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1 OBJETIVOS
1.1 GERAL

Avaliar a influéncia dos fatores climaticos sobre o rendimento € a composi¢ao quimica
do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata Moldenke, € avaliar as propriedades antinociceptivas

e anti-inflamatorias.

1.2 ESPECIFICOS

- Determinar o rendimento do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata em diferentes periodos
seco e chuvoso, correlacionando com variaveis climaticas (temperatura, precipitagao, umidade
relativa do ar).

- Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do 6leo essencial em modelos
experimentais in vivo.

- Avaliar o efeito do estresse oxidativo sobre o 6leo essencial.
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VARIACAO SAZONAL DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE
Aloysia oblanceolata Moldenke E SUAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA

RESUMO

Aloysia oblanceolata Moldenke (Verbenaceae) ¢ uma planta nativa da América do Sul,
utilizada na medicina tradicional por suas propriedades antibacterianas, fungicidas, larvicidas e
anti-inflamatodrias. Este estudo avaliou a variagdo sazonal da composi¢do quimica do oOleo
essencial (OE) extraido das folhas de A. oblanceolata na regido amazdnica, bem como suas
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria. As coletas foram realizadas mensalmente, entre
novembro de 2022 e outubro de 2023, no municipio de Garrafao do Norte (PA). Os 6leos foram
extraidos por hidrodestilacdo e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS). Foram identificados 38 constituintes, com predomindncia de trans-
pinocanfona, B-pineno, E-cariofileno e trans-acetato de pinocarveila. Observou-se influéncia
direta de fatores climaticos sobre o rendimento (média de 4,35%) e sobre a composi¢ao quimica
do ¢6leo, especialmente nas classes de monoterpenos e sesquiterpenos. A analise multivariada
revelou a formagao de trés grupos distintos: o grupo I, com 52,65% de similaridade; o grupo II,
com 36,82%; e o grupo III, com 34,68%. O teste de toxicidade oral aguda demonstrou que o
OE possui baixa toxicidade, sem alteragdes comportamentais ou bioquimicas relevantes em
camundongos. A atividade antinociceptiva foi confirmada nos testes de contor¢des abdominais
e de formalina. No teste de formalina, o 6leo ndo apresentou efeito significativo na primeira
fase (neurogénica), mas demonstrou eficacia na segunda fase (inflamatoria), nas doses de 50 e
100 mg/kg. A agdo anti-inflamatoria foi evidenciada no modelo de peritonite induzida por
carragenina, com reducdo significativa na migrac¢ao de neutrofilos. Os resultados indicam que
o 6leo essencial de 4. oblanceolata possui perfil quimico com uma facil padronizagdo, ¢ seguro
e apresenta potencial farmacoldgico promissor, especialmente como agente anti-inflamatorio e
antinociceptivo. Além disso, a espécie demonstra viabilidade para padronizagdo em escala
industrial, destacando-se como alternativa sustentavel para o desenvolvimento de fitoterapicos

e valorizagao da biodiversidade amazodnica.

Palavras-chave: Verbenaceae; Potencial farmacologico; Monoterpenos e Sesquiterpenos.
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ABSTRACT

Aloysia oblanceolata Moldenke (Verbenaceae) is a plant native to South America, traditionally
used for its antibacterial, fungicidal, larvicidal, and anti-inflammatory properties. This study
evaluated the seasonal variation in the chemical composition of the essential oil (EO) extracted
from A. oblanceolata leaves in the Amazon region, as well as its antinociceptive and anti-
inflammatory activities. Leaves were collected monthly between November 2022 and October
2023 in the municipality of Garrafao do Norte (PA, Brazil). The oils were extracted by
hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-
MS). A total of 38 constituents were identified, with predominance of trans-pinocamphone, -
pinene, E-caryophyllene, and trans-pinocarvyl acetate. Climatic factors directly influenced the
yield (average of 4.35%) and chemical composition of the oil, especially in the monoterpene
and sesquiterpene classes. Multivariate analysis revealed the formation of three distinct groups:
Group I with 52.65% similarity, Group II with 36.82%, and Group III with 34.68%. The acute
oral toxicity test showed that the EO is of low toxicity, with no relevant behavioral or
biochemical changes in mice. The antinociceptive activity was confirmed in the abdominal
writing and formalin tests. In the formalin test, the EO showed no significant effect in the first
(neurogenic) phase but was effective in the second (inflammatory) phase at doses of 50 and 100
mg/kg. The anti-inflammatory activity was demonstrated in the carrageenan-induced peritonitis
model, with a significant reduction in neutrophil migration. The results indicate that A.
oblanceolata essential oil has a chemically modulable profile, is safe, and exhibits promising
pharmacological potential, especially as an anti-inflammatory and antinociceptive agent.
Furthermore, the species demonstrates feasibility for industrial-scale standardization, standing
out as a sustainable alternative for the development of herbal medicines and the valorization of

Amazonian biodiversity.

Keywords: Verbenaceae; Pharmacological potential; Monoterpenes and Sesquiterpenes.
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2 INTRODUCAO

Verbenaceae J.St.-Hil. ¢ constituida por espécies arboreas, arbustivas e herbaceas,
abrangendo aproximadamente 35 géneros e cerca de 1.200 espécies, com ampla distribui¢cdo na
América do Sul. Essas plantas sdo predominantemente floriferas e sdo encontradas
principalmente em regides tropicais em todo o mundo (PEREZ ZAMORA; TORRES; NUNEZ,
2018; RAHMATULLAH et al., 2011). Determinadas espécies pertencentes a essa familia sdo
usadas na medicina tradicional devido a presenga de compostos bioativos e suas propriedades
medicinais, incluindo agdo antioxidante e anti-inflamatoria (MOHAMMADHOSSEINI;
FREZZA; VENDITTI, 2022).

Espécies de plantas aromaticas sdo utilizadas na medicina tradicional devido a presenga
de compostos bioativos e as suas propriedades medicinais (MOHAMMADHOSSEINI;
FREZZA; VENDITTI, 2022; ZENI et al., 2011). O género Aloysia (Verbenaceae) ¢ encontrado
no Brasil. Este género ¢ originario da América do Sul, especialmente da Argentina, Bolivia,
Brasil e Chile. Essas regides sdo conhecidas por abrigar a maior diversidade de espécies de
Aloysia, com 28 espécies e 6 variedades, das quais 12 sdo encontradas no Brasil (BENOVIT et
al., 2015; MOHAMMADHOSSEINI; FREZZA; VENDITTI, 2022).

Aloysia oblanceolata Moldenke possui sindnimos heterotipicos conhecidos na literatura
que sdo Aloysia gratissima var. oblanceolata Moldenke e Aloysia beckii Moldenke (MORONI;
O’LEARY; FILLOY, 2016). Popularmente conhecida como Alfazema e Vassourinha Doce, ¢
uma espécie de planta arbustiva com folhas fasciculadas dispostas opostamente ao longo dos
ramos, produzindo inflorescéncias brancas compostas por flores agrupadas na mesma estrutura
(O’LEARY et al., 2016). Esta espécie ¢ nativa da América do Sul, ocorrendo no Paraguai,
Bolivia e Brasil. No Brasil, A. oblanceolata ocorre principalmente nos estados do Rio Grande
do Sul e Parand (MARX et al., 2010). E seus 6leos essenciais e extratos sdo conhecidos por
possui atividade nematicida, fungicida, efeito antidepressivo, atividades neuroprotetoras,
efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorio (SANTOS et al., 2013; SOUZA et al., 2021).

Na medicina tradicional, a 4. oblanceolata ¢ utilizada por suas propriedades sedativas,
com atividade no sistema nervoso central (BENOVIT et al., 2015; GRESSLER et al., 2014).
Seu o6leo essencial tem recebido grande atencdo devido as suas propriedades antibacterianas,
antifingicas e antimicoticas (SOUZA; WIEST, 2007). H4 um interesse cientifico significativo
na pesquisa de compostos derivados de plantas associados ao conhecimento da medicina
popular.

A descoberta de novos medicamentos anti-inflamatdrios e antinociceptivos, mais

seguros ¢ constantemente necessaria, a busca por medicamentos alternativos capazes de
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interromper o processo inflamatoério e antinociceptivo tornou-se uma questdo importante na
pesquisa cientifica, especialmente na referéncia ao uso de substancias naturais e a reducao de
efeitos colaterais indesejaveis (ALMEIDA, 2001). Nesse contexto, os oOleos essenciais
representam uma importante fonte de substancias naturais, visto que seus constituintes ativos
frequentemente apresentam diversas propriedades farmacolégicas (DE CASSIA DA
SILVEIRA E SA et al, 2014). Além disso, os produtos naturais sio ativos contra
microrganismos, como fungos, virus e bactérias, responsaveis por diversas doencas infecciosas
(ALIJAR SOUZA et al., 2022; UD-DAULA et al., 2016).

A composi¢ao quimica do dleo essencial extraidos de plantas possui um papel biologico
evidenciado por seus efeitos terapéuticos, como atividade antioxidante, antiparasitaria,
antimicrobiana, citotoxica e atividade anti-inflamatdria, devido que seus constituintes, sao
geralmente formados por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides e apresentam um
carater lipofilico e baixo peso molecular, com propriedades que possibilitam atravessar
membranas celulares com uma maior facilidade (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Diversos fatores ambientais podem impactar significativamente o perfil quimico dos
Oleos essenciais produzidos pelas plantas, visto que essas substancias sdao influenciadas
principalmente por condi¢des externas ao organismo vegetal. Entre os aspectos mais relevantes
que contribuem para essa variabilidade estdo a incidéncia de radiacdo solar, que afeta
diretamente os processos fotossintéticos e, consequentemente, a sintese de metabdlitos
secundarios; os niveis de precipitacdo, que regulam a disponibilidade hidrica e o equilibrio
osmotico; e as variacdes de temperatura e pressdo, que podem interferir nos processos
responsaveis pela biossintese de compostos volateis (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
JERONIMO et al., 2024a).

Essas complexas interagdes entre fatores bidticos e abidticos ressaltam a importancia da
compreensdo da dindmica ambiental e regional no estudo da producédo e da qualidade de 6leos
essenciais. Diante dessa perspectiva, este estudo teve como objetivo analisar a variacao sazonal

na composicao quimica do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal e Dados Climdticos

As folhas (60g) de Aloysia oblanceolata foram coletados na cidade de Garrafao do
Norte, estado do Para, Brasil (coordenadas: 1°56'22,7382"S/47°3'3,17772W). As folhas
maduras para o estudo sazonal foram coletadas no dia 03, as 9h, de novembro de 2022 a outubro
de 2023. A identificagdo foi realizada por comparagdo com um espécime auténtico de Aloysia
oblanceolata. As exsicatas (MG246092) foi incorporada ao Herbario “Jodo Murga Pires”, do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para, Brasil, outra amostra do espécime (MFS10607)
foi incorporada ao Herbario “Dra. Marlene Freitas da Silva, Universidade do Estado do Para,
Belém, Para, Brasil e uma amostra foi (IAN202959) foi incorporado ao Herbario da Embrapa
Amazonia Oriental, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria, Belém, Para, Brasil. O
espécime foi coletado de acordo com as leis brasileiras relativas a protecao de biodiversidade

(Sisgen ACA3523).

Tabela 1. Registro de espécime incorporada no herbario.

Nome cientifico Herbério Institui¢do Codigo
Aloysia Jodo Murga Pires Museu Paraense Emilio  MG246092
oblanceolata Goeldi
Aloysia Dra. Marlene Freitas da Universidade do Estado ~ MFS10607
oblanceolata Silva do Para
Aloysia Embrapa Amazonia Embrapa Amazonia TAN202959
oblanceolata Oriental Oriental

Os parametros climaticos (insolacdo, umidade relativa do ar e precipitacao
pluviométrica) foram obtidos mensalmente no site do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET, http://www.inmet.gov.br/portal), do Governo Brasileiro (INMET, 2023). Os dados
meteoroldgicos foram registrados através da estagdo meteorologica localizada em Belém - PA,
que fica a 169,99 km de distancia em linha reta do municipio de coleta, a estagdo ¢ equipada

com um sistema Vaisala, modelo MAWS 301 (Vaisala Corporation, Helsinque, Finlandia).
3.2. Extracdo de oleo essencial

As folhas foram submetidas a secagem em ambiente climatizado a 16 °C por um periodo
de sete dias. Posteriormente, o material foi triturado com o auxilio de um homogeneizador tipo
mixer. As folhas (60 g) foram submetidas a hidrodestilacdo (em duplicata) utilizando um
aparelho tipo Clevenger aparelho (3 h), o sistema de condensacdo a temperatura era de 10-15
°C. Os 0leos essenciais obtidos foram centrifugados durante 5 min a 3000 rpm e desidratado

em sulfato de so6dio anidro (Na;SO4) nas mesmas condigdes em uma centrifuga (MAIA;
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ANDRADE, 2009). Os pesos secos foram usados para calcular os rendimentos de 6leo (em
triplicada). Os rendimentos de dleos essenciais foram expressos em porcentagem e calculados
a partir da biomassa livre de umidade (HFB) através da relagdo entre volume de 6leo, massa
amostral da planta e umidade. Os 6leos foram armazenados em frascos escuros para posterior
analise cromatografica (JERONIMO et al., 2024b). A umidade residual das amostras foi
determinada usando um medidor de umidade testador (Gehaka®), modelo IV 2000, por

secagem infravermelha em paralelo a extragao.

3.3. Analise da composi¢do do dleo essencial

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) associada a
cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chama (CG/DIC) foram utilizadas
para analisar a composicao dos Oleos essenciais de A4. oblanceolata. Foi utilizado um
instrumento ultra Shimadzu Modelo QP 2010 (Shimadzu, Téquio, Japao) equipado com coluna
capilar de silica fundida Rtx-5MS (30 m, 0,25 mm; espessura de filme de 0,25 pm) como fase
estacionaria (Restek, Bellefonte, PA, EUA). O gas hélio foi ajustado a 1,0 mL/min a 57,5 kPa
como gas de arraste. A injecdo das amostras de 6leo no instrumento foi do tipo split (propor¢ao
1:20) de 1 pL de solugdo de n-hexano (5 pL de 6leo: 500 puL de n-hexano); as temperaturas do
injetor e da interface foram de 250 °C; A temperatura programada do forno foi de 60 a 240 °C
(3 °C/min), seguida de isoterma de 10 min. Espectrometria de massa de ionizagdo eletronica
(EIMS) a 70 eV, a temperatura da fonte de ions foi de 200 °C.

Os espectros de massa foram obtidos por varredura automatica, com massa de
fragmentos na faixa de 35400 m/z. A comparagao dos espectros de massa e indices de reten¢ao
apresentados pelas amostras utilizando as semelhancas entre os espectros de massa e indices de
retengdo apresentados nas bibliotecas comerciais FFNSC-2 (MONDELLO, 2011) e Adams
(ADAMS, 2007). Os indices de retencao dos constituintes volateis foram calculados utilizando
a equacdo linear de Van Den Dool e Kratz (1963), utilizando uma série homodloga de
hidrocarbonetos (C8—C40, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) sob as mesmas condi¢des
cromatograficas. A andlise CG/DIC foi realizada em um instrumento Shimadzu QP-2010
(Shimadzu, Toquio, Japao) equipado com um detector DIC sob as mesmas condi¢des descritas
acima, exceto que o hidrogénio foi usado como gas de arraste. A composi¢cdo percentual da
amostra de 6leo foi calculada a partir das areas dos picos do CG/DIC. As analises foram

realizadas em triplicata.
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3.4. Declaracado ética e Doses do oleo essencial

O projeto de pesquisa foi submetido & aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Estado do Para (UEPA) sob o numero 03—-2023 e 07/2023. Nesta
pesquisa, foram utilizados 194 camundongos heterogénicos, Mus musculus da linhagem Swiss,
machos, adultos (aproximadamente 30 dias de idade), pesando entre 30 e 40 g e 100 ratos
heterogénicos, Rattus norvegicus da linhagem Wistar, provenientes do Biotério do Instituto
Evandro Chagas (IEC). As doses selecionadas de Oleo Essencial de Aloysia oblanceolata
(OEAo0) foram baseadas no trabalho de Costa et al. (2022). Assim, doses de 25, 50 ¢ 100 mg/kg

por via oral foram adotadas.

3.5. Toxicidade oral aguda

A toxicidade oral aguda foi avaliada de acordo com as diretrizes 423 da Organizagdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OECD, 2002). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos. O primeiro grupo foi tratado com agua destilada e o segundo
grupo foi tratado com 6leo essencial de Aloysia oblanceolata (OEAo) na dose de 300 e 2000
mg/kg com o veiculo Tween 80 a 1%. Os tratamentos foram realizados por gavagem (10
mL/kg). Apos os tratamentos, os animais foram observados durante 2 horas e depois uma vez
ao dia durante 14 dias consecutivos. Nesse periodo foram observadas alteracdes
comportamentais e fisioldgicas (estado de alerta, atividade motora espontanea, locomogao,
apatia, resposta ao toque, estereotipia, agressividade, ataxia, sudorese, mic¢do, diarreia,
convulsdes e morte). No 15° dia, os animais foram submetidos a eutanasia (cetamina 300 mg/kg
e xilazina 30 mg/kg) (DOS SANTOS SOUZA et al., 2021) (Figura 1a).

As analises foram realizadas no equipamento Autoanalyzer Olympus AU 400
(Hamburgo, Alemanha) (COSTA-SILVA et al.,, 2008). O sangue foi coletado por via
intracardiaca para avaliagdo da atividade renal (creatina e ureia) e hepatica utilizando as
enzimas alanina aminotransferase (ALT-PGP), aspartato transaminase (AST-TGO) e fosfatase

alcalina (ALP) (Figura 1b).
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Comportamento observados

1a f
s
-,
s - “
QY s g
oh 30min  60min 120min 240min 14 dias

> > Grupo OEAo0 300 mg/kg (n=6)
Grupo OEAo 2000 mg/kg (n=6)

Figura 1. Esquema experimental para avaliacio dos efeitos do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata (OEAo0) em
camundongos. (1a) Administrag¢do oral de OEAo nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg (n = 6 por grupo) seguida
de observagdo comportamental em diferentes tempos (30, 60, 120, 240 minutos ¢ até 14 dias) para avalia¢do de
toxicidade aguda e possiveis alteragdes comportamentais. (1b) Coleta de amostras apds o periodo experimental:
Amostra 1 corresponde ao sangue para analises bioquimicas

3.6. Marcadores de estresse oxidativo
3.6.1. Preparagdo das amostras

Os orgaos (Figado e Rim) do tratamento nas doses de 300 e 2000 mg/kg, foram pesados
em balanca analitica e homogeneizados (p/v) na propor¢do de 1:10 em salina a 0,9%. O
homogeneizado foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado em
microtubos de polipropileno do tipo Eppendorfs® e mantido em freezer -80 °C até o dia das
andlises bioquimica para estresse oxidativo: concentracdo das substincias reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS); Catalase (CAT).

3.6.2. Mensuragdo da peroxidagdo lipidica

Para se determinar a concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), os produtos resultantes da peroxidacdo lipidica, foram utilizados o método de
Winterbourn, modificados para anélise em espectrofotometria (VIANA BARBOSA et al.,
2023; WINTERBOURN; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985). O método baseia-se na
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alteracdo da coloragdo da amostra (plasma) quando ela é colocada para reagir com o acido
tiobarbittrico a 1 % na temperatura de 90 a 100 °C e em meio acido. Em tubos de propileno
(PP) de 1,5 ml, serao colocados 10 puL de butil-hidroxi-tolueno (BHT) (solu¢do etanolica a 2
%), 200 pL de acido cloridrico (HCI) 25%, 200 pL de solug¢do de acido tiobarbiturico (1%)
dissolvido em solucao aquosa de NaOH a 0,05N e 200 pL de amostra. O branco sera feito com
todas as solugdes colocando-se, no lugar da amostra, solucdo salina 0,9%. Posteriormente, os
tubos contendo a mistura foram incubados em banho fervente (100 °C) durante 15 minutos e
resfriados em banho de gelo. Em seguida, adiciona-se 618 uL de butanol em cada tubo e
agitados em vortex até que houvesse a transferéncia total da coloracdo rosea da camada inferior
para a superior. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm até que a fase do butanol
(sobrenadante) torne-se limpida. Foram retirados 600 pl de sobrenadante, e as amostras
distribuidas em duplicata em cubetas. A placa foi introduzida em um espectrofotometro, para
medir a absorbancia ao comprimento de onda de 532 nm. A amplificacdo da peroxidacao
durante o ensaio foi prevenida pela adicdo de um antioxidante (BHT). A concentracdo de
TBARs foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingao molar do MDA (e = 1,56 x 10-

5.M1.mL"!) (VIANA BARBOSA et al., 2023).

3.6.3. Indicador da Formagao de Oxido Nitrico (NO)

A produgdo de A producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente por meio do
metabolito estavel nitrito. Para mensurar o contetido de nitrito, as amostras foram incubadas
com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naftil) etilenodiamina) a
temperatura ambiente por 10 minutos, e a absorbancia foi medida a 540 nm. O contetido de
nitrito foi calculado com base em uma curva padrao, variando de 0 a 100 nM, construida com
nitrito de sddio (NaNO:). Os resultados foram expressos em pumol de nitrito por mg de proteina

(GREEN et al., 1982).

3.6.4. Andalise enzimadtica - Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase, quantifica a velocidade de decomposicao do peroxido
de hidrogénio, em 240 nm durante 20s, pela enzima presente na amostra. Utiliza-se a solugao
de peroxido de hidrogénio (H202) 10 mM em tampao fosfato mM pH 7,0 preparada e titulada
no dia da andlise (AEBI, 1984; VIANA BARBOSA et al., 2023). Para isso, foi adicionado 2
mL desta solug@o na cubeta, com acréscimo de 20uLL da amostra, em seguida, foi feita a leitura

da queda da absorbancia. Os valores foram expressos em mmol.min ~\.mL.
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3.7. Andalise da atividade atinociceptiva
3.7.1. Efeito analgésico periférico no teste de contor¢do abdominal

O ensaio de contor¢do abdominal induzida por 4cido acético foi utilizado para avaliar o
potencial analgésico periférico (CONEGUNDES et al., 2021; KOSTER, R., ANDERSON, M.
DE BEER, 1959). Os camundongos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de seis
camundongos: grupo controle (tratado com tween a 1,0%, v.o.), trés grupos de tratamento
(doses de OEAo0 de 25, 50 e 100 mg/kg, v.0.) e um grupo de controle positivo (5 mg/kg de
indometacina, p.o.). Sessenta minutos apos o tratamento, os camundongos foram submetidos a
(0,6%, v/v em tween, 10 mL/kg) de 4cido acético (CHsCOOH) a 0,6% i.p. Apds a administragdo
do acido acético, os animais foram confinados por 30 min e os nimeros de contor¢des foram
registradas. O efeito analgésico foi avaliado com base na redugdo do numero de contorgdes

abdominais (DE LIMA et al., 2023).

3.7.2. Teste de imersdo da cauda

O teste de imersdo da cauda avalia a atividade analgésica central submergindo a cauda
dos animais em altas temperaturas. Este teste avalia o(s) tempo(s) de laténcia, definido como o
periodo para o animal retirar cauda. No teste, os animais foram submetidos a um pré-teste,
sendo excluidos aqueles com valores de laténcia superiores a 5 segundos. Os animais
selecionados foram separados em grupos (n=6) que foram tratados com veiculo (Tween 80 a
1% diluido em solug¢do salina estéril, v.0.), morfina administrada na dose de 5 mg/kg (i.p.) ou
EOAO0 nas doses de 25, 50 e 100 mg. /kg (p.o.). Posteriormente, 1/3 (aproximadamente 2 cm)
da cauda dos animais foi submersa no liquido com temperatura fixa de 55+0,5 °C, e a resposta
completa de retirada da cauda foi avaliada nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos (GAMMOH
et al., 2023; HAMURA et al., 2000).

3.7.3. Teste de formalina

O teste de contor¢do abdominais foi conduzido de acordo com método de Zapata-
Morales et al., (2017). Para avaliar o envolvimento do sistema opioide no mecanismo de agdo
antinociceptiva do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata, grupos de camundongos (n=5) foram
pré-tratados com naloxona (5 mg/kg) que ¢ antagonista de receptores do sistema opioide;
glibenclamida (5 mg/kg, um bloqueador do canal de potdssio modulado por ATP;
Ondansetrona, antagonista 5-HT3 (0,5 mg/kg, i.p.); haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.), um
antagonista ndo-seletivo dos receptores dopaminérgicos; ioimbina (1 mg/kg; i.p.), um

antagonista a-adrenérgico; teofilina (5 mg/kg, i.p.), um antagonista de adenosina. 15 minutos
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apos os administragdes, os animais foram tratados com o 6leo essencial (100 mg/kg), agonista
morfina (4 mg/kg) e veiculo (solugdao de NaCl 0,9%) (SCAPINELLO et al., 2019). Sessenta
minutos (6leo essencial e veiculo) ou trinta minutos (morfina) apos os tratamentos, os animais
receberam injecdo de 4cido acético 0,6% (i.p.) As contor¢des abdominais foram registradas por
30 minutos (HESS et al., 2010; OBESE et al., 2021; WOODE et al., 2012).
3.8. Campo Aberto

Para descartar quaisquer efeitos sedativos ou relaxantes musculares inespecificos do
OEAo, atividade exploratoria espontanea foi avaliada no teste de campo aberto conforme
descrito anteriormente (ARCHER, 1973; KARL; PABST; VON HORSTEN, 2003). Os
camundongos (n = 6) foram tratados com veiculo (10 mL/kg) e OEAo (100 mg/kg) 1 h antes
tratamento (DE JESUS et al., 2023). Foram colocados individualmente no centro da arena de
campo aberto (100 x 100 x 40 cm) e foram autorizados a explorar o aparelho por 5 min. A
atividade dos camundongos foi monitorada por video por uma camera posicionada acima da
arena para ser analisada off-line com o software ANY-mazeTM (Stoelting, EUA) por dois
observadores cegos aos tratamentos a locomogao foi avaliada como a distancia total percorrida

(FERNANDES et al., 2018; KASTER et al., 2015).

3.9. Atividade anti-inflmatorio

3.9.1. Peritonite induzida por carragenina

A inflamacdo e consequente o estresse oxidativo foi induzido na cavidade peritoneal
pela administracdo de carragenina (0,3 mg/kg) (SOUZA; FERREIRA, 1985). Para isso, os
animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n = 6/grupo), que foram
previamente tratados por cinco dias com solugado salina (Grupos Branco e Carragenina), OEAo
(25, 50 e 100 mg/kg) ou Indometacina (10 mg/kg). A carragenina foi administrada 1 hora apds
a ultima dose de pré-tratamento. Quatro horas depois, os animais foram eutanasiados sob
anestesia (cetamina + xilazina; 91 + 9,1 mg/kg; ip.), ap0s isso, foram injetados 5 mL de solug¢ao
salina na cavidade peritoneal e o lavado foi coletado para avaliacdo do equilibrio oxidativo e
migracao leucocitaria. O sangue foram coletadas por pungdo cardiaca e depois centrifugadas
(3500 RPM para 10 min) para separagdo do plasma, para avaliagdo do balango oxidativo

(CARDOSO et al., 2022). (Figura 2).
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Grupos Pré-tratamento Agressio Coleta de amostras
Agua Salina 0.9% Salina 0,9% Fluido peritoneal
Carragenina Salina 0,9% Carragenina 0,3 mg/kg Migragdo de leucdcitos
OEAo0 25 OEAo 25 mg/kg Carragenina 0,3 mg/kg
OEAo0 50 OEAo0 50 mg/kg Carragenina 0.3 mg/kg
OEAo0 100 OEAo 100 mg/kg Carragenina 0.3 mg/kg

INDO* Indometacina 10 mg/kg Carragenina 0,3 mg/kg

Figura 2. Esquema do protocolo experimental utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatdria do 6leo essencial
de Aloysia oblanceolata (OEAo0) no modelo de peritonite induzida por carragenina em camundongos. Os animais
foram divididos em grupos experimentais e tratados por via oral durante cinco dias consecutivos (D1 a D5) com
OEAo nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg, indometacina (10 mg/kg, grupo controle positivo) ou solucdo salina
0,9% (controle negativo). No quinto dia (D5), foi realizada a indugdo da inflamag&o por via intraperitoneal com
carragenina a 0,3 mg/kg. Apods 4 horas da administragdo da carragenina, foi realizada a coleta do fluido peritoneal
para quantificagdo da migragdo de leucocitos, como parametro de resposta inflamatdria.

3.10. Andlise estatistica da composi¢do quimica e teste in vivo

A analise de componentes principais (PCA) foi aplicada aos componentes do 6leo
essencial das folhas de Aloysia oblanceolata (> 3,0%) (OriginPro/OriginLab 2024 Learning
Edition Corporation, Northampton, MA, EUA e o Minitab Statistical Software 18). A anélise
de agrupamentos hierdrquicos (HCA) foi realizada considerando a distancia euclidiana e a
ligagdo de Ward (SANTOS et al., 2024). A significancia estatistica foi avaliada pelo teste de
Tukey (p < 0,05), e os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) foram calculados para
determinar a relacdo entre os pardmetros climaticos analisados (insolacdao, umidade relativa,
temperatura e precipitagio) utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0 (GALVAO et al.,
2023).

As avaliagoes estatisticas dos dados experimentais in vivo foram realizadas utilizando
o GraphPad Prism versdao 8.0. Os dados sdo expressos como meédias + erros padrdo. Foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para a verificagdo da normalidade. As diferencas
estatisticamente relevantes foram determinadas usando o teste ANOVA, seguido pelo teste post
hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas entre os grupos

de tratamento quando p < 0,05 (DE JESUS et al., 2023).
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4. RESULTADOS E DISCUSAO
4.1. Efeito da sazonalidade na produgdo de dleo

Fatores climaticos, como insolagdo, precipitagdo, temperatura ¢ umidade relativa, foram
monitorados no periodo de novembro de 2022 a outubro de 2023 para avaliar sua influéncia na
producdo e composi¢cdo do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata. Os valores de insolacao
variaram entre 88,2 (abril) € 289,5 h (setembro), a precipitagdo mensal de 32,7 (outubro) a 465,4
mm (abril), a temperatura de 26,7 °C (maco) a 35,8 C (outubro), e o umidade relativa do ar de
75,4% (outubro) para 93,2% (margo). O periodo seco na regido onde a planta ocorre
compreendeu os meses de novembro de 2022, julho a outubro de 2023 representado na figura
3 na cor vermelho, com média precipitagdo de 149,3 £ 104,3 mm, e o periodo chuvoso de
dezembro de 2022 a junho de 2023 representado na figura 3 na cor azul, com média precipitacao

de 361,9 £ 79,2 mm.
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Figura 3. Relagdo entre pardmetros climaticos e produgdo de 6leo de Aloysia oblanceolata durante o estudo

sazonal.

A Bacia Amazonica contém cerca de metade da floresta tropical da Terra e possui
chuvas torrenciais e secas severas, variam tanto em escalas espaciais e temporais devido isso,
aregido amazonica € caracterizada por apenas duas estagdes: seca e chuvosa (DA SILVA et al.,
2019; LEAN; WARRILOW, 1989; LOUREIRO et al., 2014). Com o clima timido e quente, a
Amazonia apresenta os maiores indices pluviométricos de dezembro a abril, periodo chuvoso,

com os menores indices pluviométricos de junho a novembro no periodo seco, sendo os demais
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meses considerados periodos de transicdo entre as estacdes, contudo, de um ano para outro,
estas duas estacdes podem mudar dependendo dos fendmenos atmosféricos que afetam as
regiodes tropicais (DA COSTA et al., 2020; HALL et al., 1998). Em estudos que avaliaram o
efeito da sazonalidade e do 6leo essencial, os parametros climaticos obtidos em 2022 mostraram
um clima atipico no ano estudado (BARROS et al., 2022a; SANTOS et al., 2023).

No estudo sazonal, os rendimentos de 6leo essencial de Aloysia oblanceolata variaram de
3,4% (dezembro de 2022 e fevereiro 2023) a 5,3% (agosto e setembro de 2023), com média de
4,3 = 0,7% no periodo estudado (Figura 1). O rendimento do 6leo essencial ndo apresentou
diferenga significativa (p < 0,05) no periodo seco (4,7 + 0,7%) e no periodo chuvoso (4,1 +
0,6%) no teste T (Figura 4).
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Figura 4. Variagdo do rendimento (%) do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata Moldenke entre os periodos seco

e chuvoso. Observa-se maior rendimento durante o periodo seco (%) em comparagio ao periodo chuvoso (¢g),
com os valores expressos como média + desvio padrao.
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Em relagdo aos parametros climaticos com teor de 6leo essencial, ndo foi observada
correlacdo significativa com a temperatura, umidade, precipitagdo e com a insolagdo apresentou
correlagdo positiva (r = 0,36)com o rendimento do oleo de Aloysia oblanceolata menor que (p

>0,05) (figura.5).
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Figura 5. Correlagdo entre rendimento, principais componentes e classes de compostos do 6leo de Aloysia
oblanceolata e fatores climaticos.
HM: Hidrocarbonetos monoterpénicos, MO: Monoterpenos oxigenados, HS: Hidrocarbonetos sesquiterpénicos,

SO: Sesquiterpenos oxigenados. *Correlagao significativa (p < 0,05).

O estudo que avaliou o efeito da sazonalidade no dleo essencial das folhas de Lippia alba,
coletado no distrito de Outeiro, em Belém, Para, Brasil, ndo apresentou diferenca significativa
no rendimento de 6leos entre o periodo seco (1,1 £ 0,3%) e o chuvoso periodo (1,7 £ 0,5%)
(BARROS et al., 2022b). Por outro lado, durante a avaliagdo da sazonalidade do 6leo de Aloysia
triphylla, cultivado e coletado no municipio Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil,
apresentou o rendimento do 6leo, diferentes percentuais durante as estagdes verdo (0,42%),
outono (0,31%), inverno (0,19%) e primavera (0,30%), onde a estagdo com menor precipitagao

apresentou o melhor rendimento durante o periodo estudado (PARODI et al., 2020).
4.2. Efeito sazonal na composigdo do oleo de Aloysia oblanceolata

O dleo essencial de 4. oblanceolata apresentou trinta e oito (38) constituintes quimicos,
(Tabela 2). Esses constituintes compreendem 94,6-97,1% dos Oleos analisados no estudo

sazonal ao longo do periodo de doze meses. As classes de compostos predominantes nas
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amostras de oleo foliar foram monoterpenos oxigenados (33,2 a 48,1%), sesquiterpenos
oxigenados (18,5 a 27,8%), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (19,0 a 27,3%) e hidrocarbonetos
monoterpénicos (2,4 a 10,7%). Os principais constituintes identificados no 6leo essencial das
folhas durante o estudo sazonal foram trans-Pinocanfona (11,1 a 16,4%), Guaiol (10,8 a
14,2%), trans-Acetato de Pinocarvila (6,1 a 9,5%), cis-Pinocanfona (5,7 a 8,4%) e B-Pineno

(0,9 a 5,8%). As estruturas dos constituintes sdo mostradas na Figura 6.

B-Pineno trans-Pinocanfona cis- Pinocanfona Acetato de trans-pinocarvil

44+0.8 15.0+1.3 6.9+0.8 8.1+1.3

;’.~°\ ‘\’\ 34+1.8 12.5+1.3 6.3+0.8 7.620.6
§ ( LY 5 4 N

2 ¢

=\ <€ 1/‘ ‘

Guaiol E-cariofileno
12.5%1.1 5.4%+0.9
@ | 12.6+0.9 7.6+0.9

Figura 6. Estruturas quimicas e variacdo sazonal dos principais constituintes do 6leo essencial de Aloysia
oblanceolata Moldenke. As analises revelaram diferengas quantitativas na composi¢do dos compostos B-pineno,

trans-pinocanfona, cis-pinocanfona, acetato de trans-pinocarvil, guaiol e E-cariofileno entre os periodos seco (§.%)

e chuvoso (g ). Os dados estdo expressos como média da porcentagem relativa + desvio padrio.
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Tabela 2. Rendimentos e composi¢do quimica dos dleos essenciais das folhas de Aloysia oblanceolata relativos ao estudo sazonal.

N IRo IR Meses da Colet,a Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out
Rendimento do Oleo 36 34 48 34 40 45 49 39 53 53 42 49
Constituintes (%)

1 934  932% a-Pineno o6 06 03 04 05 06 04 05 05 04 06 1,1
2 974  969* Sabineno 02 03 02 02 02 02 02 03 02 02

3 980  974* B-Pineno 53 58 39 40 52 51 4,1 55 43 4,1 09 22
4 992  988&* Mirceno 0 12 08 08 1,0 09 08 L1 08 07 02 04
5 1029 1024* Limoneno 6 18 14 13 1,7 16 1,3 1,7 1,3 1,3 04 08
6 1047 10442 E-B-ocimeno 06 08 06 07 08 06 06 08 04 03 01 04
7 1089 1086* Terpinoleno 02 02 01 02 02 02 0, 0,2 0,1 0,1 0,2

8 1101 10952 Linalool 1,7 25 1,7 1,7 23 23 L8 23 1,7 1,8 1,7 22
9 1126 11222 a-canfolenal 0,2 03 02 02 02 02 02 02 0, 0,2 03
10 1140 11352 trans-Pinocarveol 25 35 46 28 32 33 29 32 28 36 33 34
11 1163 1158 trans-Pinocanfona 11,1 164 149 13,5 16,0 154 129 159 13,1 13,2 11,0 13,9
12 1165 1160* Pinocarvona L7 23 19 19 22 22 2,1 24 2,1 2,1 20 23
13 1176 11722 cis-Pinocanfona 57 84 7,0 62 7,1 6,9 59 71 6,0 6,22 58 7.8
14 1178 1174* Terpinen-4-ol 03 04 04 03 03 0,3 03 03 04 03 04 0,6
15 1191 1186* a-Terpineol 02 03 03 02 02 03 02 02 02 02 02 03
16 1198 11952 Mirtenol 20 31 19 18 24 1,8 22 24 25 25 36 32
17 1204 1199 y-Terpineol 02 03 03 02 0,2 0,1 0,2 02
18 1219 12152 trans-Carveol 02 04 02 02 03 0,3 02 02 03 03 03
19 1286 1287 Acetato de bornila 05 0,7 05 05 06 0,6 0,5 06 05 0,5 06 0,6
20 1302 13112 Acetato de trans-pinocarvil 69 95 61 69 89 91 74 89 76 72 718 8,6
21 1430 1430?* B-Copaeno 0,1 0,2 0,1 0,3
22 1338 13352 d-Elemeno 02 01 02 02 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2
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23 1385 1387 B-Bourboneno 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 03 03 03
24 1393 1389 B-Elemeno L1 09 12 1,1 09 09 09 1,2 1,1 1,2 09
25 1422 1417* E-cariofileno 71 48 63 60 48 46 66 47 75 77 9.0 6.7
26 1435 1434 v-Elemeno 2,1 1,5 23 21 1,7 1,5 22 1,6 2,1 1.8 23 1.5
27 1455 14522 o-Humuleno 9 1,3 1,7 16 13 13 1,9 1,3 20 20 22 1.6

28 1462 1464° 9-epi-E-cariofileno 02 01 03 02 01 02 03 01 03 02 0.2
29 1483 1478* y-Muuroleno 53 42 64 61 52 46 69 52 60 52 38 39
30 1498 15002 Biciclogermacreno 25 1,8 24 24 18 1,6 2.4 1,8 22 20 28 23
31 1516 15222 6-Cadineno 03 03 03 03 03 04 03 03 03 04 03 02
32 1551 1548 Elemol 22 16 16 23 23 1,9 1,9 22 1,6 1.7 1.6 2.1
33 1559 1559 Germacreno B 32 23 35 32 26 24 33 26 33 29 34 24
34 1580 1577° Espatulenol 14 08 09 1,0 08 17 1,2 09 1,6 2.1 32 24
35 1585 1582° Oxido de cariofileno 3,5 26 29 31 22 30 29 22 34 39 54 46
36 1603 1600* Guaiol 14,2 10,8 134 14,0 12,3 114 13,1 124 124 11.8 12.6 12.1
37 1611 1609* Rosifoliol 1,5 14 14 13 14 1,4 1,1 1,5 1.6 1.8 1.59
38 1671 1670* Bulnesol 6,6 43 49 63 60 54 62 60 50 50 48 487
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 95 107 73 76 96 9,2 75 10,1 7,6 7,1 24 49
Monoterpenos Oxigenados 332 48,1 39,8 364 43,7 429 36,6 43,7 37,5 37,7 37,1 43,7
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 26,2 19,0 26,5 25,7 21,2 19,6 26,2 20,7 27,0 255 273 21,6
Sesquiterpenos Oxigenados 27,2 18,5 23,5 258 258 229 248 22,6 239 244 278 256
Total (%) 96,1 96,5 97,1 95,5 97,1 94,6 95,1 97,1 96,0 94,7 94,6 95,8

Rl(c) = Indice de retengio calculado; RI,= indice de retengdo de literatura; a = Adams (2007); Principais constituintes em negrito; O desvio padrio foi inferior a 2,0 (n = 2).
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Os constituintes quimicos que se correlacionaram significativamente com os fatores
climaticos foram a frans-Pinocanfona, que apresentou correlagdo negativa com a insolagao (r =
-0,54) e o B-Pineno, que apresentou correlacao positiva com a temperatura (0,51). Entretanto,
alguns constituintes se correlacionaram com os parametros climaticos sem significancia (p <
0,05). Além disso, a classe de hidrocarbonetos monoterpénicos apresentou correlagdo positiva
com a umidade (r = 0,53), e a classe de hidrocarbonetos sesquiterpénicos apresentou correlagao
negativa com a umidade (r = -0,32) e correlagao positiva com a insolagao (r = 0,48) (Figura 5).

Durante o estudo sazonal, foram observadas variagdes nas quantidades dos principais
constituintes ao longo das estacdes. Na estagdo chuvosa, a trans-Pinocanfona apresentou os
maiores teores de 15,0%, enquanto na estacdo seca esse valor foi reduzido para 12,5%. Por
outro lado, o Guaiol apresentou uma concentragao de 10,8% na estagao chuvosa e aumentou
para 12,4% na estagdo seca. O acetato de trans-Pinocarvila apresentou teores de 8,1% na estacao
chuvosa e 7,6% na estagdo seca. A cis-Pinocanfona variou de 6,9% na estacdo chuvosa para
6,3% na estacdo seca. O E-Cariofileno aumentou os teores de 5,4% na estagdo chuvosa para
7,6% na estacdo seca. Em contraste, o B-pineno registrou as maiores quantidades na estagdo
chuvosa (4,8%), enquanto na estagdo seca, um nivel menor foi observado (3,4%).

Ainda ha informagdes limitadas disponiveis sobre os mecanismos por tras da influéncia
de fatores ambientais nas emissoes de terpenos. Estudos mostram que a temperatura, a pressao
de vapor dos terpenos, a umidade do ar ao redor da folha e a 4rea de exposi¢do aos 6leos
essenciais estdo envolvidas na liberacdo passiva de terpenos constitutivos, de maneira
frequentemente independente da abertura estomatica. Além disso, a emissdo de monoterpenos
também pode ser influenciada por estresse térmico/estresse por calor, quando as plantas sdao
expostas a altas temperaturas que afetam alguns processos fisiologicos. Devido ao estresse por
calor, os estdmatos se abrem e os monoterpenos provavelmente sdo liberados na atmosfera

imediatamente ap0s sua sintese a partir de tecidos nao estocaveis (MALIK et al., 2023)
4.3. Analise multivariada do dleo essencial de Aloysia oblanceolata

Analise hierarquica de cluster (HCA) e andlise de componentes principais (PCA) foram
plotados com os principais constituintes do 6leo essencial acima de 3%. Aplicando andlise
hierarquica de cluster (HCA) (figura 7), forneceu o dendrograma mostrado na Figura 6, que
apresenta a formacdo de trés grupos e sem similaridade dos constituintes volateis do oleo
essencial de Aloysia oblanceolata. O Grupo 1 foi composto pelos 6leos de abril, junho, margo
e dezembro com uma similaridade de 52,65%. O Grupo II apresentou uma similaridade de

36,82% e as amostras para formagdo dos grupos foram as de outubro e setembro. Enquanto o
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grupo III apresentou uma similaridade de 34,68% que foram representadas pelas amostras de

janeiro, agosto, julho, maio, fevereiro e novembro.
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Figura 7. Analise hierarquica de cluster dos principais constituintes do Oleo essencial de Aloysia
oblanceolata
Na analise sazonal da composi¢do quimica do 6leo essencial, observou-se variagdo na

concentragdo dos principais constituintes ao longo dos periodos seco e chuvoso. O frans acetato
de pinocarvila foi o componente predominante do grupo I (9,1+0,3%), enquanto o E-cariofileno
foi o principal constituinte do grupo II (7,8+1,6%) e o trans-Pinocanfona (13,1+1,2%) no grupo
I1I.

Esses resultados indicam uma mudanga na sazonalidade da composi¢ao quimica do 6leo
essencial, possivelmente influenciada por fatores ambientais e pelo desenvolvimento da planta.
A Analise de Componentes Principais (PCA, Figura 8) dos constituintes do 6leo essencial de
Aloysia oblanceolata elucidou 87,92% da variabilidade dos dados. Assim como a HCA, a

analise de PCA confirmou a formagao de trés grupos distintos.
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Figura 8. Analise hierarquica de cluster dos principais constituintes do 6leo essencial de Aloysia oblanceolata

A andlise dos teores médios e desvios-padrdao dos constituintes presentes no OEAo
(Figura 9) mostrou que. O Grupo II diferiu dos outros grupos em termos de conteudo de 3-
pineno (I=4,3 £0,5%; I =5,2 £ 0,3%; Il = 1,6 + 0,9%), trans-Pinocanfone (I = 13,1 +
1,2%; 11=15,9 £ 0,4%; 111 = 12,5 £ 2,1%) e contetdo de E-cariofileno (I = 6,9 + 0,7%; Il
=47+ 0,1%; Il = 7,9 £ 1,6%). Além disso, o Grupo III diferiu dos outros grupos em
termos de conteudo de B-pineno (I =4,3 + 0,5%; 11 =15,2 + 0,3%; III = 1,6 £ 0,9%).
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Figura 9. Analise dos desvios-padrdo dos trés grupos de Aloysia oblanceolata no estudo sazonal. Média +
desvio-padrdo. Valores com as mesmas letras nas barras ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey (p >
0,05).

Aplicando a andlise multivariada com o mapa de calor, combinando a analise de

agrupamento hierarquico (Figura 10) com os constituintes quimicos, o padrdao de cor variou
com intensidade gradualmente crescente, indicando do menor ao maior grau. O mapa de calor
agrupado (Figura 10) confirmou os resultados de agrupamento obtidos em PCA e HCA (ver

Figuras 8 € 9).
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Figura 10. Mapa de calor de agrupamento com os constituintes dos 6leos essenciais de amostras de Aloysia

oblanceolata.

4.4. Efeitos da toxicidade oral aguda

O tratamento com OEAo, nas doses de 300 e 2.000 mg/kg, ndo exibiu mudangas nos

padroes de comportamento ou mortalidade dos animais. O 6leo pode ser classificado como

categoria 5, apresentando doses letais (LD50) entre 2.000 e 5.000 mg/kg e baixa toxicidade

aguda (OECD, 2002). Outro parametro de toxicidade avaliado foi o peso relativo dos 6rgaos.

Nao foram observadas diferencas nos pesos relativos dos 6rgaos dos animais que foram tratados

com o OE em comparagdo ao grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3. Peso relativo dos principais 6rgios de camundongos tratados com 6leo e controle grupo

Peso relativo dos 6rgaos

Grupo Figado Coragao Bacgo Rim Pulmao

Controle 14,82+0,34* 1,31+0,04° 1,37+0,10° 2,51+0,09¢ 1,37+0,10°
OEA0 300 mg/kg  13,81+0,13* 1,31+0,03° 1,46+0,05° 2,73+0,09¢ 1,46+0,05°
OEA0 2000 mg/kg  13,89+0,31* 1,1840,03° 1,14+0,05° 2,36+£0,03¢ 1,14+0,05°

Cada coluna representa a média = SEM (erro padrdo da média), de 5 animais. Valores com as mesmas letras nas

barras ndo foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao controle.

No estudo da avaliag¢do da toxicidade de substancias, destaca-se a analise da fun¢do do

figado e do rim. Esses 6rgdos, sdo essenciais para desintoxicar e excretar substancias do corpo.
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Dessa forma, a avaliacdo de parametros bioquimicos por meio da anélise de enzimas hepatica
como ALP (Fosfatase Alcalina), TGO (Transaminase Oxalacética) e TGP (Transaminase
Piravica), e das renais, ureia e creatinina, sdo de extrema importancia para a triagem de novos
drogas e substancias (AMADI et al., 2019).

Os niveis das enzimas ALP, TGO e TGP sao mostrados na tabela 4. Com relagdo a ALP,
nao houve um aumento significativo dos niveis dessa enzima, nas doses de 300 e 2000 mg/kg
quando comparado ao grupo controle (P<0.05). Nao houve diferenca nos demais parametros
analisados. O aumento da atividade dessa enzima na faixa de dois a trés vezes pode ser
considerado indicativo de doenca hepatocelular irreversivel, enquanto o aumento de uma a duas
vezes, como nos resultados de neste estudo, indicam dano hepatocelular reversivel. Além disso
mudancas acentuadas nos niveis de ALP durante o tratamento medicamentoso nao devem ser
automaticamente consideradas como o surgimento de implicagdes toxicologicas de referéncia

(HALL et al., 2012).

Tabela 4. Pardmetros bioquimicos de camundongos tratados com 6leo de Aloysia oblanceolata e grupo controle
Parametros Renais

Parametros hepaticos (U/L)

Grupo (mg/dL)
ALP TGO TGP Ureia Creatinina
Controle 416,8467,7*° 361,6+110,5° 89,6+35,8°  64,8+4,3¢ 0,2+0,1°¢

OEA0 300 mg/kg  535,4+86,8% 319,6£1502° 114,6+86,6° 71,8+9,6¢  0,2+0,1°
OEA0 2000 mg/kg  575+67,7* 369+65,6°  87,4+17,5° 66,8+8,19  0,2+0,0°

Cada coluna representa a média £+ SEM (erro padrio da média) de 5 animais; ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle p<0,05;

4.4.1. Efeitos do oleo essencial de Aloysia oblanceolata sobre parametros de estresse oxidativo
no teste de toxicidade oral aguda

Nao houve diferenca significativa nas concentracdes de peroxidacao lipidica e de nitrito
no rim e figado de animais tratados com as doses de OEAo quando comparados ao controle
(p>0,05). Resultado similar foi observado para a atividade da catalase no figado dos animais.
Entretanto, a dose de 300 mg/kg do OEAo aumentou significativamente a atividade da catalase
no rim, quando comparada ao grupo controle (p<0,05). A dose de 2000 mg/kg do dleo essencial

nao alterou a atividade da catalase nesse 6rgao.
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Figura 11. Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Aloysia oblonceolata (300 e 200 mg/kg) sobre a
peroxidagdo lipidica (11a e 11b), niveis de nitrito (11c e 11d) e a atividade de catalase (11e e 11f) em tecidos de
rim e figado de camundongos machos. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo, n= 5 animais por
grupo. * p<0,05 quando comparados ao grupo controle. ANOVA de uma via, seguida de pds-teste de Tukey.

O rim € um orgao essencial para a remocao de residuos e regulacdo de eletrolitos e o
figado para o metabolismo, digestdo, desintoxicac¢do e excrecdao de substancias do organismo
(ABDELKADER et al., 2020; BARIWENI; YIBALA; OZOLUA, 2018). Portanto,
desempenham um papel vital na manutencao, desempenho e regulacdo da homeostase do corpo.
Nesse sentido, se submetidos a exposi¢do de substancias toxicas podem apresentar perda de
func¢do, causando desorganizacao celular ou morte celular. Uma das principais vias de danos
ocasionadas por substancias toxicas a esses 0rgaos € o estresse oxidativo (AINYANBHOR et
al., 2024; QURESHI; RAZZAQ; NAZ, 2024).

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo desbalanco entre o aumento da produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e a diminuicao da capacidade antioxidante (ASHRAF et
al., 2020; CAO et al., 2021; DAVID et al., 2022). O excesso de EROS ao provocar a oxidagao

de lipidios, principalmente, a acidos graxos poliinsaturados, gera um evento denominado de
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peroxidagdo lipidica, produzindo como produto o malondialdeido (MDA) (PENA-BAUTISTA
et al., 2019). Este pode ser avaliado por meio da técnica de substancias que reagem ao acido
tiobarbitarico (TBRAS). Nesse estudo, a administragdo do OEAo ndo afetou as concentragdes
de TBARS no rim e figado dos animais quando comparados ao grupo controle. Isto indicando
que o oOleo essencial ndo induz peroxidagdo lipidica (figura 11a e 11b).

Outra cascata importante de producdo de EROs ¢ o metabolismo de arginina pela sintase
de o6xido nitrico (NOS) gerando 6xido nitrico (NO). O NO pode reagir com o anion superoxido
e consequentemente, formar o peroxinitrito (ONOO™). O ONOO™ e o H»>O> podem ser
biotransformados em radical hidroxila, compostos altamente reativos (GHASEMI, 2019;
HALLIWELL, 2012). O metabolismo oxidativo do NO ¢ o nitrito ¢ o aumento de sua
concentracdo pode ser indicativo de estresse oxidativo (OKAMOTO et al., 2022). Nao foram
observados diferenca nos niveis de nitrito no figado e rim de animais tratados com o OEAo
quando comparados aos animais do grupo controle (figura 11c e 11d). Esse resultado pode
indicar que o dleo essencial ndo induz estresse oxidativo pela via do NO.

Fisiologicamente, as EROs sdo neutralizadas pelo sistema antioxidante endégeno nao
enzimdtico (contetido de glutationa — GSH) ou enzimatica, sendo composto pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e principalmente, a catalase (CAT)
que em conjunto agem reduzindo a oxida¢ao molecular (HALLIWELL, 1992). A SOD dismuta
o anion superdxido a perdxido de hidrogénio. A catalase ¢ a segunda enzima antioxidante,
convertendo o perdxido de hidrogénio em é4gua e oxigénio. A administragio do OEAo
aumentou a atividade da catalase no rim dos animais tratados com a dose de 300 mg/kg.,
indicando a¢do antioxidante (figura 11e e 11f). Tomados em conjuntos, esses resultados podem
sugerir que o tratamento com o 6leo esséncia de Aloysia oblanceolata apresenta atividade

antioxidante protetora e ndo induz peroxidacdo lipidica no rim e figado dos animais.

4.5. Efeitos analgésico periférico do OEAo no teste de contor¢oes abdominais induzidas por
dcido acético

O acido acético administrado intraperitoneal ataca as membranas serosas e estimula a
liberacdo de substancias inflamatdrias, como histamina, prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatorias, causando assim a sensagao de dor (contor¢des) em camundongos submetidos ao
teste (DANTAS et al., 2020; DE LIMA et al., 2023). O teste de contor¢des induzidas por acido
acético avaliou a inibigdo da estimula¢do quimica da dor periférica. Nos animais, a dor ¢
apresentada como contor¢des abdominais, quanto menor o nimero de contor¢des abdominais,

maior serd a atividade antinociceptiva periférica (DA FONSECA et al., 2021).
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Portanto, foram adotados testes de antinocicepg¢ao, nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg.
Foi possivel verificar, na Figura 12, uma reducdo de 23,99% nas contor¢des no grupo que
receberam a dose de 50 mg/kg do oleo essencial de Aloysia oblanceolata, os animais que
receberam a dose de 100 mg/kg tiveram uma reducdo de 41,70% em compara¢do com grupo
controle (p<0,01). Nao houve diferencga estatistica entra o grupo controle € os animais tratados
com OEAo (25 mg/kg). Em animais tratados com (indometacina 5 mg/kg), observou-se que o

percentual de inibicao das contorc¢des foi 76,49% (p<0,01).
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Figura 12. Efeitos antinociceptivos de OEAo (25, 50 ¢ 100 mg/kg), indometacina (5 mg/kg) e veiculo (1% tween
80 diluido em solugdo salina estéril, v/v, 10 mL/kg) no nimero de contorgdes na dor visceral causada pelo acido
acético. Os valores representam média + SEM (erro padrdo da média) (n = 6 por grupo). *, **p < 0,01 denota
estatistica diferenga em comparagdo com ratos tratados com veiculo. ANOVA, seguindo o teste de Tukey

4.6. Teste de imersdo de cauda

O modelo de nocicepgao induzida pelo teste de imersdo da cauda foi um dos métodos
mais utilizados e muito uteis para definir a atividade antinociceptiva de novos medicamentos e
extratos vegetais. O teste de imersdo da cauda ¢ um importante avaliador da atividade
analgésica central em camundongos ao estudar a potencial atividade antinociceptiva de uma
droga podendo distinguir os analgésicos opioides dos analgésicos de agdo periféricas (LI et al.,
2021; RACZ; ZIMMER, 2006).

O OEAo nao aumentou de maneira significativa o tempo de laténcia de retirada de cauda
em todos os intervalos estudados quando comprados ao grupo controle (p>0,05). Os animais
tratados com OEAo0 na dose 25 mg/kg nos periodos 30 min (4,40£2,7 s), 60 min (4,13+0,9 s),
90 min (5,5143,1 s) e 120 minutos (5,43+5,6 s), na dose de 50 mg/kg nos periodos 30 min
(3,84+1,6 s), 60 min (3,98+1,5 s), 90 min (3,71+2,0 s) e 120 minutos (5,3445,5 s) e na dose de
100 mg/kg nos periodos de 30 min (2,59+0,7 s), 60 min (2,14+0,3 s), 90 min (2,43+1,4 s) e 120
minutos (4,22+1,7 s), comparados ao grupo tratado com morfina de 5 mg/kg que apresentou

maior tempo de laténcia nos periodos 30 min (15,0+£0,0 s), 60 min (15,0£0,0 s), 90 min



43

(15,0£0,0 s) e 120 minutos (13,16+4,12 s) e comparados ao grupo controle nos periodos 30 min
(2,79£0,96 s), 60 min (3,50+£0,76 s), 90 min (2,58+0,76 s) e 120 minutos (2,82+1,77 s).
Portanto, ¢ perceptivel que as doses de 25, 50 e 100 mg/kg, ndo apresentou acao relevante do

OEAo0 na atividade analgésica central de camundongos (Figura 13).
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Figura 13. Efeitos antinociceptivos de OEAo (25, 50 ¢ 100 mg/kg), morfina (5 mg/kg) e veiculo (1% tween 80
diluido em solugéo salina estéril, v/v, 10 mL/kg) em tempo de laténcia dos camundongos a imersdo de cauda. Os
valores representam média = SEM (erro padrao da média) (n= 6 por grupo). **p < 0,01 denota diferenca estatistica
em comparac¢ao com camundongos tratados com veiculo. ANOVA, seguindo teste de Tukey.

4.7. Teste formalina

No teste da formalina, o 6leo essencial de Aloysia oblanceolata avaliou os efeitos
durante as etapas neurogénica e inflamatoria, contando o tempo de lambida em segundos
durante as fases. A primeira fase que avaliou a dor neurogénica nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
de OEAo ndo diminuiu significativamente o tempo de lambida dos camundongos em relagao
ao grupo controle (p>0,05), enquanto na segunda fase que avalia dor inflamatéria o AoEO
diminuiu consideravelmente o tempo de lambida doses de 50 mg/kg (49,52%) e 100 mg/kg
(58,47%) (p<0,01) em comparagao ao grupo controle. Porém, a morfina (5 mg/kg) diminuiu
consideravelmente o tempo de lambida tanto na primeira (78,34%) (p<0,01) quanto na segunda
fase (92,37%) (p<0,01) em comparacdo ao grupo controle, o OEAo apresentou resultados

promissores na fase periférica inibindo os mediadores inflamatérios (Figura 14).
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Figura 14. Efeito analgésico central e periférico do OEAo (25, 50 e 100 mg/kg) no teste da formalina em
camundongos. A: primeira fase, avalia dor neurogénica; B: segunda fase, avalia dor inflamatéria. Cada coluna
representa a média + SEM (erro padrdo da média) de 6 animais. **p<0,01 foi considerado estatisticamente

significativo quando comparado ao controle (ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey).

O teste da formalina ¢ um dos modelos mais utilizados para sele¢do de compostos
antinociceptivos., consiste na injecdo de formalina na pata traseira do camundongo, o que
produz nocicepg¢ao bifasica (GOMES et al., 2007; RAMIREZ et al., 2010). A primeira fase da
nocicepcao correspondia diretamente a dor neurogénica ocorre no intervalo de 0 a 5 minutos,
causada pelos efeitos da formalina nas fibras sensoriais. A segunda fase da nocicepgao, também
conhecida como fase inflamatoria ocorre entre 15 -30 minutos, interligada com o
desenvolvimento da reag¢do inflamatoria para liberar os mediadores nociceptivos que incluem

serotonina, bradicinina e prostaglandinas (DANTAS et al., 2020; REYNOSO et al., 2013).

4.8.  Campo Aberto

O teste de campo aberto foi utilizado para a verificar se o tratamento com OEAo (100 mg/kg)
poderia alterar a locomogao espontanea dos animais, gerando influéncia sobre os resultados dos
testes antinociceptivos (ALIJAR SOUZA et al., 2022). Os animais tratados com OEAo
percorreram uma distdncia média de 35,7+8,7 m quando comparados ao grupo controle que
percorreram 46,7+£10,9m. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05) (Figura
15). Esses dados demonstram que o 6leo essencial ndo apresenta interferéncia na atividade

motora dos animais.
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Figura 15. Efeito do OEAo (100 mg/kg) administrado 60 minutos antes, da atividade locomotora de camundongos
na distancia total percorrida. Cada coluna representa a média + SEM ANOVA unidirecional seguida pelo teste de
Tukey, ap < 0,05 ndo apresenta diferenga entre os grupos. A: OEAo (100 mg/kg), B: Grupo controle.

4.9 .Mecanismos de Acdo das Atividade Antinociceptivos

Os opioides sdo liberados em diversas regidoes do SNC como tronco encefalico, medulla
espinhal e nas terminagdes nervosas livres (MALAFOGLIA et al., 2022). Seu principal papel
¢ a inibigdo da transmissdo sindptica em resposta ao estimulo doloroso. Seu mecanismo de acao
principal € reduzir a condugdo pré-sinaptica do célcio, ocasionando a inibi¢do da liberacao de
neurotransmissores como o glutamate, e consequentemente, aumentando a condutancia pds-
sinaptica de potassio reduzindo a geracdo do potencial de agdo (FREITAS et al., 2021;
SALVEMINI; DOYLE, 2023).

Neste estudo, previsivelmente, a morfina (4 mg/kg) reduziu o nimero de contorgdes
abdominais (p<0,01) e o pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg) bloqueou efetivamente a
atividade antinociceptiva da morfina (p<0,01). De forma similar, a naloxona reverteu o efeito
antinociceptivo do OEAo (100 mg/kg) (p<0,01). A naloxona adiminstrada isoladamente nao
alterou o numero de contor¢des quando comparada ao controle (p>0,05). Esses dados indicam
que o efeito analgésico do OEAo ¢ mediado pelos receptores opioids (Figura 16a).

Diferentemente do que for a encontrado nessa pesquisa, o extrato supercitico de Aloysia
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oblonceolata, com guaniol como composto em maior teor, ndo apresentou como mecanismo de
acao da atividade antinociceptive, o sistema opidde. Isso pode indicar que o método de extragao
e a composicdo geral do extrato sao diferentes da encontrada nesse estudo (SOUZA et al.,
2021).

Outras vias importantes para os mecanismos de acdo da atividade antinociceptive sdo
aquelas envolvidas na inibi¢do descendente da nocicep¢ao, como a via serotoninérgica € a o.-2
adrenérgica (GENCER; GUNDUZ; ULUGOL, 2015). Estudos tem demonstrado que a inibigao
descendente da nocicep¢ao ¢ mediada por neurdnios serotoninérgicos que se projetam do tronco
encefalico e liberam serotonina na medulla espinhal, tornando essa via extremamente
importante para a modulagdo da dor (BARDONI, 2023; PANCZYK et al., 2015). O OEAo (100
mg/kg) foi eficaz em diminuir o nimero de contor¢des abdominais quando comparado ao
controle (p<0,05).

Quando o antagonista 5-HT3 Ondansetrona (0,5 mg/kg) foi adiministrado reverteu a acao
antinociceptive do OEAo (100 mg/kg) (p<0,01), demonstrando que o receptor serotoninérgico
estd envolvido nos mecanismos de acdo da atividade antinociceptive do OEAo (Figura 16). A
ondansetrona adiminstrada isoladamente nao alterou o nimero de contor¢des abdominais. A
ativacao dos receptors a2 adrenérgicos também exercem modulagdo antinociceptiva associada
a inibicao descendente da dor (MWOBOBIA; KANUI; ABELSON, 2020).

Os receptores 02 adrenérgicos ativam a proteina G que inibi a adenilato ciclase, levando ao
efluxo de potassio e supressio das correntes de Ca*" Esses eventos resultam no impedimento
da liberagcdo continuada de susbtancia P e do glutamato pelos terminais nervosos, gerando
analgesia (BAHARI; MEFTAHI, 2019; PERTOVAARA, 2013). Portanto, quando o
antagonista a2 adrenérgico, ioimbina (1 mg/kg) foi administrado nos animais, reverteu a agao
antinociceptiva do OEAo (100 mg/kg) (p<0,05), sugerindo que o efeito do dleo essencial tenha
acdo por via adrenérgica. J4 em rela¢do ao sistema dopaminérgico, os receptores D2, D3 e D4
podem ativar os canais de potassio, gerando carcateristicas antinociceptivas (MANSIKKA et
al., 2005).

O controle da excitabilidade neuronal é exercido pelos canais de potéssio, ao controlarem o
potencial de repouso das células neuronais e a recuperagdo da voltage apds um potencial de
acdo. Sua ativacao ocasiona um efluxo de potdssio, gerando uma hiperpolarizagdo e reducao da
geragdo de potencial de acdo, o que ocasiona diminuicao da resposta neuroral e consequente,
antinocicepcdo (OCANA et al., 2004; TAKEDA et al., 2011). No entanto, quando o antagonista
ndo-seletivo dos receptores dopaminérgicos haloperidol (0,2 mg/kg) foi administrado nos

animais nao reverteu a atividade antinociceotiva do OEAo (100 mg/kg). Por outro lado, o
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haloperidol potencializou o efeito analgesic do 6leo essencial. Da mesma forma, a avaliagdo
dos canais de potassio envolvidos no efeito antinociceptivo do OEAo demonstrou que o pré-
tratamento dos animais com glibenclamida (5 mg/kg), bloqueador dos canais de potassio, ndo
reverteu a atividade antinociceptive do oleo essencial (p>0,05) (Figura 16).

Esses dados indicam que tanto os receptores dopaminérgicos quanto os canais de potassio
nao sdo mecnaismos de a¢do antinociceptivo do OEAo. Muito embora o sistema adenosinérgico
esteja envolvido na modulacao da dor de diversos compostos naturais (PAGANELLI et al.,
2021), o antagonista teofilina (5 mg/kg) nao foi capaz de reverter a acdo antinociceptive do
OEAo0 (100 mg/kg). Esses dados indicam que a acao antinociceptive do OEAo nao ¢ mediada
pelos receptores de adenosine. Adiministrado de forma isolada a teofilina ndo alterou o nimero

de contor¢des quando comparados ao controle (p>0,05) (VINCENZI et al., 2020).
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Figura 16. Avaliagdo dos mecanismos de a¢do envolvidas no efeito antinociceptivo do dleo essencial de Aloysia obloceolata (OEAo) em camundongos submetidos ao teste de
contor¢des induzidas por acido acético. (a) Participagdo da via opioide (naloxona). (b) Participagdo dos canais K* ATP-dependentes (glibenclamida). (c) Participagdo dos
receptores ndo seletivo de adenosina (A1 e Az) (teofilina). (d) Participacdo dos receptores o2-adrenérgicos (ioimbina). () Participagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HTs
(ondansetrona). (f) Participag@o dos receptores dopaminérgicos D: (haloperidol). Os dados sdo expressos como média = EPM (n = 6). *p < 0,05, **p < 0,01 em relagdo ao grupo
controle; #p < 0,05, ##p < 0,01 em relagao ao grupo tratado com OEAo ou agonista com o antagonista (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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4.10. Efeitos do 6leo essencial de Aloysia oblonceolata no teste de peritonite
induzida por carragenina

Os resultados demonstram que o polissacarideo carragenina apresentou aumento
significativo da migragdo para a cavidade peritoneal em comparacdo ao grupo controle
(p<0,01). Por outro lado, o OEAo nas doses de 50 e 100 mg/kg, apresentou efeito anti-
inflamatério, ao diminuir a migragdo de leucdcitos, quando comparado ao grupo
salina/carragenina (p<0,01). Uma reducao de 50,26% foi observada para a dose de 50 mg/kg e
de 42,95% para a dose de 100 mg/kg. Como esperado, a dexametasona (colocar a dose) reduziu

a migracao celular em 42,26%, quando comparada ao grupo carragenina (p<0,01) (figura 17).
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Figura 17. Efeito do OEAo (50 ¢ 100 mg/kg) no teste de peritonite induzida por carragenina. Cada coluna
representa a média = SEM (erro padrao da média) de 6 animais. * *p< 0,01 em comparagdo com o grupo controle.
## p< 0,01 em comparag@o com o grupo salina. (ANOVA, seguida de pos teste de Tukey).

O modelo de peritonite induzida por carragenina ¢ amplamente utilizado para investigar
a resposta inflamatéria aguda, pois promove alteragdes tipicas como aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de leucécitos, especialmente neutrdfilos, para a
cavidade peritoneal. A carragenina atua estimulando a liberagdo de mediadores inflamatorios,
como prostaglandinas, leucotrienos e espécies reativas de oxigénio, que desencadeiam
vasodilatagdo, exsudagcdo e migracdo celular (HALL et al., 1998; KUMAR; CHHIBBER;
HARIJALI 2014).

A literatura aponta que a migracao de leucocitos € um evento essencial na inflamagao
e que pode ser atenuado por agentes anti-inflamatérios eficazes (DE JESUS et al., 2023; DE

VERAS et al., 2023). A redugdo observada na migragdo de células inflamatorias 4 horas apos
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a indu¢do com carragenina nos grupos tratados com dexametasona e OEAo indica que os
compostos testados podem agir de forma semelhante a agentes classicos anti-inflamatoérios,
inibindo a geracdo de mediadores inflamatdrios e a migragdo celular. Assim, os achados
reforcam o potencial terapéutico dos tratamentos utilizados para o controle da inflamagao

aguda.

4.11. Efeitos do 6leo essencial de Aloysia oblonceolata sobre parametros de estresse oxidativo

no teste de peritonite

As concentragdes de nitrito no liquido peritoneal foram reduzidas nos animais tratados
com o OEAo, em ambas as doses, em comparagdo ao grupo carragenina (p<0,01). Indicando
que o OEAo pode apresentar acdo anti-inflamatdéria. Da mesma forma, o tratamento com
dexametasona também levou a uma diminui¢do significativa na concentracdo de nitrito
(p<0,01). Como esperado, o grupo carragenina apresentou aumento da concentragdo de nitrito

quando comparado ao grupo controle (p<0,01), conforme demonstra a figura 18.
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Figura 18. Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Aloysia oblonceolata (50 e 100 mg/kg) sobre a
concentragdo de nitrito no liquido peritoneal de ratos. Os valores sdo expressos como média + erro padrio, n= 6
animais por grupo. ** p<0,05 quando comparado ao grupo controle e ## P<0,01 quando comparado ao grupo
carragenina. ANOVA de uma via, seguida de pos-teste de Tukey.

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula pequena produzida por inimeras células em
mamiferos e desempenha fungdes importantes nas vias de sinalizagao de mecanismos de defesa,
neurotransmissdo, relaxamento do musculo liso, dentre outros (BARTH et al., 2016). Apesar
de ter fungdes fisioldgicas, o NO pode também atuar como um agente com propriedades de
radicais livres ao interagir, principalmente, com o anion superdxido, gerando peroxinitrito
(ONOO") e consequentemente, radical hidroxila para o qual ndo hd defesa antioxidante
(GHASEMI, 2019; HALLIWELL, 2012). Assim, durante o processo inflamatorio, ha uma
liberagdao e concentragdes elevadas de NO, resultando em vasodilatacio e aumento da
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permeabilidade vascular. Dessa forma, substancias que possam eliminar ou inibir o NO podem
ser terapéuticas alternativas para o tratamento de doengas inflamatérias (PACE et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

O dleo essencial de Aloysia oblanceolata, proveniente da regido amazonica, possui
composi¢do quimica rica em trans-pinocanfona, B-pineno, E-cariofileno e trans-acetato de
pinocarveila, demonstrando correlagdo com fatores climaticos. Isso evidencia que variaveis
ambientais e o estagio de desenvolvimento da planta influenciam diretamente a composi¢ao
quimica do dleo essencial.

Apesar dessas variagdes naturais, o 6leo essencial de Aloysia oblanceolata apresenta
facilidade de padronizagdo em escala industrial, permitindo o controle do perfil quimico e
garantindo um produto consistente e de qualidade para diferentes aplicagdes.

E essencial considerar as condi¢des climéticas na produgio e utilizagio desse 6leo
essencial, especialmente na medicina tradicional, uma vez que sua eficacia pode variar
conforme a composi¢ao quimica. No entanto, o estudo demonstrou que o 6leo essencial ¢ nao
toxico e possui excelente atividade anti-inflamatoria, reforcando seu potencial de uso seguro e
eficaz, principalmente em praticas medicinais tradicionais.

Este trabalho amplia o conhecimento cientifico sobre o 6leo essencial das folhas de
Aloysia oblanceolata e fornece informacdes valiosas para o uso mais sustentavel dessa espécie,

bem como para sua valoriza¢ao nos processos industriais e farmacéuticos.
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editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal - CONCEA, e foi aprovada
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