1 INTRODUCAO

Em paises em desenvolvimento, 85% da populagdo faz uso de plantas medicinais
ou preparacoes feitas a partir destas para o tratamento de diversas doencas (Ministério da
Saude, 2001). Tendo em vista a grande aceitacdo no uso de plantas medicinais por essa
populacdo, torna-se de grande relevancia estudos cientificos de validagdao da utilizagdo
popular em relagdo a eficicia e seguranca.

Devido a diversidade de plantas, estas sdo importantes alvos de estudo de novas
moléculas. Isso ocorre, principalmente, com as plantas superiores as quais tem sido uma
das maiores fontes de novos compostos com atividade farmacolégica. Os medicamentos
fitoterdpicos, derivados de extratos de plantas, hd muito tempo tém sido de grande
utilidade terapéutica por serem de facil acesso ao ser humano. No entanto, ainda poucas
plantas foram estudadas quimica ou farmacologicamente (Cérdova, 1998; Melo et al.,
2011).

Campomanesia adamantium, também conhecida popularmente como guavira ou
guabiroba, é uma planta que possui uma vasta abrangéncia geogrifica, podendo ser
encontrada em abundancia no cerrado brasileiro (Ramos et al., 2007). E um arbusto que
atinge até 2 m de altura e possui frutos de coloracdo variando do verde escuro até o verde
claro com amarelo, com formato redondo (Vallilo et al., 2006).

Estudos etnobotanicos mostraram que a C. adamantium destaca-se por ser
empregada no tratamento de varias doengas, pois apresenta atividades diferentes
dependendo da parte utilizada. A infusdo de suas folhas € utilizada popularmente no
tratamento da gripe, para recompor o intestino, anti-inflamatdrio, antidiarreico e
antisséptico das vias urindrias (Ramos et al., 2007), hipocolesterolémico, antirreumatico e
depurativo (Piva, 2002; Pavan et al., 2009), antimicrobiano (Coutinho et al., 2009;
Coutinho et al., 2010); também existem relatos do uso dos frutos como anti-inflamatério e
antidiarreico (Ramos et al., 2007).

Mesmo amplamente utilizada pela medicina popular, existem poucos relatos
cientificos sobre efeitos toxicos ou que comprovem os efeitos terapéuticos desta espécie.
Assim, a partir do conhecimento do uso popular de C. adamantium como agente anti-
inflamatério e, como o processo inflamatério € caracterizado pela presenca de rubor,

edema, calor e, também de dor (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Rang et al., 2007;



Silva, 2010; Lon et al., 2012); e por este processo levar, em alguns casos, a desordens
estruturais e funcionais no cérebro, como a depressdao (Tajerian et al., 2013), tornam-se
necessarios estudos toxicoldgicos (ndo-clinicos) e experimentais em modelos animais, a
fim de corroborar as informacdes etnofarmacoldgicas com as cientificas.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil toxicoldgico, as
atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva e antidepressiva do extrato hidroetandlico
obtido a partir da casca dos frutos da C. adamantium em modelos experimentais de
toxicidade aguda, toxicidade subaguda, inflamacdo, nocicepcdo e depressdo,
respectivamente. Essas informagdes poderdo contribuir para a utilizacdo dessa espécie na

medicina tradicional de forma segura e eficaz.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso de plantas medicinais com fins terapéuticos

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) (WHO, 2002) relata que o uso da
medicina tradicional com cuidados com a satide em alguns paises é de 40%, como € o caso
da China e, de 80% na Africa. A OMS também mostra que 85% da populacio que faz uso
de préticas tradicionais, utilizam plantas medicinais. De acordo com Calixto (2003) e Melo
et al. (2011), em torno de 20% de todas as espécies de plantas do mundo podem ser
encontradas no Brasil, estando distribuidas em diversas regides, tais como: Floresta
Atlantica, Floresta Amazodnica, Pampas, Cerrado, Caatinga e Pantanal, sendo assim, o pais
que possui a maior biodiversidade do planeta.

Como forma de sobrevivéncia, desde a civilizacdo primitiva ja se buscava
conhecimentos (biolégicos) para determinar quais plantas serviriam como alimento,
medicamento, e quais seriam um perigo para a saide (Pinto et al., 2006; Silva, 2010). Com
isso, 0 uso de plantas pelo homem tem aumentado consideravelmente nos dltimos tempos
(OMS, 2003), sendo utilizadas no tratamento de varios tipos de doengas (Cordova, 1998).
Em populacdes mais carentes, seu uso € mais frequente por ser de mais facil acesso que
outras formas de tratamento (Oliveira et al., 2011).

Mesmo com o aumento do uso de plantas pela populacdo, muitas delas ainda nao
foram estudadas quimica ou farmacologicamente. Assim, sérios problemas podem ser
ocasionados, principalmente, se a planta ndo for identificada botanicamente, e ndo for
verificado se estdo sendo utilizadas em dosagens inadequadas (Taufner et al., 2006), se
estudos de seguranca nao forem também realizados. Devido a estes possiveis riscos, estao
sendo feitas pesquisas a partir do conhecimento das populacdes locais e os recursos que
estdo disponiveis no ambiente, jd que estas pessoas, por conviverem diariamente e durante
muito tempo, sabem interagir com a natureza para seu beneficio e subsisténcia (Lima et al.,
2007; Reyes-Garcia, 2010).

Atualmente, a drea de pesquisa de medicamentos fitoterdpicos estd aumentando e
com 1isso, a busca por novas substancias ativas provenientes de produtos naturais estd se
intensificando (Matta et al., 2011). Neste sentido, o bioma Cerrado é bastante interessante,
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j4 que é conhecido por possuir uma extensa flora e fauna bem como pelas culturas



populares presentes, que englobam diferentes origens étnicas e que sdo usudrias deste

bioma (Nunes et al., 2003).

2.2 Bioma Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro em extensdo geogrifica da
América do Sul, cobrindo uma area de dois milhdes de km? no Brasil, ou seja, cerca de
20% do territorio nacional, perdendo somente para a Floresta Amazonica. Estima-se que
esta vegetacdo possua, aproximadamente, 10.000 espécies de plantas superiores, tendo
assim a maior variedade de espécies vegetais do mundo (Durigan et al., 2004; Roesler et
al., 2007; Oliveira et al., 2008). Essa grande biodiversidade leva a populacdo a fazer uso
dessas plantas para diversos fins, tais como alimentacao, artesanato, fabrica¢do de bebidas,
e muitas vezes, para uso medicinal. Entre as plantas presentes nesta regido, destacam-se as

pertencentes a Familia Myrtaceae (Oliveira et al., 2008).

2.3 Familia Myrtaceae

Plantas da familia Myrtaceae geralmente sao arbustos baixos, tendo somente 0,5 a
1,0 m de altura e flores albas. Seus brotos ndo raras vezes estdo em touceira e algumas se
distinguem por folhas verde-claras, coridceas (Durigan et al., 2004).

Essa familia possui, aproximadamente, 140 géneros e mais de 3.500 espécies,
sendo encontradas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Nela
inclui-se os géneros Myrcia, Psidium, Calycorectes, Calyptranthes, Myrciaria,
Mpyrcianthes, Plinia e Campomanesia (Arantes e Monteiro, 2002; Gomes et al., 2009).

Dentro do género Campomanesia, existem duas espécies que aparecem mais
frequentemente e que sdo muito semelhantes morfologicamente. Sdo elas a C. adamantium
(Camb.) O. Berg e C. pubescens (DC.) O. Berg (Oliveira et al., 2008). Um fator que pode
diferencié-las, basicamente, é a presenca de pubescéncia nos frutos e de folhas jovens
(Arantes e Monteiro, 2002). A primeira pode ser encontrada em cerrado tipico, na regidao
do Estado de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo, aparecendo até em paises vizinhos, como o
Uruguai, a Argentina e o Paraguai (Vallilo et al., 2006; Coutinho et al., 2010), sendo a
segunda mais encontrada em Minas Gerais (Silva et al., 2009). Segundo estudos

biométricos feitos por Oliveira et al. (2008) pdde-se constatar que os frutos da C.



adamantium apresentaram maiores massas da matéria fresca e comprimento transversal do

que os de C. pubescens.

2.3.1 Campomanesia adamantium (Cambessédes) O. Berg

A espécie Campomanesia adamantium, ¢é classificada como um arbusto,
pertencente a familia Myrtaceae. Conforme o lugar onde € encontrada, seu nome popular
varia entre “guavira”, ‘“gabiroba-do-mato”, ‘“gabiroba”, “gabirobeira”, “gabirova”,
“gavirova”, “goiaba-da-serra”, ‘“‘guabiroba-da-mata”, “guabirobeira”, ‘“‘guabirova”,
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guariroba”, ‘“guarirova”, “guaviroba” e “guavirova”, cujo nome tem origem guarani,

significando “drvore de casca amarga” (Figura 1) (Lorenzi, 2002).

Figura 1. Campomanesia adamantium O. Berg (Vieira et al., 2006).

A formacdo vegetal é de subarbusto a arbusto com muitas ramificagdes, ramos
delgados, acinzentados, brilhantes, com pontuacdes escuras, que podem alcangar de 1 a 2
metros de altura, ramulos achatados e glabros. Possui folhas simples, descolores, lisas,
opostas, ovais ou elipticas, membrandceas ou carticeas; a base (peciolo) pode variar de
aguda a obtusa, dpice agudo a atenuado, cerca de 4 a 7 cm de comprimento e 1,4 a 2,5 cm

de largura, glabras (Arantes e Monteiro, 2002; Durigan et al., 2004; Valillo et al., 2006a).



Possui flores brancas, solitarias, axilares ou terminais. Os frutos sdo redondos, de
odor agradavel, possuem baga glabosa verde, ou amarelada quando maduros (fase esta que
ocorre, geralmente de novembro a dezembro). Eles possuem cerca de 1,5 a 2 cm de

diametro, e quase nao tem pelos (Durigan et al., 2004; Valillo et al., 2006a).

2.3.2 Localizagdo geografica

A espécie C. adamantium, especificamente, € origindria do Brasil, e pode ser
encontrada em dreas campestres e em cerrado tipico, no Centro-Oeste, Sudeste e em uma
parte do Sul do Brasil; sendo encontrada na regido dos Estados de Minas Gerais, Sdao
Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Parana e até o norte de
Santa Catarina. No entanto, algumas vezes ela chega a se estender pelas terras de outros
paises, como Paraguai, Uruguai e Argentina (Arantes e Monteiro, 2002; Vallilo et al.,
2006b; Coutinho et al., 2010; Lorenzi, 2002)

No Mato Grosso do Sul, j4 foram registrados vdrias espécies de Campomanesia,
tais como: C. eriantha, C. sessiflora O. Berg, C. pubescens (DC.) O. Berg, C. xanthocarpa
O. Berg. e C. adamantium (Oliveira et al., 2008).

2.3.3 Usos da espécie

De acordo com informagdes obtidas em estudos etnobotanicos, a C. adamantium
pode ser empregada para diversos fins além do consumo “in natura” na alimentacdo, na
producdo de licores, sucos, doces, geleias, sorvetes, barra de cereais, refrescos, como
flavorizante na cachaca artesanal e também, com funcdes medicinais, conforme a parte
utilizada, sendo de grande importancia natural, econdmica e ecoldgica (Valillo et al.,
2006a; Coutinho et al., 2009; Pereira et al., 2012).

No uso medicinal, destaca-se no tratamento de vdrias enfermidades, pois
dependendo da parte utilizada, ela apresenta atividades diferentes. As folhas sdo
comumente utilizadas na forma de infusdo para tratar gripes, infeccdes (antisséptico),
processos inflamatérios do trato urindrio, como antidiarreico (Piva, 2002; Ramos et al.,
2007), hipocolesterolémico, antirreumdtico e depurativo (Piva, 2002, Coutinho et al.,
2008), também existem relatos do uso dos frutos como anti-inflamatério e antidiarreico

(Ramos et al., 2007). Pavan e colaboradores (2009) estudaram os efeitos do extrato acetato



de etila dos frutos de C. adamantium e comprovaram que este possui atividade inibitéria
sobre o Mycobacterium tuberculosis.

Um estudo com extratos etandlico e aquoso das folhas de Campomanesia
adamantium, comprovou que esta planta reduz significativamente o processo inflamatério
em um modelo induzido por carragenina, e também possuiu propriedades antinociceptivas,
sendo que estas estariam relacionadas com a modulacdo da liberacio de mediadores
inflamatérios envolvidos na nocicepcdo, como o fator de necrose tumoral (TNF) e a

interleucina-10 (IL-10) (Ferreira et al., 2013).

2.3.4 Composi¢ao quimica e nutricional

Os frutos da C. adamandium possuem alto teor vitaminico e a partir deles pode
ser extraido um 6leo amarelado, de aroma muito agradavel (Ramos et al., 2007). Estudo
realizado por Valillo et al. (2006) identificou as substancias presentes no 6leo extraido dos
frutos da C. adamantium e, algumas destas apresentaram atividades farmacoldgicas. As
substancias identificadas foram os sesquiterpenos cariofileno e seu isdmero a-cariofileno,
0os monoterpenos ocimeno, 3-careno € do D-limoneno, sendo este ultimo largamente
encontrado na natureza e eficaz no tratamento quimioterdpico de alguns tumores malignos
da mama, da préstata e do pancreas (Valillo et al., 2006).

Foi demonstrado que a composicdo quimica desta espécie varia com as estagoes
do ano, podendo aumentar ou diminuir seu potencial terapéutico de acordo com o clima,
justificando-se assim as diferencas em suas propriedades conforme o local onde € coletada
(Ramos et al., 2007; Coutinho et al., 2008). Estudando-se a composi¢do quimica das folhas
de C. adamantium, notou-se a presencga de éter, aldeidos, cetonas, ésteres, epoxidos, fendis,
sendo que a grande parte era composta de dlcool, hidrocarbonetos terpénicos, flavanonas e
chalconas (7-hidroxi-5-metoxi-flavanona, 5,7-diidroxi-6-metilflavanona, 5,7-diidroxi-8-
metilflavanona, 2’,4’-diidroxi-6,8-dimetilchalcona, 2’4’ -diidroxi-6’-metoxi-3’-
metilchalcona, 2’,4’-diidroxi-6’-metoxi-3’,5’-dimetilchalcona) (Ramos et al., 2007,
Coutinho et al. 2008; Coutinho et al., 2009; Coutinho et al., 2010). Um estudo feito por
Pavan e colaboradores (2009) com extrato acetato de etila e metandlico dos frutos e
verificou-se a presenca de alguns flavonoides como 7-hidroxi-5-metoxi-6-C-

metilflavanona, 5,7-diidroxi-6-C-metilflavanona, 5,7-diidroxi-8-C-metilflavanona, 2°,4"-



diidroxi-6"-metoxichalcona, 35,7-diidroxi-6,8-di-C-metilflavanona, 5,7-diidroxi-6,8-di-C-

metilflavanona (Figura 2).

Figura 2. Estruturas dos compostos identificados nas fracdes do extrato acetato de etila dos
frutos de C. adamantium. Compostos: 7-hidroxi-5-metoxi-6-C-metilflavanona (1), 5,7-
dihidroxi-6-C-metilflavanona (2), 5,7-dihidroxi-8-C-metilflavanona (3), 2’,4’-dihidroxi-6’-
metoxichalcona (4), 5,7-dihidroxi-6,8-di-C-metilflavanona (5), 2’,4’-dihidroxi-3’,5’-
dimetil-6’-metoxichalcona (6) (Adaptado de Pavan et al., 2009).

Apds a andlise do 6leo essencial de C. adamantium, obtido a partir da fase
vegetativa, foram identificados 60 compostos, sendo que os principais compostos
identificados neste 6leo essencial foram biciclogermacreno (16,17%), globulol (11,05%),
B-cariofileno (6,12%) e germacreno D (5,87%), ou seja, constituido basicamente de
monoterpenos e sesquiterpenos, 38,33% e 61,67%, respectivamente (Coutinho et al.,
2009).

Cardoso e colaboradores (2010) também realizaram varios estudos com diferentes
tipos de extratos feitos a partir das folhas de C. adamantium, nos quais foram identificados
33 compostos, sendo que os encontrados em maior quantidade foram a-pinene (24,0%),

espatulenol (8,8%), B-eudesmol (6,1%), y-cadinene (8,6%) e y-muurolene (6,2%).



Em estudo conduzido por Breda et al. (2012) foram realizados testes para
avaliacdo de alguns pardmetros que avaliam a vida util dos frutos, tais como teor de acido
ascorbico (vitamina C), teor de umidade e pH (potencial hidrogenidnico) com o extrato da
polpa de C. adamantium. Verificou-se, no final do teste, uma diminui¢do de pH, cujos
valores atingiram de 4,17 a 3,94 e, retencdo de 45% de vitamina C, sendo este ultimo
considerado um fator de indicacdo da manutencdo da qualidade nutricional durante o
processamento e armazenamento dos alimentos. Com relacdo a atividade de dgua e ao teor
de umidade da polpa de C. adamantium em po, ambos aumentaram durante o
armazenamento, sendo maiores em condicdes aceleradas do que em condi¢des ambientais.

Em um estudo feito por Valillo e colaboradores (2006), além da composicao
quimica, também foi avaliada a composi¢ao nutricional dos frutos da C. adamantium, e os

resultados estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao nutricional dos frutos da Campomanesia adamantium (Adaptado
de Valillo et al., 2006).

Composicao nutricional Valores
Teor de umidade 75.9%
Carboidratos 11.6%
Lipidios 1.5%
Fibra alimentar 9.0%

Acido ascérbico (Vitamina C) 234 mg 100g™

Proteinas 1.6%
Riboflavina (Vitamina B12) 0.17 mg IOOg'1
Valor calérico 66.3 kcal 100g™

Outro estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2013), utilizando extrato
acetato de etila obtido a partir de folhas de C. adamantium, fracionou, isolou e identificou
flavonoides puros ja conhecidos na literatura: a miricitrina, a quercetina e a miricetina.
Desta forma, devido a presenca de grande quantidade de flavonoides, comprova-se assim,

que esta planta possui alta atividade antioxidante.

2.4 Estudos toxicolégicos
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Para obter-se seguranca no uso de qualquer substancia, devem ser feitos estudos
ndo clinicos, nos quais incluem estudos de toxicidade aguda (dose unica), toxicidade
subaguda ou cronica (doses repetidas), toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, e alguns
outros testes dependendo do objetivo do estudo (ANVISA, 2010).

Estudos de toxicidade aguda devem ser realizados primeiro para selecionar a dose
adequada para os estudos posteriores (subagudo e cronico). No entanto, a avaliacdo dos
efeitos adversos da administracdo de doses repetidas em animais pode ser mais relevante
para a determinacdo da toxicidade geral da preparacdo vegetal (ANVISA, 2004; Ha et al.,
2010).

ApOs os testes toxicoldgicos feitos em animais, obtém-se diretrizes para a escolha
de uma dose que possa ser usada com “‘seguranga” em seres humanos, ja que os resultados
relacionados, principalmente, com a parte hematoldgica, gastrointestinal, cardiovascular e
efeitos adversos obtidos nos animais podem ser extrapolados para o homem. Além disso, é
muito dificil determinar certos efeitos adversos em animais, tais como dor de cabeca, dor

abdominal, tonturas e disttrbios visuais (Rhiouani et al., 2008; Rajeh et al., 2012).

2.4.1 Toxicidade aguda

O guia desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA,
2010) traz a defini¢do deste tipo de estudo: “Os estudos de toxicidade aguda sdo aqueles
utilizados para avaliar a toxicidade produzida por uma droga quando esta ¢ administrada
em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observacao
dos animais por 14 dias apds a administracao”.

Este tipo de estudo deve ser realizado com uma espécie de animais mamiferos
adultos (de 8 a 12 semanas de idade), de preferéncia roedores, que ndo sejam
geneticamente modificados, utilizando-se machos e fémeas, no minimo seis animais de
cada sexo por grupo de teste. A via de administragdo escolhida deve ser a proposta para o
uso da substancia em questao, testando-se doses suficientes para que possa ser determinada
a DL50 (dose letal 50%), que é a dose que mata 50% dos animais e, que possam ser
observados os possiveis efeitos adversos provocados pelo produto. Caso ndo apareca
nenhum tipo de efeito adverso, deve ser utilizada a dose médxima possivel. A observacdo
apo6s o tratamento deve ser feita para identificar sinais de toxicidade, tais como: variagdes

de peso corporal e no consumo de ragdo e dgua, sinais clinicos (piloerecdo, contor¢des,
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tremores, convulsdes, cianose, ataxia e diarreia), tempo de aparecimento destes, progressao
e reversibilidade desses sintomas, anotando-se o maior nimero de pardmetros possiveis

(ANVISA, 2004; OECD, 2008).

2.4.2 Toxicidade subaguda

Esse tipo de estudo tem como objetivo demonstrar os possiveis perigos para a
saude a partir de uma exposi¢ao repetida ao longo de um periodo de tempo, que neste caso
tem a duracdo de 28 dias, e caracterizar o perfil toxicolégico da substincia através da
administracdo por vdérios dias consecutivos. Desta forma, a partir dele € possivel a
obtencdo de informagdes sobre os efeitos toxicos, identificagdo de 6rgaos alvos, possiveis
riscos quimicos, efeitos nas funcdes fisioldgicas (inclusive do sistema enddcrino),
hematoldgicas, bioquimicas e histopatoldgicas, além de informacdes sobre a indicagdo da
NOEL (dose de efeito ndo observado), NOAEL (dose de efeito adverso ndo observado),
LOAEL (menor dose com efeito adverso observado) e LOEL (menor dose com efeito

observado) (OECD, 2006; ANVISA, 2010).

2.5 Processo inflamatorio

A reagdo inflamatéria desempenha um importante papel fisiolégico benéfico
quando o processo inflamatério € a curto prazo, pois € uma resposta complexa do
hospedeiro em defesa da invasdo de patégenos ou de uma substancia nociva, limitando os
efeitos da agressdo desses microrganismos. Pode ocorrer a partir de qualquer agente lesivo,
sendo ele fisico (queimadura, trauma), bioldgico (patégenos como bactérias, virus,
alérgenos) ou quimico (substancia 4cida ou cdustica) (Rang et al., 2007; Dunder et al.,
2010; Lon et al., 2012).

Esta resposta geralmente € acompanhada por uma cascata complexa de eventos
bioquimicos e celulares, como o extravasamento de fluidos ricos em proteinas de alto peso
molecular, ativacdo enzimadtica, migracdo celular, liberacio de mediadores quimicos,
sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise tecidual e resolu¢do; e também por alguns
sinais clinicos classicos, resultantes desses eventos: aumento do fluxo sanguineo e
dilatacdo dos pequenos vasos, aumento da permeabilidade vascular (permitindo que as

proteinas plasmadticas e leucocitos deixem a circulacdo e se acumulem no local da
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inflamacdo), aumento da temperatura, dor e, as vezes, perda da funcdo do local afetado.
Esses sinais foram nomeados de sinais cardinais e foram resumidos em rubor, edema,
calor, dor e perda da fungdo (Cruvinel et al., 2010; Dunder et al., 2010; Lon et al., 2012).
Esse processo € base de varias doengas e pode ser dividido, conforme sua duracio
e caracteristicas, em agudo e cronico. O primeiro, geralmente, tem uma duracdo de
algumas horas até poucos dias, apresentando edema, exsudato com migracdo de células
(primeiramente neutréfilos), como, por exemplo, na anafilaxia. J4 o segundo, pode durar
varios dias, semanas e até meses, como € o caso da asma, da aterosclerose e da artrite
reumatoide. Na reacdo aguda pode ocorrer uma resposta inata, ndo-adaptativa, que é
ativada logo apds uma infeccao ou lesdo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Rang et al.,

2007; Silva, 2010; Lon et al., 2012).

2.5.1 Processo inflamatério agudo

Nesta fase ocorre extravasamento de liquido extracelular com liberacao de
mediadores. Com o reconhecimento do patdégeno, o sistema imune € ativado, levando a
liberacdo de macréfagos (mondcitos fora da corrente sanguinea) e leucdcitos
polimorfonucleares (PNMs), que sdo responsdveis por liberar fatores que regulam a
resposta inflamatéria e imunoldgica na fase aguda, chamados de citocinas (Carvalho e
Lemonica, 1998; Lin et al., 2000; Lon et al. 2012).

As citocinas se ligam a receptores celulares especificos que resultam na ativacao
de vias de sinalizacdo intracelular. Por este mecanismo, elas regulam a producdo e a
atividade de outras citocinas, o que pode aumentar (acdo pro-inflamatdria) ou diminuir
(acdo anti-inflamatéria) a resposta inflamatéria. Dentre as principais, encontram-se a
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose
tumoral (TNF) (Carvalho e Lemonica, 1998; Lin et al., 2000; Diosa-Toro et al., 2011).

A IL-1 € produzida pelos macréfagos ativados e células endoteliais e possui acao
pré-inflamatéria. Tem meia-vida na circulagao de, aproximadamente, seis minutos e pode
ser dividida em IL-1-a e IL-1-B. Sendo hoje o principal mediador da resposta de fase
aguda, o TNF ¢ derivado, dentre outras células, das plaquetas, possui agdes pro-
inflamatodrias, ativam a coagulacdo, promovendo a expressdo ou a libertacdo de moléculas

de adesdo, a prostaglandina E2, fator de ativagdo de plaquetas (PAF), glicocorticoides e
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eicosanoides. O TNF € um dos primeiros mediadores a ser liberado, tendo uma vida util de
cerca de 20 minutos (Stimpel et al., 1984; Lin et al., 2000; Ramirez et al., 2011).

No caso da IL-6, ela é produzida por diversos tipos celulares (mondcitos,
macréfagos, linfécitos T e B, entre outros). Sdo liberadas através de estimulos,
principalmente de virus e bactérias, devido ao lipopolissacarideo bacteriano (Lin et al.,
2000; Ramirez et al., 2011).

Com a vasodilatagdo, que é mediada basicamente por 6xido nitrico (NO) e
prostaglandinas vasodilatadoras, ocorre a liberagdo, além desses mediadores, de outras
substancias enddgenas como histamina, bradicinina, serotonina, produtos da cascata do
acido araquidonico, adenosina e substancia P. Todos eles estdo contidos no exsudato e
promovem o aumento da permeabilidade vascular, ocorrendo assim, o edema, que vem
acompanhado pela marginacdo, adesdo e migragcao leucocitdria (Carvalho e Lemonica,
1998; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Pereira, 2011).

Depois disso, os macréfagos e neutréfilos liberam radicais livres, além de vérias
substancias oxidantes derivadas do oxigénio e do nitrogénio, criando um estresse oxidativo
e nitrosativo, promovendo a inducdo de um grande nimero de fatores transcricionais, como
o NF-kB, que atua como um mensageiro para a expressdo de moléculas de adesdo
intracelular, tais como as selectinas (L-selectina, P-selectina, E-selectina) e integrinas. Isso
resultard na infiltracdo de leucdcitos no tecido lesionado (Carvalho e Lemonica, 1998;
Giraldo, et al., 2003; Buerke et al., 2008).

O 4cido araquidonico sofre uma cascata de metabolizacdo provocada pela enzima
cicloxigenase (COX). Essa reacdo resulta em varios compostos, como as prostaglandinas,
as prostaciclinas, os leucotrienos, os tromboxanos e as lipoxinas, que sdo liberados no
processo inflamatoério. Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas desta enzima — COX-1,
COX-2 e COX-3, sendo esta ultima ainda pouco conhecida. Os anti-inflamatérios nao-
esteroides (AINEs) agem inibindo essa enzima, evitando assim a liberacdo dos mediadores
inflamatérios (Goodman-Gilman, 2003; Rang et al. 2007; Serhan, 2007).

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada, estd presente nas células em
condicdes fisioldgicas, e tem relacdo com acdes nos vasos sanguineos, estbmago e rins. A
COX-2 ¢ induzida em células que sofreram exposicdo de agentes pro-inflamatdrios

(Goodman-Gilman, 2003; Rang et al. 2007).

2.5.2 Processo inflamatodrio cronico
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Tipicamente, ao dar inicio a um evento inflamatério, o objetivo de uma resposta
inflamatdria € o de reparar os locais afetados, e permitir retorno a homeostase, sem deixar
sinais ou vestigios desse processo. Se a resolucdo do processo ndo estd completa, ocorre a
progressdo para a inflamacdo cronica e até mesmo fibrose tecidual, onde os mecanismos
patologicos sdo mais complicados e os resultados sdo muitas vezes mais duradouros e
prejudiciais. Ao contrario de uma inflamagao aguda, € dificil atribuir um "percurso geral"
em virtude da diversidade de condi¢des. Muitas doencas sao consideradas como processos
inflamatdrios cronicos, tais como obesidade, diabetes tipo 2, doencas neurodegenerativas e

cancer (Serhan, 2007; Lon et al., 2012).

2.6 Dor e Nocicepcao

A dor é uma sensacdo desagraddvel de cariter subjetivo, associado ao nivel de
desconforto individual e também do cariter emocional. J4 a nocicep¢do compreende a
transmissdo e o processamento da transmissao dolorosa (Guedes, 2007). A dor é um dos
sinais que geralmente aparecem durante um processo inflamatdrio. Assim, existem dois
tipos de classificacdo da dor: a dor rdpida e a dor lenta. A primeira, também chamada de
fase neurogénica, € sentida no intervalo de 0,1 segundo, e ¢ mediada, basicamente, pela
substancia P e pela bradicinina. J4 a percep¢do da dor lenta se inicia apds,
aproximadamente, 1 minuto podendo durar varios segundos ou até minutos, € sua
mediacdo acontece através da serotonina, histamina, prostaglandina e bradicinina (Hall,
2011; Sousa et al., 2010).

“Dor que ocorre como uma consequéncia direta de uma doenca ou lesdo que afete
o sistema somatosensorial” - € a defini¢do para dor neuropética apresentada, em 2008, pelo
Grupo de Interesse em Dor Neuropatica da International Association for the Study of Pain
(IASP) (Garcia, 2010).

A dor neuropética ¢ uma sindrome de dor anormal induzida por lesdes do sistema
nervoso somatossensorial, cujas mudancas anormais na sinalizacdo, através de fibras
aferentes primdrias por lesdo do nervo, afetam principalmente sua induc¢do (Kim et al.,
2012). Essas lesdes podem gerar sensibilizacao periférica ou central que resultam em dor

espontanea, alodinia tatil (reagdes exageradas a estimulos normalmente inofensivos) e até a
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hiperalgesia (dor intensa em resposta a estimulos dolorosos) (Chaplan et al., 1994; Yoon et
al., 1994).

A hiperalgesia e a alodinia sdo alteragdes sensoriais observadas apds a inducao de
dor em vdrias condi¢des experimentais e representam ativa¢do das vias nociceptivas. Os
receptores envolvidos na deteccdo do estimulo doloroso sdo chamados de nociceptores.
Esses sdo terminacOes nervosas livres de alto limiar, sendo ativados por estimulos

quimicos, térmicos ou mecanicos intensos (Guedes, 2007).

2.6.1 Neuropatias e alteracoes comportamentais

A les@o de nervo periférico pode resultar em muitas alteragdes incluindo disfun¢ao
motora, dor e comorbidades cognitivas e emocionais associadas. Enquanto a dor aguda
relacionada a uma lesdo € protetora e resolve normalmente, dor crdnica pode ser
prejudicial para o bem-estar geral e o funcionamento do organismo. A dor cronica esta
associada a alteracdes estruturais e funcionais no cérebro (Tajerian et al., 2013), sendo
estas alteracdoes moleculares induzidas por lesdo persistente apds a fase de recuperagdo
inicial e, torna-se de dificil reversdo. Isto é devido, em parte, a alteracdes moleculares e
funcionais que t€m lugar na periferia, bem como o sistema nervoso central (Alvarado et al.,

2013).

2.6.2 Mecanismos associados ao desenvolvimento de alteracoes comportamentais em

individuos com dor neuropatica

Virias pesquisas identificaram interacdes entre lesdo e alteragdes transcripcionais no
sistema nervoso periférico. Estas alteragdes podem ocorrer em muitos niveis: moléculas
individuais, sinapses, funcao celular, no sangue e no cérebro (Xiao et al, 2002; Grace et al.,
2012, Poh et al., 2012).

Enquanto as alteracdes em algumas regides do cérebro estido associadas a condi¢des
especificas de dor, muitos estudos mostram &areas envolvidas na modulagdo da dor,
incluindo o cortex pré-frontal (PFC) (Tracey et al., 2009; Schweinhardt et al., 2010).
Curiosamente, o PFC também tem sido implicado na depressdao e ansiedade, sendo que

ambos sdo comoérbido com dor cronica.
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Resultados de lesdo periférica cronica e alteragdes comportamentais sugerem que a
exposicao transitéria a lesdo € cronicamente incorporada a transcricdo de programacao
dentro do sistema nervoso central, resultando em comportamentos fenotipicos alterados
(Alvarado et al.,2013). Em seres humanos com dor nas costas, alteracdes patolégicas
reversiveis da espessura cortical e ativagdo funcional mostrou ativagao do cortex pré-
frontal (Seminowicz et al., 2011). A reorganizacdo sindptica e reducdo na substancia

cinzenta sdo evidenciadas em modelos animais de dor neuropética (Metz et al., 2009).

2.6.3 Uso de cetamina no tratamento de dor cronica e como antidepressivo

A cetamina é um farmaco que foi sintetizado primeiramente no inicio dos anos
1960, no entanto, sua propriedade anestésica somente foi identificada em 1965. Pesquisas
comprovaram que ela induz a uma anestesia adequada em cirurgias, com uma rapida
recuperagdo, analgesia profunda e amnésia, e com poucas reacdes adversas (White et al.,
1982; Noppers et al., 2010; Niesters et al., 2013).

Sua molécula é derivada da fenilpiperidina relacionada com a fenciclidina, com
2(2-clorofenil)-2-(metilamino)-ciclohexanona como estrutura quimica, possui um peso
molecular de 238, um pKa de 7.5, € hidrossolivel, e contém um centro quiral que produz
dois isdmeros Opticos Si(+) e Rj(-)-cetamina (Figura 3) (White et al., 1982; Niesters et al.,

2013).

S1(+)-cetamina Ri(-)-cetamina

Figura 3. Configuracdo absoluta dos isomeros da cetamina (Adaptado de White et al.,
1982).
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Algumas pesquisas tem mostrado que baixas doses desse medicamento podem
melhorar os sintomas depressivos dentro de poucas horas, sendo que esse efeito se mostrou
durar desde alguns dias até vérias semanas (Zunszain et al., 2013).

A cetamina € classificada como um potente antagonista da classe de receptores N-
metil-D-aspartato (NMDAR) glutamatérgicos excitatdrios, os quais estdo envolvidos na
transmissdo de sinais nociceptivos aferentes para o cérebro e na fisiopatologia da depressao

(Berman et al., 2000; Niesters et al., 2013).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatdria, antinociceptiva e antidepressiva, além das
alteracdes toxicoldgicas in vivo apds exposicdo aguda e subaguda ao extrato obtido da

casca dos frutos de Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg. em roedores.

3.2 Especificos

° Avaliar os parametros toxicoldgicos durante a administracio aguda do
extrato hidroetandlico de Campomanesia adamantium (ECA) em ratos;

° Analisar os efeitos toxicoldgicos durante a administracdo subaguda do
extrato hidroetandlico de Campomanesia adamantium (ECA) em ratos;

° Verificar se o extrato hidroetandlico obtido da casca dos frutos de C.
adamantium (Cambess.) O. Berg. possui acdo anti-inflamatéria no modelo de indugao de
pleurisia com carragenina em camundongos;

. Verificar se o extrato hidroetandlico obtido da casca dos frutos de C.
adamantium possui a¢do antinociceptiva no modelo de inducdo de dor mecanica avaliada
com von Frey eletronico em ratos;

. Analisar se extrato hidroetandlico obtido da casca dos frutos de C.

adamantium (Cambess.) diminui a sensibilidade ao frio no teste de acetona em ratos;
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° Avaliar se extrato hidroetandlico obtido da casca dos frutos de C.

adamantium (Cambess.) possui a¢do antidepressiva no teste de nado forcado em ratos.
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S ANEXOS

Anexo 1 - Artigo: Este trabalho deu origem ao artigo “Toxicological analysis,
antihipernociceptive, and antidepressant effects of Campomanesia adamantium
bark from fruits in spared nerve injury model.” que serd submetido para o periédico

Life Sciences (Fator de impacto: 2.555).



