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RESUMO

Introducio: A espécie de planta Eugenia brasiliensis Lam., popularmente conhecida como
grumixama, ibaporoiti ou cereja brasileira, ¢ amplamente utilizada com propriedades
adstringentes, diuréticas, energizantes, antirreumaticas e anti-inflamatérias. No entanto, embora
o uso popular da espécie seja bastante estabelecido, poucos sdo os estudos que exploram sua
seguranca ¢ eficacia. Diante disso, este trabalho objetiva investigar os potenciais toxicologicos
das folhas de Eugenia brasiliensis, bem como sua atividade terapéutica em modelos animais de
dor nociceptiva, nociplastica e neuropatica. Métodos: Foram utilizados camundongos Swiss
machos e fémeas. Os estudos de toxicidade aguda e em doses repetidas foram realizados
seguindo os guias 425 e 407 da Organizacao para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
(OCDE), respectivamente. Inicialmente, os animais foram tratados por via intragastrica
(gavagem) com doses unicas de 1000 e 2000 mg/kg do extrato hidroalcoolico de E. brasiliensis
(EHED) e, em seguida, observados quanto aos sinais toxicos agudos e mortalidade por 14 dias.
A toxicidade em doses repetidas foi avaliada ao longo de 28 dias de tratamento (doses de 30,
100, 300 ¢ 1000 mg/kg de EHEDb), através de testes comportamentais, hematologicos,
bioquimicos e histologicos. A atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria aguda do EHEb
(100 e 300 mg/kg) foi avaliada no modelo de dor inflamatdria induzido por carragenina, através
do teste de von Frey e mensuracdo do edema de pata. Os niveis de citocinas inflamatdrias [fator
de necrose tumoral a (TNF-Q), interleucina 1p (IL1-B) e interleucina 6 (IL-6)] da pata foram
quantificados por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA); e o estresse oxidativo
[atividade da mieloperoxidase (MPO), glutationa peroxidase (GSH), superdxido dismutase
(SOD) e substancias reativas ao dacido tiobarbiturico (TBARS)] foi verificado por
espectrofotometria. O efeito prolongado do EHEb (300 mg/kg) foi avaliado no modelo de
fibromialgia induzido por reserpina (0,25 mg/kg, subcutanea, por trés dias consecutivos). Os
animais foram tratados por 10 dias com EHEDb e duloxetina (controle positivo), sendo que neste
tempo foram avaliados pardmetros de nocicepcao, coordenacdo motora, for¢a, comportamento
tipo-depressivo e tipo-ansioso. Ao final, os tecidos foram coletados para quantificagdo de
citocinas inflamatorias e fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e seu receptor (TrkB
total e fosforilado), por ELISA e Western blotting. Adicionalmente, atividade do extrato (100
e 300 mg/kg) também foi avaliada em um modelo de neuropatia induzido pelo esmagamento
do nervo isquidtico. Durante 13 dias realizaram-se testes de nocicep¢do, funcionalidade,
comportamento tipo-depressivo, além de analises bioquimicas de estruturas como o nervo € a
medula espinal. Resultados: As doses de EHED utilizadas nos estudos de toxicidade aguda e
em doses repetidas ndo foram capazes de alterar parametros como peso, consumo de agua e
racdo dos animais. Também ndo foram observadas diferencas comportamentais, bioquimicas e
histoldgicas importantes entre os grupos. Na analise hematoldgica, somente as fémeas do grupo
tratado com 1000 mg/kg apresentaram um aumento de neutréfilos e redugdo de leucdcitos. No
modelo de inflamag¢do por carragenina, observou-se que o EHEDb foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecanica, edema de pata, citocinas inflamatorias (IL-1B e IL-6) e estresse
oxidativo (analisado pelo aumento de SOD e reducdo de TBARS). No modelo de fibromialgia,
o tratamento com EHED foi capaz de reduzir a nocicep¢ao, bem como os comportamentos tipo-
depressivo e ansioso, além de aumentar a for¢a dos animais, sem alterar parametros de
locomogdo e coordenagcdo motora. Também foi observada reducdo significativa de citocinas
inflamatorias (IL-6 e IL-1B) no hipocampo, e um aumento dos niveis de BDNF no cortex pré-
frontal dos animais tratados com EHEb. Por fim, o tratamento com EHEb também demonstrou
efeitos antinociceptivos importantes na dor neuropatica, além de melhorar a coordenagao
motora e reduzir o comportamento tipo-depressivo dos animais. Ademais, o tratamento foi
capaz de reduzir a inflamagdo periférica, verificada através da diminui¢@o dos niveis de IL-1



no nervo isquidtico. Conclusdo: Em conjunto, estes dados fornecem evidéncias sobre a
seguranca para o uso de EHEb, além de identificar importantes efeitos analgésicos, anti-
inflamatérios e comportamentais em modelos de dor aguda e prolongada em camundongos.
Desta forma, destaca-se que os presentes resultados abrem caminhos para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas, ao passo que reforcam a importancia da conservacao da
biodiversidade como fonte crucial de novas substancias benéficas.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Seguranca; Eficacia; Dor; Comorbidades.



ABSTRACT

Introduction: The plant species Eugenia brasiliensis Lam., commonly known as grumixama,
ibaporoiti, or Brazilian cherry, is widely used for its astringent, diuretic, energizing, anti-
rheumatic, and anti-inflammatory properties. However, despite the established popular use of
the species, few studies have explored its safety and efficacy. Therefore, this study aims to
investigate the toxicological potential of Eugenia brasiliensis leaves, as well as their therapeutic
activity in animal models of nociceptive, nociplastic, and neuropathic pain. Methods: Male and
female Swiss mice were used. Acute and repeated dose toxicity studies were conducted
following the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) guidelines
425 and 407, respectively. Initially, animals were intragastrically treated with single doses of
1000 and 2000 mg/kg of the hydroalcoholic extract of E. brasiliensis (HEEb) and observed for
acute toxic signs and mortality for 14 days. Repeated dose toxicity was assessed over 28 days
of treatment (doses of 30, 100, 300, and 1000 mg/kg of HEEDb) through behavioral,
hematological, biochemical, and histological tests. The acute antinociceptive and anti-
inflammatory activity of HEEb (100 and 300 mg/kg) was evaluated in the carrageenan-induced
inflammatory pain model using the von Frey test and paw edema measurement. Inflammatory
cytokines [tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-1p (IL1-B), and interleukin-6 (IL-6)]
in the paw were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and oxidative
stress [myeloperoxidase (MPO) activity, glutathione peroxidase (GSH), superoxide dismutase
(SOD), and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)] was determined by
spectrophotometry. The prolonged effect of HEEb (300 mg/kg) was assessed in the reserpine-
induced fibromyalgia model (0.25 mg/kg, subcutaneous, for three consecutive days). Animals
were treated for 10 days with HEEb and duloxetine (positive control), and parameters of
nociception, motor coordination, strength, depressive-like, and anxious-like behavior were
evaluated. Tissues were collected for the quantification of inflammatory cytokines and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and its receptor (total and phosphorylated TrkB) by ELISA
and Western blotting. Additionally, the extract's activity (100 and 300 mg/kg) was evaluated in
a sciatic nerve injury-induced neuropathy model. Nociception, functionality, depressive-like
behavior, and biochemical analyses of structures such as the nerve and spinal cord were
conducted over 13 days. Results: The doses of HEEb used in acute and repeated dose toxicity
studies did not alter parameters such as weight, water, and food consumption of the animals.
No significant behavioral, biochemical, or histological differences were observed between the
groups. In hematological analysis, only females in the 1000 mg/kg-treated group showed an
increase in neutrophils and a reduction in leukocytes. In the carrageenan-induced inflammation
model, HEEb reduced mechanical hyperalgesia, paw edema, inflammatory cytokines (IL-1
and IL-6), and oxidative stress (indicated by increased SOD and decreased TBARS). In the
fibromyalgia model, HEEDb treatment reduced nociception, depressive-like, and anxious-like
behaviors, and increased animal strength, without altering locomotion and motor coordination
parameters. A significant reduction in inflammatory cytokines (IL-6 and IL-1B) in the
hippocampus and an increase in BDNF levels in the prefrontal cortex of HEEb-treated animals
were observed. Finally, HEEDb treatment demonstrated significant antinociceptive effects in
neuropathic pain, improved motor coordination, and reduced depressive-like behavior in
animals. Additionally, treatment reduced peripheral inflammation, as evidenced by decreased
levels of IL-1P in the sciatic nerve. Conclusion: In conclusion, these data provide evidence of
the safety of HEEb use and identify significant analgesic, anti-inflammatory, and behavioral
effects in acute and prolonged pain models in mice. Thus, these results highlight the potential
for the development of new therapeutic approaches while emphasizing the importance of
biodiversity conservation as a crucial source of beneficial substances.

Keywords: Medicinal Plants; Safety; Efficacy; Pain; Comorbidities.
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1. INTRODUCAO

A busca incessante por abordagens terapéuticas inovadoras e eficazes para o
tratamento da dor tem impulsionado a exploracao de recursos naturais como fontes valiosas de
compostos medicinais. Entre esses recursos, as plantas medicinais desempenham um papel
proeminente, oferecendo uma rica variedade de substancias bioativas com potencial terapéutico
(Hao, Xiao, 2020; Theodoridis et al., 2023). No contexto dessa busca, a espécie Eugenia
brasiliensis, ou cereja brasileira, surge como uma planta de particular interesse, ndo apenas pela
sua longa tradi¢ao de uso na medicina popular, mas também pelo crescente corpo de evidéncias
que sugere sua eficacia para as mais variadas condi¢des relacionadas a dor e inflamagao
(Pietrovski et al., 2008; Lazarini et al., 2018; Simdes et al., 2018; Siebert et al., 2021).

De fato, a dor representa um grande desafio clinico, particularmente quando se
manifesta de forma cronica. Estima-se que atualmente mais de 600 milhdes de pessoas sofram
com dor cronica em todo o mundo, levando a uma inestimavel crise financeira e social (Rahman
et al., 2023). Desta forma, a gestdo adequada da dor continua a ser uma demanda ndo atendida,
frequentemente limitada pelos efeitos adversos indesejados e riscos associados a muitos
farmacos convencionais. Nesse cendrio, a explora¢ao de novos alvos terapéuticos que possam
oferecer uma abordagem mais segura e eficaz faz-se primordial nos contextos médicos e
cientificos (Farrar et al., 2017).

Diante disso, a presente tese apresenta dados de uma analise abrangente sobre o
potencial toxicoldgico e terapéutico da planta Eugenia brasiliensis em diferentes modelos de
dor, visando compreender sua seguranga e eficacia em roedores. Deste modo, além de valorizar
a inovacado e a biodiversidade nacional, essa abordagem permite fundamentar cientificamente
as alegacdes tradicionais associadas a planta e fornecer dados robustos que possam orientar
futuros ensaios clinicos.

Os elementos textuais deste trabalho sdo apresentados a partir da presente introdugao,
além do referencial tedrico, justificativa e objetivos. Na sequéncia, as se¢oes de metodologia,
resultados e discussdo sao desenvolvidas em trés capitulos, os quais sdo organizados no formato
de manuscritos (em inglés). Subsequentemente, o (a) leitor (a) encontrara a discussao geral da

tese, bem como as conclusdes e perspectivas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas desempenharam um papel fundamental no desenvolvimento humano,
influenciando n3o apenas a dieta, mas também moldando aspectos culturais, sociais e até
mesmo tecnologicos. Desde os primordios, elas servem de base para a alimentagdo,
medicamentos, materiais para abrigo e vestuario. Nesse sentido, um dos marcos cruciais para o
sucesso evolutivo de nossa espécie se deu quando sua domesticagdo permitiu a estruturagdo de
comunidades agricolas estaveis, levando a formac¢do de sociedades mais complexas
(Angourakis ef al., 2022).

Além disso, a constante busca do ser humano por tratar suas doengas também fez com
que as plantas se tornassem elementos centrais na medicina tradicional. Nos tempos antigos, a
utilizagdo das plantas era guiada instintivamente, de maneira semelhante ao comportamento de
outros animais. Dada a auséncia de informagdes abrangentes sobre as causas das doencas e
sobre quais plantas poderiam ser empregadas como remédios, toda a pritica estava
fundamentada apenas na experiéncia empirica. Com o passar do tempo, as razdes para o uso
especifico de plantas medicinais no tratamento de determinadas condi¢des foram sendo
desvendadas. Assim, a abordagem deixou, gradualmente, de se basear inteiramente no
conhecimento empirico e passou a ser respaldada por evidéncias cientificas. Essas constatacdes
ganham ainda mais forca no mundo contemporaneo, onde os medicamentos sintéticos
apresentam eficacia em declinio, a0 passo em que as contraindicagdes para seu uso tém
aumentado. Isso destaca, mais uma vez, a relevancia do uso de substancias naturais para a saude
humana (Petrovska, 2012; Karimi et al., 2015).

De fato, a literatura demonstra que a utilizagdo de plantas medicinais experimentou
um renascimento notavel nos paises desenvolvidos, e constitui a principal estratégia terapéutica
para 80% dos paises em desenvolvimento. Ainda, 87,5% da populacdo global utiliza a
fitoterapia tradicional para lidar com questdes de saude (Parveen et al., 2015; Sanchez et al.,
2020). Esse interesse ¢ evidenciado pelo aumento expressivo no numero de revisdes
sistematicas e pesquisas sobre medicamentos fitoterapicos nas ultimas duas décadas (Dutra et
al., 2016; McLay et al., 2016). Acredita-se que tal cenario deva ser interpretado a luz das
mudangas no estilo de vida, onde ha uma valorizacdo crescente do conceito de produtos
genuinos e naturais. Essa perspectiva leva os consumidores a considerarem as plantas como

uma op¢ao mais suave para lidar com questoes de saude (Sanchez ef al., 2020).
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Ao analisar a historia, observa-se que os produtos naturais cumpriram um papel crucial
na descoberta de medicamentos, especialmente porque oferecem caracteristicas distintas em
comparagdo com moléculas sintéticas convencionais, o que confere vantagens e desafios para
o processo de desenvolvimento de novos produtos (Atanasov et al., 2021). Considerando o
mercado farmacéutico, estima-se que 30% de todos os medicamentos disponiveis sejam
derivados de produtos naturais, notadamente plantas e microrganismos. Em areas como a
oncologia, at¢ 60% dos farmacos comercializados sdo a base de plantas, representando a fonte
mais comum para o desenvolvimento de novos farmacos (Kirkpatrick, 2002; Dutra et al., 2016;
Mintah et al., 2019). Efetivamente, as plantas sdo consideradas por muitos pesquisadores como
“fabricas quimicas vivas”, uma vez que sintetizam uma enorme variedade de metabolitos
secundarios, os quais podem apresentar atividades biologicas importantes, tornando-as
particularmente atrativas para fins industriais (Li et al., 2020).

Complementarmente, no setor farmacéutico os ativos vegetais podem ser empregados
de diversas formas, desde os principios isolados, em conjunto com outras substancias ou até
mesmo a planta em sua forma mais pura. Deste modo, cabe diferenciar plantas medicinais de
fitoterdpicos e fitofarmacos. De acordo com a RDC (Resoluc¢do da Diretoria Colegiada) n°26,
de 13 de maio de 2014 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), as plantas
medicinais sao definidas como “toda espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos
terapéuticos”. Esse conceito pode englobar toda a planta ou apenas parte dela (raiz, folha, flor)
que contenha as substincias ativas. J4 o fitoterapico ¢ considerado o medicamento obtido
mediante o uso exclusivo de matérias-primas ativas de origem vegetal. Sua caracterizagdo inclui
o conhecimento aprofundado da eficacia e dos riscos associados ao seu uso, bem como a
garantia da reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. E importante salientar que ndo é
considerado um medicamento fitoterdpico aquele que contenha, em sua composicao,
substancias ativas isoladas de qualquer origem, nem as combinagdes destas com extratos
vegetais. Nesse caso, encontra-se o fitofarmaco que por definicdo “¢ a substancia ativa, isolada
de matérias-primas vegetais, ou mesmo, a mistura de substancias ativas de origem vegetal”.
Nao sdo considerados fitofarmacos aqueles compostos que sofreram qualquer etapa de semi-
sintese ou modificagdo de sua estrutura quimica (BRASIL, 2014).

Dado esse panorama, ¢ imprescindivel ressaltar que, além do interesse global em ativos
vegetais, esse cenario € ainda mais relevante no Brasil. O pais destaca-se por ser detentor da
maior diversidade genética de plantas do mundo, com aproximadamente 55 mil espécies
catalogadas, dentre um total estimado entre 350 e 550 mil. Além disso, o pais possui uma sélida

tradi¢do no uso de plantas medicinais, com conhecimentos transmitidos entre geracdes por meio
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da sabedoria popular. Esse interesse, tanto a nivel institucional quanto tradicional, cresceu
significativamente, resultando na implementagao de politicas que incentivam e asseguram o uso
de plantas com fins terapéuticos. Nesse contexto, o Conselho Nacional de Saude (CNS)
estabeleceu, em 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
que propde a inclusdo de diversas terapias complementares, incluindo o uso de plantas
medicinais, no Sistema Unico de Satde (SUS). A politica também preconiza a elaboragdo de
uma Relacao Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, servindo como guia para a
populagdo (BRASIL, 2006a).

Paralelamente, o governo brasileiro desenvolveu a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, oficializada pelo Decreto n® 5.813, de 22 de junho de 2006. O
proposito dessa politica € assegurar a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo a sustentabilidade da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da induastria nacional (BRASIL, 2006b; BRASIL,
2015). Diante desse cendrio, a valorizagdo do uso de plantas medicinais no pais ressalta a
importancia de estudos que abordem aspectos relacionados a sua seguranga e eficacia,

garantindo o acesso a saude basica para toda a populagao.

2.1.1 Seguranca e eficacia das plantas medicinais

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos € um processo longo, dispendioso
e de alto risco. A taxa de insucesso nesse complexo percurso, abrangendo candidatos a
medicamentos tanto na fase clinica quanto pré-clinica, ultrapassa os 90%. Entre 2010 e 2017,
andlises de dados de ensaios clinicos identificaram quatro potenciais razdes para as falhas no
desenvolvimento de medicamentos, das quais citam-se: falta de eficacia clinica (40% e 50%),
toxicidade incontrolavel (30%), propriedades semelhantes a medicamentos com baixa eficacia
(10% e 15%), além da falta de necessidades comerciais e planejamento estratégico deficiente
(10%) (Dowden et al., 2019; Hinkson et al., 2020; Sun et al., 2022).

Sob esse aspecto, a compreensdao da seguranca e eficacia das plantas medicinais ¢
essencial para garantir a utilizacdo adequada desses recursos, promovendo a saide humana e
garantindo a eficiéncia em fases subsequentes. Ao avaliar a seguranca, busca-se minimizar
potenciais riscos associados ao consumo de determinadas plantas, considerando interagdes
medicamentosas, possiveis efeitos adversos e variagdes na resposta individual. Da mesma
forma, a investiga¢do da eficacia assegura que as propriedades terapé€uticas alegadas sdo

respaldadas por evidéncias cientificas, conferindo credibilidade ao uso medicinal. A pesquisa
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nesse campo ndo apenas valida e integra saberes tradicionais, mas também orienta a produgao
de fitoterapicos e fitofarmacos, contribuindo para a oferta de opgdes terapéuticas seguras e
eficazes para a populagdo, além da incorporagao responsavel desses recursos na pratica clinica
atual (Saad et al., 2017; Kaggwa et al., 2022).

Dentre os principais riscos associados ao uso indevido de produtos naturais encontram-
se efeitos indesejaveis desencadeados, principalmente, por (i) seus constituintes, (ii) presenca
de contaminantes quimicos e/ou bioldgicos, (iil) interacdo com outros medicamentos e/ou
alimentos, bem como (iv) caracteristicas do préprio individuo (idade, sexo, fatores genéticos,
estado nutricional e doengas cronicas subjacentes) (Alonso-Castro et al., 2017). Os principais
sinais e sintomas de uma intoxica¢do causada por plantas podem incluir nduseas, vomitos,
dermatites, queimaduras na pele, gastrite, hepatotoxicidade, diarreia severa, entorpecimento,
tontura, alucinacdes e até mesmo aborto em mulheres gestantes (Alonso-Castro et al., 2017).
Nesse contexto, ¢ imprescindivel a implementagao de politicas que visem garantir o uso seguro
e racional de tais produtos, visando sempre a melhora do bem-estar ¢ qualidade de vida da
populagao.

As legislacdes relacionadas a regulamentacdo de produtos naturais para diagnostico,
cura, mitigacao, tratamento ou prevencao de doengas ¢ variavel de acordo com o pais, sendo
diretamente influenciadas por aspectos culturais e economicos. No entanto, abordagens
integradas, que busquem alertar para a seguranca e eficacia de tais intervengdes faz-se
primordial em qualquer circunstancia (Calixto, 2000).

Nesse sentido, apos a identificacdo dos riscos associados ao uso descontrolado de
plantas medicinais em conjunto com outros medicamentos, a Organizagdo Mundial da Satude
(OMS) emitiu, em 2004, o "Guia de monitoramento seguro de plantas medicinais em sistemas
de farmacovigilancia" (conhecido em inglés como "Guidelines on safety monitoring of herbal
medicines in pharmacovigilance systems"). Este guia fornece diretrizes para o registro
adequado das plantas medicinais em um sistema unificado, facilitando a troca de informagdes
entre os paises membros da OMS (OMS, 2004; Mazzari; Prieto, 2014).

Além disso, a OMS elaborou um guia estratégico para politicas publicas, visando o
uso racional e integrado da medicina tradicional e da medicina complementar/alternativa. Esse
guia, intitulado "Estratégia da OMS para Medicina Tradicional 2014-2023", ¢ uma continuag¢ao
do documento anterior, "Estratégia da OMS para Medicina Tradicional 2002-2005". Essas
estratégias tém como objetivo principal estabelecer uma base de conhecimento para a

formulagdo de politicas nacionais e legislagdes que assegurem a seguranca, qualidade e eficacia



25

dos medicamentos tradicionais, bem como a integracdo adequada da medicina tradicional aos
sistemas de satde (Ministério da Saude, 2022).

No ambito nacional, a ANVISA também publicou e atualizou uma série de resolucdes
que discorrem sobre a avaliagdo da seguranca e controle de qualidade das plantas
comercializadas no Brasil. Além da RDC n° 26/2014, diversas normas complementam as
diretrizes para o registro de medicamentos fitoterapicos e produtos tradicionais fitoterapicos.
Entre elas estdo a RDC n° 66/2014, que altera o Anexo IV da RDC n° 26/2014; a Instrugao
Normativa (IN) n® 02/2014, que estabelece a "Lista de medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado" e a "Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado",
atualizada pela IN 10/14; a IN n° 04/2014, que exige a publicagdo do Guia de orientacdo para
registro de Medicamento Fitoterdpico e registro e notificagdo de Produto Tradicional
Fitoterapico; a IN n°® 05/2014 e RDC n° 38/2014, que abordam o “Histérico de Mudangas do
Produto” e o prazo de andlise das petigdes poOs-registro de medicamentos fitoterapicos e
produtos tradicionais fitoterapicos; e a RDC n°® 708/2022 que dispde sobre as mudancgas pos-
registro de medicamentos fitoterapicos e de produtos tradicionais fitoterapicos. (BRASIL,
2014). Essas resolugdes tém como objetivo facilitar a entrada de medicamentos fitoterapicos ou
drogas vegetais no mercado brasileiro, buscando garantir sua seguranca, eficacia e qualidade.

No que tange a pesquisa basica, diversas ferramentas podem ser empregadas para
compreender os possiveis efeitos toxicos das plantas, indicando potenciais respostas danosas e
representando economia de tempo e recursos financeiros em uma série de etapas posteriores no
processo de produgdo de produtos comerciais, especialmente farmacos. Um exemplo sdo as
diretrizes da Organizacao para Cooperagdo e Desenvolvimento Economico (OCDE), as quais
sao reconhecidas como instrumentos fundamentais para avaliar os potenciais efeitos de
produtos quimicos na satide humana e meio ambiente. Essas diretrizes sdo elaboradas com o
apoio de especialistas de diversos ambitos, como agéncias reguladoras, academia, industria,
organizagdes ambientais € de bem-estar animal. Deste modo, sdo aceitas internacionalmente
como métodos padrao para testes de seguranca de varios produtos quimicos, como pesticidas,
produtos de beleza e higiene, medicamentos, dentre outros (Andrade et al., 2016; OCDE, 2023).
Considerando os testes de substancias em roedores, destaca-se o guia 425 da OCDE, que avalia
a toxicidade aguda pelo método Up-and-Down, e o guia 407 que busca identificar possiveis
alteragdes comportamentais, anatdmicas, bioquimicas e histologicas associadas a efeitos

tOXICcos.
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2.1.2 Consideracoes sobre Eugenia brasiliensis Lam.

Dentre os inumeros grupos de plantas que sdo conhecidos por seu potencial
terapéutico, destaca-se a familia Myrtaceae, uma das maiores e mais importantes familias de
plantas do Brasil, compreendendo cerca de 130 géneros e mais de 5650 espécies (Grattapaglia
et al.,2012). Dentro dessa familia, o género Fugenia ¢ o mais abrangente, apresentando cerca
de 600 espécies as quais sao conhecidas por seus constituintes bioativos, como terpenos,
flavonoides e taninos, sendo amplamente utilizadas na medicina popular com propriedades
hipotensivas, antigota, diurética, antimicrobiana, hipoglicemiante e anti-inflamatoria
(Schapoval et al., 1994; Araujo et al., 2019). Alguns exemplos deste género sdo a pitanga
(Eugenia uniflora), o jambolado (Eugenia jambolana), o cravo-da-india (Eugenia caryophyllata)
e a cereja-brasileira (Eugenia brasiliensis).

Esta ultima espécie, Eugenia brasiliensis (Figura 1), ¢ também conhecida
popularmente como grumixama ou ibaporoiti, e trata-se de uma arvore amplamente distribuida
desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul (Sobral et al., 2012). As folhas, frutos e casca
sdo utilizados na medicina popular para o tratamento de artrite reumatoide, enquanto a infusao
das folhas ¢ usada como diurético e os frutos maduros sdo consumidos na alimentagdo como

fonte para diversos nutrientes (Revilla, 2002; Queiroz ef al., 2015; Nehring et al., 2022).

Figura 1 - Eugenia brasiliensis Lam.

Legenda: A) Folhas e frutos B) arbusto da espécie E. brasiliensis. Fonte: Extraido de:
https://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=FEugenia+brasiliensis
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Embora ainda pouco explorada, estudos fitoquimicos utilizando as folhas de E.
brasiliensis demonstraram a presenc¢a de compostos fendlicos, como os flavonoides catequina,
miricetina, isoquercetina, rutina, quercetina, apigenina e galangina (Simoes et al., 2018; Siebert
et al., 2021). Tais compostos podem ser responsaveis, pelo menos em parte, pelos efeitos
observados em estudos na literatura, como a agdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus
(Magina et al., 2009), atividades hipolipemiantes e antioxidantes (Lima et al., 2017), além de
efeitos tipo-antidepressivos mediados pelos sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e
noradrenérgico em roedores (Colla et al., 2012).

O potencial anti-inflamatorio das folhas de E. brasiliensis foi explorado em um modelo
de edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos, onde o extrato € compostos
isolados da planta (quercetina, catequina e galocatequina — Figura 2), aplicados topicamente,
foram capazes de inibir o influxo de células polimorfonucleares, além de reduzir o edema e
atividade da enzima mieloperoxidase (Pietrovski et al., 2008). Siebert e colaboradores (2021)
também demonstraram que os compostos catequina e galocatequina possuem agdes relevantes,
reduzindo a produgdo de oOxido nitrico em um modelo de pleurisia em camundongos.
Refor¢ando esses achados, Simdes e colaboradores (2018) também observaram efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos em modelos de nocicepgao visceral induzida por acido acético,
e nocicepgdo periférica induzida pela inje¢do intraplantar de histamina, composto 48/80 e
formalina (apenas na fase inflamatoria). Ademais, o extrato também foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecanica, edema e temperatura da pata induzidos pela administragcdo de Adjuvante
Completo de Freund (CFA, do inglés Complete Freund's Adjuvant), além de reduzir as
concentragdes de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
a interleucina 6 (IL-6), indicando que os efeitos anti-inflamatorios de E. bralisiensis podem

estar associados a esses mediadores (Simdes et al., 2018).
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Figura 2 - Compostos isolados das folhas de E. brasiliensis
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Legenda: Extraido de: https://www.fishersci.es/es/en/search/chemical/substructure.html

Com base nesses resultados promissores, acredita-se que o tratamento prolongado com
a planta poderia apresentar efeitos ainda mais relevantes em condi¢cdes complexas, como a dor
cronica. No entanto, para propor tais estratégias, ¢ imperativo compreender os potenciais
desfechos toxicos e adversos da espécie. Nesse sentido, até 0 momento, apenas os estudos de
Sardi e colaboradores (2017) e Lazarini e colaboradores (2018) tinham explorado os efeitos
toxicoldgicos agudos de E. brasiliensis (frutos, folhas e sementes) em um modelo de larvas
(Galleria mellonella), nao encontrando indicios de sua nocividade. No entanto, para fortalecer
tais achados, garantir a seguranca de seu uso e embasar o potencial para a induUstria
farmacéutica, ¢ primordial o aprofundamento de suas propriedades e potenciais efeitos em
mamiferos.

Cabe acrescentar ainda que o entendimento sobre essa espécie representa uma grande
oportunidade para o contexto inovativo do pais. Com relag@o ao registro de patentes, uma busca
realizada em novembro de 2023, na base de dados Derwent Innovations Index, gerou apenas 4
resultados para o termo “Eugenia brasiliensis”. Dentre eles, somente um ¢ relacionado as
propriedades farmacoldgicas da planta, enquanto os demais utilizam-na com fins de
pigmentacdo, fermentacdo e aromatizagdo de produtos como o café e o chocolate. A patente
depositada para o uso farmacoldgico diz respeito a uma composi¢do envolvendo os géneros
Eugenia, Neomithranthes ou Manilkara para o tratamento de condigdes responsivas ao

antagonismo do purinoceptor-7, como dor, dor neuropdtica, inflamagdo, distlirbios
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neurologicos ou neurodegenerativos, distirbios neuropsiquiatricos, cardiovasculares ou
oftalmicos. Além disso, a busca por artigos cientificos na base de dados Pubmed, utilizando o
descritor citado anteriormente, também demonstra que o interesse pela planta vem aumentando
consideravelmente ao longo dos ultimos anos, especialmente depois de 2014 (Figura 3). Em
2023 foram publicados 4 artigos sobre a planta, enquanto em 2013 esse numero era zero. Os
novos dados envolvendo seu potencial terapéutico representam uma interessante possibilidade
para a inovagao e prospeccao tecnologica do pais.

De fato, salienta-se ainda que grandes classes de analgésicos e anti-inflamatorios
utilizados atualmente, como a morfina e o salicilato, sdo derivados de produtos naturais,
reforcando que o entendimento da biodiversidade pode ser um caminho promissor no

tratamento da dor e condi¢des associadas (Calixto ef al., 2000).

Figura 3 - Artigos cientificos com o termo “Eugenia brasiliensis” no Pubmed
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Legenda: extraido de: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Eugenia-+tbrasiliensis%22&timeline=expanded. Acesso
em 15 de dezembro de 2023.

22  DOR

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés) define a dor como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradével associada com, ou semelhante aquela
associada com, dano real ou potencial ao tecido (Raja et al., 2020). Seu papel fisiologico ¢ de
extrema relevancia, sendo essencial para detectar e minimizar o contato com estimulos

prejudiciais ou nocivos ao organismo (Woolf, 2011). No entanto, quando adquire um carater
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cronico, persistindo por um periodo superior a 3 meses, a dor torna-se patoldgica, com
implicagdes sociais e emocionais evidentes (Treede et al., 2019), sendo frequentemente
acompanhada de comorbidades como comprometimento cognitivo (Moriarty et al., 2011),
alteragdes no sono (Haack et al., 2019), depressao (Sheng et al., 2017) e ansiedade (Zhuo et al.,
2016).

A prevaléncia de dor cronica € bastante expressiva, atingindo aproximadamente 30%
da populacdo mundial e 37% da populagdo brasileira (Cohen ef al., 2021; Santiago et al., 2023).
Entre os inimeros prejuizos sociais gerados por essa condi¢cao destacam-se 0s gastos excessivos
com cuidados médicos, baixa produtividade e afastamento do trabalho. De fato, dentre as quatro
principais causas de anos perdidos por incapacidade, trés destas (dor nas costas, disturbios
musculoesqueléticos e dor no pescogo) sdo condi¢des de dor cronica (Cohen et al., 2021).

Por se tratar de uma etiologia diversa e imensamente complexa, 0os mecanismos
neurobiologicos envolvidos em tais situagdes ainda ndo sdo completamente elucidados. Sabe-
se que os processos inflamatorios, lesdes nervosas, tumores, infecgdes, doengas autoimunes,
distarbios vasculares ¢ metabodlicos, bem como alteragdes estruturais ¢ funcionais no sistema
nervoso central (SNC) desempenham papel importante na manuten¢do e duracdo dos quadros
dolorosos (Baliki; Apkarian, 2015; Courtney et al., 2017). A fisiopatologia da dor cronica esta
associada com anormalidades no processamento da informag¢do nociceptiva, tanto em nivel
periférico quanto central (Garland, 2012). Em muitos casos, a sensibilizacdo periférica ¢ um
dos primeiros indicios observados em um processo de dor cronica e, consiste na ativagdo ou
sensibilizacdo dos nociceptores por meio de mediadores inflamatorios, como glutamato,
bradicinina, histamina, substancia P e outros. Nesse processo sdo observados a redugd@o no
limiar de ativagdo e o aumento da excitabilidade da membrana na célula sensorial. A
sensibilizacdo central, por sua vez, refere-se a um estado de hiperexcitabilidade que ¢
estabelecido no SNC, conduzindo a um aumento nos sinais nociceptivos (Woolf, 2011; Nielsen,
2015). Nesse processo ha o envolvimento de varios moduladores sindpticos, como aminoacidos
excitatorios e mediadores pro-inflamatorios, como o TNF-a, a interleucina-1p (IL-1B) e a IL-
6, juntamente com alteracdes na densidade cinética e propriedades dos canais i0nicos e
receptores metabotropicos (Costigam et al., 2009). Essas alteragdes ocorrem em niveis
celulares e moleculares e sao responsaveis por alguns dos sintomas observados em pessoas com
dor crdnica, como a hiperalgesia (dor aumentada frente a um estimulo nocivo) e a alodinia (dor
em resposta a um estimulo in6cuo) (Millan, 1999; Latremoliere; Woolf, 2011).

A reorganizagdo sinaptica observada no SNC de pacientes com dor cronica ¢

conhecida como plasticidade mal adaptativa, e tem sido relacionada a fisiopatologia de
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comorbidades j& citadas anteriormente, como a depressdo (Sheng et al., 2017). Dentre os
mediadores importantes nesse processo, destaca-se o fator neurotrdéfico derivado do encéfalo
(BDNF), que tem papel fundamental na neuroplasticidade, sendo crucial para manutencao e
reparo neuronal. Diversos estudos na literatura ja demonstraram que o BDNF possui um carater
neuroprotetor, sendo que sua reducdo em areas encefdlicas estd associada a sintomas
depressivos e aumento de atividades inflamatdrias, tornando-o, assim, um potencial alvo
terapéutico para essas condigdes (Porter; O’Connor, 2022). No entanto, cabe acrescentar que,
no contexto da dor, o BDNF também pode ter um papel dual, contribuindo para a instauragao
e manutencao dos processos algicos. De fato, estudos sugerem que a estimulacdo dessa
neurotrofina em neurdnios sensoriais estd intimamente ligada ao processo de cronificagao
dolorosa (Sikandar ef al., 2018).

A Figura 4 representa o processamento da dor a partir de um estimulo periférico.
Observa-se que as fibras aferentes primarias (AB, AS e C) transmitem os impulsos da periferia
ao encéfalo através do ganglio da raiz dorsal (GRD) e do corno dorsal da medula espinal. O
corno dorsal ¢ organizado em estruturas denominadas ladminas de Rexed. Os neurdnios de
projecdo da lamina I inervam regides como a area parabraquial (PB) e a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), as quais s3o afetadas por areas do sistema limbico. Os neurdnios da
lamina V se projetam para o tdlamo (trato espinotalamico) e se dirigem a diversas regides
corticais, ativando a “central da dor” (cortex somatossensorial primario e secundario, cortex
insular, cingulado anterior e pré-frontal). As vias descendentes (setas amarelas) partem de
nucleos do tronco encefalico, como a medula ventromedial rostral (RVM), sdo ativados e
modulam o processamento espinal da dor. Todas essas areas podem ser afetadas distintamente
nas mais diversas condigdes de dor, levando a impactos significativos na cronificagdo e
recuperacdo do quadro, além das alteragdes cognitivas e emocionais ja citadas, observadas
majoritariamente em pacientes com dor cronica (D’Mello; Dickenson, 2008; Bushnell et al.,

2013).
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Figura 4 - Vias da dor da periferia para o encéfalo

Legenda: Adaptado de D’Mello; Dickenson, 2008.

Como mencionado anteriormente, a etiologia da dor, principalmente cronica, €
bastante complexa e pode variar de acordo com a sua origem. Nesse sentido, Chimenti e
colaboradores (2018) classificam a dor em trés tipos: nociceptiva, nocipldstica e neuropatica.

Na sequéncia, serdao discutidos aspectos de cada um deles.
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2.2.1 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva ¢ definida como aquela que ocorre em resposta a estimulos nocivos
ou lesivos, como agentes fisicos ou quimicos, traumas, cirurgias ou queimaduras, gerando
algum dano aos tecidos (Armstrong; Herr, 2023). Sua resposta se da pela ativacdo direta dos
nociceptores primdrios, resultando tipicamente em dor local (Chimenti et al., 2018)

Esse tipo de dor ¢ frequentemente descrito como agudo e localizado, sendo um
componente fisiologico de defesa importante para o organismo. No entanto, embora essencial
para a sobrevivéncia, a persisténcia ou intensificagdo da dor nociceptiva pode indicar um
processo patoldgico subjacente, exigindo aten¢ao médica e intervengdes terapéuticas para alivio
e tratamento adequados (Armstrong; Herr, 2023).

A dor inflamatoria € um tipo de dor nociceptiva que ocorre como resultado da ativagao
e sensibilizacdo de nociceptores por mediadores inflamatorios. Esse sinal é entdo transmitido
ao SNC, levando a quadros de sensibilizagdo periférica e central (Kosek et al., 2016; Vardeh et
al., 2016). Como exemplos, citam-se a osteoartrite, a artrite reumatoide e as contusoes.

No contexto de pesquisa, varios modelos animais podem ser utilizados para mimetizar
a dor inflamatoéria, empregando agentes irritantes que sdo administrados em locais como pele,
pata, musculos, articulagdes e orgdos viscerais. Esses irritantes podem incluir aqueles que
produzem dor inflamatoria aguda associada ao recrutamento de neutréfilos, bem como
respostas de dor mais sustentadas associadas a infiltragdo de macrofagos. Desta forma, sdo
usados para modelar condicdes com inflamagdo aguda e cronica, sendo validados
preditivamente pelo uso de opioides e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (Gregory et
al.,2013).

A carragenina ¢ uma substdncia comumente usada para induzir inflamacdo aguda
inicial, que pode se converter em um processo inflamatorio cronico depois de duas semanas
(Hargreaves ef al., 1988). A injecao de carragenina esta associada ao aumento da sensibilidade
a estimulos térmicos e mecanicos no local da lesao (hiperalgesia primaria), bem como em outros
locais (hiperalgesia secundaria). Concomitante ao processo inflamatdrio, € possivel observar
neste modelo o dano oxidativo causado pelo agente. Estudos prévios demonstraram a infiltracao
de neutrofilos ativados e a alta atividade da enzima mieloperoxidase no local da lesao (Dallazen
et al.,2020). Ainda, a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e outros radicais podem
levar a peroxidagdo lipidica e ao dano celular. Nesse sentido, os principais mecanismos

antioxidantes envolvem a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e superdxido
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dismutese (SOD), sendo que a SOD ¢ responsavel por converter o radical superoxido em H>O»
(perdxido de hidrogénio), enquanto a GPx converte H>O> em H>O (4gua) (Costa et al., 2018).
Todos esses processos contribuem para os comportamentos de prote¢do do membro,
dor espontanea e reducao da atividade na roda de corrida observados no modelo. Dessa forma,
a carregenina provou ser util na compreensao da dor inflamatoria aguda e do dano oxidativo,
sendo que provavelmente mimetiza condi¢des associadas a lesdes teciduais, como entorses,

distensdes e miosite (Gregory et al., 2013).

2.2.2 Dor nociplastica

O termo “dor nociplastica” foi proposto em 2016 para descrever estados de dor cronica
que ndo sdo caracterizados por sintomas 6bvios, como a ativagdo de nociceptores ou danos
nervosos, mas que em achados clinicos e psicofisicos sugerem alteracao da fun¢do nociceptiva
(Kosek et al., 2016). Desta forma, a dor nociplastica ¢ definida como uma dor decorrente da
alteragcdo da plasticidade das vias sensoriais relacionadas a dor, tanto na periferia quanto no
SNC, levando a um aumento da sensibilidade (Fitzcharles et al., 2021).

Ela pode ocorrer isoladamente ou como comorbidade em individuos com dor cronica,
como a dor nociceptiva e neuropatica. Além disso, € comum a presenca de outros sintomas,
como fadiga, distirbios do sono, comprometimento cognitivo, aumento de sensibilidade a
estimulos externos e disturbios de humor (Fitzcharles et al., 2021).

Dentre as categorias de dor nociplastica enquadram-se dores generalizadas, como a
fibromialgia (FM), a sindrome da dor complexa regional do tipo I, dores de cabeca primarias
cronicas, dor orofacial, sindromes de dor visceral cronica e dor musculoesquelética (Fitzcharles
etal., 2021).

A FM ¢ descrita como uma sindrome caracterizada por dores articulares e musculares
generalizadas, fadiga, alteragdes do humor, do sono e da cognicdo. Estima-se que ela afeta em
torno de 3% da populagdo mundial, sendo mais comum em mulheres de idade entre 35 e 65
anos (Sarzi-Puttini ef al., 2020).

O diagnostico da fibromialgia ainda permanece um desafio no &mbito clinico, uma vez
que ha a falta de biomarcadores especificos e critérios de classificacdo adequados (Héuser et
al., 2015). Nesse sentido, o emprego de modelos animais que possam aprofundar os
conhecimentos a respeito de sua fisiopatologia torna-se de essencial importancia. Existem
diversos modelos experimentais que mimetizam a FM em roedores. Os modelos atuais incluem

a deplecao sistémica de aminas biogénicas induzida por reserpina, aplicacio muscular de
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solugdo salina 4cida e abordagens baseadas em estresse (frio, som ou natac¢do), entre outros
emergentes (Brum ef al., 2022).

O modelo de FM induzido por reserpina ¢ o mais utilizado na atualidade, ele foi
desenvolvido por Nagakura e colaboradores (2009), ¢ baseia-se na deplecao das aminas
biogénicas através da utilizacdo do alcaloide extraido da planta Rauwolfia serpentina. Este atua
inibindo o transportador vesicular de monoaminas (VMAT) 1 na periferia ¢ VMAT 2 nos
tecidos periféricos e no encéfalo. A reserpina bloqueia os transportadores impossibilitando,
assim, a estocagem dos neurotransmissores nas vesiculas sindpticas e impedindo a sua liberagao
na fenda sinaptica. Como resultado deste processo, as monoaminas ficam no citosol onde sao
degradadas (Nagakura et al., 2009).

Ainda, cabe ressaltar que o sistema monoaminérgico estd intrinsecamente relacionado
com os fatores de crescimento ou fatores neurotroficos. O BDNF, reconhecido como a
neurotrofina mais predominante no encéfalo, desempenha um papel crucial na preservagdo da
neurogénese, sobrevivéncia neuronal e plasticidade. Além disso, a sinalizagdo do BDNF ¢
essencial para o adequado funcionamento dos receptores de serotonina 5-HT2a. Dessa forma,
variacoes na conversao de proBDNF em BDNF, aliadas a diminui¢ao da imunorreatividade do
receptor de tirosina quinase B (TrkB), como evidenciado em roedores submetidos a reserpina,
podem explicar os comportamentos tipo-depressivos observados nesses animais (Martinowich;
Lu, 2008; Kim et al., 2021)

Por fim, salienta-se que o modelo de FM induzido por reserpina preenche as validades
preestabelecidas para modelos experimentais, onde na validade de face apresenta sintomas
como nocicepcao espontanea e evocada, hiperalgesia mecanica e térmica, além de
comorbidades como o comportamento tipo-depressivo. Além disso, a validade preditiva foi
testada a partir de farmacos utilizados clinicamente, como a pregabalina e a gabapentina;
enquanto a validade de constructo ¢ demonstrada a partir da reducdo de neurotransmissores, da
sensibilizacdo central e da neuroinflamacdo (Brum ef al., 2022). Sendo assim, este ¢
considerado um modelo experimental adequado pois, além de induzir mudangas
comportamentais consistentes com diversos sintomas de FM, ele também mantém essas

alteracdes ao longo do tempo (Oe et al., 2010; Tamano et al., 2016).
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2.2.3 Dor neuropatica

A dor neuropatica, por sua vez, ¢ desencadeada por lesdes no sistema nervoso
somatossensorial que alteram sua estrutura e funcdo, de modo que a dor ocorre
espontaneamente e as respostas a estimulos nocivos e indcuos sdo amplificadas
patologicamente (Costigam et al., 2009).

A dor neuropatica central geralmente surge como resultado de lesdes medulares,
acidente vascular encefalico ou esclerose multipla (Ducreux et al., 2006). Quanto as lesdes no
SNP, estas podem ser causadas por trauma mecanico, doengas metabdlicas, produtos quimicos
neurotdxicos, infec¢do ou invasdo tumoral, envolvendo multiplas alteragdes fisiopatologicas
tanto no SNP quanto no SNC (Woolf e Mannion 1999; Dworkin et al., 2003).

De fato, sabe-se que os nervos sdo estruturas altamente delicadas e suscetiveis a
qualquer tipo de lesdo (Hussain ef al., 2020). Alguns dados apontam que cerca de 3% de todos
os individuos que sofrem alguma espécie de trauma apresentam lesdes nervosas, € que mais de
50.000 procedimentos relacionados a esse tipo de complicagdo sao realizados anualmente nos
Estados Unidos (Modrak et al., 2020).

De acordo com Sunderland (1951), as lesdes nervosas periféricas podem ser
classificadas em 5 categorias, de acordo com seu grau de severidade. A lesao de grau um
corresponde a compressdao do nervo causada por pressdo direta no tronco nervoso ou
compressdo da raiz nervosa. Alguns exemplos sdo a sindrome do tinel do carpo (nervo
mediano) (Wahab et al., 2017) e a sindrome do tlnel do tarso (nervo tibial) (Doneddu et al.,
2017). Ja a lesdao de grau dois ¢ um tipo de axonotmese (lesdo axonal), a qual pode ser
subdividida em mais dois graus; no grau 3, além de lesdo no axdnio ha também lesdo no
endoneuro, € o grau 4 apresenta lesdo no axonio, endoneuro e perineuro. Esses tipos de lesdo
sdo normalmente ocasionados por traumas que levam ao esmagamento do nervo periférico,
como em um acidente automobilistico (Chui et al., 2018; Caillaud et al., 2019). Por fim, o grau
5 esta relacionado a uma seccdo completa do nervo (neurotmese), separando-o em coto

proximal e distal, sendo este o tipo mais grave da condicdo (Caillaud et al., 2019) (Figura 5).



37

Figura S - Classificacido da lesdo nervosa de acordo com
Sunderland (1951)

Hidui de Ranvier  Endoneurn Epineury  Fasciculo
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Legenda: Representacdo esquematica dos diferentes graus de lesdo, conforme a classificagdo de

Sunderland. Fonte: adaptado de Caillaud et al. (2019).

Dada a complexidade da lesdao nervosa periférica (LNP) e a dificuldade no tratamento
dos pacientes acometidos, a busca por estratégias que favoregam a regeneragdo nervosa €
aliviem os sintomas de dor tém sido de fundamental importancia dentro da neurociéncia e da
farmacologia. Nesse cendrio, o uso de modelos animais que abordem aspectos relacionados nao
somente a dor, mas também a funcionalidade, regeneragdo e bem-estar de uma maneira geral,
sdo um caminho promissor (Menorca et al., 2013).

Considerando o exposto, o modelo de esmagamento do nervo isquidtico em
camundongos apresenta algumas vantagens, uma vez que € possivel observar as manifestacdes
clinicas apontadas anteriormente, além da axonotmese ser o segundo tipo de lesdo mais
encontrado entre os pacientes acometidos com a LNP, o que permite uma translagdo do modelo
animal para a clinica (Alvites et al., 2018; Castillo-Galvan et al., 2014). No entanto, cabe
ressaltar que a principal desvantagem ¢ que roedores possuem uma taxa de regeneragdao mais
rapida se comparado aos humanos, fazendo com que a resolugdo da lesao se dé em poucas

semanas (Alvites ef al., 2018). Ainda assim, a literatura aponta que o modelo ¢ uma importante
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ferramenta no entendimento da fisiopatologia de neuropatias periféricas, bem como de

potenciais formas de tratamento.

2.2.4 Tratamentos para dor

O tratamento para a dor, principalmente cronica, envolve uma associagdo complexa
de farmacos e outras terapias que visam melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos.
Analgésicos comuns, como os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs), sdo frequentemente
prescritos para controlar a dor leve a moderada, enquanto opioides podem ser considerados em
casos mais graves. No entanto, a crescente preocupagdo com o potencial de dependéncia e
efeitos colaterais adversos dos opioides tem levado a uma abordagem mais cautelosa na
prescri¢ao desses medicamentos (Ballantyne; LaForge, 2007). Além disso, antidepressivos ¢
anticonvulsivantes tém mostrado eficacia na modulag¢ao da dor cronica, muitas vezes atuando
em mecanismos neuroquimicos que vao além do simples bloqueio da transmissao de sinais de
dor. A terapia combinada, envolvendo diferentes classes de medicamentos, juntamente com
abordagens ndo farmacologicas, como fisioterapia, exercicio fisico e técnicas de gestdo de
estresse, ¢ frequentemente recomendada para otimizar os resultados e melhorar a qualidade de
vida dos pacientes que enfrentam essa condicao desafiadora (Hylands-White et al., 2017; Cohen
etal., 2021).

Nesse sentido, as pesquisas para o desenvolvimento de novas estratégias para a dor
cronica tornam-se cruciais, ndo apenas para oferecer alternativas mais eficazes e seguras, mas
também visando compreender os mecanismos subjacentes a essa condi¢do, favorecendo

avancos significativos em diversos ambitos (Cohen ef al., 2021).

3. JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ detentor da maior biodiversidade do planeta, sendo habitat para cerca de 20
a 22% da fauna e flora mundial. Além dos aspectos ambientais, culturais e sociais, essa riqueza
de espécies também apresenta grande valor econdmico. A diversidade genética de plantas, ainda
muito negligenciada, pode ser bergo para inimeros constituintes bioativos, os quais impactam
positivamente a saide humana e geram interesse aos mais diversos setores industriais (Dutra et
al., 2016; Neergheen-Bhujun et al., 2017).

De fato, cabe ressaltar que os principais farmacos analgésicos comercializados

atualmente sdo derivados ou sintetizados a partir de compostos naturais, como ¢ o caso da
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morfina e do salicitato. Estas substancias foram extraidas das plantas Papaver somniferum e
Salix alba, respectivamente, e permitiram o desenvolvimento de grandes classes de
medicamentos, nomeadamente, os opiodes e anti-inflamatorios nao esteroidais (Calixto, 2000).

Apesar do grande beneficio para o tratamento da dor e condigdes associadas que esses
farmacos fornecem, a emergéncia por novas terapias analgésicas advém do fato de que eles
estdo, frequentemente, relacionados a efeitos adversos importantes, além do risco de tolerancia
e dependéncia (Kosten, George, 2002). Somado a isso, sabe-se que as condi¢des dolorosas
apresentam um alto impacto clinico, interferindo em diversos aspectos na vida dos individuos
acometidos, como nas esferas pessoais, sociais ¢ economicas. Com efeito, a dor ¢ tida como o
motivo mais comum para busca por atendimentos no pronto-socorro, sendo responsavel por
70% das consultas de emergéncia (Cordell et al., 2002; Todd, 2017).

Diante desse cenario, a busca por novas terapias a base de constituintes naturais para
o tratamento da dor, principalmente cronica, ¢ fundamental, uma vez que nossa flora abriga
uma vasta gama de compostos bioativos com propriedades analgésicas promissoras,
frequentemente associados ao baixo custo e menores efeitos indesejados. Além disso, a
exploragdo sustentdvel da biodiversidade para a descoberta de novos alvos farmacologicos nao
apenas diversifica as op¢des terap€uticas, mas também contribui para a conservagiao do meio
ambiente como um todo (Neergheen-Bhujun et al., 2017).

Desta forma, o presente estudo concentrou-se em identificar os potenciais toxicos das
folhas da planta medicinal Eugenia brasiliensis, bem como investigar seu possivel efeito
terapéutico em modelos de dor nociceptiva, nocipldstica e neuropatica em camundongos.
Assim, ¢ possivel fornecer dados acerca da seguranca e eficacia para o uso popular da espécie,
além de fortalecer as evidéncias cientificas para o desenvolvimento de novos farmacos a partir

de produtos naturais.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos toxicologicos e terapéuticos do extrato hidroalcoolico das folhas

de Eugenia brasiliensis (EHEb) em modelos de dor nociceptiva, nociplastica e neuropatica.

42  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos agudos e em doses repetidas do tratamento
com EHEb em camundongos.

b) Investigar os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes de EHEb em um modelo de dor
nociceptiva induzido por carragenina.

c) Identificar o potencial do tratamento com EHEb nos aspectos sensoriais, emocionais,
inflamatorios e neurotréficos um modelo de dor nociplastica (fibromialgia).

d) Compreender os efeitos analgésicos, emocionais e anti-inflamatérios do EHEb em um

modelo de dor neuropatica induzida pelo esmagamento do nervo isquidtico.
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5. METODOLOGIA E RESULTADOS

A metodologia e os resultados deste trabalho sdao apresentados em 3 manuscritos, os
quais buscam responder os objetivos estabelecidos anteriormente. Por questdes relacionadas
aos direitos autorais dos periddicos cientificos, apenas a capa e o resumo grafico de cada
manuscrito estdo disponibilizados neste arquivo. Os documentos originais € completos podem

ser acessados no site de cada revista.

CAPITULO 1
Toxicological and pharmacological effects of Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae)
leaves in mice.

Manuscrito referente aos objetivos a e b publicado na revista Journal of Etnopharmacology.

CAPITULO 2
Pharmacological evidence of Eugenia brasiliensis leaves in a reserpine-induced
fibromyalgia model: antinociceptive, emotional, anti-inflammatory, and neurotrophic
effects.
Manuscrito referente ao objetivo ¢ aceito para a publicagdo na revista Molecular

Neurobiology.

CAPITULO 3
Eugenia brasiliensis leaves reduce pain and inflammation, besides enhancing
functionality and depressive-like behavior after sciatic nerve injury in mice.

Manuscrito referente ao objetivo d, ainda ndo submetido.
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51 CAPITULO 1

Efeitos toxicologicos e farmacolégicos das folhas de Eugenia brasiliensis (Myrtaceae) em

camundongos
Artigo publicado na revista Journal of Etnopharmacology (FI: 5.4)

Link: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.cov/36841377/

Resumo grafico

Toxicological and pharmacological effects of Eugenia brasiliensis Lam.
(Myrtaceae) leaves in mice
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Legenda: Elaborado pela autora, com auxilio da plataforma Mind the Graph.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Eugenia brasiliensis Lam., popularly known as “grumixama” or “Brazilian
Medicinal plants cherry”, is widely used in folk medicine with astringent, diuretic, energizing, anti-rheumatic, and anti-
Eugf‘mf‘ brasiliensis inflammatory properties.

::;m oY Aim of the study: Despite its traditional use, detailed toxicological studies of Fugenia brasiliensis are few. Thus, in
T — the current study, we evaluate the toxicological effects of hydroalcoholic extract of Eugenia brasiliensis (HEEb)

and its antinociceptive and anti-inflammatory activity.

Materials and methods: We used male, and female Swiss mice. Acute toxicity study was performed following the
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) guideline 425, and subacute toxicity was
assessed following OECD guideline 407. We observed behavioral responses, in addition to hematological,
biochemical, and histological evaluations. The antinociceptive and anti-inflammatory activity of HEEb were
assessed using the Carrageenan-induced mechanical allodynia and paw edema model. Mechanical allodynia,
levels of inflaimmatory cytokines, and oxidative damage were evaluated.

Results: The treatment with HEEb was not able to generate important toxicological alterations. Moreover, doses
of 100 and 300 mg/kg of HEEb were able to reduce mechanical allodynia, paw edema, and inflimmatory cy-
tokines (TNF-o, IL-1, and IL-6), decrease malondialdehyde and increase superoxide dismutase enzyme activity
in the paw.

Conclusions: This study demonstrated that HEEb does not present important toxic effects. Additionally, an
important antinociceptive, anti-inflammatory, and antioxidant potential were observed.

from microorganisms and plants. In some areas, such as oncology, this
percentage reaches 60% (Dutra et al., 2016). This seenario is signifieant
in Brazil, known for its vast biodiversity, comprising over 43,000 species
of higher plants (20-22% of the total existing on the planet) (Convention
The application of plants for medicinal purposes in treating, curing, On Biological Diversity, 2022).

and preventing diseases is one of the oldest medicinal practices of hu- The Myrtaceae plant family is widely distributed worldwide, with
manity (Petrovska, 201 2). About 30% of the available drugs are derived
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CAPITULO 2

Evidéncias farmacoldgicas das folhas de Eugenia brasiliensis em modelo de

fibromialgia induzido por reserpina: efeitos antinociceptivos, emocionais, anti-

inflamatodrios e neurotroficos

Artigo aceito para a publica¢do na revista Molecular Neurobiology (FI: 5.1)

Resumo grafico

Pharmacological evidence of Eugenia brasiliensis leaves in a reserpine-induced fibromyalgia model:
antinociceptive, emotional, anti-inflammatory, and neurotrophic effects.

Reduces
/ neurcinflammation in
K the hippocampus

Treatment with hydroalcoholic

(\ extract of E. brasiliensis Increases BDNF, &
i'\ (HEEb 300 mg/kg) without changing TrkB
C‘%ng / expression
__ o
= [= o ,;L_}'?
{ J{ )

Fibromyalgia-induced mice Reduces pain, increases § = '\‘
strength, and improves |

anxiety-like and PN\ \}“" [
depressive-like behavior | \&K/j

\ ¥/
— E“—-’\"E;T:}
o g

Pain, strength loss, depressive-
like behavior, neuroinflammation,
and BDNF reduction in mice

Legenda: Elaborado pela autora, com auxilio da plataforma Mind the Graph.



45

Pharmacological evidence of Eugenia brasiliensis leaves in a
reserpine-induced fibromyalgia model: antinociceptive, emotional, anti-

inflammatory, and neurotrophic effects

Scheila Iria Kraus'3, Jeane Bachi Ferreira', Angela Patricia Franga?#, Vinicius
Alexandre Wippel!, Rodrigo Bainy Leal3, Raquel Oppermann’, Michele Debiasi Alberton,

Morgana Duarte da Silva'3*

! Laboratory of Neurobiology of Pain and Inflammation, Department of Physiological Sciences, Center
for Biological Sciences, Federal University of Santa Catarina, Trindade, Floriandpolis, SC, 88040-900, Brazil.

2Signal Transduction Laboratory, Department of Biochemistry, Center for Biological Sciences, Federal
University of Santa Catarina, Trindade, Floriandpolis, SC, 88040-900, Brazil.

3 Graduate Program in Neurosciences, Center for Biological Sciences, Federal University of Santa
Catarina, Trindade, Florianopolis, SC, 88040-900, Brazil.

4 Graduate Program in Medical Sciences, University Hospital (HU), Health Sciences Center (CCS),
Federal University of Santa Catarina, Trindade Floriandpolis, SC, 88040-970, Brazil.

5 Department of Pharmaceutical Sciences, Campus III, Regional University of Blumenau- Rua Sdo

Paulo 2171, Itoupava Seca, 89030-003, Brazil.

*Corresponding author: Morgana Duarte da Silva, Postgraduate Program in Neurosciences, Center for
Biological Sciences, Federal University of Santa Catarina, University Campus, Trindade, Floriandpolis, 88049-
900, SC, Brazil. Fax: +55 (48) 3721-9672; Tel: +55 (48) 3721-9352 (Extension 206).  E-mail:

morgana.silva@ufsc.br

E-mail addresses and ORCID: scheilaks@gmail.com, ORCID:0000-0001-6037-4184 (Kraus SI);
bachijeane@gmail.com, ORCID: 0000-0003-0559-9043 (Ferreira JB); angels franca@hotmail.com, ORCID:
0000-0002-6425-4099 (Franga AP); vini_wippel@hotmail.com, ORCID: 0009-0002-0851-5060 (Wippel VA);
rbleal@gmail.com, ORCID: 0000-0003-2536-6888 (Leal RB); roppermann@furb.br, ORCID: 0000-0002-3722-
3000 (Oppermann R); michele@furb.br, ORCID: 0000-0003-3490-9936 (Alberton MD); morgana.silva@ufsc.br,
ORCID: 0000-0002-2487-236X (da Silva MD).



mailto:bachijeane@gmail.com
mailto:angels_franca@hotmail.com
mailto:rbleal@gmail.com
mailto:roppermann@furb.br
mailto:michele@furb.br
mailto:morgana.silva@ufsc.br

46

53  CAPITULO 3

Folhas de Eugenia brasiliensis reduzem dor e inflamacao, além de melhorar
funcionalidade e comportamento tipo-depressivo apos lesao do nervo isquiatico em
camundongos

Manuscrito em fase de finalizagdo.

Resumo grafico

Eugenia brasiliensis leaves reduce pain and inflammation, besides enhancing
functionality and depressive-like behavior after sciatic nerve injury in mice
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6. DISCUSSAO GERAL

Com o crescente aumento do interesse mundial no desenvolvimento de fairmacos de
origem natural, a compreensao da seguranga e eficacia de tais elementos faz-se primordial. Por
essa razdo, a presente tese buscou avaliar os efeitos toxicoldgicos e terapéuticos da planta
medicinal Eugenia brasiliensis em modelos de dor com diferentes origens. Os resultados
apontam que o uso agudo e/ou prolongado da planta ndo estd associado a efeitos toxicos
importantes. Adicionalmente, seu potencial analgésico e anti-inflamatorio foi observado em
condi¢des de dor nociceptiva, nociplastica e neuropatica. Nos modelos de dor prolongada
também foi possivel verificar que o tratamento com o extrato esteve associado com uma
melhora nos comportamentos tipo-depressivo, ansioso, de for¢a e locomog¢do dos animais,
indicando ser uma importante estratégia para o tratamento da dor crdnica.

Embora muitas vezes a dor seja tratada como uma condi¢do Unica, ela ¢ variavel de
acordo com sua etiologia, tempo de duracdo e diversos fatores individuais, como sexo, idade,
genética e doengas subjacentes. Dessa perspectiva, os tratamentos para a dor também devem
respeitar sua complexidade, buscando abordagens que possam ser mais individualizadas,
seguras ¢ eficazes. Considerando isso, estudos que levantem aspectos mais amplos da dor,
principalmente cronica, fazem-se de grande relevancia no campo cientifico (Sokol ez al., 2021).

As abordagens farmacologicas atuais para o manejo da dor sdo pautadas no tratamento
dos sintomas, visando a melhora do bem-estar dos pacientes (Alorfi, 2023). Face a isso, o
presente trabalho empregou, como controle positivo, medicamentos que sdo comumente
utilizados na clinica para cada uma das condig¢des. Interessantemente, o tratamento com a planta
apresentou efeitos analgésicos e anti-inflamatdrios similares aos farmacos ja comercializados.
A hipoétese para esse achado concentra-se no fato de que os ativos vegetais presentes na espécie
podem atuar em multiplos alvos. Os flavonoéides, por exemplo, sdo conhecidos na literatura por
seus 1importantes efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e analgésicos. Estes estdo
relacionados a inibicdo de citocinas pro-inflamatorias dependentes de NF-xB (Borghi et al.,
2018), VEGF, ICAM-1, STAT3 (Verri et al., 2012) e ativagdo do fator de transcrigdo
antioxidante Nrf2 (Borghi et al., 2018; Ferraz et al., 2020). Além disso, a planta Eugenia
brasiliensis apresenta compostos como o acido galico e o acido salicilico, os quais sdo
amplamente conhecidos na literatura por seus inumeros alvos e atividades bioldgicas.

Outro achado interessante ¢ o efeito da planta nos demais pardmetros avaliados
relacionados a dor. Tanto no modelo de fibromialgia quanto no modelo de neuropatia o extrato

esteve associado a uma reducdo significativa do comportamento tipo-depressivo dos animais.
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De fato, Colla e colaboradores (2012) ja haviam demonstrado que a espécie atua no sistema
monoaminérgico, levando a uma redu¢do dos sintomas depressivos em roedores. No entanto,
cabe acrescentar ainda que estudos recentes apontam a inflamagdo como um possivel
mecanismo relacionado a fisiopatologia da depressao (Beurel et al., 2020). Deste modo, o
potencial anti-inflamatorio abordado anteriormente também pode ser uma via interessante para
a reducdo desses sintomas.

Vislumbrando uma translagao clinica de tais resultados, acredita-se que a utilizagdo da
planta poderia representar uma ferramenta valiosa para pacientes com dor e comorbidades
associadas ao problema. E crucial ressaltar, no entanto, que a transi¢do dos resultados néo-
clinicos para aplica¢des clinicas requer investigagdes mais aprofundadas. Nesse sentido, a
realizacdo de ensaios clinicos € imperativa para avaliar a eficicia e seguranga do EHEb em
seres humanos, bem como para determinar as doses terapéuticas adequadas. Além disso, esses
ensaios podem fornecer informagdes adicionais sobre possiveis efeitos colaterais e interagdes
medicamentosas, contribuindo para uma compreensao mais completa do perfil de seguranga do
composto.

Além dos ensaios clinicos, investigagdes mais detalhadas sobre os mecanismos
moleculares subjacentes aos efeitos do EHEb também s3o necessarias para uma validagdo mais
minuciosa de sua acdo terapéutica. Estudos adicionais podem aprofundar os caminhos de
sinalizagdo celular, a influéncia nas vias inflamatorias e a interagdo com receptores especificos.
Isso ndo apenas aprimora a compreensao cientifica do composto, mas também fornece alvos
terapéuticos mais precisos para o desenvolvimento de futuros medicamentos.

Por fim, cabe acrescentar que, considerando fins comerciais, ¢ imprescindivel que seja
realizada a padronizagdo dos constituintes do produto vegetal, visando garantir a constancia de
seus efeitos. De fato, sabe-se que a composi¢do quimica das plantas pode ser afetada por
inimeros fatores, tais como sazonalidade, local de crescimento, disponibilidade de predadores,
temperatura do solo, periodo de coleta, dentre varios outros. E, em ultima instancia, isso pode
afetar significativamente a eficicia e a seguranca do fitoterapico que se pretende desenvolver
(Qaderi et al., 2023). Neste trabalho, observamos diferencas notdveis na composicdo do
primeiro extrato, coletado em marg¢o de 2012, para o segundo, o qual foi obtido em outra
localidade, em maio de 2021. Enquanto um apresentou compostos majoritdrios como a
catequina, mirecetina, isoquercetina e rutina, o outro mostrou-se rico em acido galico,
pinocembrina e acido salicilico. Embora ambos tenham apresentado efeitos importantes nos

modelos utilizados, isso refor¢a a necessidade de uma abordagem sistematica na producgao
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destes insumos, assegurando a replicabilidade dos resultados e a confiabilidade do produto a
longo prazo.

Em suma, os resultados encontrados neste trabalho proporcionam uma compreensao
ampla sobre o potencial toxicoldgico e terapéutico do extrato hidroalcoolico das folhas de E.
brasiliensis. No entanto, hd ainda um longo caminho a ser percorrido para validar sua seguranga
e eficdcia no contexto clinico, buscando identificar mecanismos moleculares subjacentes, além
de otimizar os constituintes, a dose ¢ a forma de tratamento adequada para cada condigdo. Dessa
maneira, essa pesquisa nao apenas valida o uso tradicional da grumixama, mas também destaca
a importancia de abordagens individualizadas na pesquisa de novos tratamentos para condigdes
dolorosas e inflamatdrias. Ainda, abre portas para futuras investigagdes e desenvolvimentos

terapéuticos na interface entre a medicina tradicional e a ciéncia contemporanea.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados nesta tese, conclui-se que:

1. O tratamento agudo com doses altas de EHEb (1000 e 2000 mg/kg) ndo foi capaz de causar
mudangas comportamentais, de consumo de dgua e ragdo, bem como de peso corporal e dos
tecidos em 14 dias de avaliagao.

2. O tratamento repetido (28 dias) com diferentes doses de EHEb ndo esteve associado a
mudangas de consumo de 4agua e racdo, comportamentais, bioquimicas e histologicas. Na
analise hematologica observou-se um aumento de neutréfilos e uma redugdo de leucécitos
em fémeas tratadas com 1000 mg/kg. Estes dados indicam a baixa toxicidade e alta
seguranga do extrato de E. brasiliensis.

3. Uma tnica dose de EHED (100 e 300 mg/kg) foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica,
o edema de pata, as citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B e 11-6), o malondialdeido, além
de aumentar a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no modelo de dor
nociceptiva induzido por carragenina na pata em camundongos.

4. No modelo de dor nociplastica (mimetizando a fibromialgia), o tratamento com EHEDb
esteve associado com uma melhora na hiperalgesia mecanica e térmica, um aumento da
forca, bem como uma redu¢do nos comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso. Ainda,
observou-se uma reducdo da neuroinflamacao no hipocampo (IL-18 e IL-6), além de um
aumento de BDNF no cortex pré-frontal. No entanto, ndo foram encontradas alteragdes no
imunocontetudo do receptor TrkB total e fosforilado.

5. No modelo de dor neuropatica induzida pelo esmagamento do nervo isquiatico observou-se
o efeito significativo do extrato na melhora da nocicep¢do térmica, mecanica e afetivo-
emocional dos animais. Além disso, o tratamento também melhorou a coordenagao motora
e o comportamento tipo-depressivo, reduzindo citocinas inflamatérias (IL-1B) no nervo
isquiatico.

A figura 6 resume as principais conclusdes deste trabalho.
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Figura 6 - Conclusdes gerais da tese
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Legenda: elaborado pela autora, com auxilio da plataforma Mind the Graph.

8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho, propde-se finalizar as seguintes etapas do
manuscrito de neuropatia:

- Investigar os efeitos regenerativos da planta, através da andlise histologica,
morfoldgica e morfométrica, do nervo isquiatico.

- Verificar se o tratamento com a planta ¢ capaz de alterar os niveis de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10 e IL-4 envolvidas na neuropatia.

- Compreender os mecanismos farmacologicos da planta através do uso de
antagonistas € agonistas para o sistema monoaminérgico.

- Avaliar a interacao da planta na expressao génica de fatores antioxidantes, como o
Nrf2.

Além disso, também pretende-se finalizar o manuscrito de revisdo sistematica com
meta-analise, o qual ja esta registrado na plataforma PROSPERO sob identificagdo
CRD42022354269, com o seguinte titulo: "Therapeutic potential of the plant genus Eugenia
(Myrtaceae) in animal models of pain: a protocol for systematic review and meta-analysis." O

mesmo busca elucidar o potencial terapéutico do género Eugenia em modelos de dor.
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9. DEMAIS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O DOUTORAMENTO

Durante o periodo de doutoramento (2019 — 2024), tive a oportunidade de participar
de diversas atividades desenvolvidas no ambito do laboratorio, do PPGNeuro, bem como em

outras universidades.

Dentre as participagdes mais relevantes, destacam-se:

1) Representacao discente nos Colegiados Delegado e Pleno do PPGNeuro UFSC (2019 —
2022)

2) Organizagdo de 9 eventos cientificos, dos quais: 3 edigdes do SIPNeuro UFSC e 6
edicoes do Curso de Verao em Neurociéncias UFSC.

3) Coorientagdo de dois alunos de iniciagao cientifica.

4) Participagdo em bancas de avaliacdo.

5) Publicacdo de artigos cientificos do laboratério e em colaboragao.
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ANEXO 1 - COMPROVANTE CEUA

HB=Y: Universidade Federal Comissdo de Etica no
il de Santa Catarina U imai
iy, s0 de Animais
LUFSC

CERTIFICADOD

Certificamos que a proposta intitulada "POTENCIAL TERAPEUTICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Eugenia brasiliensis NO
CONTROLE DA DOR CROMICA.", protocolada sob o CEUA n® 4484200921 moa1sses), sob a responsabllidade de Morgana Duarte da
Silva e equipe; Scheila Iria Kraus; jeane Bachi Ferreira - que envolve a producdo, manutengdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentffica ou ensino - estd de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as nommas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina {CEUAUFSC) na reunido de 06/12/2071.

We certify that the proposal "THERAPEUTIC POTENTIAL OF HYDROALCOHOUC EXTRACT FROM Eugenia brasiliensis: CONTROL OF
CHROMIC PAIN.", utilizing 297 Heterogenics mice (males and females), protocol number CEUA 4484200921 m omoe), under the
responsibility of Morgana Duarte da Sllva and team; Schella Inia Kraus; feane Bachi Ferreira - which invalves the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings), for sclentific
research purpases or teaching - ks in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rutes issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA], and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUMAUFSC) in the meeting of 12/06/2021.

Finafidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 10/2021 a 10/2024 Area: Ciénclas Fisioldgicas
Origem: Biotério Central

Espéde: Camundongos heterogénicos sedn: Machos e Fémeas idade: 45 a 60 dias N: 297
Linhagem: Swiss Peso: 25a30qg

Local do experimento: Este projeto serd desenvolvido no Laboratério de Neuroblologla da dor e Inflamagdo (LANDI), no
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UFSC. 4.14 Métodos adotados para minimizagdo de estresse ou sofrimento do animal
Nota-se gue a utliizacdo de animals na pesguisa ou ensino sempre ird impactar negativamente no bem-estar do animal. ksso
porgue ¢ animal serd exposto a diversas manipulagdes efou serd mantido em ambientes padronizados, gue podem nao preencher
totalmente suas necessidades e adaptagbes. Portanto, a elaboragao do atual projeto de pesguisa considerou os seguintes aspectos:
- Estamos cientes de gue a dor e o sofrimento dos animais devem ser o minimo necessario para a realizacdo da pesquisa; -
Seguiremios os Principios Eticos da utllizacio de animals em pesguisa cientifica e os conceltos dos 3Rs; - Conhecemos a bilogia e a
etinlogia da espécie que sera utilizada, considerando os componentes fisico e comportamental; - Vamaos documentar as atividades
por melo de filmagens, gravagies ou fotografias sempre que posshvel, para assim permitir sua reprodugao futura; - Proveremos
alojamento, ambiente, alimentagdo e controle ambiental adequados para a espécie; - Reallzaremos o manejo adeguado para o
animal, com trocas peribdicas da maravakha e reposicio de ragdo e dgua, sendo este realizado por equipe de pesquisadores com
curso de manejo animal, treinados e capacitados para esse fim; - O médico veterindrio serd requisitado assim que observarmos
gualguer alteragdo comportamental, de acordo com os endpoints e as orlentagdes do [JRat Grimace Scale{]. que exacerbam o
guadro dlgico tipicamente induzido pelos modelos da presente pesguisa. Serdo considerados os seguintes comportamentos para
estabelecimentos dos endpoints para o estudo: perda de peso de 25% ou mais, guando o animal em 72 horas ingerir menos de
4% de seu consumao normal de dgua e comida, piloeregdo marcante com sinais de desidratagdo, quando ndo houver interagdo
(olhar], vocalizacdo ndo provocada caracterizando anglstia, secrecdo dculo-nasal intensa, dispneia, tremor e convulsbes
persistentes, prostracio prolongada {por mais de 1 hora) e automutilagdo. Além de comportamentos, também serdo avaliados
pardmetros posturais dos animals. Esses pardmetros foram adaptados para camundongos seguindo as orientagdes do [[Rat
Grimace Scakel] gue demonstra através de fobos o score de dor em ratos. Segundo o [JRat Grimace Scale{], a taxa de intensidade
para dor pronunciada pode ser percebida: A} na drbita ocular: Os animals com dor exibem um estreitamento da area orbital
[palpebras bem fechadas ou aperto dos ofhos). O aperto dos alhos & definido como contracdo dos misculos orbitais. A membrana
nictitante pode ser visivel & se torna mals pronunciada 4 medida que a dor se intensifica. Como regra, qualguer fechamento
palpebral gue reduza o tamanho do olho por mais da metade deve ser codificado como dor severa; B} Nariz: Animais com dor
exibem falta de protuberdncla em cima do nariz, isto €, um achatamento da ponte nasal; C) Orelhas: As orefthas de ratos com dor
podem ser curvadas e pontudas. Na condicgo de “nenhuma dor®, as orelhas sdo perpendiculares & cabecga, woltadas para frente e
com as pinas ligelrmmente inclinadas para trds. Importantemente, as orelhas ambeém apresentam uma forma amredondada. Na dor,
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Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AGTDFD4
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A atividade de acesso ao Fatnmonic Genefico/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 131232015 & seus regulamentos.

Nimero do cadasto:
Usuario:

CPRICNPJ:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acessoc

Eindii

ABTOFD4

Morgana D Silva
008.394.115-36
Patrimonic Genético/CTA
Pesquisa

Euwgenia Eugenia brasiliensis Lamarck [Lam.)

Eugenia brasiliensis
Fonte do CTA
CTA de crigem ndo identificavel

Titulo da Atividade:

Equipe

Morgana Duarte da Silva

Scheila Iria Kraus

Jeane Bachi Ferreira

Michele Debiasi Alberton Magina

Parceiras Macionais

Potencial terapéutico do extrato hidroaledolico de Eugenia brasiliensis no
controle da dor cronica

UFSC
UFSC
UFSC
Universidade Regional de Blumenau
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ANEXO 3 - GUIA ARRIVE

Referente ao manuscrito 1:

The ARRIVE Essential 10

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this
information, readers and reviewers cannot assess the reliability of the findings.

Study design

1

For each axparimant, provide bref detadls of study design including

a. The groups being companed, nduding controd groups. If no control group has been used, the
rationale should be stated Available on items 2.5, 2.6 and 2.7
Described at itemns 2.5, 2.6
b. The expardmeantal unit e.g. a single animal §tter, or cage of animals) and 2.7

Sample size

a. Specily the exact number of expardmentalunits aBocated to each group, and the total number

inaach mmomnmmwmmm
Described in items 2.5, 2.6, and 2.7; and also in figures and humth.'l’nﬂnﬂﬂnﬂs 115.

b. Explain how the sample size was decided. Provide detais of any a priori sample size
salmation f donfDecided according to OECD guidelines and previous studies by the research group.

Inclusion and
exclusion
criteria

a. Dascribe any critena used for including and excluding animals for expenmental units) during
the experiment, and data points during the analysis. Spedify if these criteria were established
aﬁw: i no critenawera set state this axplicidy

b. For each axpeunen'la! group, report amy animalks, experimantal units or data points not

included in the analysis and axplain why. Il thene were no axclusions, stala so
Mot applied. All experimental units were included.

c. For a%h ancdwa% wmn?%ﬂl valug of nin each exparimantal group
a. State whether randomisation was used to alocate axperdmental units to control and
mtmpg._fm provide the method used to generate the randomisation sequence

b. Descoribe the sirategy used to minimise potential confounders such as the ordar of
treatments and measurements. or anmallcage location. If confounders were not controlled.
state this axphciily Not applied.

Blinding

Dascribe who was aware of the group aliocation at the different stages of the expariment (during
1?‘& ahgﬁnﬂa{%mf?1mmt of the axperimant, the outcome assessmenl and the data analy ss),

a. Claarly define ol oulcome measures assessed (eg. cell death, molecutar markers. or
behavioural changesl tems 24, 2.5, 2.6, and 2.7.

b. For hypothesis-testing studies, specily the primary outcome measure Le the outcome
measure that was used (o determine the sample siza  Not applied.

Statistical
methods

a. Provide details of the statistical methods used for each analysis, includng software used.
Described on item 2.8

b. Describe any methods used Lo assess whethar the data mat the assumptions of the
glatsiicd aopmach, and what was done if the assumptions were not met

Experimental
animals

a. Provide species-appropriate detals of the arimals used, including species. strain and
substrain, sex, age or devalopmental stage and. if relevant, waight. Described on item 2.4

b. Provide further relevant information on thit provenance of animals, health/immune status,
genatic modification status, genotypa, and any previous procedures Described on item 2.4

E xparimantal
procadures

For each expermmental group, including controls, describe the procedures in enough detail to
allow others to replicate them. including:

a. What was done how it was done and what was used. tems 2.4, 2.5, 2.6, and 2.7.
b. When and howoften. tems 24,25, 26, and 2.7.

¢. Whera fincluding detail of any accimatisation periods). ltems 2.4, 2.5, 2.6, and 2.7.
d Why lprovide rationale for procedures) tems 24,25, 2.6, and 2.7

10

For each axperiment conducted. induding independant replications, mport

a. Summaryfdescriptive statistics for each expedmental group, with a measwra of variab ity
whare applcable (eg. mean and S0, or madian and 1an(e). Described on tables and graphs legends.

b. Mapplicabla the effect size with a conflidence interval P<0,05. Deseribed in ftem 2.8.
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Referente ao manuscrito 2:

The ARRIVE Essential 10

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this
information, readers and reviewers cannot assess the reliability of the findings.

Study design

1

For gach experimant, provide brief detadls of study design including

a. The groups being compared, including controd groups. If no control group has been used, the
rationale should be stated. Available on ftem 2.6

b. The experdmentalunit ja.g. a single animal §tter, or cage of animalsl Described at item 2.6.

Sample size

a. Spedify the exact number of expermental units alocated 1o each group, and the total number
in sach expariment. Also indicate the total number of animals used.
Described in items 2.6, and in res legends. Total n of animals: 70
b. Explain how the sample size was M&&ﬁtﬁ details of any a priori sample size

Inclusion and
axclusion
eriteria

a. Describe any critenia used for including and excluding animals for expernmental units] during
the expermment, and data points during the analysis Specify if thase critenawers astablished
a prorl f no crtedawere sat, state this axplicit
ﬂ applied. - ¥

b. For each experimental group, raport any animals, experimental units or data points not

included in the analysis and explain win. If there were no exclusions. state sa
Mot applied. All experimental units were included.

c. Foreach mdvsisu:tmuﬂ the exact value of n in each experimantal group.

Described at item. 2.

a. State whather randomisation was used 1o alocate experimental units Lo control and
W‘R-F;fm provide the method used o generate the randomisation sequence,

b. Desoribe the strategy used to minimise potential confounders such as the order of
treatments and maasuements or animalicage location. If confounders wer not controlled,
state this auphcitle Not applied.

Blinding

Describe who was aware of the group allocation at the different stages of the experiment {during
the alpcation, tl1;1'§:u-nducl of the axperiment, the culcome assessmant, and the data analy ss)
- it 4

a. Clearty defing all outcome measures assessed leg. ooll death molecular markers, or
behavioural changesl. Wems2.7 and 28.

b. For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measura Le the oulcome
maeasure that wasusad to detarmine the sample size  Not applied.

Statistical
methods

a. Provide detalls ol the statistical maethods used for each analysis, inchuding software used.
Described on itemn 2.9.

b. Dascribe any methods used to assess whather the dala mat the assumptions of the

BIBUicg S0proaply and Wit as G0RS 1 10 sssuTptons were ot met

Experimental
animals

a. Provide spacies-appropriate detais of the animals used, including species, strain and
subsirain, sex. age or developmental stage and., if relevant. weight Described on item 2.4

b. Provide furthar relavant information on the provenance of animals, health/immune status
genatic modification status, genotype, and any previous procedures Described on item 2.4

E xperimental
procedures

For aach experimaental group, including controls, describe the procedures in enough detailto
aliow others to replicate them., including

a. What was dona, how it was done and what was used. tems 26,27, and 2.8,
b. When and how oftén. items 2.6, 2.7, and 28_

c. Where fincluding detail of any acchmatisation periods). hems 2.6 and 2.7.

d Why lprovide rationale for procadures]. tems 26, 27, and 2.8

Results

10

For each experiment conducted, including independant replications. report:

a. Summary/descrptive statistics for each expermantal group, with a measure of variab ity
where applicable (ag. mean and S0, or median and rangea). Described on graphs legends.

b Il applicable, the effect size with a confidence interval P<0,05. Described in item 2.9.




Referente ao manuscrito 3:
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These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this
information, readers and reviewers cannot assess the reliability of the findings.
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Study design

1

For each experiment, provide brief details of study design including

a. The groups being compared, including control groups. If no control group has been used, the
rationale should be stated. Available on item 2.6

b. The experimentalunit fe.g. a single animal litter, or cage of animals). Described at item 2.6.

Sample size

a. Specify the exact number of experimental units allocated to each group, and the total number

ineach owi'nmt.moi'mlcatomm number of animals used.
Described in items 2.6, and in figures legends. Total n of animals: 70

b. Explain how the sample size was decided. Provide details of any a priorisample size
calculation, if done. Decided according to previous studies by our research group.

Inclusion and
exclusion
criteria

a. Describe any criteria used for including and excluding animals for experimental units) during
the experiment, and data points during the analysis. Specify if these criteriawere established
a priori If no criterdawere set, state this explicitly
ot applied.
b. For each experimental group, report any animals, experimental units or data points not
included in the analysis and explain why. If there were no exclusions, state so
Not applied. All experimental units were included.
¢. For each analysis, report the exact value of nin each experimental group
ibed at item 2.6. and in figure legends

Descr

a. Slate\\hethar randomisation was used to allocate experimental units to control and

treatment groups. f done. provide the method used to generate the randomisation sequenc
b.Descrlbed |ten":l§'6 i i . . . = -

the strategy used to minimise potential confounders such as the order of
treatments and measurements, or animal/cage location. If confounders were not controlled,
State this explcitly Not applied.

Blinding

Describe who was aware of the group allocation at the different stages of the experiment (during
the allocation, mgé:onduct of the experiment, the outcome assessment, and the data analysis).
L ihed at i

a. Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, molecular markers, or
behavioural changoes) Items 2.7 and 2.8.

b. For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measure, ie. the outcome
measure that was used to determine the sample size. Not applied.

Statistical
methods

a. Provide details of the statistical methods used for each analysis, including software used.
Described on item 2.9

b. Describe any methods used to assess whether the data met the assumptions of the
B‘taastcnggglmmaﬁrg andd o“qﬁé gure s Iegenlgg SSSUTpLions wers not met

Experimental
animals

a. Provide species-appropriate details of the animals used, including species, strain and
substrain, sex age or developmental stage, and. if relevant, weight. Described on item 2.4

b. Provide further relevant information on the provenance of animals, health/immune status,
genatic modification status, genotypea, and any previous procedures Described on item 2.4

Experimental
procedures

For each experimental group, including controls, describe the procedures in enough detailto
allow others to replicate them, including:

a. What was done, how it was done and what wasused. Items 26,27, and 2.8
b When and howoften. items 2.6, 2.7, and 2.8.

c. Where fincluding detail of any acclimatisation periods). kems 2.6 and 2.7.

d. Why lprovide rationale for procedures). Items 2.6, 2.7, and 2.8.

10

For each experiment conducted. including independent replications, report

a. Summary/descriptive statistics for each expermental group, with a measure of variability
whare apphcable leg mean and S0, or median and range) Described on graphs legends.

b. Ifapplicable the effect size with a confidence interval P<0,05. Described in item 2.9.
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