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RESUMO

O Rosmarinus officinalis L. (alecrim) é muito utilizado na medicina popular.
Este trabalho teve como objetivo estudar o 6leo essencial desta espécie (OERO) em
modelos inflamatérios e hiperalgésicos, in vivo, a fim de detectar o possivel
envolvimento de seus principios ativos na resposta inflamatoria, algésica e analisar o
potencial ulcerogénico. Para tanto, foram utilizados os seguintes modelos
experimentais: edema de pata de rato, teste do granuloma, permeabilidade vascular,
eritema de orelha por 6leo de croton, teste de contor¢des em camundongos, teste da
formalina, placa quente e Ulcera gastrica por estresse. O rendimento do Oleo
essencial extraido por hidrodestilacdo das partes aéreas de Rosmarinus officinalis foi
de 1,4%. Em ratos e camundongos, com a administracdo das doses (50, 100, 200,
500, 1000, 2000 e 5000 mg/kg) por via oral (v. 0.), nao foi possivel determinar a dose
letal média (DLso). Com as doses de 50, 100, 200, e 300 mg/kg, v. 0., sobre o edema
de pata de rato, o OERO produziu efeito dose-dependente, cujo coeficiente de
correlacéo linear obtido foi r = 0.9986 (y = -13,93 X + 0,30) e a DEso determinada foi
de 212 mg/kg. No teste de contor¢cbes em camundongos, as doses do OERO de 10,
50, 100, 200, 300 e 400 mg/kg, v. o., produziram efeito dose-dependente com
coeficiente de correlagao de r = 0,93095 (y = 30,54x + 0,073), e DEsp de 261 mg/kg.
A administracdo diaria de 300 mg/kg, v. 0., do OERO, durante 6 dias, inibiu a
formacdo do tecido granulomatoso em 59% (p < 0,001, teste “t” de Student). No
eritema de orelha por 6leo de croton, o OERO na dose de 300 mg/kg, v. 0., provocou
efeito inibitorio significativo de 77% (p < 0.05). No teste de permeabilidade vascular,
o tratamento por via oral com o0 OERO, antagonizou a resposta a histamina, inibindo
a permeabilidade vascular em 50% (p < 0.05, teste “t” de Student). O tratamento
com o OERO (300 mg/kg, v.0) produziu inibicdo de 40% (p < 0.05, teste “t” de
Student) da fase | do processo hiperalgésico induzido por formalina, enquanto a
inibicdo da fase Il foi de 48%. No teste de placa quente, o OERO (300 mg/kg, v.0.)
produziu tempos de laténcia maiores que os tempos basais. Entretanto, tal diferenca
nao foi significativa. No ensaio de Ulcera gastrica, o grupo tratado com o OERO
inibiu em 44% o numero de lesdes gastricas por estresse quando comparado ao
grupo controle. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que o OERO apresenta

atividade antiinflamatoria, sobre os processos inflamatérios agudo e cronico, e
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atividade analgésica. Entretanto, provoca pouca interferéncia danosa sobre a

mucosa gastrica.

Palavras — chave: Rosmarinus officinalis, 6leo essencial, antiinflamatorio,

analgésico.
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Pharmacological validation of the essential oil from Rosmarinus officinalis L.

(rosemary) — antiinflammatory and analgesic activities

ABSTRACT

The Rosmarinus officinalis L. (rosemary) is widely used in popular medicine. The
objective of this paper was o study the essential oil of this species (ROEO) on
inflammatory and hyperalgesic models in vivo, in order to detect the possible
involvement of its active principles on the inflammatory and algesic responses, and
analyze its ulcerogenic potential. The following experimental models were used: rat
paw edema, granuloma test, vascular permeability, ear erythema by croton oil,
writhing test in mouse, formalin test, hot plate, and gastric ulcer by stress. The yield
of the essential oil extracted by hydrodestilation of the aerial parts from Rosmarinus
officinalis was 1.4%. With the oral administration, in rats and mice, of the doses (50,
100, 200, 500, 1000, 2000, and 5000 mg/kg), it was not possible to determine the
median lethal dose (LDsp). With the oral doses of 50, 100, 200 and 300 mg/kg on the
rat paw edema, the ROEO produced dose-dependent effect, of which the lineal
correlation coefficient was r = 0.9986 (y = -13.93 x + 0.30), and the median effective
dose (EDsp) was 212 mg/kg. In the writhing test in mice, the oral doses of ROEO —
10, 50, 100, 200, 300 and 400 mg/kg — produced dose-dependent effect with a
correlation coefficient of r = 0.93095 (y = 30.54 x + 0.073), and EDsp of 261 mg/kg.
The daily administration of ROEO (300 mg/kg, orally) for 6 days inhibited the
granulomatous tissue formation in 59% (p <0.001, Student “t” test). In the ear
erythema by croton oil, the ROEO, in the oral dose of 300 mg/kg, provoked the
significant inhibitory effect of 77% (p <0.05). In the vascular permeability test, the oral
treatment with ROEO antagonized the response to histamine, thus inhibiting the
vascular permeability in 50% (p <0.05, Student “t” test). The oral treatment with
ROEO (300 mg/kg) inhibited phase | of the hyperalgesic process by formalin in 40%
(p <0.05, Student “t” test), while phase Il was inhibited in 48%. In the hot plate test,
ROEO (300 mg/kg, orally) produced more latency times than basal times; the
difference, however, was not significant. In the gastric ulcer trial, the ROEO-treated

group inhibited in 44% the number of gastric lesions by stress when compared with
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the control group. The results suggest that ROEO shows antiinflammatory activity in
both acute and chronic inflammatory processes, exhibits analgesic activity and

provokes little harmful interference on the gastric mucosa.

Key words: Rosmarinus officinalis; essential oil; antiinflammatory; analgesic.



1 INTRODUCAO

O reino vegetal tem contribuido para a espécie humana como fonte de
alimento, medicamento e cosmético desde tempos longinquos. Através de pesquisas
cientificas a utilizacdo tem sido mais criteriosa. Porém muito ainda ha por desvendar
dos segredos da Fitoterapia (CARVALHO e ALMANCA, 2003).

Conhecida em nosso pais por alecrim, € uma planta oriunda da regido
mediterranea da Europa e usada na culinaria, medicina, beleza e magia. Também
conhecido popularmente por alecrim-de-jardim, alecrim-rosmarino e libanotis. Seu
nome em latim, "Rosmarinus”, significa "o orvalho que vem do mar", em alusédo ao
aroma abundante das praias mediterraneas onde o alecrim crescia e se desenvolvia
espontaneamente. A palavra "officinalis" significa que era uma planta reconhecida
pela pratica médico - herborista (MATOS, 2002).

E uma planta arbustiva, podendo atingir até dois metros de altura. Pertence &
familia Labiatae (Lamiaceae). Apresenta folhas opostas, pequenas, lineares,
coriaceas, aromaticas, flores bilabiadas, lilas claro ou brancas. Muito utilizada na
medicina popular. E perene, ndo sobrevivendo a invernos rigorosos e altos indices
de pluviosidade, necessita de solos bem drenados e sol pleno (GEMTCHUNICOV,
1976; BECKETT, 1988; LORENZI e MATOS, 2002).

O estudo taxonénico do alecrim classifica-o no reino Plantae, divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, sub-classe Asteridae, ordem Lamiales, familia
Lamiaceae, género Rosmarinus e espécie Rosmarinus officinalis L. (JOLY, 1987).

A familia Lamiaceae compreende mais de duzentos géneros, com
aproximadamente 3.200 espécies, distribuidas em todo o mundo, concentrando-se
na regido do Mediterraneo e do Oriente préximo. Géneros cujas espécies sao
usadas como condimento tém seu cultivo em destaque como Hyptis (erva-cravo),
Ocimum (alfavaca), Rosmarinus (alecrim), Mentha (hortela-pimenta), Origanum
(manjericdo), Basilicum (basilicdo), Melissa (erva-cidreira), entre outras. Estas e
outras plantas dessa familia sdo usadas na medicina popular, para extracdo do dleo

essencial e em paisagismo (BECKETT, 1988).



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar o Oleo essencial da espécie
Rosmarinus officinalis em modelos inflamatérios e hiperalgésicos in vivo, a fim de
detectar o possivel envolvimento de seus principios ativos na resposta inflamatéria,

algésica e analisar o potencial ulcerogénico.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estudos gerais sobre Rosmarinus officinalis L.

Como a maioria das espécies medicinais, foi trazida na época da colonizagao
de origem mediterranea, prefere solos pedregosos e sol pleno. Propaga-se melhor
por estaquia de galhos. O estresse hidrico deve ser evitado, irrigando sempre que
necessario. O cultivo de espécies aromaticas, como € o caso do Rosmarinus
officinalis, e a obtencdo de Oleo essencial, tém se constituido em importante
atividade econdmica. Avalia-se a necessidade de cultivo de 500 mil hectares de
espécies da familia Lamiaceae para obtengdo de d6leo essencial. Em 1992 foi
estimado o uso do R. officinalis em 295 toneladas, sendo a maior utilizagdo na area
alimenticia e em cosméticos. Tem sido utilizado na area da saude, onde se encontra
uma variedade de estudos com resultados eficazes. Em farmacias, como outras
drogas vegetais ricas em Oleos volateis, € empregado in natura na preparagao de
infusbes, sob forma de preparagbes galénicas, ou na aromatizacdo de formas
farmacéuticas destinadas para uso oral. Sdo encontradas diterpenoquinonas com
esqueleto do fenantreno, quando extraidas por cloroférmio, empregando-se
maceracgao, percolacdo ou combinagdo de métodos extrativos. O isolamento e
purificacdo de quinonas séo realizados por cromatografia em coluna ou em camada
delgada (LORENZI e MATOS, 2002; SIMOES et al., 2003).

Na aromaterapia o R. officinalis € comumente usado para estimular a mente e
a memoria. Cita-se que estudantes utilizavam folha de alecrim no cabelo em dias de
exame. Angioni et al. (2004) comprovaram a eficacia do Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis em aumentar o desempenho cognitivo de seres humanos
saudaveis submetidos a uma bateria de testes cognitivos computadorizados,
demonstrando que o impacto olfatério causado por esse 6leo essencial realca
significativamente a qualidade total da memoéria e dos fatores da memoria
secundaria.

O ¢leo essencial é utilizado como tbnico para o estresse, combatendo a
apatia e a ansiedade. Estevez et al. (2004) analisaram a adigao de 6leos essenciais
de salvia (Salvia fruticosa L.) e alecrim comparada a adicdo de BHT quanto a
composicao total de compostos volateis e ao indice de peroxidacao e de vitamina C.
Concluiram que a reducgao de peroxidacao lipidica foi eficiente com adicdo de BHT,

porém a adicao dos 6leos essenciais trouxe enriquecimento do sabor, além do efeito



antioxidante, sendo detectados 41 terpenos, incluindo alfa-pineno, beta-mirceno,
cariofileno, linalol, canfora e 1,8-cineol.

O Rosmarinus officinalis € empregado como fitoterapico. As partes utilizadas
da planta sdo as folhas e sumidades floridas de onde é obtido o 6leo essencial.
Apresenta fungdo adstringente, analgésica, anti-séptica, antiespasmaddica,
antiinflamatéria, antioxidante, aromatica, digestiva, estimulante, tdnica e
vasodilatadora. E utilizado na medicina popular como estimulante geral, hipertensor,
estomaquico, anti-séptico pulmonar, béquico, carminativo, colagogo, colerético,
emenagogo, antireumatico e diurético. Tem aplicagao tépica como estimulante do
couro cabeludo, em cremes e logdes analgésicas. E utilizada a tintura (10% a 20%)
obtida dos foliolos para logées contra alopecia e o extrato glicolico (2% a 6%) em
xampus para evitar queda de cabelo. Quando utilizado o pd, a indicacéo é de 2 a 4
gramas (CARVALHO e ALMANCA, 2003).

Podera ocorrer diferenciacdo na composicdo e na produgcdo do oleo
essencial, dependendo do subtipo (ecotipo) e da parte da planta que foi utilizada.
Flamini et al. (2002) testaram dois ecotipos de Rosmarinus officinalis, a cevoli e a
lunigiana, observando maior produgdo do 6leo essencial na parte apical da planta e
nas folhas. O ecotipo cevoli produziu maior quantidade de 6leo essencial por possuir
mais folhas e flores na parte apical. Constataram valores mais elevados de 1,8
cineol no ecotipo lunigiana e de alfa-pineno no ecotipo cevoli.

A alteracdo da composicdo e distribuicdo dos principios ativos do
Rosmarinus officinalis, assim como o caminho geral da biossintese desses
compostos, foi proposta por Del Bano et al. (2004). Os flavonoides eriocitrina,
luteolina 3’-O-beta-D-glucuronideo, hesperidina, diosmina, isoscutelareina, 7-O-
glucosideo, hispidulina 7-O-glucosideo e genkuanina foram estudados nas folha,
flores, hastes e raizes durante o crescimento da planta, em Murcia na Espanha. O
maior nivel da luteolina 3’-O-beta-D-glucoronideo nas folhas foi encontrado nos
meses de junho a agosto, sugerindo a diminuigdo da ativagdo das enzimas
envolvidas na biossintese da flavona. Detectaram a presencga significativa de
hesperina e diosmina no sistema vascular, sendo os niveis de hesperidina
superiores ao dos diterpenos fendlicos e acido rosmarinico. Esses pesquisadores
sugeriram um relacionamento funcional e estrutural entre fitorrequladores e
flavondides, em que flavondides seriam protetores da atividade dos fitorreguladores.

Foram realizadas pesquisas com Oleos essenciais, incluindo o de



Rosmarinus officinalis, visando aplicacbes como inseticidas e inibidores de
germinacao de sementes de ervas daninhas. Os resultados obtidos demonstraram
tanto a eficacia desses 6leos quanto a necessidade de mais estudos (ANGELINI et
al., 2000; MORETTI et al., 2002).

Bessette et al (2003) revelaram que pesticidas naturais contendo 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis apresentam eficacia contra larvas de insetos,
apresentando a vantagem de n&o produzir toxicidade a humanos e animais
domésticos. Angelin et al. (2003) testaram a inibicdo de germinagdo de ervas
daninhas com diferentes 6leos essenciais incluindo dois ecotipos de Rosmarinus
officinalis. O ecotipo que possuia 47% de 1,8-cineol inibiu completamente a
germinagao, in vitro, assim como o borneol quando testado isoladamente, composto
presente em alta concentragao no ecotipo 1,8-cineol.

Zeng e Shetty (2000) relataram uma inversao na correlagéo entre compostos
fendlicos totais e a atividade da peroxidase na espécie R. officinalis. Essa proporgao
depende da maturidade da planta, pois as peroxidases estdo envolvidas no
processo de lignificagdo, no tecido cicatricial da planta, na degradagdo de
compostos aromaticos e na defesa de agressdes por agentes patdgenos. Nesses
casos ha um acréscimo da atividade de peroxidagao.

Nogues e Baker (2000), estudando plantas do mediterraneo, incluindo o
Rosmarinus officinalis, pesquisaram os efeitos da radiacao UV-B, antes e durante a
seca. Concluiram nao serem significativas as alteragées ocorridas no crescimento e
fotossintese, porém confirmaram o decréscimo de acido carnésico, devido a
oxidacdo, e aumento de alfa-tocoferol. Pouco se sabe a respeito das fungdes do
acido carnésico na planta, in vivo. Munne-Bosch e Alegre (2001) mostraram que
esse composto protege cloroplastos contra a oxidagao, retirando radicais livres,
durante situagdes de estresse da planta, como secas e altas temperaturas.

Mune-Bosch et al. (2001) observaram o efeito da seca durante o verdo na
regido mediterranea, sobre o Rosmarinus officinalis. Relataram decréscimo de agua
(58%) e reducéo da assimilagcado de didéxido de carbono. Houve aumento de alfa-
tocoferol, isorosmanol (25%), dimetil - isorosmanol (40%), devido a agdo da enzima
desidrogenase levando a oxidacdo do acido carndsico, que apresentou um
decréscimo de 22%.

Sanches-Blanco et al. (2004) testaram os efeitos da irrigacao e umidade em

dois grupos de mudas de alecrim em viveiro, verificando ser o grupo irrigado o que



melhor se aclimatou apds transplante e que apresentou regulamento estomatal mais
eficiente que o grupo submetido a estresse hidrico.

Nakatani (2000) isolou vinte e seis compostos fenodlicos antioxidantes do
Rosmarinus officinalis. Ibanez et al. (2000) utilizaram uma combina¢cdo de métodos
para analise dos principios ativos antioxidantes extraidos de R. officinalis e
observaram que os resultados foram melhores com o HPLC. Torre (2001),
quantificou o alfa-tocoferol (vitamina E) das folhas de Rosmarinus officinalis através
do método de HPLC. As folhas recém-colhidas foram secas em estufa de
microondas e maceradas. O alfa-tocoferol foi extraido com acetona e o extrato
obtido foi analisado por HPLC, usando como padrao o ergocalciferol (Vitamina D).

Stahenko et al. (2002) determinaram, in vitro, a atividade antioxidante do 6leo
essencial obtido, que se mostrou superior a atividade antioxidante da vitamina E, do
Trolox e do BHA (t-butil hidroxi anisol). Essa capacidade antioxidativa foi avaliada
por Cervellat et al. (2002), através da reacao de Briggs-Rauscher, que utiliza pH em
torno de 2,0. Foi demonstrado que o acido carndsico € potente antioxidante, porém
apresenta grande instabilidade, se transformando em carnosol. Para evitar essa
degradacgao, Backleh, Leuold e Parlar (2003) utilizaram pH 4,0 e fluxo de gas em
uma solugdo padrdo na presenga de saponina como substancia surfactante, para
estabilizar o acido carnésico.

Ramirez et al. (2004) obtiveram carnosol e acido carndsico de Rosmarinus
officinalis da extragao com fluido supercritico. Abu et al. (2004) utilizaram ultrassom
para aumentar a eficiéncia da extracdo de acido carndsico. Conseguiram melhor
rendimento e diminuicdo do tempo de extragcdo. Compararam solventes e também
droga seca e fresca. Os melhores resultados foram obtidos com droga seca e
etanol.

Wellwood e Cole (2004) desenvolveram métodos para identificagdo e
separacgao de extratos de 12 amostras diferentes de alecrim, usando trés solventes
com polaridades variadas, obtendo excelente atividade antioxidante. Seus principais
componentes antioxidantes foram separados por HPLC. As concentragdes de acido
carnosico foram correlacionadas com a atividade antioxidante desses extratos e
com a inibigdo da oxidagao do acido linoléico.

Com intuito de demonstrar a atividade antioxidante de compostos naturais,
Ozcan (2003) testou extratos de plantas (Rosmarinus officinalis L, Salvia fruticosa

L., Rhus coriaria L.) na conservacao de 6leo de amendoim. Observou alta eficiéncia



do alecrim, inferior apenas ao BHT (hidroxitolueno butirato).

Sao encontradas varias referéncias sobre a eficacia do Rosmarinus officinalis
L. em processos patologicos. Daferera et al. (2000) pesquisaram as propriedades
antimicrobiana e fungicida do 6leo essencial, atribuindo essa agédo aos compostos
monoterpénicos, que possuem a capacidade de inibir a producdo de Conidios em
Penicilium digitatum. Oluwatuyi, Kaatz e Gibsons (2004) fracionaram um extrato
cloroférmico das partes aéreas de alecrim, obtendo acido carndsico, carnosol, 12-
metoxi-trans-carnésico e  12-metoxi-cis-carndsico. Testaram a  atividade
antibacteriana desses componentes e, devido a eficiéncia detectada, demonstraram
grande potencial para serem sintetizados.

O extrato aquoso de Rosmarinus officinalis possui efeito diurético, provocando
diminuicdo do clearence de creatinina e aumento da excregéo urinaria de eletrolitos
(Haloui et al., 2000).

Em 2001, Zeng et al. demonstraram que a atividade do carnosol, rosmanol e
epirorosmanol se manifesta no corpo humano através da inibicado de radicais livres
lipidicos na membrana plasmatica e da inibicdo de oxidagdo do LDL. Valenzuela et
al. (2004) relataram o risco da formagdo de COPs (produtos de oxidagdo do
colesterol) em alimentos e a necessidade da adicdo de antioxidantes. Testaram a
adicdo de alguns oxidantes naturais, inclusive extrato de alecrim, ao 6leo de soja,
demonstrando inibigdo da oxidagao.

Foi observada inibicdo da motilidade de cultura de Trypanosoma cruzi, na
forma epimastigota, apdés 48 horas de incubagdo com o extrato metandlico de
Rosmarinus officinalis (ABE et al., 2002).

Sotelo-Felix et al. (2002 a, b), utilizando carnosol, verificaram a normalizagao
da bilirrubina plasmatica, redugdo (69%) do malondialdeido (MDA) hepatico e
reducdo da alanina aminotransferase (ALT) em 50%, prevengcdo da queda do
glicogénio hepatico e protegcdo do parénquima hepatico. Assim, atribuiram a agéo
hepatoprotetora do Rosmarinus officinalis ao carnosol.

Kim e Kim (2003), pesquisando a atividade antioxidante e inibitéria do
glutation, sugeriram a possibilidade do extrato hidroalcodlico de alecrim apresentar
propriedades farmacologicas para tratamento de complicagbes diabéticas.

Kosaka e Yokoi (2003) testaram o efeito de extrato de Rosmarinus officinalis
sobre células de glioblastoma humanas T98G, observando aumento na sintese de

NGF (nerve growth factor). O NGF é vital para crescimento e manutengao funcional



do tecido nervoso.

A dependéncia quimica desencadeada com utilizacdo de opiaceos, como
morfina, tem sido motivo de preocupacido de clinicos e pesquisadores.
Hosseinzadeh e Nourbaksh (2003) induziram dependéncia quimica por morfina em
camundongos e testaram a inibicdo da sindrome da retirada utilizando extrato
hidroalcodlico de R. officinalis apdés administracdo de Naloxana, observando
diminui¢do da sindrome.

H& uma necessidade crescente de descobrir substancias com atividade
antiviral, devido ao fato de virus apresentarem resisténcia a determinadas drogas
disponiveis. O HSV (virus do herpes simples) causa grande variedade de doencgas,
podendo levar a 6bito. Vijayan et al (2004) pesquisaram varias plantas de diferentes
familias, selecionando aquelas com histérico etnomedicinal; entre essas foi
estudado o dleo essencial de Rosmarinus officinalis que mostrou atividade parcial
em concentragcdo elevada. Mostraram a necessidade de elucidar os constituintes
ativos dessas plantas que podem ser uteis no desenvolvimento de novos e eficazes
agentes antivirais.

Gedney, Glover e Fillingim (2004) investigaram o efeito inalatério dos 6leos
essenciais de alecrim e lavanda sobre respostas sensoriais e afetivas. Os testes
foram realizados com 13 homens e 13 mulheres. Observaram reacdes ao calor, a
pressdo mecanica e a dores isquémicas induzidas. Concluiram que a aromaterapia
utilizada n&o conseguiu produzir efeito analgésico, porém observaram auséncia dos

efeitos desagradaveis gerados por experiéncias dolorosas.

3.2 O processo inflamatorio

A inflamacédo é uma resposta inespecifica a uma agressao inespecifica. O
agente responsavel pela agressao pode ter natureza quimica, fisica ou biolégica. A
resposta inflamatoria independe da natureza do agente que a iniciou. Os quatro
sinais e sintomas caracteristicos da inflamacado séo eritema, dor, calor e edema,
podendo ocorrer a perda da funcdo da area lesionada. Esses sinais sao
provenientes da dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por
acao de mediadores da inflamag&o. Aumenta o fluxo sanguineo na area lesada
produzindo calor e eritema. Com aumento da temperatura as reagcées metabdlicas
ocorrem com maior rapidez e liberam calor adicional. O edema surge com o

aumento da permeabilidade. Podem extravasar fatores da coagulacdo sanguinea



para os tecidos. O fibrinogénio € convertido a uma espessa rede de filamentos
insoluveis de fibrina onde microorganismos invasores sao aprisionados, bloqueando
a difusdo no organismo. A dor pode resultar de varios fatores, como aumento da
pressao, devido ao edema, sobre tecidos e terminacdes nervosas; de lesdo das
fibras nervosas; da irritacdo devida a substancias toxicas produzidas por
microorganismos ou extravasamento de substancias intracelulares de células
lesadas e, também, por cininas que afetam algumas terminagbes nervosas. As
prostaglandinas intensificam a dor associada & inflamagdo (CORREA e NOVELLI,
2002; TORTORA e GRABOWSKI, 2002; CONSTANZO, 2004).

A inflamagdao é um mecanismo natural de defesa contra qualquer agressao
de agente externo. E caracterizada por reacédo de diversos vasos sanguineos e,
geralmente, acumulo de fluidos e leucdcitos com fungao de diluir e isolar agentes
lesivos. A intensidade da inflamagao depende da extensdo do traumatismo (RANG
et al., 2004). Alguns farmacologistas dividem a resposta inflamatéria em trés fases:
aguda, resposta imune e inflamagdo crbénica. Essas fases inflamatorias sé&o
especificadas por Carvalho (2004). Na fase aguda, que é transitéria, ha aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo. Ha extravasamento de proteinas
aumentando a viscosidade sanguinea. Na fase subaguda (tardia) ocorre migracao
de leucdcitos e células sanguineas até o agressor, obedecendo a um gradiente
quimico (quimiotaxia). O reconhecimento do agressor é feito através de marcadores
protéicos ligados ao agente agressor, fendmeno conhecido por opsonizagao. Ocorre
a fagocitose, morte do microorganismo e degradacgao. A fase proliferativa crénica é
caracterizada por degeneracgao tecidual e fibrose.

Um processo inflamatério ndo desaparece na primeira fase (aguda), pode
evoluir para cura completa, cura com sequelas e inflamacgao cronica, podendo levar
a obito dependendo da extensédo da lesdo e do comprometimento de érgdos com
perda de funcdo. A resposta inflamatéria crénica de hipersensibilidade tardia pode
manifestar-se sob forma de granuloma que s&o ndédulos de tecidos de granulagao.
Sao compostos por fibroblastos, capilares e macréfagos modificados. Geralmente é
observada a presenga de células gigantes formadas por fusdo de macréfagos
modificados, podendo existir necrose central. Podem surgir em decorréncia de
infeccbes micobacterianas e fungicas. Os granulomas podem originar tanto de
organismos vivos como de agentes exdgenos nao-vivos e indigeriveis que podem

desencadear a formagao de células gigantes. O antigeno estimula resposta imune
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celular. Os linfécitos Lth (linfécito T helper) secretam citocinas, estimulando mais
formacgao de Lth. Sdo secretados interferon gama pelos Lth-1 e interleucinas pelos
Lth-2. Essas interleucinas estimulam os mondcitos a modificarem a estrutura e se
transformarem em células epitelidides que, apds sucessivas duplicagdes sem
divisdo da membrana citoplasmatica, formarao células gigantes multinucleadas do
granuloma. Ocorre, na maioria das vezes, a formagao de granulomas como
resposta inflamatoria a microorganismos persistentes, como M. tuberculosis e
alguns fungos (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003).

Em torno de 1h apds inicio do processo inflamatoério surgem os neutréfilos
seguidos pelos mondcitos; com o aumento na produgdo € detectada uma
leucocitose na medula 6ssea. Ha destruicdo quase imediata dos neutréfilos. Os
mondcitos sao transformados em macrofagos moveis, que fagocitam tecidos
danificados, neutréfilos destruidos e microbios invasores. Podem morrer, formando
pus junto com a colecdo fagocitada (TORTORA e GRABOWSKI, 2002). Sao
destruidos microorganismos fagocitados e extracelulares por agdo de compostos
secretados pelos macrofagos ativados, como intermediarios reativos do oxigénio,
NO (6xido nitrico) e enzimas lisossémicas. Os produtos microbicidas liberados
podem lesar células e tecidos normais. Esse processo normalmente regride
progressivamente com o término da infeccdo. Porém, pode ocorrer uma continua
producdo de citocinas e fatores de crescimento, induzindo formacao de fibrose por
reposi¢ao do tecido conjuntivo (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; CARVALHO,
2004).

Na primeira fase da inflamacao ha liberacdo de substancias vasodilatadoras
como histamina, prostaglandinas, leucotrienos e complementos. Tém, nesse
processo, a funcdo de estimular liberacdo de histamina, atrair neutréfilos por
quimiotaxia, estimular fagocitose e algumas podem destruir bactérias (TORTORA e
GRABOWSKI, 2002). Basofilos e mastdcitos podem ser ativados diretamente por
uma variedade de substancias bioldgicas, como compostos polibasicos, peptideos,
citocinas, anafilotoxinas e derivados do complemento (ABBAS, LICHTMAN e
POBER, 2003). Os mastdcitos sao células mononucleares localizadas no tecido, em
superficie de contato com meio externo, como mucosas, serosas, e pele. Contém
poderosos mediadores de reagdes inflamatorias agudas.

O efeito biolégico dos mastdcitos € causado, principalmente, pela liberagao

de aminas vasoativas. Essas aminas sdo compostos n&o-lipidicos, de baixo peso
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molecular, liberadas de granulos citoplasmaticos. A Unica desse grupo em
quantidades significativas no ser humano é a histamina que foi descoberta no inicio
do século XX, quando os estudos experimentais progrediram bastante. Apds a
descoberta da histamina, primeiro mediador da inflamag¢do, os estudos tiveram
impulso maior. A histamina € um mensageiro quimico responsavel por inumeras
respostas celulares, incluindo reacdes alérgicas e inflamatérias, secrecdo de acido
gastrico e, possivelmente, neurotransmissdao em partes do cérebro. Nao possui
aplicagbes clinicas, mas agentes inibidores de histamina tém aplicacdes
terapéuticas importantes. Tem acdo vasodilatadora pronunciada. E sintetizada no
organismo a partir da descarboxilacéo da histidina. E secretada pelos mastdcitos em
reacdes alérgicas ou em traumas. Atua sobre receptores Hq, Hy e Hs. Tem acéo de
curta duragdo. Inicia eventos intracelulares, tais como degradacdo do
fosfatidilinositol em IP; e DAG. A exsudagao do plasma é induzida pela ligagéao
histamina-endotélio. A histamina induz sintese de PGIl, e NO, que produzem
vasodilatagdo. Provoca vasoconstricdo dos musculos intestinais e brénquicos
(CHAMPE e HARVEY, 2002; ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; CARVALHO et
al., 2004; RANG et al., 2004).

A serotonina, denominada 5-hidroxitriptamina, representa igual ou maior
importancia que a histamina, apesar de ser encontrada em menor quantidade no ser
humano. A sintese e armazenamento ocorrem em sitios distribuidos em todo o
organismo, sendo encontrada em maior quantidade na mucosa intestinal e em
menor quantidade nas plaquetas e sistema nervoso central (SNC). E importante na
percepcao da dor, disturbios afetivos, regulacdo do sono, temperatura e pressao
arterial. Aumenta a permeabilidade vascular, resposta quimiotaxica dos leucécitos e
crescimento in vitro de fibroblastos. Estimula a vasodilatacdo e formacgdo de
colageno. A serotonina é sintetizada a partir do triptofano, que é hidroxilado a 5-
hidroxitriptofanio e descarboxilado a serotonina (CHAMPE e HARVEY, 2002;
ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; CARVALHO et al., 2004; RANG et al., 2004).

A partir do acido araquidbnico sdo formados os eicosandides pelas vias
ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase. Obtendo prostaglandinas, tromboxanos, fator
ativador de plaquetas (PAF) e leucotrienos como principais mediadores da
inflamacédo. Os tromboxanos e prostaglandinas s&o chamados prostandides e
obtidos pela via COX. As ciclooxigenases sao COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é

constitutiva, ocorrendo na maioria das células, provavel responsavel pela



12

homeostasia normal. A COX-2 é induzida em células inflamatérias, sendo alvo de
estudos para antiinflamatérios. Existe a COX-2, constitutiva, encontrada no SNC.
Estudos mostram a importancia da COX-2 na hemodinamica real e provavel
envolvimento em processos neoplasicos. A COX-3 foi descrita recentemente por
Chandrasekharan, em 2002. Nos seres humanos 0 RNAm da COX-3 é expresso em
maior quantidade no cortex cerebral e no coracdo. O acetaminofeno (Paracetamol)
e alguns analgésicos-antipiréticos tém acgéo seletiva sobre essa isoforma (RANG et
al., 2004).

As prostaglandinas (PG) atuam sobre nociceptores polimodais (PMN),
principais neurdnios sensoriais periféricos que respondem aos estimulos noéxicos. A
maioria dos PMN é formada por fibras C nao mielinizadas que respondem a
estimulos térmicos, mecanicos e quimicos. As PGE;, PGIl, e PGD, sao potentes
vasodilatadores intrinsecos. Fazem sinergia com histamina e bradicinina,
contribuindo para aparecimento de eritema nas areas inflamadas. Esses
prostandides ndo causam dor, mas potencializam a acdo da bradicinina, que
sensibiliza as fibras C aferentes. A PGE esta envolvida na producao de febre. Tem
concentracdo aumentada no liquor em processos inflamatérios. S&o liberadas por
células lesadas e intensificam efeitos da histamina e cininas. Sua sintese € inibida
no hipotalamo, causando acdo antipirética. As PG podem apresentar agao
moduladora em processos inflamatérios, agindo sobre células inflamatérias,
diminuindo a atividade. A PGE, diminui a liberagdo de enzimas lisossomais e a
produgcdo de metabdlitos toxicos do oxigénio, tendo utilizacdo clinica em
medicamentos contra hemorragia poés-parto, prevengcdo de ulcera péptica,
desobstrugédo artérias em recém-nascidos com malformag¢des congénitas, inibicdo
de agregacdo plaquetaria, glaucoma de angulo aberto e em outras patologias
(RANG et al., 2004).

A maioria das prostaglandinas é produzida no rim, como PGl; e PGE; que
causam vasodilatacdo das arteriolas aferentes e eferentes. Tém agdo moduladora
do RBF (fluxo sanguineo renal); sem essa acgao protetora haveria faléncia renal
ap6s hemorragia. A PGD, tem acao vasodilatadora e broncoconstritora, promove
quimiotaxia dos neutréfilos e acumulo nos sitios inflamatorios. Tém sintese inibida
por inibidores da COX, como aspirina e AINE. As prostaglandinas da série F sao
vasoconstritoras. As prostaglandinas estimulam a formagcdo de AMPc em varios

tipos de células inflamatdrias, inibindo inUmeras respostas bioldgicas, como
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liberagdo de mediadores nos mastocitos, blastogénese de linfécitos e reagdes
citotoxicas mediadas por linfécitos. Em reagdes imunoldgicas a maior producao de
PGE, é encontrada nos mastocitos (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003;
CARVALHO, 2004).

Os tromboxanos sdo mediadores originados também da via ciclooxigenase.
Nas plaquetas € sintetizado o tromboxano A,. Seus efeitos principais sdo a
vasoconstricdo de arteriolas e veias, agregacdo plaquetaria e alteragdo da
resisténcia vascular dos pulmdes junto a outras substancias (CONSTANZO, 2004;
RANG et al., 2004).

Os leucotrienos sao produtos das vias de lipoxigenase que sdo enzimas
soluveis localizadas no citosol e encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastocitos e
leucécitos. Os leucotrienos estimulam a liberagdo de citocinas nos macrofagos e
linfocitos. Podem causar aderéncia, quimiotaxia, ativacido de polimorfonucleares e
monocitose estimular a proliferagdo de macrofagos e linfécitos. Causam
broncoconstricdo prolongada. A administragdo de aspirina exacerba essa
broncoconstricao, sendo a causa mais provavel a inibicdo de PGD, com aumento de
leucotrienos (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; RANG et al., 2004).

O fator ativador de plaquetas é rapidamente destruido pela PAF-hidrolase.
Pode atuar como quimiotaxico. E importante agregante plaquetario. E um lipideo
biologicamente ativo. Possui agdes em varias células-alvo e ndo apenas em
plaquetas. E produzido e liberado pela maioria das células inflamatérias e plaquetas
estimuladas por trombina. Quando aplicado localmente, causa eritema e edema,
devido a vasodilatacdo e ao aumento da permeabilidade vascular. Em doses
maiores pode provocar hiperalgesia. E importante quimiotatico para neutréfilos e
monocitos. Pode ativar a fosfolipase A, para producao de eicosandides a partir de
fosfolipideos (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; CARVALHO, 2004; RANG et
al., 2004).

As citocinas sao mediadores protéicos ou peptideos liberados pelas células
do sistema imune. Incluem interleucinas, quimiocinas, interferons, fatores de
estimulacao de colbnias, fatores de crescimento e fatores de necrose tumoral (TNF).
As citocinas pro-inflamatorias participam de reagdes inflamatérias agudas, cronicas
e reparo tecidual. Podem desencadear cascatas de citocinas, como as quimiocinas.
As citocinas antiinflamatérias inibem a reacao inflamatdria e podem inibir a produgao

de quimiocinas. Sao elas a, IL-4, IL-10 e IL-13. O TGF-3 (fator de crescimento
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transformador), encontrado nas plaquetas e produzido em linfécitos estimulados,
inibem a divisao adicional de linfécitos, regulam a diferenciacdo de outras células e
estimulam proliferacado de fibroblastos, envolvendo reparacgao tecidual. No processo
pirogénico ha liberagdo da IL-1 nas células fagocitarias e, depois, essa interleucina
age no hipotalamo, aumentando produgao de prostaglandinas. As citocinas podem
liberar mediadores da inflamacdo e estimular adesividade celular através da
expressdo de integrinas dos linfocitos. Uma das origens mais importantes das
citocinas sao os linfocitos T helper (CONSTANZO, 2004; RANG et al., 2004,
CARVALHO, 2004). Gratchev et al. (2004) estudaram a acédo da IL-4 e
dexametasona na contra-regulagdao extracelular e fagocitose em macroéfagos
ativados tipo 2. Concluiram que a estimulagdo desses macrofagos com IL-4 e
glicocorticéides regula a fagocitose de particulas opsonizadas ou nao.

Os mediadores de complemento sao originados da ativagdo de um grupo de
proteinas plasmaticas pela via classica ou alternativa através de cascata onde
peptideos sdo gerados por multiplos passos enzimaticos. Essa cascata pode ser
desencadeada por substéncias derivadas de micoorganismos, sendo denominada
“via alternativa”. A via classica envolve anticorpos. Os principais componentes do
sistema do complemento sdo nove, designados C1 a C9. O C3, a partir de clivagem
enzimatica, gera varios peptideos. O C3a (anafilatoxina) pode estimular secre¢ao de
mediadores por mastocitos. O C3b (opsonina) pode fixar-se aos micoorganismos
facilitando a fagocitose por leucécitos. As fragdes C3a e Cba estdo envolvidas no
aumento da permeabilidade vascular, contracdo da musculatura lisa, degranulagao
de mastacitos e quimiotaxia (CARVALHO, 2004; RANG et al., 2004).

O oxido nitrico tem propriedades pré-inflamatérias, age como vasodilatador,
aumenta a permeabilidade vascular e estimula produgdo de prostaglandinas pro-
inflamatdrias. Quando produzido em excesso, causa leséo tecidual por peroxidagao
lipidica. Apresenta atividades antiinflamatérias, pois ao ser liberado das células
endoteliais, inibe a agregagao plaquetaria e adesdo de neutrdfilos e plaquetas.
Inibidores de iINOS (forma induzivel da NO sintetase) tém sido estudados para
tratamento antiinflamatério (RANG et al.,, 2004). Cunha et al (2004) testaram
propriedades antiinflamatoérias do acido caféico e derivados, in vitro e in vivo.
Obtiveram resultados que confirmaram dados encontrados na literatura. Concluiram
ser a atividade antiinflamatéria devida, ao menos parcialmente, a capacidade

desses compostos quelarem 6xido nitrico e modularem a expressdo de iNOS e,
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provavelmente, de outros mediadores da inflamacdo. Lee et al. (2005)
demonstraram o efeito antiinflamatério do inibidor de adenosinoquinase (ADKI) em
células glia tratadas com IC51 (ADKI). Observaram a liberagdo extracelular de
adenosina, redug¢ao na produgao de LPS/IFN-gama mediador de NO e indugdo de
INOS e da expresséao do gene do IFN-alfa. Gonzales et al. (2005) realizaram
experimento em camundongos, onde houve indugdo de cistite intersticial
empregando LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli) com posterior cultura das
células da bexiga. Verificaram aumento significativo na produgédo de TNF-alfa,
substancia P e fator de crescimento de nervo (NGF) nas células das bexigas que
receberam o LPS, em comparagdo com as do grupo controle que receberam
solucao salina, assim como diminuicdo dessa inflamacéao e dos fatores neurotroficos
nos grupos tratados com RDPS58 (peptideo sintético inibidor da sintese de citocinas

pré-inflamatérias).

3.3 Dor

Dor, como outras sensacodes, nao é de facil definicdo. Seu estudo também é
dificil, sendo que o caminho mais seguro é utilizar a descrigao verbal no homem, em
experiéncias subjetivas da dor, sob condigcbes experimentais controladas.
Entretanto, manifestacbes fisiologicas de nocicep¢do medulares podem ser
associadas com dor em animais experimentais e podem ser utilizadas na avaliagao
de substancias com propriedades analgésicas (CARVALHO, 2004).

A dor é um sistema de alerta que informa ao hospedeiro que a parte lesada
precisa ser protegida e que a retirada do agente da area pode ser uma medida
prudente. A dor é uma sensagao subjetiva. Com excecédo do encéfalo, todos os
tecidos do organismo possuem terminagdes livres, 0os nociceptores, que sao
ativados por estimulos térmicos, mecéanicos ou quimicos. O impulso vai da area da
agressao para o sistema nervoso central, mas, no final, sdo centros cerebrais
superiores que determinam a extensao da dor, e estes centros podem receber
outros sinais que podem modificar a dor. As disfungdes fisioldégicas levam a
manifestacdes de hiperalgesia, onde o organismo reage de forma exacerbada a
estimulos leves e alodinia, que € caracterizada por resposta a um estimulo nao-
nocivo. A dor pode persistir apos a retirada do estimulo nocivo. A estimulagao
nociceptiva periférica € mediada por varios neurotransmissores como 5-HT, o mais

ativo, histamina e acetilcolina. A bradicinina € potencializada pela liberagédo de
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prostaglandinas, atua em receptores acoplados a proteina G, produzindo
mensageiros intracelulares. A dor pode ser classificada em rapida ou lenta,
dependendo das fibras condutoras do estimulo nocivo. A dor rapida envolve fibras
A-delta (Ad) composta por neurénios mielinizados, chamada aguda. A dor lenta,
pulsatil, crénica, aparece apos 1 seg do estimulo nocivo, € conduzida por fibras C,
nao mielinizadas, encontradas na pele, tecidos profundos e 6rgaos internos.
Existem sensacgdes dolorosas que se manifestam em propor¢des inadequadas a
funcéo fisiolégica havendo necessidade de administrar substancias bloqueadoras,
analgésicas (TORTORA e GRABOWSKI, 2002; RANG et al., 2004).

Quando acontece um estimulo doloroso, o organismo faz a transducgao,
transformando o estimulo nocivo em potencial de acdo, que é captado por
nociceptores (receptores nocivos). E feita liberacdo de substancias quimicas,
genericamente denominada algogénicas, em decorréncia de processos
inflamatorios, isquémicos e traumaticos. Essas substancias sao produzidas no local,
como a histamina, serotonina, bradicinina, citocinas e derivados do acido
araquidénico. Existem substancias que sdo produzidas antidromicamente, ou seja,
no sentido contrario da transmissao dos nervos sensitivos, do corpo neuronal para a
periferia, sendo a mais importante a substancia P. Inicialmente acontece a
hiperalgesia primaria com sensibilidade local . Apés liberagdo dos mediadores, ha
reducdo do limiar da sensibilidade dos terminais vizinhos e surge uma dor
generalizada causada por estimulos dos receptores de fibras aferentes,
caracterizando a hiperalgesia secundaria (CONSTANZO, 2004; RANG et al., 2004).

O desenvolvimento de métodos para a medida de dor e seu alivio, em
animais de laboratério, tem sido incrementado drasticamente nos ultimos anos. O
principio da maioria deles se baseia na inducdo da dor através de um estimulo,
supostamente doloroso, previamente escolhido, que determina uma resposta
mensuravel de preferéncia quantitativamente, com valores diretamente
proporcionais a intensidade do estimulo que, com a introdugdo de um procedimento
ou substancia, é diminuida (analgésico) ou aumentada (hiperalgésico). Os principais
meétodos, ou pelo menos os de maior utilizagdo, sdo os obtidos através do estimulo
mecénico (compressdo da pata) ou quimico (teste da formalina e de contorg¢des)
(RANG et al., 2004).
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3.4 Antiinflamatdérios e analgésicos

Os medicamentos antiinflamatérios e analgésicos constituem um grupo
heterogéneo de compostos que, em muitos casos, n&o estdo relacionados
quimicamente (embora a maioria deles seja de acidos orgéanicos), porém,
compartilham de algumas agdes terapéuticas e efeitos colaterais. O protétipo é a
aspirina que foi introduzida na medicina em 1899 por Dreser. O nome aspirina
parece ter sido derivado da Spiraea, espécie de planta a partir da qual o acido
salicilico foi preparado durante algum tempo. Pouco tempo depois, os salicicatos
sintéticos substituiram os compostos mais dispendiosos obtidos das fontes naturais.
Nos primeiros anos desse século, os principais beneficios terapéuticos da aspirina
estavam demonstrados (GOODMAN e GILMAN, 2001; CARVALHO, 2004).

Muitos estudos indicam ser a inibicdo da sintese das prostaglandinas o
principal mecanismo das acgdes terapéuticas dos AINE (antiinflamatérios nao
esterdidais). A indometacina € uma excegao notavel porque ela € mais potente nos
testes inflamatérios, do que no ensaio de inibicdo enzimatica. Em sua maioria,
inibem tanto a atividade da ciclooxigenase-1 (COX-1; constitucional), quanto a
ciclooxigenase-2 (induzida em presenga da inflamagao) e, desta forma, as sinteses
das prostaglandinas e do tromboxano. A inibicdo da COX-2 parece mediar, pelo
menos em parte, as agdes analgésica e antiinflamatéria desses medicamentos,
porém, a inibicdo simultdnea da COX-1 provoca efeitos colaterais indesejaveis,
principalmente os que levam as ulceras gastricas resultantes de prostaglandinas e
tromboxano (GOODMAN e GILMAN, 2001).

Rang et al. (2004) citam a COX-3 e descrevem como ocorre a inibicdo das
ciclooxigenases por AINE. Os AINE n&o especificos causam bloqueio tanto na COX-
1 como na COX-2, através da ligagdo de um hidrogénio com a arginina na posigao
120, de forma reversivel para a maioria, excluindo o araquidonato. A aspirina se liga
de forma irreversivel a serina na posicdo 530 e a acetila. A COX-2 apresenta uma
bolsa lateral, pois possui uma valina na posicdo 523 em substituicdo a isoleucina
que é mais volumosa. Esta bolsa lateral € o provavel sitio de ligagdo para
medicamentos COX-2 seletivos. O objetivo das pesquisas com antiinflamatérios
COX-2 seletivos é diminuir efeitos adversos como transtornos gastrintestinais
gerados pela inibicdo de prostaglandinas protetoras de mucosa.

A dor que acompanha a inflamacéo e lesao tecidual resulta provavelmente da

estimulacao local das fibras da dor e de aumento da sensibilidade. Essa hiperalgesia
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€ devida, em parte, a excitabilidade aumentada dos neurdnios centrais da medula
central. Os AINE, em geral, ndo alteram a hiperalgesia causada pela agao direta das
prostaglandinas, o que €& compativel com o conceito dos efeitos analgésicos
resultarem da inibigdo de sintese das prostaglandinas. Entretanto, alguns dados tém
sugerido que o efeito analgésico desses compostos possa ocorrer por outros
mecanismos, como a antinocicep¢gdo dos neurbnios periféricos ou centrais
(CARVALHO, 2004).
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4 MATERIAL e METODOS

4.1 Material vegetal
O material vegetal foi obtido da empresa Santos Flora Ltda. (Ervas Medicinais
e Aromaticas), situada na cidade de S. Paulo, Lote ALER 04/02, proveniente da

Turquia, contendo autenticacdo botanica como Rosmarinus officinalis L..

4.2 Obtencao do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
O OERO foi obtido a partir de hidrodestilacdo das partes aéreas secas e
trituradas, utilizando-se aparelho de Clevenger (FARM. BRAS., 1988). Para calculo
do rendimento do 6leo essencial, tomou-se como base a quantidade da droga
vegetal em gramas utilizada no processo extrativo inicial e o volume resultante de

Oleo.

4.3 Avaliacdo da atividade antiinflamatéria e analgésica do 6leo essencial

de R. officinalis

4.3.1 Animais

O Projeto inicial foi aprovado sob o nimero 05A/2003 pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNIFENAS.

Os animais utilizados foram fornecidos pelo Biotério Central da Unifenas. Nos
diversos experimentos foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 180-
200g, e camundongos swiss albinos machos, com peso entre 20-25 gramas. Os
animais permaneceram em jejum durante 24 horas antes dos experimentos, com
livre acesso a agua em sala climatizada com exaustor para gases, obedecendo a

periodos de claro e escuro de 12 h.

4.3.2 Determinacédo da DLsg
Para a determinacdo da dose letal média foram utilizados grupos de

camundongos (n = 10/grupo) pesando 20 a 25 g e ratos (n = 10/grupo) pesando em
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torno de 180g, que receberam, por via oral (v.0.), doses unicas de diferentes
concentracdes do 6leo essencial (50, 100, 200, 500, 1000, 2000 e 5000 mg/kg). Foi
realizada observacao detalhada por um periodo de 72 horas, e posteriormente até o
7° dia ap6s a administracdo. O numero de animais mortos foi expresso em
percentagem e a DLsy estabelecida pelo método dos probitos de acordo com o

método descrito por Malone e Robichaud (1962).

4.3.3 Determinacédo da dose efetiva 50 (DE so)

A determinacdo da DEs, teve como base os ensaios de edema provocado
por carragenina em ratos e o teste de contor¢cdes em camundongos. Nos dois
ensaios, 0os animais foram tratados (v.0.) com o OERO trinta minutos antes das
aplicac6es dos estimulos. A DEs, foi determinada utilizando-se o Programa Statistic
Module Switcher, o qual consistiu na plotagem direta das doses utilizadas e as

respectivas percentagens de inibicdes.

4.3.4 Edema de pata de rato

O edema de pata baseia-se na variacdo do volume das patas traseiras dos
animais, apés a aplicacdo de algum estimulo inflamatério (WINTER, RISLEY e
NUSS, 1962). Os grupos receberam os tratamentos com o OERO em diferentes
doses (50, 100, 200 e 300 mg/kg, v.0.), com intuito de determinar-se a DEs, trinta
minutos antes da aplicacdo do agente inflamatorio (carragenina 1000 ug/pata, 01
mL). Foi aplicado na regido plantar da pata posterior esquerda dos animais 0,1 mL
de solucado salina e mesmo volume desta contendo o agente inflamatério na pata
direita. Para a medida do volume das patas utilizou-se o plestismémetro da Ugo
Basile modelo 7540, o qual fornece a medida direta do volume a partir da imerséo
da pata do animal em uma cuba contendo solucdo transdutora. As patas foram
medidas antes da aplicacdo da substancia proé-inflamatéria e de hora em hora
durante 4 horas apoés a aplicagdo. Para o célculo da DEsg consideraram-se apenas
os resultados do pico maximo do edema, que aconteceu na 42 hora apés aplicacao

da carragenina.

4.3.5 Teste do granuloma
Em condi¢Bes assépticas e sob anestesia com tiopental sodico (45 mg/kg,

I.p), realizou-se uma incisdo longitudinal ventral em cada animal (ratos) e
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implantaram-se, através de divulsdo do tecido subcutaneo, quatro cilindros de
algodao hidrofilo branco (Johnson & Johnson) de 5mm de comprimento, pesando 40
mg cada, em quatro pontos equidistantes da incisdo. Os cilindros de algodao,
previamente esterilizados por autoclavagem em lotes de quatro unidades pesando
160 mg, foram tratados com 0.4 mL de solucdo aquosa de ampicilina injetavel 5%
(Ariston), seguindo o método descrito por Méier, Schuler e Desaulles (1950) e
Niemegeers et al. (1975) imediatamente antes do implante. Foi administrada, por via
oral, diariamente, solucdo de tween 5% (4 mL/kg, grupo controle, n = 8),
dexametasona (0,2 mg/kg, n = 8), (GERMANO et al., 1995) e OERO (300 mg/kg,
dose determinada pelo edema de pata por carragenina, n = 8), comecando o
tratamento 2 horas depois da implantacdo dos peletes até o 6 dia. No sétimo dia, os
animais foram submetidos a eutanasia, os granulomas removidos por dissecacédo e
submetidos a secagem por 24 horas em temperatura de 60°C. A seguir, Seus pesos
foram determinados em balanca analitica (Explorer Ohaus — Marte) e 0 peso do

granuloma calculado pela diferenca entre os pesos secos inicial e final.

4. 3.6 Dermatite induzida pelo 6leo de croton

Utilizou-se o método descrito por Tubaro et al. (1985). A inducdo da
dermatite ocorreu por aplicacdo de 0.1mL (1 mg/orelha) de uma solucéo de 6leo de
croton em acetona na superficie da orelha direita dos camundongos. Na orelha
esquerda, aplicou-se o0 mesmo volume de acetona. Trinta minutos apos aplicacao
deste estimulo, procedeu-se ao tratamento por via oral, sendo um grupo (n = 10)
tratado com o OERO (300 mg/kg, v.0.), outro com dexametasona (n = 10) (0,5
mg/kg, v.0), e o grupo controle (n = 10) tratado com solucéo de tween 5% (0,5 mL,
controle v.0.). A avaliacdo da resposta antiinflamatdria ocorreu apdés 6 h da
aplicacdo do estimulo. Os camundongos foram submetidos a eutanasia e uma
amostra de 8 mm de diametro da orelha foi retirada com auxilio de um punch de
bidpsia, e estabelecida a diferenca do peso entre a amostra da orelha controle

(esquerda) e a orelha estimulada (direita), expressando os resultados obtidos em
peso (mg).

4.3.7 Permeabilidade vascular em ratos
O método utilizado foi o descrito por Mustard et al. (1965) e Lykbe e
Cummings (1969), consistindo na determinacéo espectrofotométrica da quantidade
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de corante extravasado para 0 espaco intersticial por acdo de um mediador
inflamataorio.

Diferentes grupos de ratos wistar, machos, (n = 5/grupo) foram tratados por
via oral com o OERO (300 mg/kg, v.0), ciproeptadina (10 mg/kg, v.0), indometacina
(10 mg/kg, v.0.), e solucdo de tween 5% (0,5mL, controle). Apds trinta minutos do
tratamento, os animais foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg), e a
regido dorsal depilada. Ap6s este procedimento, 0s animais receberam injecao
endovenosa de azul de Evans (25 mg/kg) e 10 minutos depois foram injetados
intradermicamente com solucéo salina de histamina (50 pg/animal). Cada animal
recebeu 5 injecbes com volume de 0,1 mL de solucdo de histamina, variando os
locais de aplicacdo. Trinta minutos apos a Ultima injecdo, os animais foram
submetidos a eutanasia por overdose de éter etilico, as suas peles retiradas e as
areas préximas aos locais das injecdes removidas com auxilio de um punch de
bidpsia de 1,5 cm de diametro, sendo fragmentadas e colocadas, separadamente,
em tubos de ensaio contendo 3 mL de formamida e mantidas na estufa a 37°C por
24 horas. Este material foi filtrado e centrifugado (2500 rpm) durante 10 minutos.

Determinou-se a quantidade de azul de Evans espectrofotometricamente, em
espectrofotometro UV-1201 (UV-Vis Spectrophotometer) utilizando comprimento de
onda de 620 nm, obtendo-se as concentracfes do corante a partir da densidade

optica (DO) multiplicada por um fator calculado através da curva padrao.

4.3.8 Avaliacdo da atividade analgésica
Avaliou-se a resposta analgésica correlacionando-a com o efeito

antiinflamatoério através dos seguintes testes:

4.3.8.1 Contor¢gbes em camundongos
O teste de contorcbes em camundongos foi realizado seguindo o método
descrito por Koster, Anderson e Beer (1959). Os grupos de animais foram tratados
com diversas doses do OERO (10, 50, 100, 200, 300 e 400 mg/kg) e o controle com
0,5 mL de solucdo de tween a 5%. Trinta minutos depois as contor¢bes foram
induzidas pela administracéo intraperitoneal de acido acético 1% (0,25 ml, i.p). As
respostas contorsivas foram observadas e os resultados obtidos foram expressos

pela Média + EPM do numero de contor¢des no intervalo de 20 minutos.
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4.3.8.2 Teste daformalina

Utilizou-se o método descrito por Dubuisson e Dennis (1977), sendo que foi
administrado a diferentes grupos de camundongos (n = 5/grupo), indometacina (10
mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, i.p.), OERO (300 mg/kg, v.0) e solu¢ao de tween 5%
(controle, 0,25 mL) 30 minutos antes da aplicacéo de formalina.

Foram aplicados, subcutaneamente, 20uL de solucdo de formaldeido a 1%
na regido plantar da pata traseira esquerda de camundongos. Durante 5 minutos,
apos a aplicacdo, observou-se o tempo que os animais levaram lambendo a pata
que recebeu a solucdo de formalina, e por mais 5 minutos, apds 20 minutos da
aplicacdo do estimulo algogénico. Os resultados foram expressos pela Média *

EPM do tempo que os animais permaneceram lambendo as patas nas fases | e Il.

4.3.8.3 Placa quente em camundongos

Antes do tratamento, todos os animais foram submetidos ao estimulo térmico
por um periodo de trinta minutos e a medida do tempo de laténcia estabelecida a
cada dez minutos, sendo 30 segundos o tempo de exposicdo méxima (tempo de
corte). Este procedimento foi realizado com intuito de estabelecer a linha de base de
cada grupo, ou seja, o comportamento dos animais sobre a placa quente antes
da administracdo das substancias testes. Apdés a determinacdo da linha de base,
trataram-se os diferentes grupos de animais (n = 10/grupo) com OERO (300 mg/kg,
v.0.), morfina (4 mg/kg, i.p.) ou solugédo de tween 5% (0,2 mL, controle). Trinta
minutos apos o tratamento, submeteram-se os animais ao ensaio. Utilizou-se a
técnica descrita por Jacob, Tremblay e Colombel (1974) e Jacob e Ramabadram
(1978), colocando-se cada camundongo sobre uma placa quente (Ugo Basile - Mod.
DS57, com cronémetro acoplado) a temperatura de 50 + 5°C, registrando-se o
tempo de laténcia até acontecer a reacdo de saltos (tempo de reacdo em
segundos), considerando-se o tempo de corte de 30 segundos.

O indice de analgesia foi calculado expressando os resultados em
porcentagem do efeito maximo possivel (%MPE) utilizando-se a férmula descrita por
Pini et al. (1997):

% MPE = 100 (TL — BL) / (30 — BL) onde:
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TL corresponde ao tempo de laténcia apds o tratamento;
BL a linha de base dos grupos analisados;

30 corresponde ao tempo de corte.

4.4 Teste para avaliacdo da poténcia em relacdo a leséo gastrica (lesdes
agudas induzidas por estresse)

A inducdo das lesdes géstricas por estresse baseou-se no método descrito
por Takagi, Kasuya e Watanabe (1964) e Takagi e Okabe (1968). Os ratos foram
mantidos em jejum durante 24 horas. Apds este periodo, tratara-se (v.0) 0s
diferentes grupos com solucéo de tween 5% (0.5mL - controle), OERO (300 mg/kg),
cimetidina (100 mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg). Apés trinta minutos, imobilizou-
se cada rato em um compartimento individual (tubo contensor), seguindo o método
descrito por Basile et al. (1990), imergindo-os, verticalmente, até a regiao xiféide,
em reservatério contendo agua corrente a temperatura de 25°C, onde
permaneceram por 17 horas em ambiente iluminado. Apds este periodo, retirou-se
cada animal do tubo contensor, praticou-se eutanasia, retirando-se o0 estdmago
imediatamente, abrindo-o ao longo da grande curvatura, fixando cada estbmago em
lamina de isopor e submetendo-o ao exame das lesGes, usando Ilupa
estereomicroscopica binocular com amplitude de 10 X. Contou-se 0 numero e
severidade das lesdes induzidas pelo estresse classificando-as em:

Tipo | (N3): Presenca de edema, hiperemia e hemorragias puntiformes
(Petéquias);

Tipo Il (N2): Presenca de lesbes hemorragicas com pequenas erosdes na
submucosa,;

Tipo Il (N3): Presenca de erosdes severas com bordas hemorragicas e

algumas lesdes invasivas.

Determinou-se o indice de lesdo (IL) a partir da seguinte formula descrita
por Basile et al., 1990:
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IL = (N3 x 3) + (N2x 2) + (Ngx 1)

n

Onde: N1, N2 , N3 correspondem ao numero de ulceragbes encontradas de

cada tipo, e n ao niumero de animais utilizados no experimento.

4.5 Andlise estatistica
Para analise estatistica dos resultados obtidos nos diversos experimentos,

utilizou-se, para comparacdo das médias, os testes "t" de Student, e para multiplas
comparacdes ANOVA (analise de variancia one-way) seguida do teste de Student-
Newman-Keuls, considerando-se estatisticamente significativos resultados com p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo do 6leo essencial
O rendimento do Oleo essencial extraido por hidrodestilacdo das partes

aéreas de Rosmarinus officinalis foi de 1,4%.

5.2 Determinacéo da dose letal média (DLsp)

Com a administracdo das doses (50, 100, 200, 500, 1000, 2000 e 5000
mg/kg) por via oral em ratos e camundongos, nao foi possivel estabelecer a DLso,
pois, com estas doses, ndo houve nenhuma morte no periodo de sete dias de
observacdo e, nas primeiras 72 horas ap0s a administracdo do OERO, nao foram
observados sinais toxicoldgicos tais como diminuicdo da deambulacéo, piloerecéo e

vOmitos.

5.3 Determinacao da Dose Efetiva 50 (DEs)

A aplicacdo de carragenina na pata dos ratos induziu edema gradativo, cujo
pico maximo observado foi na 42 Hora. O tratamento com as doses crescentes do
OERO (50, 100, 200, e 300 mg/kg) por v.o, sobre o edema de pata de rato, produziu
efeito dose-dependente, em que o coeficiente de correlacdo linear obtido foi r =
0.9986 (y = -13,93 X + 0,30) e o efeito maximo foi observado para a dose de 300
mg/kg, e a DEsy determinada foi de 212 mg/kg (Figuras 1 e 2).

No teste de contorcdes em camundongos, o tratamento com as doses do
OERO de 10, 50, 100, 200, 300 e 400 mg/kg por v.0 produziu efeito dose-
dependente cujo coeficiente de correlacdo foi de r = 0,93095 (y = 30,54x + 0,073), e
a DEsp encontrada foi de 261 mg/kg (Figura 3 e 4).
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Figura 1. Efeito da administracdo (v.0.) do OERO (50, 100, 200 e 300 mg/kg)
sobre 0 edema de pata de rato, induzido pela injecdo intraplantar de carragenina
(1000 pg/pata). Cada valor representa a média £+ EPM de 5 animais do pico
méaximo do edema (32. hora). * p < 0.05 teste “t” de Student.
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Figura 2. Regressao linear do efeito da administracdo (v.0.) do OERO (50, 100,
200 e 300 mg/kg) sobre o edema de pata de rato, induzido pela injecao
intraplantar de carragenina (1000 pg/pata). DEsp = 212 mg/kg, R = 0,9986 (y = -
13,93X + 0,30).
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Figura 3. Regresséao linear do efeito da administracdo (v.0.) do OERO (10, 50, 100,

200, 300 e 400 mg/kg) sobre contor¢des induzidas por acido acético 1% (i.p.) em
camundongos. DEsp = 261 mg/kg, R = 0,93095 (y = 30,54x + 0,073).
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Figura 4. Efeito da administracdo (p.o.) de OERO (10, 50, 100, 200, 300 e 400
mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) sobre contor¢des induzidas por acido acético 1%

(Q.p.).

5.4 Teste do granuloma

A administracdo diaria de 300 mg/kg v.0 do OERO, durante seis dias, inibiu a
formacédo do tecido granulomatoso em 59%, enquanto que, no grupo tratado com
dexametasona 0,2 mg/kg por via oral, a inibicdo foi de 78% .(Figura 4). Estes
resultados foram significativos para p < 0,001 (Teste “t” de Student), quando
comparados com 0 grupo controle entretanto, os resultados dos grupos OERO e

dexametasona nao foram estatisticamente diferentes (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da administracdo do OERO (300 mg/kg v.0.), dexametasona (0,5
mg/kg v.0.), durante seis dias, sobre a formacé&o do tecido granulomatoso. As barras

representam a média £+ EPM de 8 animais. * p < 0.05 teste “t” de Student.

5.5 Dermatite induzida pelo 6leo de croton

A aplicacédo do 0Oleo de croton (1 mg/orelha) produziu edema intenso por 6
horas. A figura 5 mostra que o OERO, na dose de 300 mg/kg v.o., provocou efeito
inibitério significativo (p < 0.05) quando comparado com o grupo controle, inibindo o
processo edematogénico em 77%, efeito este semelhante ao observado com 2,5

pg/orelha de dexametasona, que foi de 72% (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da administragdo do OERO (300 mg/kg) e dexametasona (0,5
mg/kg), sobre o edema induzido por 6leo de croton em camundongos. As barras

representam média + EPM. * p < 0.05, teste “t” de Student.

5.6 Permeabilidade vascular em ratos

Pela aplicacdo da histamina foi possivel observar o aumento da
permeabilidade vascular, detectada pelo grande extravasamento do corante azul de
Evans no grupo controle, tratado somente com solugdo de tween 5%. Entretanto, o
tratamento por via oral com o OERO, trinta minutos antes da aplicacdo do mediador
inflamatorio, foi capaz de antagonizar a resposta a histamina. Esta resposta foi
significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0.05, teste “t” de Student), inibindo a
permeabilidade vascular em 50%, enquanto que no grupo tratado com ciproeptadina
a inibicao foi de 70% (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da administracdo do OERO (300 mg/kg, v.0.) e ciproeptadina (10
mg/kg, v.0), sobre a permeabilidade vascular induzida por histamina em ratos.

As barras representam meédia + EPM. * p < 0.05, teste “t” de Student.

5.7 Teste da formalina

O tratamento dos animais com o OERO (300 mg/kg, v.0.) produziu inibicdo
da fase | do processo hiperalgésico de 40% (p < 0.05, teste “t” de Student),
enguanto a inibicdo da fase Il foi de 48%. As inibicdes das fases | e Il pelo OERO
nao foram estatisticamente diferentes, entretanto, foram diferentes das
provocadas pelo tratamento com morfina (5 mg/kg, i.p), que foram de 83% e 92%,
respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da administracdo do OERO (300 mg/kg, v.0.), indometacina (10
mg/kg, v.0.) e morfina (5 mg/kg, i.p), sobre a hiperalgesia induzida pela aplicagéo
da formalina em camundongos. As barras representam média + EPM. * p < 0.05,
teste “t” de Student.

5.8 Placa quente em camundongos

Neste teste, os animais tratados com o OERO (300 mg/kg, v.0.),
apresentaram tempos de laténcia maior que os tempos basais, medidos antes da
administracdo, como também em relacdo ao grupo controle (tratado somente com a
solucéo de tween 5%), sendo tal diferenca tal diferenca, contudo, ndo significativa.
Mas, a acdo no grupo tratado com morfina (4 mg/kg, i.p) foi efetiva, aumentando o

tempo de laténcia de maneira significativa (Figuras 9 e 10).



35

—— OERO
—e— Controle

_ 35 4 —@— Morfina

()]

fé 30

8 25

o

& 20 A

o

> 15 1

©

o 10 -

Q.

£

(]

'_

-30 -20 -10 0 10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 9. Efeito da administracdo do OERO (300 mg/kg, v.0) e morfina (4 mg/kg, i.p),
sobre o tempo de laténcia em teste de placa quente em camundongos. Cada ponto

representa a Média + EPM.
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Figura 10. indice de analgesia do tratamento com OERO (300 mg/kg, v. 0.) e morfina (

4 mg/kg, i.p.) , em teste de placa quente. As barras representam o indice %.

5.9 Teste para avaliacdo da poténcia em relacdo a lesdo gastrica (lesbes
agudas induzidas por estresse)

Neste experimento, observou-se que o0 tratamento dos animais com
indometacina (10 mg/kg, v.0.) produziu um maior nimero de lesBes, quando

comparado ao tratado com o OERO, na dose de 300 mg/kg (v.0) (Tabela 1). O grupo
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tratado com o OERO inibiu em 44% o numero de lesbes gastricas por estresse

quando comparado ao grupo controle (Tabela 1); entretanto esta inibicdo foi

estatisticamente diferente da do grupo tratado com cimetidina (100 mg/kg), que foi

de 79%.

Tabela 1. Efeito da administracdo de OERO (300 mg/kg, v.0), indometacina (10

mg/kg, v.0) e cimetidina (100 mg/kg, v.0), sobre a mucosa gastrica de ratos

submetidos a restricdo alimentar e estresse por imersdo em agua por 17h.

Tratamento Dose Tipos de lesdes indice de
(mg/kg) o o - llceras
Tween 5% 0,5mL 42 +1,6 46 + 1,7 |34 +1 47,2
OERO 300,0 18+0,8 22 +15 |23 +19 26,2
Indometacina 10,0 84+ 24 |62 £24 |53 + 17 73,4
Cimetidina 100,0 26+ 097 | 7 +14 | 3+ 06 9,8
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6 DISCUSSAO

Os O6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES et al., 2004). A composi¢do do
Oleo essencial de uma planta é determinada geneticamente, sendo geralmente
especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para o seu estagio de
desenvolvimento. Este fato também colabora para a sua concentracdo no vegetal
(TEUSCHER, 1990). No caso da espécie estudada, Rosmarinus officinalis, o
rendimento do 6leo essencial obtido por hidrodestilacéo foi de 1,4%. Angioni et al.
(2004) extrairam 6leo essencial de amostras de Rosmarinus officinalis L. coletadas
na regido de Sardenha, Itélia, e obtiveram rendimentos que oscilaram de 0,48 a
1,75%; portanto, o resultado obtido para a amostra estudada encontra-se dentro dos
padrdes descritos para esta espécie.

Quanto a composicdo fitoquimica do 6leo essencial, Carvalho & Almanca
(2003) relataram que o 6leo essencial € composto principalmente por acetato de
bornila, borneol, linalol. J& em 2000, Pappas identificou 41 componentes do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L., ecotipo verbenona da regido da Corsega,
Espanha, correspondentes a 96,37% do total detectado. Os componentes
majoritarios identificados foram: alfa-pineno (23,41%), bornil-acetato (12,31%),
borneol (8,96%), céanfora (8,7%), verbenona (7,27%), e canfeno (7,11%).
Angioni et al. (2004) identificaram trinta componentes no 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis obtido por hidrodestilacdo e arraste de vapor, sendo que as
amostras vegetais foram coletadas em diferentes latitudes e longitudes da Sardénia,
Italia. Os principais componentes detectados foram alfa-pineno, (-) borneol, canfeno,
canfora, verbenona e bornil-acetato.

Ha a necessidade de se caracterizar os padrbes de toxicidade de Oleos
essenciais, principalmente pelo fato de tratar-se de uma mistura complexa de
compostos apolares altamente lipossolUveis, o que facilita a acdo sobre o sistema
nervoso central (CARVALHO, 2004). Entretanto, quanto aos aspectos

comportamentais toxicos e de letalidade em camundongos, este produto mostrou-se
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seguro, sendo que até a dose de 5000 mg/kg ndo levou os animais a Obito, nao
sendo possivel a determinacao da DLso.

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas, que induz resposta
inflamatéria local mensuravel. O teste do edema de pata de rato, induzido por
carragenina, € o modelo mais utilizado para avaliar efeito antiinflamatério de drogas.
Apresenta duas fases inflamatérias e uma terceira ndo caracterizada. Na primeira
hora, logo apos injecdo da carragenina, ha aumento da permeabilidade vascular
mediada por histamina e serotonina. Na segunda hora, 0o aumento da
permeabilidade € ocasionado por cininas. Na terceira hora, o aumento da
permeabilidade vascular ocorre devido a acdo das prostaglandinas (MELLO, 2002).
O OERO, neste ensaio, produziu efeito dose-resposta, optando-se pela dose de 300
mg/kg para a aplicagdo em todos 0s outros experimentos pelo fato desta dose ter
sido a mais adequada a dose efetiva.

O OERO, a partir da dose de 200 mg/kg, inibiu 0 edema por carragenina de
forma significativa no pico maximo do edema, sugerindo interferir nos mecanismos
densecadeados pela carragenina. Santos e Rao (2000) demonstraram os efeitos
antiinflamatérios e antinociceptivos do 1,8-cineol, composto presente em grande
guantidade nos 6leos essenciais de diferentes quimiotipos de Rosmarinus officinalis,
0 que pode justificar a acdo apresentada do OERO sobre o edema de pata por
carragenina.

Quando sado injetadas substancias irritantes intraperitonealmente em
camundongos, € manifestada uma sindrome caracterizada por contorcées
intermitentes do abdémen, tor¢cdo do tronco e extensédo das patas traseiras. Ocorre
leséo tecidual e liberacdo de mediadores da inflamacéo, responsaveis pela indugéo
do estimulo nociceptivo que pode ser blogueado por anestésicos locais e
substancias analgésicas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2000). O OERO, a partir da
dose de 10 mg/kg até a dose de 400 mg/kg, apresentou efeito inibitério dose-
dependente significativo sobre o processo hiperalgésico desencadeado pela
aplicacdo de acido acético. O fato relevante deste resultado é que a DEsy de 261
mg/kg, determinada neste experimento, condiz com a encontrada no ensaio de
edema de pata por carragenina, que foi de DEsp = 212 mg/kg, demonstrando, assim,
gque 0S mesmos mecanismos estdo envolvidos na inibicdo do edema e das

contor¢cdes, ja que no ultimo processo estdo envolvidas no desencadeamento do
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processo de hiperalgesia as prostaglandinas do tipo PGE,, e PGF,, e sistema
adrenérgico (CARVALHO et al., 2004).

As fases que caracterizam o ensaio de granuloma (fase transudativa,
exsudativa e proliferativa) estdo relacionadas com os fendmenos ocorridos durante o
processo inflamatério (SWINGLE e SHIDEMAN, 1972). Os fendmenos béasicos sdo
comuns a qualquer tipo de inflamacdo, e independem do agente inflamatorio.
Dividem-se em cinco etapas, podendo ocorrer concomitantemente. A fase
transudativa corresponde a fase irritativa e a vascular, onde h& liberacdo de
mediadores e aumento da permeabilidade vascular. A fase exsudativa caracteriza-se
por exsudato celular e plasmatico. Apresenta, ainda, uma 42 fase, degenerativa-
necrotica e uma 52, correspondente a proliferativa, que € a produtiva—reparativa
(CORREA e NOVELLI, 2000).

No teste do granuloma, o tratamento com o OERO desencadeou inibigéo
altamente significativa quando comparado com o grupo controle (p < 0,001). Foi
demonstrado, assim, seu efeito antiinflamatério semelhante ao observado para os
farmacos antiinflamatorios esteroidais, tais como a dexametasona utilizada neste
experimento,cuja inibigao foi de 78% (Figura 5).

O teste de eritema em orelha de camundongos, induzido por 6leo de croton, é
0 mais utilizado para avaliar a atividade antiinflamatéria topica de novas drogas. O
Oleo de croton € irritante vascular, causando infiltracdo leucocitaria de
polimorfonucleares, edema intracelular e dermatite tdpica. Na fase inicial, h&
degranulacdo dos mastoécitos. Em roedores, esses granulos contém mediadores
inflamatorios com predominancia de serotonina (MONTELLO e MARTINS, 2002).
Todo este processo € inibido com o uso de um antiinflamatério esteroidal, o que foi
demonstrado no experimento, em que a dexametasona foi usada como controle
positivo inibindo em 72%, e o grupo tratado com o OERO, em 77%, demonstrando,
assim, que este principio ativo interfere sobre o processo de geracao dos produtos
da cicloxigenase, gerado pelo metabolismo do acido araquidénico presentes quando
aplicado o 6leo de croton (INOUE, MORI e SHIBATA1989; YOUNG e DE YOUNG,
1989).

Zibetti et al. (2002) evidenciaram a participacdo da serotonina na hiperalgesia,
aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia de leucécitos. No teste da

permeabilidade vascular realizado, foi utilizada somente histamina como agente
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estimulante, e o tratamento com o OERO antagonizou a acédo deste mediador
inflamatario, inibindo o processo em 50% (Figura 7).

A inflamagédo aguda causa aumento da permeabilidade vascular, liberando
substancias mediadoras do processo inflamatério, sendo a histamina de grande
importancia no estagio inicial desse processo por ser mediadora da resposta
monofasica da permeabilidade. Liga-se aos receptores H; da célula endotelial,
provocando contracdo dessa célula e extravasamento de substancias para o espaco
intersticial (RANG et al., 2004). A ciproeptadina foi usada como farmaco padrédo
inibidor de receptor H;. A resposta apresentada pelo tratamento com o OERO
demonstra a eficacia deste sobre processo inflamatério agudo.

O modelo da formalina € um método para estudar-se a antinocicepgao central,
que ocorre na fase aguda. Ao administrar a formalina intraplantar, as fibras C
aferentes sdo estimuladas, ocorrendo dor aguda que persiste por cinco a dez
minutos, com periodo de aquiescéncia de vinte a trinta minutos, quando acontece a
fase tardia causada por inflamacao e estimulagéo neuronal da medula espinhal (PINI
et al., 1997). No mecanismo da geracao da dor por formalina, ha o envolvimento dos
receptores pés-sinapticos NMDA (N-metil-D-aspartato), que respondem as fibras C e
A delta. Esses receptores estdo associados com processos de aprendizagem e
memoria, estados dolorosos agudos e cronicos. Quando o estimulo sobre as fibras C
€ repetitivo, ocorre o “wind-up”, havendo ampliacdo dos campos receptivos e da
resposta dos neurdnios nociceptivos espinhais, que liberam glutamato e substancia
P, que estimulam os receptores NMDA. Este complexo ativa a proteina C quinase,
através da cascata de inositol, sendo sintetizados Oxido nitrico e prostaglandinas.
Esse processo leva & hiperalgesia secundaria (WEI, F., 2001; SUAREZ, I. et al.,
2005).

O resultado do tratamento com o0 OERO no teste de formalina, na fase aguda,
mostrou alta significancia (p < 0,001) quando comparado com o0 grupo controle,
tratado com solucdo de tween 5%. Na fase tardia (fase Il), que caracteriza a dor
inflamatoria, o tratamento com o OERO inibiu esta fase de maneira altamente
significativa (p < 0,001). O efeito mostrou-se similar ao apresentado pela
indometacina, confirmando o efeito analgésico periférico do OERO, sugerindo
inibicdo da producdo de prostaglandina, jA& que foi efetivo também no teste de

contor¢cdes em camundongos.
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O teste da placa quente ndo mostrou resultados significativos quando
comparado o OERO com o grupo controle; apenas houve significancia (p < 0,001)
para os resultados obtidos com o tratamento com morfina, que apresentou tempo de
laténcia superior ao OERO e ao controle.

A morfina € um analgésico opidide, que apresenta acado sobre o sistema
nervoso central, aumentando o limiar da dor. Véarios estudos tém sido realizados para
verificar o mecanismo de acdo de AINE. O Paracetamol-acetominofen também
apresenta acdo central, diminuindo a concentracdo de PGE; no cérebro devido a
inibicdo da terceira isoenzima ciclooxigenase (COX-3). Enquanto outros AINE, como
a indometacina, apresentam acao periférica (BOTTING e AYOUB, 2005).

Sugere-se para 0 OERO um modo de agdo semelhante ao indometacina, ou
seja, periférica. O indice de analgesia para morfina foi de 66,8%, enquanto para o
OERO foi de 32,72%. Este resultado, apresentado no ensaio de placa quente, ndo
apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo controle, apesar de
apresentar um tempo de laténcia superior a este; ja a morfina, por aumentar o limiar
da dor e agir ao nivel central, diferentemente dos AINE foi efetiva (RANG et al.,
2004).

O extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis promoveu diminuicdo de
lesdo gastrica ulcerativa produzida por indometacina, etanol e reserpina em ratos
devido a atividade antioxidante dos compostos presentes neste extrato (DIAS et al.,
2000). Estes pesquisadores sugeriram que o0 mecanismo farmacoldgico envolvido
nesta acdo nao estaria relacionado com 6xido nitrico nem com prostaglandinas, mas
com aumento de radicais sulfidrila ndo protéico ou com a atividade antioxidante dos
compostos presentes neste extrato.

Em 2002, Repetto e Llesuy mostraram a evidéncia da participacdo da espécie
reativa do oxigénio na etiologia e fisiopatologia de doencas humanas como
desordens neurodegenerativas, inflamacgdes, infecgbes virais, doencgas auto-imunes
e distarbios do sistema digestivo (inflamacao gastrintestinal e Ulcera géstrica), assim
como a protecdo conferida por compostos naturais com atividade antioxidante.
Experimentos demonstraram efeito citoprotetor de determinadas espécies vegetais
impedindo, ou reduzindo, o efeito do estresse oxidativo na Ulcera gastrica induzida
por etanol.

A citoprotecdo gastrica € conferida por algumas substancias, como as

prostaglandinas. Os AINEs desencadeiam acédo inibitoria sobre a ciclooxigenase
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inibindo a formacdo de prostaglandinas, tendo como efeito adverso os danos
gastricos, principalmente quando ndo sdo COX-especificos, inibindo tanto COX-1
como COX-2 (CARVALHO, 2004). A indometacina é um potente analgésico e
antiinflamatério, porém causa grandes danos na mucosa gastrica, como foi
confirmado nesse experimento. O tratamento com o OERO produziu 64% menos
danos ulcerativos que a indometacina.

A COX-1 esta constitutivamente presente em muitos tecidos e é responsavel
pela producao fisiologica de prostandides homeostaticos e citoprotetores da mucosa
gastrica, endotélio, plaguetas e rins. O OERO, nas condicbes do experimento,
mostrou efeitos menos danosos a mucosa gastrica, apresentando menor indice de
lesbes com diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado a indometacina e
diferenca ndo significativa quando comparado a cimetidina que é um farmaco
protetor da mucosa gastrica. Esses resultados sugerem uma acdo protetora da
mucosa gastrica, como a encontrada para o extrato desta espécie vegetal por Dias et
al. (2000), e sustenta-se a hipotese de que, apesar do OERO atuar sobre os
processos inflamatorios experimentais semelhantes a inibidores da COX, entretanto,
neste Oleo deve estar presente algum marcador farmacoldgico que induz uma
citoprotecdo, ja que a inibicdo da geracdo de Ulcera gastrica foi somente de 44%.
Outro fato importante é que o OERO apresenta propriedades antioxidativas podendo
auxiliar no processo preventivo da formacéo de Ulceras induzidas por estresse.

Carvalho et al. (2004) descreveram as atividades antiinflamatoria e analgésica
do extrato bruto hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis. Este estudo realizado com
o OERO confirma as propriedades antiinflamatéria e analgésica do espécime
estudado.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nos diversos experimentos, sugerem-se as
seguintes hipoteses:

a) O OERO apresenta atividade antiinflamatéria sobre processos inflamatérios
agudo e croénico;

b) A acdo antiinflamatéria do OERO é similar a dos antiinflamataérios inibidores
da COX;

c) O OERO apresenta atividade analgésica;

d) A acado analgésica do OERO ¢ caracterizada como acdo antialgica, ja que
ndo atuou sobre os modelos que caracterizam uma possivel acdo sobre o sistema
nervoso central,

e) Apesar da atividade antiinflamatoria do OERO ser caracteristica de
compostos ndo esteroidais, este provoca pouca interferéncia deletéria sobre a
mucosa gastrica,

f) O OERO por via oral apresenta alto grau de segurancga;

g) A atividade antiinflamatoria e analgésica da espécie Rosmarinus officinalis

deve-se a compostos terpénicos.
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