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RESUMO
Ayapana triplinervis (M.Vahl) RM.King & H.Rob. (Asteraceae), popularmente conhecida como
japana, ¢ um subarbusto tropical, aromatico, muito utilizado como cha no combate a algumas doencas.
O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo (3h) e a composicdo quimica foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Para os ensaios in vivo, camundongos Mus
musculus/Swiss foram utilizados para avaliacdo toxicoldgica oral aguda (dose de 2.000 mg/kg);
analgésica periférica e central por meio de contor¢do abdominal (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg),
teste da placa quente (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg) e formalina (25, 50 e 100 mg/kg); teste de campo
aberto (100 mg/kg); e anti-inflamatoria por teste de inchago da orelha induzido por xileno (6,25, 12,5,
25, 50 e 100 mg/kg). O rendimento do dleo essencial de A. triplinervis (OEAt) foi de 4,6%, o
monoterpeno oxigenado 2,5-dimetoxi-p-cimeno foi o composto majoritario deste estudo (63,6%). O
OEAt, na dose de 2.000 mg/kg, por via oral, ndo alterou os padrdes de comportamento ou mortalidade
dos animais; os niveis séricos dos marcadores de fun¢ao hepaticos e renais foram semelhantes aos do
grupo controle, indicando auséncia de toxicidade nesses 6rgaos. Além disso, o0 OEAt nas doses de
6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg, reduziu o nimero de contor¢des abdominais em 21%, 54%, 91%,
58% e 55%, respectivamente. No teste de placa quente, o OEAt apresentou aumento significativo do
tempo de laténcia no intervalo de 60 minutos nas doses de 25mg/kg (11,3 + 3,3s) e 100mg/kg (11,9
+ 0,9s). Na primeira fase do teste de formalina, o OEAt diminuiu o tempo de lambedura da pata nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg, com inibi¢do de 22%, 38% e 83%, na segunda fase, as mesmas doses,
diminuiram o tempo de lambedura em 24%, 34% e 76%. O OEAt ndo apresentou alteragdo
significantativa na atividade locomotora espontanea dos animais. As doses de 6,25, 12,5, 25, 50 e
100mg/kg do OEAt, reduziram significativamente o edema da orelha induzido por aplicacdo topica
de xileno com percentuais de 40%, 39%, 54%, 45%., 45%, respectivamente. O OEAt demonstrou ter
baixa toxicidade oral aguda e exibiu significativas ag¢des antinociceptivas e anti-inflamatdrias

significativas, consistentes com o uso de A. triplinervis na medicina tradicional.

Palavra-chave: 6leo essencial, dor, Ayapana triplinervis, monoterpeno



ABSTRACT
Ayapana triplinervis (M.Vahl) R M .King & H.Rob. (Asteraceae), popularly known as japana, is a
tropical, aromatic subshrub widely used as tea to combat some diseases. The essential oil was obtained
from the leaves by hydrodistillation (3 h), and the chemical composition was analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. For in vivo assays, Mus musculus/Swiss mice were
used to evaluate oral acute toxicological (at dose of 2000 mg/kg); peripheral and central analgesic for
abdominal contortion (doses of 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg/kg), hot plate test (12.5, 25, 50, and 100
mg/kg) and formalin (25, 50 and 100 mg/kg); open field test (100 mg/kg); and anti-inflammatory by
ear swelling induced by xylene (6.25,12.5, 25, 50, and 100 mg/kg). The yield of 4. triplinervis essential
oil (AtEO) was 4.6%, and the oxygenated monoterpene 2,5-dimethoxy-p-cymene was the major
compound in this study (63.6%). AtEO at a dose of 2,000 mg/kg orally did not change the behavior
patterns or mortality of the animals; serum levels of liver and kidney function markers were similar to
those in the control group, indicating no liver and kidney toxicity. Moreover, AtEO, at doses of 6.25,
12.5, 25, 50, and 100 mg/kg, reduced abdominal contortions by 21%, 54%, 91%, 58%, and 55%,
respectively. In the hot plate test, AtEO showed a significant increase in latency time in the 60-min
interval at doses of 25 mg/kg (11.3 = 3.3 s) and 100 mg/kg (11.9 £ 0.9 s). In the first phase of the
formalin test, AtEO decreased paw licking time at doses of 25, 50, and 100 mg/kg, with inhibition of
22%, 38%, and 83%:; in the second phase, the same doses, decreased licking time with inhibition of
24%, 34%, and 76%. AtEO did not present a significant change in the spontaneous locomotor activity
of the animals. Doses of 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 mg/kg significantly reduced ear edema induced
by topical application of xylene with percentages of 40%, 39%, 54%, 45%, and 45%, respectively.
So, AtEO demonstrated low acute oral toxicity and exhibited significant antinociceptive and anti-

inflammatory actions, consistent with the use of A. triplinervis in traditional medicine.

Keywords: essential oil, pain, Ayapana triplinervis, monoterpenes.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a dor e as doengas inflamatérias t€ém sido a principal causa de procura
de cuidados médicos. Assim, estas condigdes geram custos significativos para os sistemas de
saude, apresentando um grave problema de saude publica (Jones et al. 2020). Muitos
medicamentos sdo usados para tratar a dor; dentre eles, destacam-se os Anti-inflamatorios Nao
Esteroidais (AINEs), mas que geram diversos efeitos adversos, como complicacdes
gastrointestinais, cardiovasculares, hepaticas, renais, cerebrais e pulmonares (Bindu et al.
2020).

Cerca de 60 milhdes de pessoas sdo afetadas pela dor, aproximadamente 10% da
popula¢dao mundial. No Brasil, a dor € um obstaculo a satide publica, com prevaléncia em torno
de 45% da populacdo do pais (Aguiar et al. 2021). Além disso, a dor e as doencas relacionadas
sdo a principal causa de incapacidade a nivel nacional e mundial, constituindo um problema de
satde publica de grande relevancia (Mills et al. 2019).

Portanto, hé interesse em aumentar os estudos sobre a atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoéria dos OEs devido a sua capacidade de atuar na algesias e nos processos
inflamatorios, constituindo uma estratégia terapéutica mais seletiva, segura e com menos efeitos
adversos em comparacao aos AINEs (Boukhatem et al. 2020; Pajares et al. 2020). Além desses
aspectos, os 6leos essenciais tém ganhado destaque devido as suas atividades antioxidante,
antinociceptiva e anti-inflamatdria, o que pode ser atribuido a diversos compostos quimicos,
principalmente monoterpenos e sesquiterpenos, produzidos pelo metabolismo secundario de
plantas aromaticas, atuando nas diferentes etapas da cascata de produgdo e liberacdo de
mediadores pro-inflamatdrios, ou ainda em receptores de mediadores plasmaticos ou
neurotransmissores, atuando pelas vias classicas de modulacdo descendente da nocicepgdo
(Ribeiro et al. 2018).

Dessa forma, os mecanismos de agdo dos 6leos essenciais baseiam-se na sua natureza
lipofilica, baixo peso molecular e composicdo a partir de constituintes ndo ionizados,
permitindo-lhes atravessar as membranas celulares (Ribeiro et al. 2018; Souza et al. 2021).

Ayapana triplinervis (M.Vahl ) RMKing & H.Rob. ¢ um subarbusto tropical, conhecido
popularmente como erva-de-cobra, japana, agapana, ayapana, erva-santa, entre outros nomes
(Nery et al. 2011; Grossi e Barreto 2024). Esta espécie € representada por duas variagdes: o
morfotipo A, popularmente chamado de “japana-branca”, e morfotipo B, que ¢ conhecido como
“japana-roxa” (Grossi e Barreto 2024). Esta espécie ¢ considerada aromatica e rica em 6leo

essencial, com forte cheiro de cumarina, muito utilizada no tratamento de gripes e resfriados na
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forma de chas, além de possuir capacidade hemostatica para ser utilizada na regulacdo da
menstruacao e no combate a sangramentos (Gauvin -Bialecki e Marodon 2008).

A. triplinervis foi recentemente listada como planta medicinal na Farmacopeia Francesa.
Além disso, ¢ tradicionalmente utilizado pela populagado local das Ilhas Mascarenhas devido as
suas propriedades sedativas, estimulantes e anti-inflamatdrias (Samoisy e Mahomodally 2015,
2016). Considerando que poucos relatos na literatura que avaliam o 6leo essencial de Ayapana
triplinervis em modelos Mus musculus (Swiss), frente a dor e inflamacgao, este estudo tem como
objetivo avaliar a composi¢do quimica, atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do 6leo

essencial desta espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Nocicepc¢ao e Analgesia

A dor ¢é uma experiéncia emocional e angustiante que estd profundamente conectada a
danos teciduais, alertando os mecanismos de defesa do corpo para agir e prevenir possiveis
lesdes adicionais (Chindo et al., 2024). A percepcao da dor constitui um sinal de alerta que
ajuda a proteger o organismo, incitando reacdes que estimulam comportamentos especificos,
visando evitar ou reduzir os estimulos que estejam causando-a, resultando no encerramento ou
limitacdo dos danos consequentes (Finnerup, Kuner e Jensen, 2021).

Na maioria dos casos, a resposta dolorosa pode resultar da ativagdo de neuronios
aferentes primarios especificos, denominados nociceptores ou do sistema nervoso central
(SNC). A dor motivada por uma estimulagdo dos nociceptores localizados na pele, visceras e
outros 6rgdos ¢ referida dor nociceptiva, ao passo que a dor resultante de uma disfuncdo ou
lesdo do sistema nervoso central ou periférico ¢ declarada dor neuropatica, também dita dor
central quando a lesdo se concentra no SNC (Finnerup, Kuner e Jensen, 2021; Lee e Neumeister,
2020).

Nesse sentido, a dor pode ser considerada como uma questao de satde publica pois tem
possibilidade de causar sintomas fisicos, alteragdes de humor, comportamento e transtornos
psicolégicos, dependendo do grau, intensidade e duracdo daquela dor e associacdo ou ndo com
outros fatores bioldgicos e sociais, levando o individuo a condigdes debilitantes que interferem
em sua qualidade de vida (Cardoso, 2012). Dessa forma, a dor surge quando um estimulo nocivo
ou trauma afeta um tecido mole, configurando um processo adaptativo para auxiliar na
cicatrizagdo e reparo tecidual, sendo que a hipersensibilidade na area afetada (hiperalgesia
primaria) e nas areas adjacentes (hiperalgesia secundaria) contribuem para facilitar tal
mecanismo, ao passo que causam certas limitagdes no dia a dia do individuo (Klaumann, 2008;
Ledowski, 2019).

A nocicep¢do estd intimamente ligada as vias envolvidas na captagdo de estimulos
térmicos, mecanicos ou quimicos intensos seguindo determinados caminhos de sinalizagdo da
dor podendo dividir-se em via espinotalamica relacionada a dor corporal, e via trigeminal ligada
a dor na face. Além disso, esses neurdnios detém terminagdes centrais (tronco cerebral ¢ medula
espinhal) e no sistema somatossensorial periférico, sendo classificados como pseudo-
unipolares, detectando estimulos na periferia e transmitindo as estruturas centrais (Mccarberg
e Peppin, 2019).

Além disso, a nocicep¢ao ¢ o processo neural de codificagdo e processamento de

estimulos nocivos, que inclui as etapas de transducao, transmissao e modulagao, originadas pela
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ativag¢do de nociceptores em tecidos cutaneos ou profundos devido a lesdo tecidual (Finnerup,
Kuner e Jensen, 2021). A lesdo tecidual gera uma resposta inflamatdria inespecifica com efeito
protetor as lesdes de tecidos vascularizados locais, que podem ser desencadeadas por diversos
estimulos quimicos, fisicos ou bioldgicos (Zhou et al., 2007; Chen et al., 2018), mas também
podem causar danos tissulares levando a perda funcional da superficie lesionada, quando
inadequadamente controlada (Wu, Zhang e Li, 2019; Etienne et al., 2021).

A primeira etapa designada transducdo consiste na transformacdo de estimulos
ambientais fisicos ou quimicos em potenciais de a¢do através dos nociceptores. Esses potenciais
elétricos sdo conduzidos pela via aferente primaria, a qual € composta por dois principais tipos
de inervagdo: fibras A-delta mielinizadas e fibras C n3o mielinizadas, responsaveis
respectivamente pela primeira fase da dor: determinada pela velocidade e intensidade da
transmissdo, e segunda fase de dor: identificada como difusa e persistente (De Morais et al.,
2021; Lee e Neumeister, 2020).

Seguindo a etapa de conducdo, ocorre a transmissdo dos potenciais de acdo do axdnio
das fibras primarias aferentes até os sitios de sinapse na medula espinhal. Esse processo
desencadeia a liberag@o de neurotransmissores, incluindo glutamato e substancia P, que ativam
neurdnios situados na medula espinhal (Finnerup, Kuner e Jensen, 2021; Lee e Neumeister,
2020). Dessa forma, a percepcao da informacao elétrica gerada como dor, resulta da integragao
dos estimulos nocivos com 4reas corticais ¢ do sistema limbico. Essa resposta, pode ser
modulada por estimulos periféricos ndo nociceptivos do corno dorsal da medula. A percepgao
desse estimulo ¢ mediada por interneurdnios inibitérios GABAérgicos e glicinérgicos locais,
assim como proje¢des descendentes bulboespinhais (Finnerup, Kuner e Jensen, 2021; Khan;
Khan; Kim, 2019).

Dessa forma, a investigacdo cientifica da nocicepc¢ao de origem inflamatoria pode ser
realizada por avaliacdo de agdes de drogas sobre comportamentos indicativos de dor ou
nocicep¢do manifesta, em que o estimulo nocivo causa, por si s6, a ativagdo das vias
nociceptivas, induzindo o comportamento compativel com a dor como nos testes de formalina
ou de contor¢des abdominais (De Lima et al., 2023; Conegundes et al., 2021). Em animais, a
avaliacdo primaria da dor aguda ¢ baseada em sinais comportamentais caracteristicos e em
parametros fisiologicos. As concentragdes plasmaticas de biomarcadores como cortisol, beta-
endorfinas e proteinas de fase aguda sdo utilizadas enquanto indicadores de dor, podendo ser
correlacionadas com os indicadores comportamentais, os quais incluem a redugdo das
caminhadas e do apetite, letargia, vocalizagdo, agressdo, postura ou expressao facial alterada,

inquietacdo ou o ato de se esconder (Ferrari, 2020).
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Portanto, a compreensao da diferenca entre dor e nocicepg¢ao € importante para entender
0s mecanismos que envolvem esses conceitos e encontrar as formas mais eficazes de manejo
dessas condigdes. Para isso, foi necessario entender os fatores envolvidos no processo da dor e
classificar quanto aos mecanismos fisiopatologicos e tempo de duragdo (Figura 1). Assim, a
classificagdo quanto aos mecanismos neurofisioldgicos ¢ dividida em dor nociceptiva e nao-
nociceptiva, enquanto a classificacdo levando em consideragdo o tempo de duragdo, divide-a

em dor aguda e dor cronica (Cardoso, 2012).

Figura 1: Classifica¢dao neurofisiologica e temporal da dor.

Classificacao
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A dor nociceptiva é caracterizada pela preservacdo das vias do sistema nervoso e
percepcao de mudangas na temperatura, de vibragdes, distensdo ou substancias liberadas na
ocorréncia de dano tecidual, por nociceptores constituidos de terminagdes nervosas livres que
levam a informagdo ao sistema nervoso central através de fibras Ao e fibras C. Ainda, essa
classificacdo se subdivide em somatica (quando a origem da dor vem de origem dérmica,
muscular ou 6ssea, indo de queimaduras leves, pequenas feridas ou cortes a fraturas 6sseas ou
rupturas de ligamentos) e visceral (quando a dor se origina de 6rgdos internos e pode revelar
infeccgoes, processos inflamatorios e de mudanca de motilidade em certos 6rgaos) (Ledowski,
2019).

J& a dor ndo-nociceptiva ndo tem relacdo com as terminagdes nervosas especificas, mas
sim com as disfungdes geradas no sistema nervoso a partir de danos em células nervosas e pode
ser dividida em neuropatica e simpatica (Stenz et al., 2022).

Além dos mecanismos fisiopatoldgicos, a dor pode ser classificada de acordo com o seu
tempo de duragdo, sendo importante para a avaliacdo clinica a distingdo da dor aguda (de curta

duracdo) e dor cronica (de longa duracao) (Cardoso, 2012).
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A dor aguda possui uma duragao curta e decorre de uma lesdo ou processo inflamatorio
pouco intenso relacionado a processos adaptativos de reparo tecidual e, normalmente, em
camadas superficiais, o que a caracteriza como autolimitada e de facil diagnostico, pois a causa
¢ claramente identificadvel. Essa caracteristica auxilia o organismo em processos de
sobrevivéncia, como sistema de alerta e protecdo, ocorrendo alteragcdes enddcrinas e
comportamentais no organismo (Sallum et al., 2012).

A dor cronica possui duragdo mais longa (podendo variar entre meses a anos) e pode
ocorrer mesmo apos o processo de cura da lesdo, gerando diversas limitagdes para o individuo,
além de ter dificil acesso terapéutico, pois a causa pode ser multifatorial e envolver aspectos
biologicos, psicoldgicos ou sociais, necessitando de uma abordagem multidisciplinar para o
correto manejo clinico do paciente (Phelps et al., 2021). Ainda, essa classificacdo de dor
constitui um sério agravo a saude publica pois, a partir dela, ¢ possivel a susceptibilidade a
infecgdes, limitacdes fisicas e psicologicas, queda na qualidade de vida e gastos com
tratamentos diversos (Sallum et al., 2012; Phelps et al., 2021).

Estudos demonstram que os OEs atuam no sistema sensorial e aumentam a resposta
parassimpdtica, resultando no relaxamento (Paixao e Carvalho, 2021). Os efeitos analgésicos
dos 6leos modulam os neurotransmissores de serotonina, dopamina e norepinefrina no sistema
nervoso. A exemplo, o OE de Copaifera langsdorffii Desf., por via oral, apresentou efeito
antinociceptivo (periférico e central), sem efeitos toxicos. Em relagdo as doencas reumaticas
(fibromialgia, osteoartrite e artrite reumatoide), o tratamento tdpico associado aos OEs
elencaram as possiveis vias de agdo, como o aumento da dilatacdo, fluxo de vasos sanguineos
superficiais e elevacao dos niveis de serotonina. Mecanismos importantes a serem descobertos,

visto que, estdo relacionados a dor local e difusa (Paixdo e Carvalho, 2021).

2.2 Inflamacao

A inflamagdo ¢ uma resposta protetora dos tecidos vascularizados a infecgdes e lesdes
tissulares, que podem ser desencadeadas por microrganismos patogé€nicos, estimulos quimicos,
fisicos ou bioldgicos e presenga de componentes antigénicos (corpos estranhos) e necrose
tecidual (Turnes, 2019). Essa reacdo tem por objetivo a delimitacdo da area lesionada e
consequente reparacdo e regeneragdo do local afetado, a fim de restaurar a homeostase
(Sandoval et al., 2017).

O processo inflamatorio estd associado a liberacdo de citocinas e quimiocinas (TNF-a,
lipoxinas, cininas, prostaglandinas, leucotrienos), tal qual proteinas de sinalizag¢do celular no

ambiente tecidual e células migratorias com a fungdo de bloquear, inativar ou eliminar o agente
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inflamatorio. Essa resposta protetora ¢ caracterizada pela produgdo de fluidos, substancias
quimicas e células lesadas, alteragdes vasculares, recrutamento e ativagdo de leucocitos para
induzir o reparo celular por meio de modificagdes teciduais e funcionais que determinam os
cinco sinais principais da inflamacao: dor, calor, rubor, vermelhiddo, inchago (edema), dor e
perda de funcdo (Etienne et al., 2021).

A concentragdo de sangue e aumento da temperatura pelo maior fluxo sanguineo causam
calor e vermelhiddo, que aumentam a circulacdo sanguinea na area inflamada (hiperemia). Ja o
inchaco ¢ causado pelo aumento da permeabilidade vascular, que permite o extravasamento
vascular de liquidos, constituindo o edema. Assim, a dor resulta tanto da compressdo de
terminagdes nervosas pelo edema, quanto por substincias quimicas liberadas no organismo em
resposta a lesdo tissular. Por fim, pode haver perda de fungdo, total ou parcial, decorrente do
edema ou dor, em articulagdes, tecidos ou membros relacionados ao movimento, limitando ou
impedindo a rotina do individuo e dificultando atividades de maneira geral (Wu, Zhang e Li,
2019; Etienne et al., 2021).

Do ponto de vista temporal, a inflamacao ¢ classificada como aguda ou cronica. Na fase
aguda, hd predominio dos componentes da imunidade inata e com eventos inter-relacionados,
destacando-se o aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular na regido lesionada,
além da liberagdo de mediadores inflamatérios e migracdo de leucdcitos por quimiotaxia
(Freitas et al., 2019). Os mediadores envolvidos no processo agudo sdo as aminas vasoativas e
metabolitos do &cido araquiddnico, fator de ativagdo plaquetaria (FAP), quimiocinas, fator de
necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL-10, IL-6 e IL-18).

Quando o estimulo inflamatério ¢ prolongado, devido a ndo eliminacdo do agente
agressor, a inflamagao evolui para a fase cronica. Essa fase ¢ caracterizada pela infiltracao de
células mononucleares como macrofagos e linfocitos (resposta imune adaptativa), sendo que
linfocitos B e T facilitam a sinalizagdo entre diversas células imunes e a disfun¢ao das citocinas
inflamatorias. Observa-se também nessa fase, destrui¢do tecidual e presenga de fibrose (Gatto
et al., 2023). Em contraste, no processo cronico, os macréfagos possuem importante funcao,
estando dispersos em varios tecidos conjuntivos, além do figado, baco, linfonodos e no SNC
(Turnes, 2019).

A inflamacdo cronica esta relacionada a diversas doengas, como as cardiovasculares,
diabetes, artrite, Alzheimer, pulmonares e autoimunes. Ademais, também estd envolvida no
processo de tumorigénese, desde a transformacao celular até o inicio da metéstase (Gatto et al.,

2023; Singh et al., 2019).
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O processo inflamatério se inicia quando ocorre a ativagdo de enzimas que interagem
com os fosfolipidios de membrana. A principal enzima envolvida nesse processo ¢ a fosfolipase
A2 (PLA2), a qual atua degradando fosfolipidios e liberando o 4cido araquidonico (AA) para a
formagdo de eicosanoides necessarios (Leite; Costa, 2022). O 4cido araquidonico liberado age
como substratos para a via das ciclooxigenases (COX), atuando na biossintese de
prostaglandinas, tromboxanos, e via das lipoxigenases (LOX) que geram leucotrienos e
lipoxinas (Leite; Costa, 2022; Rosa, 2017).

Esses eicosanoides derivados do AA possuem as seguintes fungdes na resposta
inflamatoria: Prostaglandinas: aumentam a permeabilidade capilar, vasodilatacdo e estimulo a
quimiotaxia (Rosa, 2017). Prostaciclinas: Possuem a¢do vasodilatadora e agem na inibi¢do da
agregacao plaquetaria (Rosa, 2017). Tromboxanos: Facilitam a agregagdo plaquetaria, possuem
acdo vasoconstritora na circulacio sistémica e vasodilatadora na circulagdo pulmonar (Leite;
Costa, 2022). Leucotrienos: Vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (Etienne et
al., 2021). Lipoxinas: redu¢do da sintese de citocinas pré inflamatorias, controle do influxo de
leucocitos para o sitio de inflamagdo e estimulo a liberagdo de macrofagos para a remocgao de
células mortas (Freitas et al., 2019).

Para o tratamento da dor e inflamac¢do, foram desenvolvidas terapias farmacoldgicas
como a administragdo de Anti-Inflamatérios Nao Esteroidais (AINEs), os quais possuem
atividades antipiréticas, analgésicas e anti-inflamatdrias. Esses medicamentos atuam inibindo
as cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e, consequentemente, reduzem a sintese de
prostaglandinas. No entanto, o uso desses medicamentos estd associado a varios efeitos
adversos tais como: danos gastrointestinais e hepdatico, cardiovasculares e pulmonares

(Watanabe et al., 2019).

2.3 Asteraceae e Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob

Asteraceae apresenta cerca de 25.000 espécies catalogadas em 4.141 géneros, sendo a
maior familia de angiospermas, caracterizada por ser atribuida pela sua capacidade de dispersao
devido a presenca de sementes com papus plumosos, apéndices, estruturas de aderéncia e
metabolitos secundérios (Cancelli, Evaldt e Bauermann, 2007). A familia produtora de 6leos
essenciais conta com 2.215 espécies registradas em 328 géneros. E nativa, mas ndo endémica,
e esta amplamente distribuida por todas as regides do Brasil. Sua composi¢do inclui ervas
perenes, subarbustos, arbustos e arvores trepadeiras. Gragas a sua facil adaptacdo ao ambiente,
pode ser encontrada em diversos habitats, com preferéncia por regides tropicais, subtropicais e

temperadas (Cancelli et al, 2010).
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Além disso, nas plantas da familia Asteraceae, a inflorescéncia conhecida popularmente
como capitulo, apresenta uma simetria radical e as pequenas flores que compde o capitulo
podem ter diferente tipos de simetria, além das flores, espécies desta familia possuem um
calice persistente denominado pappus, que ¢ altamente diversificado, incluindo tipos capilar,
plumoso, escamoso e espinhoso (Zhang et al, 2024). Devido a eficacia de seus mecanismos de
dispersdo, diversas espécies de Asteraceae sdo capazes de percorrer grandes distancias, o que
favorece sua ampla distribuicdo pelos diversos continentes ao redor do mundo. Entretanto,
muitas espécies da familia possuem regides geograficas relativamente restritas (Hussain, 2024).

A familia ¢ considerada uma das mais importantes fontes de espécies vegetais de
interesses terapéuticos, cosméticos e aromaticos (Ribeiro, Silva e Castro, 2010). Desde os
tempos antigos, algumas ervas desta familia foram cultivadas para serem consumidas tanto
como alimento quanto na medicina (Mohanta et al., 2023).

Ha relatos na literatura do seu uso medicinal como anti-inflamatorio, adstringente,
colestérico, anti-hemorragico, antimicrobiano, diurético, analgésico e antiespasmodico (Iscan
etal.,2006; Abad e Bermejo, 2007; Benedek et al., 2007; Jeon et al., 2008). Portanto, compostos
bioativos produzidos por espécies de Asteraceae, € seu uso recorrente na medicina tradicional,
impulsionaram o desenvolvimento de estudos aplicados na comprovacao de suas bioatividades
(Bessada, Barreira e Oliveira, 2015).

O género Ayapana esta amplamente distribuido nas regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil, contando com quatro espécies nativas e ndo endémicas (Grossi e
Barreto, 2023). Pertencente ao grupo principal das Angiospermas (plantas com flores), o género
inclui as espécies A. triplinervis, A. amygdalina, A. lanceolata e A. stenolepis. Todas ocorrem
na Floresta Amazonica, exceto A. stenolepis. (Grossi e Barreto, 2023).

Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob ¢ utilizada na medicina popular do
Brasil ¢ em diversos paises da América Latina, Caribe ¢ Asia (Moraes et al, 2022), suas
sinonimia s30: Ayapana officinalis Spach, Eupatorium ayapana Vent, Eupatorium triplinerve
Blume e Eupatorium triplinerve Vahl (Bhattacharyya et al, 2023). Em estudos etnobotanicos,
ha relatos sobre o uso da espécie em outros paises contra febre e no tratamento contra maldria,
além disso, o perfil quimico de A. triplinervis, € composto por terpenos e derivados aromaticos
(Maia, 2001).

A. triplinervis ¢ uma planta arbustiva e perene, com hastes cilindricas, as vezes
hexagonais, que podem atingir até¢ 1m de altura. Suas folhas sdo aromaticas, suaves, simples e

opostas, medem de 5,5 a 10,5 cm de comprimento e 0,8 a 1,7 cm de largura (Bialecki e
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Marodon, 2008). A espécie forma grandes touceiras de caules ndo ramificados que crescem
durante todo o ano, mas principalmente na estagdao chuvosa (Grossi e Barreto, 2023).
Espécimes de A. triplinervis produzem um amplo espectro de compostos bioativos,
utilizados pela planta para defesa de estressores bidticos e abidticos. Esses compostos também
tém diversas aplicagdes humanas, como em medicamentos, controle de insetos, aromatizantes
de alimentos e bebidas, fragrancias, produtos de higiene, entre outros (Rodrigues et al. 2022).
Na medicina tradicional, as folhas de A. triplinervis sdio amplamente usadas na forma de
como chas para indigestdo e dores de estomago, além de serem indicadas para promover a
cicatrizacdo de feridas e regeneracdo de tecidos (Fernezelian, 2023). No Brasil, suas folhas
contém herniarina, um composto semelhante ao metdxilo da umbeliferona, utilizado no

tratamento de problemas gastricos e tlcera géstrica (Corréa, 1984; Maity et al. 2021).

Figura 2: Ayapana triplinervis (M.Vahl) R M.King & H.Rob
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Fonte: O autor (2024).
Do ponto de vista etnofarmacoldgico, a espécie também apresenta potencial
antioxidante significativo, incluindo atividade antioxidante e capacidade de reduzir a migracao

de neutrofilos em modelos experimentais de Zebrafish, reforcando seu valor terapéutico
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(Checkouri et al. 2020; Fernezelian et al, 2023). Estudos também destacam suas atividades
antimicrobianas, antioxidantes e fungicidas de 4. triplinervis (Lopes et al, 2015; Melo et al,
2013). Tradicionalmente, 4. triplinervis € utilizada como estimulante expectorante, diurético,
antiperiodico, tonico e cardiaco. Além disso, ¢ empregada no tratamento de feridas, picadas de
cobra e hemorragia, reforcando sua relevancia na medicina popular (Bhattacharyya et al, 2023).
O ¢6leo essencial da espécie, € uma fonte natural de 2,5-dimetdxi-p-cimeno (também
conhecido como éter dimetilico de timohidroquinona), composto que se destaca por sua

atividade antimicrobiana (Bialecki e Marodon, 2008).

Figura 3: Estrutura quimica do composto éter dimetil de timohidroquinona.
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Fonte: Adams, 2007.

Os Oleos essenciais, amplamente utilizados em diversas formas de administragao,
possuem propriedades cientificamente reconhecidas. Eles podem ser administrados por via oral,
em comprimidos gelatinosos ou diluidos, por inalacdo, na forma de infusdo ambiental, ou
topicamente, como 6leos de massagem ou pomadas (Farrar e Farrar, 2020; Rodrigues et al.,
2022). No entanto, esses compostos sdo vulneraveis a volatilidade e a oxidagao quando expostos
ao oxigénio e a luz, o que pode comprometer a atividade biologica de seus constituintes
(Guimaraes et al., 2008).

Alguns estudos relataram as propriedades quimicas e biologicas de Ayapana
triplinervis. Estudos como o de Gauvin-Bialecki ¢ Morondon (2008), identificaram trés
amostras de Ayapana triplinervis coletados em dois locais distantes na Ilha da Reunido: (Norte
da ilha; amostras 1 e 2, Sul da ilha; amostra 3), em diferentes fases de crescimento (floragao;
amostras 1 e 3, vegetativo; amostra 2) foram investigados quanto a composi¢do do Oleo
essencial das folhas. A andlise por CG-FID e CG-MS permitiu identificar 39 constituintes que

representam 97,1-98,0% dos Oleos, sendo que as trés amostras de OEs obtidadas por
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hidrodestilacdo, apresentaram alto percentual do composto aromatico éter dimetilico de
timohidroquinona (89,9-92,8%). Todos os outros componentes minoritarios permaneceram
mais ou menos inalterados, tanto qualitativa como quantitativamente, no que diz respeito ao
estagio de crescimento.

Estudos demostraram o potencial inseticida das nanoemulsdes do 6leo essencial de 4.
triplinervis mostrando eficécia contra Aedes aegypti, com baixa toxicidade dérmica, indicando
segurancga para uso topico. Esses resultados refor¢am a versatilidade dos OEs de A. triplinervis,
tanto no controle de pragas, quanto em aplicagdes terapéuticas, especialmente em formulagdes
topicas (Rodrigues et al. 2022).

O docking molecular mostrou que os compostos minoritarios presentes no OE do
morfotipo A t€ém uma afinidade de ligacdo significativa para inibir a acetilcolinesterase e os
receptores do hormonio juvenil. Adultos de Aedes aegypti foram suscetiveis a A. triplinervis na
dose de 150pg.mL"! em um tempo diagndstico de 15min para nanoemulsio de OE de morfotipo
A e 45min para nanoemulsdo de OE de morfotipo B. A avaliacdo da toxicidade em
camundongos albinos sui¢os indicou que as nanoemulsdes apresentaram baixa toxicidade
dérmica aguda e apresentaram LD50 superior a 2000 mg. Kg™!. Dessa forma, foi possivel
concluir que as nanoemulsdes tém potencial para serem utilizadas no controle quimico de A.
aegypti (Rodrigues et al., 2022).

Assim, a aplicacdo de o6leos essenciais em modelos animais de experimentagdo
antinociceptiva e anti-inflamatéria se justifica pela presenca de elevada concentragdo de
compostos bioativos, como terpenos e flavonoides. Esses constituintes sdo responsaveis por
efeitos farmacoldgicos mais potentes, com maior facilidade de penetragdo em tecidos devido a
sua natureza lipofilica (Ribeiro et al. 2018; Souza et al. 2021). Além disso, os OEs apresentam
maior estabilidade quimica e tém mecanismos de acdo especificos sobre vias inflamatorias,
como a inibi¢cdo de enzimas pré-inflamatorias e modulagdo de citocinas (De Lima et al., 2023).
Essa eficacia superior, junto a melhor biodisponibilidade em solugdes, torna os 6leos essenciais

uma escolha preferivel para esses estudos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do 6leo essencial de Ayapana

triplinervis (OEAL).

3.2 Especificos

Determinar por meio de parametros bioquimicos a toxicidade oral aguda do OEAt;
Avaliar os efeitos do OEAt nos tecidos do figado e dos rins de camundongos tratados,
identificando possiveis altera¢des histopatologicas.

Avaliar a atividade antinociceptiva central e periférica do OEAt em camundongos;
Investigar o mecanismo de agdo antinociceptiva relacionado ao sistema opioide;
Avaliar a atividade locomotora por meio do teste de campo aberto;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do OEAt em orelha de camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Identificacio Botanica

As folhas de um espécime de A. triplinervis foram coletadas no municipio de
Tracuateua, estado do Para, Brasil (1°4°20”°S/46°54°8”W), transportados em sacos plasticos
arejados e armazenados em local com sombra e ventilagdo. A identificagdo botanica foi
realizada por compara¢do com um espécime auténtico de A. triplinervis, e uma exsicata (MG-
246368) foi incorporada ao Herbario "Jodo Murca Pires" do Museu Paraense Emilio Goeldi,
municipio de Belém, Para, Brasil pelo botanico Carlos Alberto Santos da Silva. O Cadastro de

acesso ao patrimonio genético no SISGEN foi realizado sob o nimero ADFCOFS5.

4.2 Processamento do Material Botinico e Extracio dos Oleos Essenciais

A preparagdo do material botanico e a extragdo dos oleos essenciais foi realizada no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais na Universidade do Estado do Par4 - Centro de
Ciéncias Naturais e Tecnologia UEPA-CCNT). As folhas foram separadas e armazenadas em
bandejas para secagem em temperatura ambiente, em sala climatizada por quatro dias.

Apos a secagem, as folhas foram moidas com o auxilio de um triturador. Os dleos
essenciais (OEs) foram extraidos por hidrodestilacdo com extrator do tipo Clevenger
modificado por 3h. Em seguida, os OEs foram centrifugados por 5 min, desidratados com
sulfato de s6dio anidro (Na>SO4) e novamente centrifugados sob as mesmas condigdes. Os OEs
foram armazenados em ampolas de vidro &mbar e conservados sob refrigeracao.

A umidade residual do material foi obtida por secagem em estufa a 110°C até o peso
constante. Os rendimentos foram calculados levando em consideragdo a amostra livre de

umidade (B.L.U).

4.3 Analise da Composi¢ao Quimica

A composicdo quimica do 6leo essencial foi analisada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, conforme relatado anteriormente (Barros et al. 2022). A
analise foi realizada em sistema Shimadzu QP 2010 ultra equipado com Auto-injetor AOC-204i,
e coluna capilar de silica Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pm de espessura do filme). As
condi¢des de operagdo foram cuidadosamente controladas: programa de temperatura (60-240
°C a 3 °C/min), temperatura do injetor (250 °C), gés de arraste hélio (vazao de 1 mL/min), tipo
split (1:20) injecao de solucao de 6leo essencial a 1% em hexano), detector de massa (ionizacao
de elétrons a 70 eV), temperatura da fonte de ions (200 °C). Os componentes individuais foram

identificados com um alto grau de certeza comparando seus padrdes de fragmentacao espectral
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de massa e seus indices de reten¢do (calculados em relagdo a uma série homologa de n -alcanos)

com aqueles fornecidos nas bases de dados (Adams 2007; Mondello 2011).

4.4 Animais

O projeto de pesquisa foi submetido & aprovagio do Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Estado do Para (UEPA). Foram utilizados, nesta pesquisa, 194
camundongos, heterogénicos, Mus musculus da linhagem Swiss, machos, adultos
(aproximadamente 30 dias de idade), pesando entre 30 e 40 g, provenientes do Biotério do
Instituto Evandro Chagas (IEC).

Os animais foram transferidos e mantidos no Biotério da UEPA/CCBS, onde foram
colocados em gaiolas de acrilico apropriadas com fundo contendo maravalha, que lhes serviu
de cama, mantidos em ambiente de temperatura entre 22 e 25°C, recebendo agua e racdo ad
libitium durante o periodo do experimento e ciclo de luz noite/dia de 12 horas. A limpeza e a

troca das maravalha seguiu o protocolo do biotério da UEPA.

4.5 Doses do Oleo Essencial das Folhas de Ayapana triplinervis

As doses selecionadas do Oleo Essencial de Ayapana triplinervis (OEAt) foram
baseadas no trabalho de Costa et al. (2022). Assim, foram adotadas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
por via oral. O OEAt foi solubilizado com Tween 80 para assegurar a homogeneidade. A
densidade do OEA, foi de 0,0889g/mL, sendo esta informagado fundamental para o preparo das
solugdes. Em alguns experimentos foram usadas doses adicionais para determinar a

dependéncia da dose do OEAL.

4.6 Toxicidade Aguda Oral

Os animais (n = 8 por grupo) foram tratados oralmente com uma unica dose do veiculo
(1% Tween 80 diluido em solu¢do salina estéril, v/v), ou s6 6leo essencial de A. triplinervis na
dose de 2000 mg/kg, como indicado pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD, 2002).

Os parametros de toxicidade avaliados foram: atencdo, alerta, atividade motora
espontanea, locomocao, falta de apetite, apatia, resposta ao toque, secre¢do nasal, piloerecao,
esteredtipo, agressividade, ataxia, suor, mic¢do, diarreia, convulsdo e morte foram observados

apos 30, 60, 120 e 240 minutos e uma vez ao dia, durante 14 dias (FDA 2003).
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No 15° dia todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O sangue
foi coletado diretamente do coragdo, e os rins, bago, figado e pulmdes foram cuidadosamente
extraidos. A massa de todos os 6rgdos (rins, figado, baco e pulmdes) foi mensurada utilizando
uma balanga analitica. Além disso, o figado e os rins foram submetidos a anélise histologica.

Massa relativa do 6rgdo = (massa do 6rgao/massa corporal) x 100 %.

As amostras de sangue foram analisadas para avaliacdo bioquimica das fungdes
hepaticas usando as enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (ALP), e a funcdo renal, usando ureia e creatinina (Costa-Silva et al.,
2008).

Todas as analises foram realizadas em triplicata para cada amostra no Autoanalisador
CMD 8001 X1 dos Sistemas Modulares (Wiener Lab, Sao Paulo, Brasil), utilizando kits
disponiveis comercialmente e baseados em métodos espectrofotométricos bem estabelecidos,

seguindo os manuais do fabricante. Figura 3.

Figura 4: Modelo de toxicidade aguda oral em camundongos.
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Fonte: O autor (2024).

4.7 Analise histologica do Rim e Figado

Os o6rgdos de cada animal (figado e rim) foram coletados através de dissecacdo. As
amostras foram fixadas em formaldeido a 10% por 72 horas. Apds esse periodo, o material foi
cortado para obten¢do da porcao de interesse e colocado em saco identificado.

As amostras foram desidratas em 7 banhos de alcool etilico absoluto em concentragdes

crescentes (1h em cada alcool), depois diafanizadas em 2 banhos de xileno (1h em cada xileno),



31

e por fim mergulhadas em 2 banhos de parafina histologica (1h em cada parafina). Esse processo
acontece no Histotécnico Leica Modelo TP1020. Na placa quente da central de inclusdo (Leica
modelo EG1160), as amostras foram colocadas na forma de aluminio para a confeccdo dos
blocos de parafina. Os moldes de aluminio com as amostras foram colocados na placa fria da
central de inclusdo (Leica modelo EG1160) para solidificacdo da parafina.

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia (Microtomo Leica modelo
RM2255) para obtencdo de cortes com 5 pm de espessura. Os cortes foram colocados em
laminas de vidro devidamente identificadas (Wang et al., 2022). Apos a conclusdo dos
processos, o Prof. Dr. José¢ Nazareno Cunha Negrao, profissional especialista em histopatologia,

analisou as laminas.

4.8 Atividades Antinociceptivas
48.1. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA PERIFERICA - TESTE DE
CONTORCAO ABDOMINAL

As contor¢des abdominais foram induzidas pela administragdo de acido acético (0,6%),
que promove a contracao dos musculos abdominais dos animais (Conegundes et al., 2021). Os
animais foram divididos em sete grupos de seis animais cada. O grupo controle negativo foi
tratado com solu¢ao salina (0,9%), o grupo controle positivo com indometacina (5 mg/kg), e
outros grupos restantes foram tratados com o 6leo a 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg. Apos 60
minutos de tratamento, os grupos receberam uma injecao de acido acético (0,6%, v/v em soro
fisioldgico, 10 ml/kg). Apds a administragdo de acido acético, durante 30 minutos foram
contadas o niimero de contor¢des realizadas. A atividade antinociceptiva foi expressa pela

reducdo do nimero de contor¢des abdominais.

Figura 5: Modelo de atividade analgésica periférica.

1 hora Contagem das contorgdes Eutanasia

| | 30 min
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Controle negativo ~ Solug@o salina 0,9% e tween 80 a 1% Acido acético 0,6% i.p

V.0.

Controle positivo Indometacina 5 mg/Kg Acido acético 0,6% i.p

OEAt 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/Kg v.o. Acido acético 0,6% i.p
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Fonte: O autor (2024).

4.8.2 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA CENTRAL - TESTE DA PLACA
QUENTE

Os animais foram divididos em seis grupos com seis individuos e submetidos a um pré-
teste com a placa aquecida a 55 £ 0,5 °C. Os animais que reagiram ao estimulo térmico ap6s 10
s de exposicao foram excluidos do teste para garantir a homogeneidade da amostra. As respostas
ao estimulo térmico foram o ato de lamber as patas. Apds a sele¢do, os animais foram tratados
oralmente com solucdo salina 0,9%, morfina 4 mg/kg ou o 6leo essencial de 4. triplinervis a
12,5, 25, 50 e 100 mg/kg. Em seguida, os animais foram colocados individualmente sobre a
placa quente e observados por 30, 60, 90 e 120 minutos. O tempo necessario para o animal
experimentar a reacao dolorosa foi cronometrado e cada animal foi exposto a placa quente por

um tempo maximo de 30 segundos para evitar danos aos tecidos (Deng et al., 2021).

Figura 6: Modelo do teste de placa quente.
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Fonte: O autor (2024).

4.8.3. TESTE DE NOCICEPCAO INDUZIDO POR FORMALINA

Foi utilizado um teste de nocicepgdo, induzido pela inje¢do intraplantar de formalina
para confirmar o efeito antinociceptivo do 6leo. Os animais foram divididos em cinco grupos
de seis animais tratados com solug¢do salina 0,9%, morfina (4 mg/kg), \ou o 6leo nas doses de
25,50 e 100 mg/kg. Sessenta minutos apos o tratamento, os animais receberam 20 pl de inje¢ao
intraplantar de formalina 1% (v/v) na pata traseira direita.

Em seguida, os animais foram colocados em camaras de acrilico, e o tempo de
lambida/mordedura da pata foram contados durante 30 min. O tempo do teste foi dividido em
duas fases, sendo a fase I, de 0-5 min (nocicepg¢do central) e fase II, 15-30 min (nocicepg¢ao

periférica) apds a administracao de formalina (Hunskaar et al. 1985).
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Figura 7: Modelo de nocicepcao induzido por formalina.
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Fonte: O autor (2024).

4.9 Avaliacao do mecanismo de acio da atividade antinociceptiva: Sistema opidide

Para avalia¢do do sistema opioide na atividade antinociceptiva do OEAt, os animais
foram pré-tratados com naloxona (5 mg/kg i.p.), um antagonista ndo seletivo de receptores
opioides, 15 minutos antes da administracao do 6leo (100 mg/kg, v.o., n=6), morfina (4 mg/kg
1.p., n=6) ou veiculo (solucdo salina e tween 80 a 1%, v.0., n=6). Estes grupos receberam seus

respectivos tratamentos 60 minutos antes da injecao de formalina (Jin et al. 2010).

4.10 Avaliacao da atividade locomotora: teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado para excluir a possibilidade de a acdo
antinociceptiva do Oleo essencial estar relacionada a efeitos inespecificos na atividade
locomotora dos animais (Rodrigues et al. 2002). Os animais foram divididos em trés grupos de
seis animais, sendo tratados com 6leo essencial de A. triplinervis (100 mg/kg, via oral) e solucao
salina (soro fisiologico e Tween 80 a 1%, via oral) 1 hora antes do experimento. No grupo
controle, diazepam (2 mg/kg, i.p.) foi administrado 30 minutos antes do teste. Ap6s 30 minutos
dos tratamentos, os animais foram colocados no centro da arena quadrada de campo aberto (30
cm x 30 cm x 15 cm com piso dividido em 9 quadrantes) feito de acrilico, e durante 5 minutos

foram contados os nlimeros de quadrantes cruzados com todas as patas dos animais.

4.11 Teste de inchaco da orelha induzido por xilol

Sete grupos de seis camundongos foram tratados oralmente com agua destilada
(solugdo salina e 1% Tween 80, 10 ml/kg), o dleo (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg) e a
dexametasona (2 mg/kg). Sessenta minutos apos o tratamento, o edema foi induzido em cada

animal através da aplicagdo de xileno (50 pL) no ouvido direito (25 pL na superficie anterior e
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posterior). A orelha esquerda foi usada como controle. Apos 1 hora, os camundongos foram
eutanasiados, € uma sec¢ao circular (7 mm de didmetro) de suas orelhas esquerda e direita foram
removidas e pesadas. O edema foi caracterizado pela diferenga de massa (em miligramas) entre

as sec¢oes circulares da orelha direita e esquerda (Ibrahim et al., 2012).

Figura 8: Modelo de teste de edema de orelha induzido por xilol.

L Eutanésia i
i -. ° Retirada gs orelhas R ore.lha i
0 min 60 min 120 min Peso orelha esquerda

Controle negativo ~ Solug?o salina 0,9% e tween 80 a 1% v.0. Xilol 25ul
Controle positivo Dexametasona 2 mg/Kg v.0. Xilol 25ul
OEAt 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/Kg v.0. Xilol 25ul

Fonte: O autor (2024).

4.12 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram registrados em protocolos de pesquisa e posteriormente
submetidos a anélise estatistica por meio do Software Bioestat 5.0, considerando o= 5%. O teste
de Lilliefors analisou a normalidade de todos os testes. O teste estatistico ANOVA (um critério)

foi selecionado para comparar os resultados de cada amostra paramétrica, e o teste de Tukey

foi utilizado como pds-teste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Composicao do oleo essencial de Ayapana triplinervis.

O rendimento do OEAt foi de 4,6%. A Tabela 1 apresenta os 21 constituintes
identificados no OE de A. triplinervis, listados em ordem crescente de seus respectivos indices

de retengdo (IR), que compreendem em média 95,3% do contetido total dos OE.

Tabela 1: Composic¢ao quimica do 6leo essencial de A. triplinervis

Rendimento 4.6

IR(©) IR() Consituinte %
972 972°  sabineno 0,1
1030 1032°  1,8-cineol 0,1
1234 1032*  éter de metiltimol 0,3
1243 1239*  éter de metilcarvacrol 0,2
1292 1293 timol 0,2
1301 1298*  carvacrol tr
1361 1362°  silfiperfol 4,7(14) dieno 0,1
1376 1375 a-copaeno tr
1392 1389  B-elemeno 1,3
1399 1389*  cipereno 0,9
1415 1406°  o-gurjuneno 0,1
1420 1424  E-cariofileno 9.4
1428 1424*  2,5-dimetoxi-p-cimeno 63,6
1454 1454*  a-humuleno 0,4
1461 1461°  6-dimetoxi-ageratochromeno 0,1
1470 1471*  4,5-di-epi-aristolocheno 0,2
1475 1476*  Selina-4,11-dieno L1
1487 1489"  B-selineno 16,4
1505 1505  o-bulneseno 0,6
1521 1511°  Z-y-bisaboleno 0,2
1654 1651°  pogostol 0,2
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 0,1
Monoterpeno Oxigenados 64,3
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 29.8
Sesquiterpeno Oxigenados 0,2

Total identificado 953

IR(C): indice de Retengio calculado; IR(L): Indice de Retengdo da literatura tr: tragos (% < 0,1); a: Adams, 2007
b: FFNSC (Mondello, 2011).

Fonte: O autor, 2024.

As principais classes dos constituintes foram os monoterpeno oxigenados (64,3%),
seguido dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (29,8%). O monoterpeno oxigenado 2,5-

dimetoxi-p-cimeno (63,6%), foi o composto majoritario deste estudo. Outros compostos foram
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identificados em quantidades menores como os sequiterpenos hidrocarbonetos B-selineno
(16,4%) e E-cariofileno (9,4%) (Figura 9).

Segundo Rodrigues et al. (2021), dois espécimes (A e B) de A. triplinervis coletados no
Distrito de Fazendinha, em Macapd, (Amapd, Brasil) apresentaram como principais
constituintes: E-cariofileno (45,93%) e éter dimetilico de timohidroquinona (32,93%) na
amostra A; e o éter dimetilico de timohidroquinona (84,53%) foi encontrado na amostra B.

De acordo com Haddad et al. (2019) o composto 2,5-dimetoxi-p-cimeno, isolado do 6leo
essencial extraidos das folhas de A4. triplinervis, demonstrou ser um potente inibidor da infec¢ao
pelo Zica virus em células humanas. Além disso, a avaliagdo da biosseguranga deste
constituinte, realizadas em peixes-zebra, revelou que sua administracdo ndo causa sinais de
estresse nem impacta a sobrevivéncia dos animais, evidenciando a auséncia de toxicidade nesse

modelo experimental.

Figura 9: Estruturas quimicas dos compostos identificados no 6leo essencial das folhas de

Ayapana triplinervis.
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Fonte: Adams, 2007.

O p-selineno, ¢ um sesquiterpeno hidrocarboneto identificado principalmente em
espécies da familia Asteraceae. Estudos do 6leo essencial das partes aéreas de Artemisia annua,
composto majoritariamente por canfora (44%), germacreno D (16%), trans-pinocarveol (11%)

e P-selineno (9%), demonstrou atividade antioxidante e antimicrobiana por inibicdo do
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crescimento da bactéria Gram-positiva Enterococcus hirae (Juteau et al, 2002). A presenca de
B-selineno também contribui para o aroma herbaceo, cuja intensidade pode variar dependendo
das condig¢des de cultivo em diferentes regides (Piton, 2022).

O E-cariofileno ¢ um composto conhecido por seu odor amadeirado robusto e amplas
aplicagdes cosméticas e alimentares. Na medicina tradicional, esse composto tem sido
associado ao aumento da eficacia de quimioterdpicos, promovendo efeitos antineoplasicos
complementares e reduzindo a dor oncologica refrataria (Da Cruz et al., 2023).

Dessa forma, a composi¢cdo quimica identificada no 6leo essencial de A. triplinervis
reforca trabalhos anteriores que destacam o potencial biologico de seus principais constituintes,
especialmente em atividades antioxidantes, antimicrobianas e antivirais. Além disso, a presenga
de compostos como o E-cariofileno e o f-selineno sugere propriedades relevantes no contexto
da antinocicepcdo e da modulag¢do inflamatéria, ampliando as perspectivas para o uso

terapéutico desse 6leo essencial.

5.2 Toxicidade oral aguda.

Os animais tratados com 0leo essencial de A.triplinervis, na dose de 2.000 mg/kg por
via oral, ndo apresentaram alteragdes nos padrdes de comportamento ou mortalidade. Assim, a
dose letal mediana (DL 50) do OEAt para a via oral ¢ superior a 2.000 mg/kg, indicando sua
baixa toxicidade aguda (OECD, 2002). Além disso, ndo foram observadas diferengas nos pesos
relativos dos 6rgdos dos animais tratados com OEAt, quando comparados ao grupo controle

(Tabela 2).

Tabela 2: Efeito do 6leo essencial sobre o peso relativo dos principais 6rgaos dos camundongos
tratados com OEAt e grupo controle.

Peso relativo dos 6rgaos

Grupo
Figado Bago Rim Pulmao
Controle 2,69 +0,16 0,27+ 0,10 0,50 0,09 0,43 +0,03
OEAt 2000 mg/kg 2,46 £ 0,30 0,15+ 0,03 0,39 +0,07 0,28 + 0,04

Cada coluna representa a média e SEM (erro padrao da média), de 8 animais. (ANOVA, seguida de pos-teste de

Tukey).

O figado ¢ um 6rgdo vital para a sobrevivéncia de um animal, desempenha um papel
crucial na desintoxicagdo do corpo e no auxilio ao metabolismo de diversas substancias,
inclusive drogas. Portanto, a avaliacdo dos parametros bioquimicos relacionados a fungdo

hepatica e posterior triagem de novos medicamentos ¢ de extrema importancia. Marcadores
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bioquimicos como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina (ALP) sdo usados para esse fim (Su et al. 2020). Neste estudo, essas enzimas
foram semelhantes nos grupos tratados com OEAt (2.000 mg/kg), e controle, indicando a
resiliéncia do figado e a possivel seguranca do oleo essencial. A Tabela 3 fornece uma

comparag¢do detalhada dos niveis de ALP, AST e ALT nos grupos de controle e tratamento.

Tabela 3:Efeito da dose aguda de OEAt nos pardmetros bioquimicos de camundongos.

Grupo de OEAt
rarameuros ploquimicos uniaaae Controle 2.000 mg/kg
Aspartato aminotransferase U/L 254,1 £95,7 267,0 £159,5
Alanina aminotransferase U/L 71,3 £ 10,7 79,1 £20,4
Fosfatase Alcalina U/L 408,9 + 54,6 485,9 + 86,1
Creatinina mg/dL 0,22 +0,07 0,23 +£0,05
Ureia mg/dL 68,3 £ 6,5 66,3 +11,9

Os dados representam média = SEM. (erro padrdo da média), de 8 animais por grupo. Foi utilizada a normalidade,
seguida do pos-teste de Tukey. Todos os valores na mesma linha ndo apresentam diferencgas estatisticas.

Os niveis séricos de ureia e creatinina sdo biomarcadores da funcdo renal que
determinam a taxa de filtragdo glomerular e a fungdo excretora, respectivamente. Dessa forma,
os aumentos das referidas concentracdes sdo indicadores de disfun¢do renal (Zhang e Parikh,
2019). Os resultados do grupo tratado com o OEAt para ureia e creatinina foram semelhantes
ao grupo controle, ndo indicando alteracdo dos marcadores bioquimicos séricos renais com a
dose de 2000mg/kg (Tabela 3). No teste com o de 6leo essencial de Tagetes parryi (Asteraceae),
todos os animais sobreviveram mesmo com a dose mais elevada (2000 mg/kg po). Portanto, o
LD 50 do OE ¢ superior a 2.000 mg/kg. Na avaliacdo da toxicidade aguda do OETP, os
camundongos ndo apresentaram alteracdes comportamentais, sinais de toxicidade ou morte
apos a administracdo do mesmo na dose de 2.000 mg/kg (Gonzalez-Velasco et al, 2022).

Em relacdo a andlise histologica renal, os cortes histoldgicos renais dos animais do
grupo tratado (OEAt) foram comparaveis aos animais pertencentes ao grupo controle. Portanto,
o rim dos animais do grupo controle apresentaram células e/ou tecidos normais em suas regioes
corticais e medulares (Figura 10: C-1, C-2 e C-3). Mesmo assim, nos animais do grupo tratado
com OEAt na dose de 2.000 mg/kg, foram observadas leves alteragdes celulares e teciduais

(Figura 10: T-1, T-2 e T-3).
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Naregido cortical renal, as células epiteliais que compunham o revestimento dos tubulos
contorcidos proximais demonstraram falta de caracterizagdo de suas regides apicais, nas quais
nao foi possivel observar a presenga de microvilosidades. Outro aspecto muito relevante foi a
presenca de inimeras vesiculas citoplasmaticas, localizadas na por¢ao apical dessas células de
revestimento tubular. Em relagdo a essas alteracdes celulares, ¢ relevante destacar que esses
tubulos contorcidos proximos apresentam importante atracao funcional renal, como absor¢ao
de aminodacidos, polipeptideos, agucares e sais.

Considerando a relevancia funcional das estruturas renais, pode-se inferir que as
alteracdes, de suposta natureza citotoxica, podem ser indicativas de que o tratamento deve ter
causado algum grau de comprometimento ou disturbio funcional as estruturas corticais renais.
Na mesma regido renal, os tubulos contorcidos distais ndo apresentavam alteracdes

histopatologicas visiveis.

Figura 10: Fotomicrografia do cortex renal dos animais do grupo controle (C-1, C2 e C3) e

grupo tratamento (T1, T-2, T-3).

C-1, C2 e C3: A estrela indica o cortex renal com dimensoes e estruturas teciduais normais; Os circulos pontilhados
indicam tubulos contorcidos proximais; A estrela de seis pontas indica um glomérulo renal, que constitui um
corpusculo renal; a elipse indica um tibulo contorcido proximal. T-1 e T-2: Elipses indicam tubulos contorcidos
proximais com presenga de vesiculas citoplasmaticas (T-2: detalhe no encarte); a estrela de quatro pontas indica

tubulos contorcidos distais, sem alteragdes visiveis. T-3: A elipse indica tibulo contorcido proximal, cujas células
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de revestimento apresentam alteragdes apicais (auséncia de borda em escova ou microvilosidades), bem como

presenca de grande quantidade de vesiculas citoplasmaticas.

Quanto a hepatotoxicidade, nos animais do grupo tratado com OEAt na dose de 2.000
mg/kg, houve indicios de citotoxicidade (Figura 11, T-1 e T-2). Na por¢ao mais periférica do
parénquima hepatico foram observados ninhos de hepatocitos em aparente processo de necrose
celular, com evidente picnose nuclear e citoplasma com intensa eosinofilia. Porém, a picnose
nuclear, observada nos hepatdcitos, foi a alteracdo histopatologica mais frequente identificada
nos animais pertencentes ao grupo tratado com OEAt. A fotomicrografia T-3 da Figura 10
mostra ninhos de células hepaticas em picnose nuclear, na regido mais periférica do parénquima
hepatico, contrastando com as por¢cdes mais internas deste parénquima, nas quais foram
observados hepatdcitos com padrdes morfoldgicos normais.

Além dessas alteragdes, as analises microscopicas também revelaram outros indicios de
alteracdes histopatoldgicas, como necrose de coagulacdo nas veias portais hepaticas do sistema
hepatico ou triades portais.

Portanto, os animais que receberam tratamento com OEAt demonstraram algum grau de
distarbio ou alteracdo citotoxica e histopatologica. Porém, considerando essas alteragdes, vale
destacar que o Orgdo possui caracteristicas intrinsecas de adaptacdo e/ou desintoxicacdo de
substancias com relativo grau hepatotdxico. Assim, algumas alteracdes morfologicas nas
células hepaticas, aqui identificadas, indicam que elas estdo envolvidas em mecanismos

adaptativos de desintoxica¢do adotados por essas células hepaticas.
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Figura 11: Fotomicrografia do parénquima hepatico dos animais do grupo controle (C-1 e

C2) e grupo tratamento (T1, T-2 e T3).
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Em C-2: O circulo tracejado indica veia lobular central ou veia central com contornos normais sem presenga de
infiltrado linfocitario. Em T-1, as setas largas brancas e curtas pretas (inserir) indicam hepatécitos em sugestivo
necrose celular; elipse pontilhada indica ninho de hepatécitos em aparente processo de necrose celular, com
nucleos picnoéticos e citoplasma em intensa eosinofilia (cor rosa muito intensa). Em T-2, as elipses indicam ninhos
de hepatdcitos em necrose; A estrela esta em uma veia de uma triade portal com sugestiva necrose de coagulacao.
Em T-3, a elipse pontilhada delimita um ninho de células hepaticas em necrose na por¢do mais periférica do
parénquima hepatico; retangulo delimitando a area mais profunda do parénquima hepatico.

\

5.3 Efeitos nas contorcoes induzidas por acido acético.

O teste de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético ¢ um modelo classico de
triagem para dor visceral, onde a intensidade nociceptiva ¢ relativa ao nimero total de
contragdes da parede abdominal observadas (Da Fonseca et al., 2021). A injecdo intraperitoneal
de 4cido acético promove a liberagdo dos mediadores endégenos como histamina, bradicinina,
serotonina e prostaglandinas (Malpezzi-Marinho et al., 2019). Assim, esse método diferencia
substancias com potencial antinociceptivo e efeito periférico ao envolver a liberagao de TNF-a

e prostaglandina E2 que sensibilizam as fibras nociceptivas e induzem hiperalgesia,
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desempenhando um papel fundamental nos comportamentos de contor¢ao (Pacheco et al., 2022;
Park et al., 2004).

Os resultados demonstraram reducao significativa no numero de contor¢des abdominais
pelo OEAt (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg, figura 12) em comparacdo ao grupo controle
(p<0,01), com porcentagens de inibi¢ao de 21%, 54%, 91%, 58% e 55%, respectivamente. A
indometacina (5 mg/kg v.o.), utilizada como farmaco padrao, também apresentou eficacia
significativa (p<0,01), com inibicao de 74%, confirmando sua eficiéncia enquanto analgésico.
Dessa forma, o OEAt possui agdo analgésica periférica ao inibir a sensa¢ao dolorosa provocada
por mediadores pro-inflamatorios. Além disso, o OEAt apresentou atividade dose dependente
na faixa de 6,25 a 25 mg/kg, com percentual de inibi¢cdo descrito pela equagao

% Inibi¢do = 1,55 In (DOSE) + 1,29 (r* = 0,8519)
A dose eficaz mediada (DE50) foi determinada como 15,02 mg/kg.
Figura 12:Efeitos antinociceptivos do OEAt (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg), indometacina (5

mg/kg) e veiculo no niimero de contor¢des em dor visceral causada pelo acido acético.
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Os valores representam média + SEM (erro padrdo da média) (n = 6 por grupo). **p < 0,01 denota diferenga

estatistica em comparagdo com ratos tratados com veiculo. ANOVA, seguindo teste de Tukey.

Fonte: O autor, 2024.

A interagdo entre a quantidade administrada e a resposta observada dos dleos essenciais
abrange conceitos fundamentais de como essas substancias sao absorvidas e age no organismo,
determinando ndo apenas a quantidade e a frequéncia ideal de administragdo, mas também o
indice terapéutico adequado para esses componentes na populagdo (Sattayakhom, et al. 2023;
Karpinski, 2020).

Desse modo, independentemente das formas pelas quais essas composi¢des induzam

efeitos, seja por meio de ligacdo ou interagdo quimica; o que controla o resultado ¢ a
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concentragdo de substancia quimica no local de a¢do (Vincent, et al. 2019; Yang, et al. 2021).
Portanto, a incidéncia em quantidade pode ser complexa e frequentemente segue uma dindmica
ndo linear, como demonstrado neste estudo. Nesse cendrio, a diminui¢do da quantidade
administrada, a0 mesmo tempo em que se mantém um indice terapéutico elevado, reduz a

probabilidade de toxicidade ou ineficacia do medicamento. (Andersen, et al. 2005).

5.4 Efeito do oleo essencial de Ayapana triplinervis no teste da placa quente.

O teste de placa quente ¢ descrito como modelo especifico para analgésicos de efeito
central que se utiliza dos parametros lamber/pular como indicadores da intensidade dolorosa
(Ozcan et al., 2022). Neste método, os fArmacos analgésicos de a¢ao central, como os opioides,
quando submetidos ao estimulo térmico, aumentam o tempo de laténcia para os movimentos
caracteristicos de lambedura e retirada das patas, enquanto medicamentos como paracetamol,
aspirina e ibuprofeno apresentam poucos efeitos neste teste (Verster et al. 2021; Nakhaee et al.

2021). O efeito do 6leo essencial de Ayapana triplinervis ¢ mostrado na figura 13.

Figura 13:Efeito do 6leo de Ayapana triplinervis (12.5, 25, 50 e 100 mg/kg), morfina (4 mg/kg)

e controle (solugdo salina a 0,9%) no teste da placa quente em camundongos.
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**p < 0,01 denota diferenca estatistica em comparagdo com ratos tratados com veiculo. ANOVA, seguindo teste

de Tukey.

Fonte: O autor, 2024.

No teste de placa quente, o OEAt apresentou aumento significativo do tempo de laténcia

no intervalo de 60 minutos nas doses de 25mg/kg (11,3 £+ 3,3s) e 100mg/kg (11,9 £+ 0,9s),
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quando comparado ao grupo controle negativo 60 (1,96+ 0,43 s). A morfina utilizada enquanto
farmaco padrdo apresentou aumento no tempo de laténcia nos periodos de 30min (28,28 + 5,93
s), 60min. (26,40 = 4,34 s) e 90 minutos (15,60 + 2,30 s) em relacdo ao grupo controle negativo
30 min (2,19 0,59 s), 60 min (1,96+ 0,43 s) e 90 min (3,20 £ 0,57 s) (* p<0,001). Estes

resultados indicam que o OEAt apresentou a¢do antinociceptiva central.

5.5 Efeito do oleo de Ayapana triplinervis na dor aguda induzida por formalina.

O teste de lambedura de pata induzido por formalina foi utilizado para confirmar a
atividade antinociceptiva do OEAt. Este modelo envolve mecanismos de dor periféricos e
centrais (Conegundes et al., 2021; Bai et al., 2023). Assim, a inje¢do intraplantar de formalina
produz estimulos similares a dor clinica caracterizada por duas fases de comportamento
nociceptivo. A primeira fase denominada neurogénica ou difusa (5 minutos iniciais)
subsequente a aplica¢cdo da formalina, compreende o processo de estimulacdo dos neuronios
sensoriais primarios pela substancia P e bradicinina, que ¢ seguida pela segunda fase (15
minutos finais) também chamada de tardia ou cronica, ao nivel da medula espinhal, e persiste
por até 30 minutos envolvendo o processo inflamatorio dos mediadores histamina, a serotonina,
as prostaglandinas e a bradicinina e a sensibiliza¢do a nivel central, por meio da ativagdo de
neurdnios do corno ventral (Dubuisson et al. 1977). Os medicamentos opioides sdo eficazes nas
duas fases do teste, em contrapartida, os anti-inflamatorios nao esteroidais sdo eficazes apenas
na segunda fase (Zheng et al., 2010).

O efeito do OEA¢ na primeira e segunda fase do teste de lambedura de pata induzido por
formalina, ¢ demonstrado na figura 14. Na primeira fase que avalia a dor neurogénica, as trés
doses de estudo (25, 50 e 100mg/kg) apresentaram inibi¢do significativa (**p<0,01) do tempo
de lambedura da pata de 22%, 38% e 83% respectivamente, quando comparado ao grupo
controle. A morfina (4 mg/kg) também reduziu significativamente esse parametro (83%)
quando comparada ao controle (**p<0,01). Além disso, o OEAt apresentou atividade dose
dependente, com percentual de inibi¢ao descrito pelas equagoes:

% Inibicao = 1,24 Ln DOSE + 0,10 (r* = 0,93) — 1* Fase
% Inibigdo = 1,04 Ln DOSE + 0,85 (r> = 0,9) — 2°* Fase
A dose eficaz mediada na primeira e segunda fase da DE50 foi determinada como 51,9

e 54,6 mg/kg, respectivamente.
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Figura 14: Efeitos antinociceptivos do OEAt, morfina e veiculo (1% tween 80 diluido em
solugdo salina estéril, 10 mL/kg) no tempo de lambida da pata traseira direita pelo ensaio de

formalina: (Fase 1) Fase neurogénica e (Fase 2) Fase inflamatoria.
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Os valores representam média + SEM (erro padrao da média) (n = 6 por grupo). **p < 0,01 denota diferenca
estatistica em comparagdo com ratos tratados com veiculo. ANOVA, seguindo teste de Tukey.
Fonte: O autor, 2024
Na segunda fase, que avalia dor inflamatéria, O OEAt apresentou uma resposta dose-
dependente. As doses de 25, 50 e 100mg/kg diminuiram o tempo de lambedura de pata quando
comparados ao controle, com inibigdo de 24% (**p<0.01), 34% (**p<0.01) e 76% (**p<0.01),
respectivamente. A % de inibi¢do antinociceptiva da morfina 4 mg/kg foi de 84% (**p<0,01).

Por fim, os dados apresentados demostram que OEA¢ apresentam acdo antinociceptiva dose

dependente.

5.6 Mecanismo de aciao antinociceptivo nas vias dos opioides
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A naloxona ¢ um antagonista do receptor opidide usado para avaliar a interagdo entre o
sistema opidide e o mecanismo de modulagdo da dor (Ahmadimoghaddam et al. 2021). Os
resultados indicaram que o pré-tratamento com naloxona anulou as propriedades analgésicas
do OEAt em ambas as fases do teste da formalina (Figura 15), sugerindo o envolvimento de
receptores opioides em sua agdo antinociceptiva. Estes resultados revelam que a atividade

antinociceptiva do OEAt pode ser mediada por receptores p-opioides.

Figura 15: Efeito do pré-tratamento com naloxona no efeito antinociceptivo do 6leo essencial
de Ayapana triplinervis (OEAt) no tempo de lambedura da pata traseira direita pelo ensaio de

formalina. A morfina foi usada como controle positivo.
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Resultados expressos como média + SEM (n = 8). Os valores representam média + SEM (erro padrdo da média)
(n = 6 por grupo). **p < 0,01 comparando camundongos tratados com OEAt ao grupo tratado com veiculo; #p <
0,05 comparando camundongos pré-tratados com o antagonista ao grupo tratado com OEAt. ANOVA, seguindo
teste de Tukey.

Fonte: O autor, 2024.

A morfina reduz a transmissdo nociceptiva ativando a via inibitéria descendente do

sistema nervoso central (SNC) e bloqueando neurdnios aferentes nociceptivos no sistema
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nervoso periférico (Valle-Dorado et al. 2022). Os resultados deste estudo mostraram os efeitos
potenciais da participacdo do OEAt no mecanismo fisiopatolégico da dor através de receptores
opioides, assemelhando-se ao efeito terapéutico da morfina, uma droga analgésica que produz

seus efeitos ligando-se a receptores opioides no SNC.

5.7 Teste de Campo aberto

O teste de campo aberto, foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais e
excluir determinadas agdes sedativas ou relaxantes musculares (Barbosa et al. 2022). Dessa
forma, o OEAt (105,6 = 14,8), ndo apresentou alteracdo significante na atividade locomotora
espontanea dos animais, com relacdo ao grupo controle (110,8 £ 16,3). Por outro lado, o
Diazepam 2 mg/kg (31,2 + 4,8) demonstrou redugdo significativa, desse parametro (Figura 16)
Portanto, o OEAt ndo apresenta efeito depressivo no SNC, indicando que sua capacidade

antinocice iva e seu efeito na a¢do do sistema nervoso podem ser independentes.

Figura 16: Efeito do OEAt na atividade locomotora de camundongos em campo aberto.
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Os valores representam média + SEM (erro padrao da média) (n = 6 por grupo). **p < 0,01 vs. controle; ## < 0,01
vs. Diazepam por ANOVA, seguindo teste de Tukey.
Fonte: O autor, 2024.

Mudangas no comportamento exploratorio dos animais podem ser causadas por drogas
que afetam o SNC, como os relaxantes musculares que diminuem a sensibilidade a dor. Dentre
os parametros de nocicepcao, destaca-se as drogas que podem reduzir a atividade do SNC,
levando a resultados falso positivo em medidas de dor, como comprometimento da capacidade

exploratoria dos animais (Barbosa et al. 2022).
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5.8 Efeito do dleo essencial de Ayapana triplinervis no teste de edema de orelha induzido
por xilol

O edema de orelha em camundongos ¢ um modelo animal muito utilizado para avaliar
a atividade anti-inflamatoria topica de produtos vegetais por conta de sua rapidez de execucao,
fornecimento de resultados reprodutiveis, baixo custo e pouca demanda de tempo (Guo et al.,
2022; Gabor, 2003).

Assim, como agente flogistico, o xileno induz o processo inflamatorio em orelhas de
camundongos. Além disso, a inflamacao induzida por xileno provoca a liberagdo de substancias
bioativas de terminais nervosos que agem em células periféricas, como mastdcitos e outras
células do sistema imune. Nesse sentido, a liberagdo de substancia P ¢ o mecanismo mais
comum para a inducdo da inflamagao que possui acdo central (através da inducdo de liberacao
de oxido nitrico) e periférica (mediante a indu¢do de producdo de bradicinina por células
inflamatorias), causando vasodilatagcdo e consequente exsudacao do plasma, formando o edema
(Singsai, 2020; Righi, 2021). O efeito anti-inflamatorio do OEAt no teste de edema ¢ mostrado

na figura 17.

Figura 17: Efeitos do 6leo essencial de Ayapana triplinervis no teste de edema de orelha com
xileno.
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Fonte: O autor, 2024.

Comparado ao grupo controle, o OEAt nas doses de 6,25, 12,5, 25, 50 ¢ 100mg/kg
reduziu de forma significativa o peso do edema da orelha induzido por aplicagdo topica de xilol
(**p<0,01) com percentuais de 40%, 39%, 54%, 45%, 45%, respectivamente. A dexametasona
(2 mg/kg) inibiu em 72% o edema de orelha quando comparado ao grupo controle (p<0,01)

Figura 16.
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Um efeito anti-inflamatorio caracteriza a inibicdo do acumulo de liquidos. Esses
achados indicam que efeito anti-inflamatério agudo do OEAt no modelo de edema de orelha
com xileno pode ocorrer através do bloqueio de fosfolipase A2, reducdo da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo (Xavier-Santos et al, 2022)

A dexametasona ¢ um glicocorticoide amplamente utilizado no controle de diversas
doengas inflamatdrias. Este medicamento reduz a resposta pro-inflamatéria ao 4cido
araquidonico através da inibicdo inespecifica das vias de sinalizagdo da inflamag@o, mas em
tratamentos de longo prazo pode causar reagdes adversas como miopatia, retengdo de liquidos
e osteoporose (Marahatha et al. 2021).

Os OEs, em contraste com os glicocorticoides, atuam reduzindo os niveis de mediadores
inflamatorios. Seu potencial mecanismo de agdo envolve a inibi¢do da enzima fosfolipase A2.
Notavelmente, muitos OEs ndo demonstram quaisquer efeitos adversos no tratamento oral
prolongado, tornando-o uma alternativa mais segura. A presenca de classes de terpendides na
composi¢do quimica do OEAt aumenta ainda mais o seu perfil de seguranga, uma vez que
muitos medicamentos desenvolvidos a partir de produtos naturais sdo considerados mais
seguros para tratamentos sistémicos prolongados (Sibi e Rabina 2016).

Além disso, os OEs fazem parte de opgdes terapéuticas interessantes em caso de doencas
respiratdrias, disturbios reumaticos, doengas inflamatoérias, queixas gastrointestinais, bem como
doencas do sono e mentais. No entanto, a diversidade estrutural, bem como o carater
multicomponente dos OEs levaram a um elevado ntimero de alvos fisiologicos e a usabilidade
em diferentes areas de indicagdo. Além disso, a selecdo do 6leo essencial certo, a sua dosagem,
método de aplicagdo e integragdo na rotina didria é correspondentemente complexa (Bunse et
al. 2022). Assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar a seguranca do OEAt na saude
humana.

Outros medicamentos importantes utilizados para o tratamento de doengas inflamatorias
e alivio da dor s3o os AINEs e os opioides, respectivamente. Os AINEs muitas vezes induzem
danos indesejaveis devido ao seu mecanismo de acdo, que consiste na inibicdo da enzima
ciclooxigenase-1 (COX-1), presente na maioria dos tecidos, responsavel pela sintese de
prostaglandinas essenciais para a manutencdo da homeostase (Dey et al. 2022). Entre as
desvantagens mais comuns dos AINEs estdo o desenvolvimento de ulceras gastroduodenais e
alteracdes hepaticas e renais (Bindu et al. 2020).

Por outro lado, os opioides, que possuem a mesma via de agdo do OEAt, reduzem os

estimulos nociceptivos para regides do cérebro e da medula espinhal originados de receptores
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pré e pos-sinapticos. Dois efeitos adversos desses medicamentos podem ser destacados, como

hiperalgesia e tolerancia analgésica induzida (Mercadante et al. 2019).
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6. CONCLUSOES

O ¢leo essencial de Ayapana triplinervis, rico em 2,5-dimetoxi-p-cimeno, apresentou
potencial antinociceptivo significativo para dor central e periférica e eficacia na reducdo do
edema de orelha induzido por xileno. Essas acdes foram melhor observadas na dose de 25
mg/kg, com resultados semelhantes aos dos medicamentos padrdo indometacina e morfina.
Além disso, demonstrou baixa toxicidade na determinacdo do DL 50 em exposicdo aguda,
confirmando a relativa seguranca da administra¢ao oral de OEAt.

Além disso, sabe-se que a composi¢do quimica do o6leo essencial pode ser variavel
devido a diversos fatores (influéncias bioticas e abidticas), que podem modificar a bioatividade
do OE. Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar essa influéncia no OEAt. Portanto,

este estudo comprova as atividades etnofarmacologicas desta espécie na medicina tradicional.
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Abstract

Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (Asteraceae), popularly known as japana, is a tropical, aromatic sub-
shrub widely used as tea to combat some diseases. The essential oil was obtained from the leaves by hydrodistillation (3 h),
and the chemical composition was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. For in vivo assays,
Mus musculus/Swiss mice were used to evaluate oral acute toxicological (at dose of 2000 mg/kg); peripheral and central
analgesic for abdominal contortion (doses of 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg/kg), hot plate test (12.5, 25, 50, and 100 mg/
kg) and formalin (25, 50 and 100 mg/kg); open field test (100 mg/kg); and anti-inflammatory by ear swelling induced by
xylene (6.25,12.5, 25, 50, and 100 mg/kg). The yield of A. rriplinervis essential oil (AtEO) was 4.6%, and the oxygenated
monoterpene 2,5-dimethoxy-p-cymene was the major compound in this study (63.6%). AtEO at a dose of 2,000 mg/kg
orally did not change the behavior patterns or mortality of the animals; liver and kidney biochemical levels were similar
to the control group, indicating no liver and kidney toxicity. Moreover, AtEO, at doses of 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 mg/
kg, reduced abdominal contortions by 21%, 54%, 91%, 58%, and 55%, respectively. In the hot plate test, AtEO showed a
significant increase in latency time in the 60-min interval at doses of 25 mg/kg (11.3+3.3 s) and 100 mg/kg (11.9+0.9 s).
In the first phase of the formalin test, AtEO decreased paw licking time at doses of 25, 50, and 100 mg/kg, with inhibition
of 22%, 38%, and 83%:; in the second phase, the same doses, decreased licking time with inhibition of 24%, 34%, and 76%.
AtEO did not present a significant change in the spontaneous locomotor activity of the animals. Doses of 6.25, 12.5, 25,
50, and 100 mg/kg significantly reduced ear edema induced by topical application of xylene with percentages of 40%, 39%,
54%, 45%, and 45%, respectively. So, AtEO demonstrated low acute oral toxicity and exhibited significant antinociceptive
and anti-inflammatory actions, consistent with the use of A. triplinervis in traditional medicine.
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS

ANEXO III
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INELAMATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Ayapana triplinervis
(ASTERACEAE)", registrada com o n° 06/2023, sob a responsabilidade de PABLO LUIS BAIA
FIGUEIREDO - que envolve a produgao, manutengao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA, e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO PARA, em reunido dé 01/03/ 2023‘.1

Finalidade ( )Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao 12/2022 412/2023

Espécie/linhagem/raca Camundongo isogeénico / Mus musculus /| Swiss

N° de animais 194

Peso/Idade 30-40g / 30 dias

Sexo Machos

Origem Biotério do Instituto Evandro Chagas

Belém, 17 de abril de 2023.
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Coord. do CEUA/CCBS/UEPA

Universidade do Estado do Pari - UEPA - Campus 11 / CCBS
Comité de Etica em Uso de Animais - CEUA. End.: Trav. Perebebui n° 2623 - Marco - CEP: 66087-670 Belém/Pard.
Fone: (91) 3276-3387, site: ceuauepa.wordpress.com , e-mail: ceuauepa2017@gmail.com
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Ministério do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 ADFC9F5

66

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro:
Usudrio:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:

Espécie
Ayapana triplinervis

Titulo da Atividade:

Equipe

pablo luis baia figueiredo
Luana de Sousa Peixoto Barros

Data do Cadastro:
Situagao do Cadastro:

ADFC9F5

UEPA
34.860.833/0001-44
Patriménio Genético

Pesquisa

COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E
ANTI-INFLAMATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Ayapana triplinervis
(ASTERACEAE)

UEPA
UFPA

28/08/2023 17:37:28

Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbnio Genético

Situacao cadastral conforme consulta ao SisGen em 17:38 de 28/08/2023.

N/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN



