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RESUMO

A dor é um mecanismo de defesa com a fungdo de alertar sobre estimulos que podem causar
uma lesdo tecidual. Embora exista terapias para o controle da dor, ha necessidade da busca de
novos compostos principalmente com o objetivo de reduzir efeitos adversos. A plantas medi-
cinais sdo amplamente estudadas pela variedade de compostos que apresentam. O objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade antinociceptiva do extrato das folhas de Acca sellowiana
por meio do teste da placa quente em camundongos. A analise estatistica por ANOVA, mos-
trou que o tempo de resposta ao estimulo térmico do grupo extrato (9,50 segundos) foi maior
que os grupos CTL" (8,72 segundos) e CTL" (6,98 segundos), porém sem diferenca significa-
tiva. Todavia, mais estudos sobre essa atividade devem ser realizados como o teste da forma-
lina, teste de contor¢Ges abdominais além de um novo estudo com o teste de placa quente uti-
lizando uma amostra maior de animais.
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INTRODUCAO

A dor é considerada uma modalidade sensorial, decorrente da integragdo de diversos niveis
neurais, desde a percepcao do estimulo pelos receptores periféricos até o processamento no
sistema nervoso central (SNC). Em tese, a dor é seguida por um impulso instintivo de que
esse estimulo acabe, evitando uma possivel lesdo tecidual (DUTRA; 2012). E um mecanismo
usado para alertar sobre uma possivel lesdo em nosso organismo, assim ativamos nossos mo-
dos de defesa ou fuga. Ha& inUmeras terapias para controle da dor assim como tratamentos
analgeésicos variados, porém com o desenvolvimento da pesquisa 0s produtos naturais torna-
ram-se uma alternativa terapéutica (BRAGA, R.M. 2016).

A vista disso, 0 emprego popular de produtos naturais, especialmente, daqueles provenientes
de plantas medicinais, esta entre as mais chamativas fontes de novos medicamentos. (AMA-
RANTE, SANTOS 2011). A Acca Sellowiana, conhecida popularmente como goiabeira —
serrana, faz parte da familia Myrtaceae apresentando atividade anti-inflamatoria e cicatrizante.
E nativa do planalto meridional brasileiro e é amplamente cultivada como arvore ornamental
e pelos seus frutos. (KULIKA, 2018). Nas folhas, frutos e flores da Acca sellowiana ha varias
propriedades quimicas comprovadas: efeito gastroprotetor, antifingico, anti bactericida, an-
tialérgico, antitumoral, anti-inflamatério e antioxidante, relacionando — se a altas quantidades
de macro e micronutrientes, compostos fenolicos, vitaminas e metabolitos secundarios (KU-
LIKA, 2018).

Levando em consideracdo as propriedades farmacoldgicas da Acca sellowiana, esta pesquisa
tem como objetivo investigar a atividade antinociceptiva do extrato bruto das folhas de Acca
sellowiana por meio do teste da placa quente em camundongos. Para a seguinte pesquisa uti-
lizou-se o auxilio da placa quente para medir a laténcia de resposta ao estimulo termoceptivo
(Eddy, Leinbach, 1953).
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METODOLOGIA

Obtencéao do Extrato Bruto da Acca sellowiana

As folhas de A. sellowiana foram coletadas de plantas cultivadas em Sananduva, Rio Grande
do Sul, no periodo da primavera. A planta foi identificada com o uso de chaves dicotdmicas e
um exemplar da colecdo original foi depositado no Herbario Padre Balbuino Rambo da URI
Erechim (HPBR), sob registro: HPBR 12.646. O projeto esta cadastrado no SISGEN sob co-
digo — AEGBETE e recebeu parecer favoravel do CEUA sob nimero 82.

Para a obtencdo do extrato, foi adaptado o método de Araruna et al. (2013). O material vege-
tal foi seco em estufa de circulacdo de ar e mantido a temperatura de 40°C até que apresentas-
se peso constante. As folhas secas foram trituradas em moinho de facas e 0 método de mace-
racdo (ANVISA, 2019) foi o escolhido para a extracdo dos compostos, na propor¢do 1:10
(m/v), utilizando-se como solvente a solugdo etanol: dgua (70:30, v/v). A filtracdo e renova-
c¢ao do liquido extrator foi realizada a cada 7 dias até o esgotamento do material vegetal. Apos,
os filtrados obtidos foram levados ao evaporador rotativo, sob pressdo reduzida a temperatura
de 55°C até eliminacdo total da fracdo organica do liquido extrator. Em seguida, foi congela-
do e liofilizado, resultando no extrato bruto seco que foi armazenado em frasco de vidro e sob
refrigeracdo (x 8°C).

Determinacao do Perfil Fitoquimico

Para a determinacao do perfil fitoquimico, foi realizada a pesquisa qualitativa dos metabolitos
secundarios alcaloides, flavonoides, cumarinas, compostos antracénicos livres, taninos, tani-
nos condensados, taninos hidrolisaveis, glicosideos cardiotonicos e saponinas conforme as
referéncias. (VISHWAKARMA et al.,2014; SILVA; LIMA, 2016; SIMOES et al., 2017).
a) A identificacéo dos alcaloides foi realizada por meio dos reativos de Dragen-
dorff (iodobismutato de potassio) e de Wagner (iodo iodeto de potassio). Para tanto,
foram pesadas 1g do extrato bruto em béquer e adicionados 10 mL de &cido sulfirico

(H2S04) a 1%. A mistura foi filtrada e distribuida em dois tubos de ensaio. Em um
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tubo de ensaio, foram adicionadas gotas do Reagente de Dragendorff e, em outro, fo-
ram adicionadas duas gotas do Reagente de Wagner. As reagOes foram observadas.
Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente laranja e marrom) evidencia a

possivel presenca de alcaloides.

b) Para a deteccédo dos flavonoides foi realizada a reagéo de Shinoda 2. Para tanto,
foram pesados 0,2 g do extrato bruto em um béquer e adicionados 10 mL de etanol a
70%. Essa solucdo foi filtrada e 2 mL da mesma, transferida para um tubo de ensaio.
Foram adicionados 1 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado mais um fragmento
de magneésio (Mg) metélico e observado o desenvolvimento de coloracéo especifica.
A formacéo de coloracéo vermelha é indicativa da presenca de flavonoides.

C) Para a identificacdo das cumarinas foi realizado o teste de fluorescéncia utili-
zando solucdo alcodlica de hidroxido de potéssio (KOH). Para isso, foram pesadas 0,5
g do extrato bruto em um béquer e adicionados 5 mL de etanol a 30%. A mistura foi
filtrada e transferida para tubo de ensaio. Foram adicionadas 5 gotas de solucgéo alcoo-
lica de KOH a 10%. A reacdo foi observada na luz ultravioleta. A reacdo positiva é

evidenciada pelo aparecimento de fluorescéncia verde azulada.

d) A reacdo de Borntrager foi realizada para a deteccdo dos compostos antracéni-
cos livres. Para isso, foram pesadas 0,2 g do extrato bruto em um tubo de ensaio e
adicionados, sob este, 5 mL de hidroxido de aménio (NH4OH) diluido. A reacdo foi
observada. Uma coloracdo résea ou avermelhada evidenciou a presenca deste metab6-

lito.

e) Para a identificacdo de taninos foi realizada reacdo com cloreto férrico. Para
tanto, foram pesados 0,5 g do extrato bruto em béquer e adicionados 10 mL de agua
destilada. A mistura foi filtrada e 1 mL da mesma foi transferida para tubo de ensaio.
Foi adicionada 2 gotas da solugcdo aquosa de cloreto férrico a 2%. A solucdo foi agita-
da e mais 3 gotas do reativo foram adicionadas. O desenvolvimento da coloragéo foi
observado. O aparecimento de precipitado escuro, indica a presenga de taninos.
Quando observada a tonalidade, pode-se verificar o tipo de taninos. Azul indica a pre-
senca de taninos hidrossollveis, verde de taninos condensados e a mistura dos dois €é

indicada pela tonalidade acinzentada.
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f) As reacOes de Keller-Kiliani e de Pesez foram utilizadas para a deteccdo dos
glicosideos cardiotdnicos. Para tanto, foram pesadas 0,5 g do extrato em um tubo de
ensaio e adicionados 5 ml de solugdo de etanol a 70%. Em seguida, foram adiciona-
dos 5 mL de &gua destilada e 1 gota de solucéo de acetato de chumbo (Pb(Ac0O)2) a
10%. A mistura foi agitada fortemente, deixada em repouso e, posteriormente, filtrada.
Ao filtrado foram adicionados 8 mL de cloroférmio e, em funil de separacao, foi rea-
lizada a extracdo. Deixou-se decantar a camada cloroférmica, que, em seguida, foi di-
vidida em duas capsulas de porcelana. O solvente foi evaporado em banho-maria até a
secura. Em uma das cépsulas foi realizada a reacdo de Keller-Kiliani, onde 3 mL do
reativo de Keller foram adicionados a capsula e misturados. A mistura foi vertida len-
tamente para o tubo de ensaio contendo 2 mL de reativo de Killiani. O desenvolvi-
mento da reacédo foi observado. A reagdo positiva mostra um anel castanho na interfa-
ce dos reativos. Na outra capsula de porcelana foi a reacdo de Pesez, na qual foram
adicionadas trés gotas de acido fosférico concentrado e misturado com bastdo de vi-
dro. A reacdo foi observada sob luz ultravioleta. A reacdo positiva mostra fluorescén-

cia verde azulada.

9) A identificacdo das saponinas foi realizada pelo método da agitacdo. Para isso,
0,5g do extrato bruto foram pesadas em um tubo de ensaio e 5 mL de &gua destilada
foi adicionado. A mistura foi agitada energicamente por 15 segundos. Considera-se a
presenca de saponinas pela formacao de espuma persistente por pelo menos 15 minu-

tos.

Avaliagédo da Atividade Antinociceptiva
Teste da placa quente (Hot plate)

A avaliacdo da atividade analgésica foi realizada de acordo com Stoltz (2012). Foram estabe-
lecidos os tempos de laténcia 1 e 2 e 0s animais alocados em trés grupos os quais receberam
os tratamentos via oral. Sendo: controle negativo - agua (CTL"), controle positivo- sulfato de
morfina 10 mg/kg (CTL") e o grupo experimental - extrato de Acca sellowiana (EXP) na dose
de 500mg/kg. Para evitar dano tecidual, o tempo méaximo de permanéncia na placa aquecida
foi de 20 segundos para o tempo de Laténcia 1 e 40 segundos para o tempo de Laténcia 2. Os

resultados foram expressos como laténcia, em segundos, antes e depois dos tratamentos.
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Procedimento

Antes do inicio do teste, os camundongos machos foram habituados a placa sem aquecimento,
individualmente, por 1 minuto. Apoés a placa foi aquecida (55 £ 2 °C) e os animais entdo reco-
locados sobre a mesma e cronometrado o tempo de laténcia (LATENCIA 1) para lamber uma
das patas posteriores ou pular. Imediatamente apds o animal foi retirado da placa. O tempo de
laténcia 1 apresenta como objetivo selecionar animais que apresentem sensibilidade ao esti-
mulo térmico. Neste caso, laténcia superior a 10 segundos foi determinado a nao inclusdo dos
animais. Em seguida, a determinacdo da laténcia 1, os tratamentos foram administrados por
via oral. Passados 60 min dos tratamentos, os animais foram posicionados na placa e o tempo
de laténcia 2 foi observado. Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva foi considerado o
tempo de resposta ao estimulo térmico (laténcia 2), caracterizado pelo comportamento de
levantar ou lamber as patas (NOGUEIRA,; et al., 2005).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foi empregada a analise de variancia (ANOVA) para a comparacao
dos dados experimentais utilizando o software GraphPad Prism 6.0, considerando-se o valor

de p significativo quando p< 0,05.

RESULTADOS

Determinacéo do Perfil Fitoquimico

Para a determinacdo do perfil fitoquimico, foi realizada a pesquisa qualitativa dos metabolitos
secundarios, obtendo desta forma os seguintes resultados.

Tabela 1- Metabdlitos secundarios presentes no extrato bruto e nas fracdes das folhas de Ac-

ca Sellowiana.

Metabdlitos Resultados

Taninos +++
Alcaloides ++
Cumarinas -
Saponinas +
Flavonoides ++
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Antraguinonas +/-
Compostos fendlicos +
Glicosideos

cardiotonicos -
Nota: (-): ndo identificado, (+/-): pouco, (+): intenso, (++): muito intenso, (+++) maxima in-

tensidade.

Tempo de Laténcia
Para observar a atividade antinociceptiva foram avaliados os seguintes resultados

Tabela 2: Tempo de laténcia 1 expresso em segundos

GRUPOS TEMPOS DE LATENCIA (s)

CTL- 529 3,49 491 478 485 647
CTL+ 424 685 315 908 7,03 347
EXP 428 577 402 552 48 4,13

Nota: tempo de laténcia 1 dos diferentes grupos, sendo eles: CTL" (controle negativo),
CTL*(controle positivo), EXP ( experimental).

Figura 1: Tempo de laténcia 1 dos grupos experimentais
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Nota: os resultados do tempo de laténcia 1 estdo expressos em média £ DP, sem diferenca

significativa entre os grupos p>0,05 (ANOVA).

Figura 2 — Tempos de laténcia 1 e 2 expressos em segundos.
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Nota: os resultados estdo expressos em media + DP, sem diferenca significativa entre o0s gru-
pos sendo p>0.05 (ANOVA).

Figura 3- Tempo de laténcia 2 expressos em segundos
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Nota: o resultado do tempo de laténcia 2 esta expresso em média = DP, sem diferenca signifi-
cativa entre 0s grupos sendo p>0,05 (ANOVA).

DISCUSSAO

Conforme expresso na tabela 1 identificou-se a presenca de metabdlitos secundarios sendo
eles: compostos fenodlicos, taninos, alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides e

antraquinonas.
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Dessa forma, presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agUcares, os compostos fenod-
licos sdo estudados por apresentarem atividades farmacologicas e nutricionais. Também, por
inibirem a oxidac&o lipidica e a proliferacdo de fungos. (SOARES; 2002).

Os compostos fendlicos que constituem a A. sellowiana, s@o as substancias quimicas existen-
tes na espécie, para que a mesma possa atuar como medicinal, provocando rea¢des no orga-
nismo que as utiliza. Essas substancias séo sintetizadas a partir da luz e dos nutrientes que a

planta recebe ou consegue extrair do solo. (GARLET, 2019).

Os taninos sdo associados, principalmente, com suas propriedades adstringentes. Além disso,
precipitam proteinas, propiciando efeito antiflngico e antimicrobiano, também precipitam
alcaloides servindo de antidoto em casos de intoxicacdes. Concomitantemente, auxiliam em
cura de feridas, queimaduras e inflamac¢es formando uma camada protetora. (MARCELINO;
PAULINO; LIMA, 2005).

Encontrado em 20% das plantas vasculares os alcaloides sdo conhecidos por exercerem efei-
tos farmacoldgicos benéficos em animais vertebrados. Alguns exemplos sdo: vimblastina
(antineoplasico) morfina e codeina (analgésico) papaverina (relaxante muscular) bem como,
outros compostos como a cafeina, cocaina, nicotina e colchicina. (PACHECO; AMORIM,
2020).

As cumarinas podem apresentar grande contribui¢do na area da pesquisa para tratamento e
prevencdo de doencas, isso devido sua grande capacidade de interagcdes ndo covalentes com
estruturas proteicas. Destacam-se suas propriedades terapéuticas como agentes anticoagu-

lantes, anticancer, antineurodegenerativos. (FRANCO; et al. 2021).

Saponinas estdo relacionadas com o sistema de defesa, sdo derivadas do metabolismo secun-
dario das plantas. Possui capacidade de formar complexos esteroides, fosfolipidios e protei-
nas possibilitando a¢des bioldgicas variadas. (VIEIRA; 2011).

Os flavonoides que auxiliam na atividade imunoldgica, também atuam seletivamente, ocasio-
nado a apoptose de células tumorais mieloides, como nos casos de leucemia (AMARANTE;
2012). Por outro lado, exercem efeitos beneficos sobre o organismo, pois séo capazes de mo-
dular a atividade de enzimas afetando o comportamento de muitos sistemas celulares. (FILI-
PA; LOPES, 2011)
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Antraquinonas sdo empregadas terapeuticamente como laxativos e catarticos, agem irritando
0 intestino grosso, aumentam a motilidade intestinal e consequentemente diminuem a reab-
sor¢o de agua. (FIGUEIREDO:; 2015).

Com relacao a atividade antinociceptiva conforme demonstrado na tebela 2 e figura 1 todos
0s animais apresentaram tempo de laténcia 1 inferior a 10 segundos, sendo, portanto, utiliza-
dos para avaliar a laténcia 2. Alem disso, ndo houve diferenca significativa em a laténcia 1

dos grupos.

A figura 2 mostra os tempos de laténcia 1 e 2 dos grupos de animais. E observado que para
todos 0s grupos ocorreu um aumento entre os tempos de laténcia 1 e 2. No entanto, apenas
para o grupo extrato houve diferenca significativa (p<0.05). Esses resultados mostram que 0s
animais gque receberam o extrato apresentaram maior tempo de resposta ao estimulo térmico

ap6s 60 minutos da administracdo do extrato.

O teste da placa quente consiste em quantificar o tempo de reacdo do animal ao estimulo tér-
mico (KUMAR; et al., 2016), portanto a laténcia 2 medidas 60 minutos ap0s a administracao

dos tratamentos foi utilizada como o tempo de reacao ao estimulo térmico.

No tempo de laténcia 2, acontece a segunda fase que, no animal, representa um tipo de dor
inflamatdria e envolve transmissao sinaptica reforcada pela medula espinhal, assim como
pela liberacdo dos mediadores inflamatdrios locais. Dessa forma, drogas que possuem meca-
nismo de acédo central, como a morfina, apresentam efeito nesta fase do teste. (SOUZA; et. al
2015). Isso sugere a presenca de compostos com agdo em nivel periférico na A. sellowiana,

atuando sobre a modulacdo da liberacdo de substancias que induzem a nocicepcao.

Conforme a figura 3 o tempo de resposta ao estimulo térmico do grupo extrato (9,50 segun-
dos) foi maior quando comparado aos grupos CTL" (8.72 segundos) e CTL (6.98 segundos),
porém sem diferenca significativa. Esses resultados sugerem uma tendéncia do extrato de
Acca sellowiana em apresentar uma atividade antinociceptiva. No entanto, mais estudos so-
bre essa atividade devem ser realizados, como por exemplo o teste da formalina, teste de con-
tor¢des abdominais induzidas por acido acético, além de um novo estudo com o teste de placa

quente utilizando uma amostra maior de animais.
CONCLUSOES

10
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A dose de 500mg/kg de extrato de Acca sellowiana apresentou aumento no tempo de reacao
ao estimulo térmico. Dessa forma, € necessario a continuidade de pesquisas que investiguem

essa atividade farmacoldgica nesta espécie.

PALAVRAS-CHAVE: tratamento; estimulo térmico; grupos experimentais; tempo de

laténcia; resultados.
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