da injeção 
subcutânea de (A) SP (100 nmol/sítio) em animais machos, (B) SP em animais 
fêmeas, (C) tripsina (300 µg/sítio) or (D) histamina (100 nmol/sítio). As colunas 
de linhas inclinadas representam os animais tratados com salina (i.g.), veículo 
do EBAAs-E e veículo 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 sódio (Diclo 30 mg/Kg, 
i.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 estão apresentados pela média + E.P.M. (N = 5-8). Diferenças 
estatísticas estão 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 cinamaldeído e capsaicina   

Cinamaldeído e capsaicina, ativadores de canais TRPA1 e 
TRPV1, respectivamente, foram usados como indutores de prurido. 



86 

Curva dose e tempo resposta foram feitas para encontrar a melhor 
concentração e tempo para a avaliação deste efeito (Figura 14 e 15).  

Os animais que receberam injeção subcutânea, na região 
interescapular, de cinamaldeído apresentaram aumento do 
comportamento de coçar concentração-dependente. Nas doses de 750 e 
2500 nmol/sítio, o comportamento de coçar aumentou de um valor basal 
de ~20 para 110 e 130, respectivamente (Figura 14A), com valor médio 
de DE50 de 467,2 (325,8 - 670,0) nM/sítio (95% de limite de confiança). 
A dose de 250 nM/sítio não aumentou o comportamento de coçar dos 
animais. Em todas as doses avaliadas, este aumento se deu em torno de 
10 - 15 minutos, estabilizando após 20 - 30 minutos da injeção de 
cinamaldeído (Figura 14B). Baseado nestes resultados a dose de 750 
nmol/sítio, s.c., de cinamaldeído foi escolhida para a indução de prurido. 
O tempo de observação escolhido foi de 30 min.       

Figura 14 - Curva dose e tempo resposta do comportamento de coçar induzido 
por cinamaldeído. 

Legenda: A) Curva dose-resposta. A coluna de linhas inclinadas representa o 
grupo de animais que receberam veículo (salina, 50 l, s.c.), considerado grupo 
de comportamento basal. As colunas brancas correspondem ao grupo de animais 
que receberam injeção subcutânea de cinamaldeído (250 – 2500 nmol/sítio). 
Dados são representados pela média ± E.P.M. (N = 5-8). Diferenças estatísiticas 
estão 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. Cinamaldeído foi administardo por injeção s.c. (250 – 2500 nmol/sítio) 
e o número de reposta foi registrado por 30 minutos. Cada ponto representa a 
média ± E.P.M. de 5 - 8 animais. Diferenças estatísticas estão indicadas por **P 
< 0,01 ou ***P < 0,001 quando comparadas com o grupo controle (injeção s.c. 
de salina) correspondente (ANOVA duas vias seguida de teste post hoc 
Newman-Keuls). 
Fonte: A autora (2018) 
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Capsaicina (s.c., 50 L) 0,75; 2,5 e 7;5 g/sítio foi injetada na 
região interescapular dos camundongos para induzir o comportamento 
de coçar. Capsaicina nas doses de 0,75; 2,5 e 7,5 g/sítio aumentaram 
significativamente o comportamento de coçar (70 - 130), quando 
comparados ao grupo salina (grupo controle) com valor médio de DE50 
de 0,953 (0,594 – 1,530) g/sítio (95% de limite de confiança) (Figura 
15A). A dose de 0,25 g/sítio não apresentou diferença estatística 
significativa quando comparado com o grupo salina. O comportamento 
de coçar aumentou em até 25 minutos com tendência de platô entre 25 - 
30 minutos (Figura 15B). Com base nestes resultados, a concentração de 
capsaicina escolhida para induzir o comportamento de coçar foi de 2,5 
g/sítio, com tempo total de observação de 30 minutos.  

Figura 15 - Curva dose e tempo resposta do comportamento de coçar induzido 
pela capsaicina. 

Legenda: A) Curva dose-resposta. A coluna de linhas inclinadas representa os 
animais que receberam veículo (salina, 50 L, s.c.), considerado grupo de 
comportamento basal. As colunas brancas representam os animais que 
receberam injeção de capsaicina (0,25 – 7,5 g, 50 L, s.c.). Dados são 
representados pela média ± E.P.M. (N = 5-8). Diferenças estatísticas são 
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 
injeção de capsaicina (0,75 – 25 g/50L, s.c.). Diferenças estatísticas estão 
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 está escondida dentro dos símbolos. 
Fonte: A autora (2018) 
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6.2.5 Efeito do EBAAs-E no comportamento de coçar, induzido por 
cinamaldeído e capsaicina    

O estímulo ao comportamento de coçar causado pela injeção 
subcutânea de cinamaldeído (750nM/sítio) ou de capsaicina (2,5 
g/sítio) induziram cerca de 120 atos de coçar em camundongos, um 
valor muito maior do que o causado pelo grupo salina (~20) (Figura 16A 
e 16B). O tratamento intragástrico dos animais com EBAAs-E nas doses 
de 3 e 10 mg/Kg, uma hora antes da injeção de cinamaldeído ou de 
capsaicina, diminuiram o comportamento de coçar nos animais. As doses 
de 3 e 10 mg/Kg apresentaram valores de inibição de 40 ± 10% e 62 ± 
10% para cinamaldeído (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 coçar 
induzido por cinamaldeído e capsaicina. 

Legenda: Camundongos receberam EBAAs-E (3 e 10 mg/kg, i.g.) uma hora 
antes da injeção subcutânea de (A) cinamaldeído (750 nmol/site) ou (B) 
capsaicina (2,5 µg/sítio). As colunas com linhas inclinadas representam o grupo 
salina, animais que receberam veículo do EBAAs-E (salina, i.g.) e veículo 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 estão representados pela média ± E.P.M. (N = 5-7). 
Diferenças estatísiticas estão 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) 



89 

6.2.6 Efeito do EBAAs-E no comportamento de coçar, induzido por 
PMA   

Com a intenção de esclarecer o mecanismo de ação do efeito do 
EBAAs-E sobre o comportamento de coçar, PMA (500 pM), um ativador 
de proteina cinase C (PKC), foi utilizado na indução 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 injeção subcutânea de PMA na região interescapular dos 
animais aumentou expressivamente o comportamento de coçar de ~20, 
níveis basais, para ~160. O EBAAs-E foi capaz de atenuar o efeito 
causado pelo PMA, com valor de inibição de 42 ± 9%. 

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

 
Legenda: Camundongos receberam EBAAs-E (i.g.) uma hora antes da injeção 
subcutânea de PMA, 500 pM/sítio. A coluna com linhas inclinadas representa o 
grupo salina, animais receberam veículo do EBAAs-E (salina, i.g.) e veículo do 
agente irritativo (salina, 50l 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 estão representados pela média ± E.P.M. (N=5-7). Diferenças 
estatísticas estão 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 duração do efeito do EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.) foi testado 
frente ao cinamaldeído, para a indução 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 avaliação, 30 minutos, e 
persistiu até quatro horas após o tratamento com o extrato. Isto 
demonstra que o extrato possui um efeito rápido e prolongado. Este 
efeito foi observado tanto em animais machos (Figura 18A) quanto em 
fêmeas (Figura 18B).  

Figura 18 - Curva tempo-resposta de EBAAs-E. 

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 injeção subcutânea de 
cinamaldeído (750 nmol/site). Cada ponto representa a média + E.P.M. de 4–6 
animais. Diferença estatística do grupo controle estão 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 estão escondidas dentro dos símbolos.  
Fonte: A autora (2018) 

6.2.8 EBAAs-E diminui a resposta do comportamento de coçar 
induzido pela ruptura da barreira cutânea – modelo de pele seca 
(AEW).  

O efeito do EBAAs-E foi testado frente ao modelo crônico de 
prurido, conhecido como modelo de pele seca (AEW) (Figura 19). Para 
isso, durante 5 dias, duas vezes ao dia, solução de acetona-éter-água 
(grupo AEW) foi aplicada na região interescapular dos animais, 
previamente depilada. Para controle do modelo outro grupo de animais 
recebeu aplicação de água pelo mesmo período e no mesmo local (grupo 
ÁGUA). A figura 19 mostra que a aplicação de AEW praticamente 
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triplicou o ato de coçar dos animais. No sexto dia do teste, o tratamento 
agudo em dose única do EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.), uma hora antes da 
última aplicação de solução 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 
interação AEW/EBAAs-E (F(1,19) = 20,1, P < 0,001), após a análise 
estatística por ANOVA duas vias (Figura 19A). O tratamento com 
EBAAs-E per se não apresentou efeito sobre o ato de coçar dos animais. 
O comportamento de coçar foi praticamente abolido pelo EBAAs-E, 
indicando um potente efeito antiprurido neste modelo.  

Para testar uma possível ação preventiva do EBAAs-E sobre o 
prurido espontâneo induzido por este modelo, tratamento com EBAAs-E 
foi realizado durante 5 dias, duas vezes ao dia, uma hora antes de cada 
aplicação da solução AEW ou água. Novamente, a aplicação de solução 
AEW praticamente triplicou o ato de coçar dos animais, sejam eles 
machos (Figura 19B) ou fêmeas (Figura 19C). A análise estatística por 
ANOVA duas vias identificou efeito do grupo AEW (F(1,19) = 45,3, P < 
0,001), do tratamento com EBAAs-E (F(1,19) = 10,0, P < 0,01) e a 
interação AEW/EBAAs-E (F(1,19) = 15,0, P < 0,001) nos animais machos. 
Assim, o tratamento com EBAAs-E preveniu, de forma significativa, o 
comportamento de coçar induzido por AEW nestes animais (Figura 
19B). O mesmo tratamento teve efeito similar em animais fêmeas 
(Figura 19C), quando os dados foram analisados por ANOVA duas vias. 
O efeito é dependente de AEW (F(1,16) = 50,4, P < 0,001), de EBAAs-E 
(F(1,16) = 13,1, P < 0,01) com interação AEW/EBAAs-E (F(1,16) = 22,4, P 
< 0.001). O efeito anti prurido foi observado mesmo após 18 horas do 
último tratamento com o EBAAs-E, mostrando um efeito duradouro 
deste extrato quando utilizado o tratamento com doses repetidas. 
Nenhum efeito com relação ao genêro dos animais foi observado (Figura 
19B e 19C). 

Estes dados mostram a eficácia de tratamento oral de EBAAs-E 
no modelo crônico de pele seca, seja na inibição de prurido já instalado 
ou na prevenção do mesmo.  

O grupo ÁGUA não apresentou nenhum efeito após análise 
estatística por ANOVA duas vias. 
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Figura 19 - Efeito do tratamento do EBAAs-E sobre o comportamento de coçar 
induzido por modelo de prurido crônico, pele seca (AEW). 
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Legenda: Solução AEW (grupo AEW) ou água (grupo ÁGUA) foram aplicados 
na região 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 aplicação de solução de AEW ou água na região 
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 aplicação 
de solução AEW ou água na região interescapular de camundongos machos.  No 
sexto dia, as soluções AEW e água foram aplicadas na região interescapular dos 
animais no momento do teste. As colunas pretas representam os animais que 
receberam veículo 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 fêmeas, 
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 aplicação de solução AEW ou água na 
região interescapular dos animais.  No sexto dia, as soluções AEW e água foram 
aplicadas na região interescapular dos animais no momento do teste. As colunas 
pretas representam os animais que receberam veículo de EBAAs-E (salina, i.g.). 
As colunas brancas indicam os animais tratados com EBAAs-E (3 mg/Kg, i.g.). 
Dados estão representados pela média ± E.P.M. (N = 5-7). Diferenças 
estatísiticas estão indicadas por ###P < 0,001 quando comparado o grupo AEW 
e ÁGUA 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 locomoção, o comportamento tipo 
ansioso e depressivo no modelo crônico de pele seca. 

Os animais foram avaliados quanto ao comportamento tipo 
ansioso e a atividade locomotora no teste do campo aberto após a 
indução de prurido crônico 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 análise ANOVA duas vias, onde o tempo de 
permanência no centro do campo aberto (Figura 20A) foi diminuído pelo 
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tratamento com EBAAs-E (F(1,51) = 13,2, P < 0,001), mas não por AEW 
ou sua interação (P > 0,05) e, pela redução do número de entradas no 
centro do campo aberto (Figura 20B), (F(1,51) = 11,1, P < 0,01), também 
sem efeito de AEW e sem interação EBAAs-E/AEW (P < 0,05). A 
distância de deslocamento total (Figura 20D) realizada pelos animais no 
campo aberto não foi alterada pela aplicação de AEW ou pelo tratamento 
com EBAAs-E (ANOVA duas vias, P > 0,05).  

No teste de esconder esferas de vidro, a análise estatística por 
ANOVA duas vias não apresentou qualquer efeito da aplicação de AEW 
ou interação AEW/EBAAs-E (P > 0,05).  O número de esferas de vidro 
escondidas pelos animais foram 19,0 + 0,52 (ÁGUA/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, já que o diazepam é uma droga ansiolítica.  

O comportamento tipo depressivo foi avaliado no teste de 
suspensão pela cauda após a indução do prurido crônico pelo modelo 
AEW (Figura 20C). A análise dos dados por ANOVA duas vias mostrou 
efeito da aplicação de solução AEW (F(1,54) = 14,0, P < 0,001), mas não 
do tratamento com EBAAs-E, sem interação AEW/EBAAs-E (P > 0,05). 
O tempo de imobilidade dos animais não foi afetado pelo tratamento per 
se do EBAAs-E. Assim, aplicação de AEW induziu um aumento do 
tempo de imobilidade, o qual não foi influenciado pelo co-tratamento 
com EBAAs-E. Este efeito não está relacionado a qualquer alteração da 
atividade normal dos animais, já que a locomoção dos mesmos não 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 crônico de prurido. 

 
Legenda: Tratamento dos animais com EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) uma hora antes 
de cada aplicação de solução AEW na região interescapular, 2 vezes ao dia, por 
5 dias (AEW). Em outro grupo de animais água foi aplicada na região 
interescapular, controle do modelo. Os testes comportamentais foram avaliados 
após 18 horas da última dose de EBAAs-E. (A, B e D) Teste do campo aberto 
(N=11-15); (C) teste da suspensão pela cauda (N=14-15). Os dados foram 
representados pela media + E.P.M. Diferenças estatísticas estão indicadas por #P 
< 0,05, ##P < 0,01 quando comparadas com o grupo ÁGUA/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 níveis de citocina e fator de 
crescimento neuronal (NGF), na pele e medula espinal no modelo 
crônico de pele seca. 

Os níveis de citocina e de NGF foram analisados após a indução 
do prurido crônico 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 avaliação estatística por ANOVA duas vias mostrou que a 

aplicação de AEW reduziu os níveis de IL-17 na pele (F(1,14) = 30,0, P < 
0,001) e que o tratamento com EBAAs-E, não previniu esta diminuição, 
não apresentando interação entre AEW/EBAAs-E (P > 0,05) (Figura 
21A). Na medula espinal o tratamento com EBAAs-E evitou a 
diminuição da concentração de IL-17 (F(1,13) = 8,22, P < 0,05) com 
interação entre EBAAs-E/AEW (F(1,13) = 5,35, P < 0,05) (Figura 21B).   

O tratamento com EBAAs-E ou a aplicação de solução AEW não 
alterou a concentração de IL-10 na pele (Figura 21C) (ANOVA 2 vias, P 
> 0,05). Já, na medula espinal houve diminuição da concentração de IL-
10 após a aplicação de AEW, efeito de AEW (F(1,15) = 22,5, P < 0,001) 
(Figura 21D), sem ser alterado pelo tratamento de doses repetidas com 
EBAAs-E, sem interação AEW/EBAAs-E (ANOVA duas vias, P > 0,05). 

 A concentração de NGF na pele ou na medula (Figura 21E e 
21F) não 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 
EBAAs-E não alterou significativamente a concentração de IL-17, IL-
10, ou NGF na pele (Fig. 21A, C e E) ou na medula espinal (Figura 21B, 
D e F). 
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Figura 21 - Concentração de citocinas em animais submetidos ao modelo de 
prurido crônico e tratados com doses repetidas de EBAAs-E. 

 
Legenda: Os animais foram tratados com EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) uma hora 
antes de cada aplicação de solução de AEW ou água na região interescapular dos 
animais, duas vezes ao dia, por 5 dias. As citocinas foram quantificadas após 18 
horas do último tratamento com EBAAs-E. Os dados estão representados pela 
média + S.E.M. (N=5-7). Diferenças estatísticas estão indicadas por #P < 0,05 ou 
##P < 0,01 quando comparado com o grupo controle ÁGUA/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 EBAAs-E sobre a atividade enzimática de enzimas 
antioxidantes no modelo crônico de pele seca. 

Baseado na análise fitoquímica do EBAAs-E que revelou a 
presença de compostos fenólicos como ácido gálico, catequina e 
epicatequina, conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes 
(LANDETE, 2012) a atividade das enzimas antioxidantes foram 
avaliadas na pele e medula espinal, após a indução de prurido crônico 
pelo modelo de pele seca e tratamento de doses repetidas do EBAAs-E.  

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

A aplicação de AEW aumentou significativamente a atividade 
SOD na pele (F(1,35) = 9,38, P < 0,01) e diminuiu a atividade desta 
mesma enzima na medula espinal (F(1,39) = 4,25, P < 0,05) (Figura 22A e 
22B). Infelizmente, o teste post hoc não foi capaz de detectar as 
diferenças entre os grupos.  

A atividade CAT, na pele, teve aumento significativo no grupo 
AEW, quando comparado com com o grupo ÁGUA/salina. Este aumento 
foi evitado pelo tratamento com EBAAs-E (Figura 22C) (ANOVA duas 
vias, F(1,32) = 14,7, P < 0,001). O efeito não foi influenciado pela 
aplicação de AEW, sem interação entre AEW/EBAAs-E (ANOVA duas 
vias, P > 0,05). A atividade CAT na medula espinal não foi alterada pelo 
tratamento com EBAAs-E ou pela aplicação de AEW (ANOVA duas 
vias, P > 0,05). 

Com relação a atividade GPx na pele (Figura 22E), a aplicação de 
AEW não foi um fator significativo (ANOVA duas vias, P > 0,05), mas 
foi significativo na medula espinal (Figura 23F; F(1,39) = 5,88, P < 0,05). 
O tratamento com EBAAs-E e a interação AEW/EBAAs-E não foram 
significativos. Apesar do efeito significativo do grupo AEW na medula o 
teste post hoc não foi capaz de detectar as diferenças entre os grupos.  

Na pele, o aumento da atividade GR foi estatisticamente 
significativo sob o efeito da aplicação de AEW (F(1,35) = 4,68, P < 0,05), 
mas o EBAAs-E não teve efeito sobre a mesma e não houve interação 
AEW/EBAAs-E (P > 0,05). O teste post hoc não foi capaz de detectar 
diferenças entre os grupos. A atividade da GR na medula espinal não 
apresentou diferença estatística entre os grupos (P > 0,05) (Figura 22G e 
22H).  
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Figura 22 - Atividade enzimática das enzimas SOD, catalase, Glutationa 
Peroxidase e Glutationa Redutase em animais submetidos ao modelo de prurido 
crônico e tratados com doses repetidas de EBAAs-E. 

 
Legenda: O EBAAs-E (3 mg/kg, i.g.) foi administrado uma hora antes de cada 
aplicação de AEW ou água na região interescapular dos animais, duas vezes ao 
dia por cinco dias. A atividade enzimática das enzimas foram medidas dezoito 
horas após a última dose do EBAAs-E. Dados estão representados pela media + 
E.P.M. (N=10-12). Diferenças estatísticas estão indicadas por #P < 0,05 quando  
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Continuação da Figura 22. 
comparados com o grupo ÁGUA/Salina e **P < 0,01 quando comparado ao 
grupo AEW/Salina.  & Indica um efeito significativo de AEW na análise 
estatística por ANOVA duas vias. Newman-Keuls foi usado como teste post hoc. 
Fonte: A autora (2018). 

6.3 DISCUSSÃO 

Muitos produtos naturais são utilizados no tratamento de prurido, 
mas pouco é conhecido sobre os mecanismos envolvidos neste efeito 
(PLUSKAL; WENG, 2017). A maior parte destes agentes provenientes 
de produtos naturais são de uso tópico, exemplos deles são: cânfora, 
mentol, icilina, cumarina prenilada, ostole, colibolideo (PLUSKAL; 
WENG, 2017). A quase inexistência de agentes antipruriginosos de 
administração 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 capítulo deste trabalho mostram que os 
efeitos do EBAAs-E e EBAAs-BV foram similares quando utilizado o 
modelo do ácido 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 substâncias bioativas presentes no EBAAs-E 
identificadas por HPLC-DAD estão, ác. gálico, catequina e epicatequina, 
substâncias também identificadas no extrato EBAAs-BV, utilizado nos 
testes descritos no capítulo 1 deste trabalho. Estas substâncias pertencem 
ao grupo dos compostos fenólicos, os quais são poilifenóis presentes em 
muitos extratos de plantas que possuem propriedades bioativas, tais 
como: antioxidantes, analgésicas, anti-inflamatória e antipruriginosa 
(RICHARD et al., 2006; UPADHYAY; DIXIT, 2015; GANZERA; 
STURM, 2018).  

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

A administração subcutânea de SP, estimula a degranulação de 
mastócitos na pele, o qual libera grânulos que possuem mediadores 
pruritogênicos, 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 coçar induzido por SP pode diminuir a 
degranulação mastocitária, limitando a liberação destes mediadores e 
consequentemente o comportamento de coçar.  O efeito do EBAAs-E 
pode estar relacionado a uma ação sobre receptores NK-1, presentes em 
mastócitos e em neurônios NK1-positivos na medula espinal (HAN; 
DONG, 2014). 

Outra ação do EBAAs-E foi a diminuição do comportamento de 
coçar induzido por tripsina. Esta ação poderia estar relacionada com a 
menor liberação de proteases de mastócitos induzidas pela ação de SP, o 
que diminuiria a ativação de receptores PAR-2 e PAR-4, ou através de 
uma ação direta deste extrato sobre a ativação de PAR-2 e PAR-4 
(COSTA et al., 2008; HAN; DONG, 2014; PATRICIO et al., 2015). Um 
estudo recente mostra que MrgprC11 está envolvido na indução de 
prurido por PAR-2 (MEIXIONG; DONG, 2017). A hipótese é que esta 
ação seja em decorrência da ativação de MrgprC11 por PAR2. Além 
disso, PAR2 é co-expresso com MrgprC11 em neurônios do gânglio 
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 indução de prurido por tripsina. Neste contexto, 
EBAAs-E poderia diminuir a indução de prurido por proteases por agir 
diretamente sobre PAR-2 e PAR-4, e indiretamente sobre Mrpgr. Isto 
poderia explicar o efeito deste extrato após a aplicação de tripsina. A 
ação inibitória do EBAAs-E sobre a indução de prurido por tripsina 
demonstra a ação deste extrato sobre as vias não histaminérgicas de 
prurido.  

A ação do EBAAs-E sobre SP e a possível diminuição da 
degranulação mastocitária, limita a liberação de histamina e 
consequentemente o comportamento de coçar induzido pela mesma 
através de receptores H1 e H4 (AKIYAMA; IODI CARSTENS; 
CARSTENS, 2010; MENG; STEINHOFF, 2016). Esta ação ou a ação 
direta do EBAAs-E sobre estes receptores de histamina poderiam 
explicar a diminuição do comportamento de coçar causado pelo EBAAs-
E quando induzido por histamina. A inibição do comportamento de coçar 
induzido por histamina mostra uma ação inibitória do EBAAs-E sobre as 
vias histaminérgicas de prurido. As ações do EBAAs-E sobre histamina 
e tripsina observadas neste capítulo são indênticas as ações observadas 
pelo EBAAs-BV descritas no capítulo 1, mostrando a similaridade de 
ação destes dois extratos. Além disso, as substâncias identificadas nos 
dois extratos, catequina, epicatequina e ác. gálico, possuem mecanismos 
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de modulação sobre a ação da histamina, descritos no capítulo 1 deste 
trabalho e que podem justificar a eficaz e potente diminuição do 
comportamento de coçar dos animais quando tratados previamente com 
EBAAs-E. 

Sabendo do envolvimento de canais TRP´s na indução de prurido 
e com a intenção de melhor entender os mecanismos envolvidos, testes 
utilizando capsaicina e cinamaldeído foram utilizados. Como não há 
protocolos animais descritos sobre a indução de prurido utilizando 
capsaicina e cinamaldeído, os mesmos foram estabelecidos neste 
trabalho. A indução de prurido por cinamaldeído foi significativa na dose 
de 750 nM/sítio, dose muito maior que a dose necessária para a indução 
de dor (10nM/sítio). Para a capsaicina a menor dose testada capaz de 
induzir o comportamento de coçar nos animais foi de 0,75 g/sítio, com 
pico de indução na dose 2,5 g/sítio, dose menor que a utilizada para a 
indução de dor (1,6 g/sítio). Doses maiores de cinamaldeído são 
necessárias para a indução de prurido quando comparado com 
capsaicina. Mais experimentos são necessários para o entendimento 
destes mecanismos. Com relação ao tempo de observação, o 
comportamento de coçar é aumentado após 10 minutos, com efeito 
máximo de até 20 - 25 minutos após a aplicação de capsaicina ou 
cinamaldeído.  

O EBAAs-E foi capaz de reduzir o prurido induzido por 
capsaicina e cinamaldeído. Isto reforça que este extrato pode agir sobre 
vias sensoriais dependentes e independentes de histamina, as quais estão 
ligadas na sensibilização e ativação de canais TRPV1 e TRPA1, 
respectivamente (YUN et al., 2011; AZIMI et al., 2017; KITTAKA; 
TOMINAGA, 2017). Canais TRP´s são largamente distribuídos nos 
tecidos, podendo existir mais de um subtipo dos mesmos em uma única 
célula (TÓTH et al., 2014; CATERINA; PANG, 2016). Canais TRPV1 
são encontrados em fibras C e A, vias sensoriais nociceptivas. A 
ativação destes canais induz a liberação de SP que atua sobre receptores 
NK-1, o que poderia explicar a inibição de SP downstream (HAN; 
DONG, 2014; AZIMI et al., 2017). Neurônios sensoriais que expressam 
TRPA1 podem liberar neuropeptídeos inflamatórios tais como SP e 
CGRP (CATERINA; PANG, 2016), o qual reforça o comportamento de 
coçar. EBAAs-E inibiu o comportamento de coçar induzido por 
cinamaldeído e capsaicina, demonstrando que TRPV1 e TRPA1 são 
alvos de ação deste extrato. A ação do extrato aquoso das folhas de Acca 
sellowiana sobre canais TRP, também foi evidenciada no capítulo 1 
deste trabalho, quando estimulada a nocicepção em camundongos 
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também por cinamaldeído e capsaicina.  Isto mostra que tanto EBAAs-E 
quanto EBAAs-BV parecem diminuir diretamente a ativação destes 
canais. Ainda, EBAAs-E pode prevenir a ativação de PKC.  PKC pode 
ser ativada por receptores de SP (NK1), histamina (H1 e H4) e 
receptores ativados por proteases (PAR-2 e PAR-4) e daí ativar canais 
TRPV1 e A1. A inibição de PKC pode diminuir a ativação de TRPV1 e 
A1, diminuindo o comportamento de coçar. Além disso, canais TRPA1 
são expressos em subgrupos de neurônios do gânglio da raiz dorsal que 
também expressam canais TRPV1 (UTA et al., 2010; SPAHN; STEIN; 
ZÖLLNER, 2014; PETER et al., 2017). Assim, ativação de TRPV1 pode 
ser um sinal ativador para TRPA1. Canais TRPA1 podem ser inativados 
pela ação do ácido gálico (TREVISAN et al., 2014), um dos compostos 
fenólicos identificados por HPLC-DAD no EBAAs-E. 

O prurido crônico é um sintoma prevalente em várias doenças, 
tais como doenças da pele, doenças sistêmicas e disfunções metabólicas 
(IKOMA et al., 2006; LUO et al., 2015; KANEHISA et al., 2017; 
PEREIRA; STÄNDER, 2017; TSUDA, 2017) com poucos tratamentos 
efetivos. Nos últimos anos muitas pesquisas relacionadas aos 
mecanismos envolvidos e substâncias que possam aliviar este sintoma 
estão sendo desenvolvidas. Um dos modelos utilizados para o estudo de 
prurido crônico, é o modelo de pele seca, no qual se utiliza como agente 
indutor de prurido espontâneo uma solução de acetona:éter e água, por 
isso conhecido também como modelo AEW. Apesar de ser um efetivo 
modelo para o estudo de prurido crônico, pouco se sabe sobre os 
mecanismos envolvidos na indução de prurido por ele. Trabalhos 
recentes sobre os mecanismos deste modelo, mostram que não há 
envolvimento de mastócitos, mas há participação de espécies reativas de 
oxigênio (ROS), PAR-2, canais TRPA1 e TRPV1 (AKIYAMA; IODI 
CARSTENS; CARSTENS, 2010; YU et al., 2016; ZHOU et al., 2017). 
Zhou 2016, demonstrou que substâncias antioxidantes são capazes de 
diminuir a intensidade de prurido induzida por este modelo. O prurido 
crônico está associado a uma série de co-morbidades, como falta de 
sono, depressão e ansiedade reduzindo a qualidade de vida dos 
indivíduos (PEREIRA; STÄNDER, 2017). Este trabalho avaliou o 
modelo de pele seca no comportamento tipo ansioso e depressivo e as 
alterações na concentração de citocinas e das enzimas antioxidantes e, 
como estes parâmetros são afetados pelo tratamento com EBAAs-E. Este 
trabalho mostra que o modelo AEW não 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 suspensão pela cauda. O tratamento com o EBAAs-E não foi capaz 
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de inibir a indução do comportamento tipo depressivo dos animais do 
grupo AEW, não possuindo, portanto, ação 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 
não apresentou nenhum efeito tipo ansiolítico 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 administração do extrato. 

Embora IL-17 esteja envolvida no mecanismo de pele seca em 
dermatite atópica e psoríase, o real papel desta citocina em doenças 
alérgicas e da pele permanece indefinido (JIN et al., 2009; YANABA et 
al., 2013; CAMPA; MENTER, 2016). Assim, foi avaliada a 
concentração 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 diminuição de IL-17 na pele e na medula espinal. O tratamento 
com doses repetidas de EBAAs-E preveniu esta diminuição na medula 
espinal, mas não na pele. O perfil de IL-10 na pele ou medula espinal no 
modelo de pele seca também não é conhecido. Os resultados mostraram 
diminuição desta interleucina na medula espinal, sem nenhuma ação do 
EBAAs-E sobre este efeito. A ausência de aumento de IL-17, uma 
citocina inflamatória e a diminuição de IL-10, uma citocina 
imunoreguladora, parece estar coerente com os trabalhos que indicam 
que o modelo de pele seca não pode ser considerado um modelo de 
inflamação clássica. Além do mais, parece não haver envolvimento de 
mastócitos e de histamina na indução de prurido espontâneo 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 não há envolvimento de IL-17 e 
IL-10 na indução de prurido no modelo de pele seca. Mais trabalhos 
complementares são necessários para o melhor entendimento da relação 
deste modelo, tratamento com EBAAs-E e citocinas.  

Há descrição 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 
não mostraram qualquer diferença significativa na concentração de NGF 
no modelo de pele seca. Da mesma forma, a concentração de NGF não 
foi afetada pelo tratamento com EBAAs-E.   
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Um estudo recente mostrou que substâncias antioxidantes podem 
diminuir o comportamento de coçar 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, e para SOD e GPx na 
medula espinal, indicando que a indução de prurido por AEW tem um 
fator relevante sobre a resposta antioxidante dos animais. Houve uma 
tendência de aumento da atividade enzimática na pele com sentido 
oposto na medula espinal. Apesar da relevância dos dados apresentados, 
maiores estudos devem ser feitos para o melhor entendimento deste 
modelo.  

Exceto pela ação preventiva sobre o aumento de CAT causada 
pela aplicação de solução AEW, nenhum outro efeito do EBAAs-E foi 
observado com relação as mudanças induzidas pelo modelo de pele seca. 
Além disso, o tratamento com EBAAs-E não modificou a atividade de 
nenhuma enzima antioxidante estudada, indicando que o estresse 
oxidativo pode não ser a principal via de ação do EBAAs-E sobre o 
efeito de diminuir o comportamento de coçar dos animais no modelo de 
pele seca. Novas avaliações da atividade enzimática em relação ao 
tempo de medição das mesmas devem ser realizadas para averiguação 
deste possível mecanismo de ação.   

O modelo de pele seca mostrou-se efetivo, já que houve evidente 
aumento do comportamento de coçar após 6 dias de aplicação de solução 
AEW. EBAAs-E, 3 mg/kg, praticamente aboliu o efeito deste modelo, 
seja no tratamento agudo, administração única, uma hora antes da útima 
aplicação de AEW, ou em doses repetidas (2 vezes ao dia, por 5 dias) 
com a administração da útima dose de EBAAs-E 18 horas antes da 
última aplicação de AEW. Este efeito foi similar em machos e fêmeas.  

Os resultados da curva tempo resposta e do tratamento de doses 
repetidas mostram que o EBAAs-E possui um efeito de ação rápido e 
duradouro. 

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

6.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados da análise química de ambos os extratos 
identificaram a presença de compostos fenólicos na sua composição. 
Isto, aliado ao uso popular medicinal desta planta, instigou-nos a 
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pesquisar uma possível atividade biológica do EBAAs relacionado com 
ação anti-inflamatória, analgésica e antiprurido, já que, vários trabalhos 
mostram a relação destes compostos com os efeitos citados.  

Muitos produtos naturais apresentam um complexo perfil 
farmacológico, ligando-se a um painel de receptores moleculares co-
relacionados ou não, dependendo das propriedades farmacocinética e 
farmacodinâmica destes compostos (PLUSKAL; WENG, 2017). Isto 
parece acontecer com o EBAAs-BV e EBAAs-E, já que os mesmos 
modulam o comportamento de nocicepção e de coçar em camundongos 
induzido por ácido acético, SP, histamina e tripsina. Isto parece ser 
explicado pela ação inibitória destes extratos sobre TRPV1, TRPA1 e 
TRPM8. A inibição de PKC pelo EBAAs-E limita a resposta de TRPV1 
e TRPA1, diminuindo o comportamento de coçar em camundongos 
indicando a modulação do EBAAs-E nesta via de sinalização. O claro 
efeito antiprurido do EBAAs-E estimula estudos futuros na identificação 
de compostos ativos presentes neste extrato, além da investigação do 
mecanismo de ação envolvido neste efeito.  

O evidente efeito antiprurido do EBAAs-E foi confirmado no 
modelo crônico de prurido, modelo pele seca. A ausência de resposta 
deste extrato sobre atividade antioxidante e sobre a concentração de 
citocinas indicam que este pode não ser o principal mecanismo de ação 
deste extrato.   A ação do extrato quando utilizados animais machos e 
fêmeas, mostram que a eficácia do EBAAs é a mesma em ambos os 
sexos dos animais. 

Além disso, devido a similaridade de composição química e de 
ação, sugere-se que a falta de ação do EBAAs-BV sobre a indução de 
dor por glutamato corrobora a ideia de que o extrato da planta Acca 
sellowiana tem uma forte ação antiprurido, desde que o glutamato inibe 
o prurido por ativar interneurônios inibitórios 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 
opção de tratamento disponíveis para prurido, e a ausência de toxicidade, 
abre caminho para novas pesquisas e caminhos na exploração da planta 
Acca sellowiana como uma promissora medicação antiprurido.   
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7. CONCLUSÕES 

Este estudo demonstrou que os extratos EBAAs-Bv e -E 
apresentam compostos fenólicos na sua composição química, incluindo 
catequina, epicatequina e ácido gálico e que as suas ações biológicas não 
apresentam diferenças devido a condução produtiva.  

Pela primeira vez, foi apresentado o efeito antinociceptivo e 
antiprurido em modelos animais. Estes parecem estar relacionados a 
ação moduladora dos EBAAs sobre canais iônicos do tipo TRPA1, 
TRPV1, TRPM8, bem como sobre a ativação de PKC. Isto justificaria a 
ação inibitória sobre a indução de dor e de prurido quando induzidos por 
ácido acético, SP, histamina e tripsina.  

A inibição do comportamento de coçar no prurido crônico pode 
estar relacionado aos mesmos mecanismos envolvidos na inibição do 
prurido agudo, já que os níveis de citocinas e das defesas antioxidantes 
não foram alterados com o uso de EBAAs-E. Não apresenta toxicidade, 
mas parece apresentar um efeito indesejado importante, ansiogênico. 
Parece não apresentar atividade antidepressiva em baixas concentrações. 

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

Estes resultados trazem novas evidências científicas que 
sustentam a prática etnofarmacológica e o potencial bioativo da planta 
Acca sellowiana. Além disso, reforçam a continuidade dos estudos dos 
efeitos desta planta para um possível desenvolvimento de fitocosméticos 
e fitoterápicos com propriedades antinociceptivas e antiprurido. 
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