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RESUMO

Palicourea rigida Kunth, pertencente a familia Rubiaceae, tem sido utilizada na medicina
popular para o tratamento de inflamagdes e infec¢des do trato urinario, do aparelho reprodutor
feminino e para doencas da pele. Do ponto de vista quimico, triterpenos, iridoides, flavonoides
e alcaloides tém sido identificados na espécie. O objetivo do presente trabalho foi realizar uma
caracterizacdo quimica e avaliar as atividades anti-inflamatdria topica e cicatrizante de P.
rigida. Folhas secas e pulverizadas foram extraidas em etanol P.A. por maceragdo estatica
seguida de rota-evaporacdo para obtengdo do extrato etandlico (EEPR). EEPR foi submetido a
parti¢cdo liquido/liquido, adquirindo as fragdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e
butandlica. EEPR foi analisado por CLUE-UV-EM, enquanto a fra¢cdo hexanica por CG-EM.
A fracdo em acetato de etila foi fracionada por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 e
a substncia isolada foi elucidada por RMN 'H e 13C e espectrometria de massas. A partir de
EEPR, foi desenvolvido uma formulagio de creme a base Lanette® (cEEPR). A atividade anti-
inflamatoria topica de EEPR foi avaliada pelos modelos de edema de orelha em camundongos
Swiss empregando 6leo de croton, acido araquiddnico, capsaicina e fenol. A atividade
cicatrizante de EEPR e cEEPR foi investigada em ratos Wistar através do modelo de lesdes por
excisdo cutdnea. Analises histopatoldgicas e as atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO)
e N-acetil-p-d-glucoronidase (NAG) foram também determinadas. Loganina e quercetina 3-6-
O-acetil-B-glicosideo foram identificadas no EEPR por CLUE-UV-EM, enquanto acido
palmitico, fitol, 4cido linoleico, esqualeno, gama tocoferol, vitamina E, campesterol,
estigmasterol e gama sitosterol foram caracterizadas na fragdo hexanica por CG-EM. A partir
da fracdo em acetato de etila, o flavonoide quercetina 3-O-B-D-glicosideo foi isolado e sua
estrutura elucidada. EEPR apresentou atividade anti-inflamatoria topica nos diferentes modelos
através da redugdo da massa e espessura do edema, assim como pela diminui¢do do processo
inflamatorio observado pelas analises histopatologicas e inibi¢do das atividades de MPO e
NAG. EEPR e cEEPR demonstraram atividade cicatrizante pela diminui¢@o da area da lesdo e
aumento do grau de contragdo, bem como pela estimulacdo do processo de cicatrizagdo e
reducdo das atividades de MPO e NAG. Os resultados indicam que P. rigida € rica em
substancias bioativas que podem ser responsaveis pelas atividades anti-inflamatoria e
cicatrizante.

Palavras-chave: Palicourea rigida; inflamagdo; cicatrizacdo; flavonoides; preparacdes
farmacéuticas; cromatografia.
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ABSTRACT

Palicourea rigida Kunth, belonging to the Rubiaceae family, has been used in folk medicine
for the treatment of inflammation and infections of the urinary tract, female reproductive tract
and skin conditions. From the chemical point of view, triterpenes, iridoids, flavonoids and
alkaloids have been identified in species. The aim of this study was to perform a chemical
characterization and evaluate the topical anti-inflammatory and wound healing activities of P.
rigida. Dried and powdered leaves were extracted in ethanol PA by static maceration followed
by rota-evaporation for obtaining ethanol extract (EEPR). EEPR was subjected to partition
liquid/liquid to obtain the hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol fractions. EEPR
was analyzed by UPLC-UV-MS, while the hexane fraction by GC-MS. The ethyl acetate
fraction was separated by column chromatography with Sephadex LH-20 and the isolated
compound was elucidated by 'H and '3C NMR and mass spectrometry. From the EEPR, a
dermatological formulation was developed using the cream-based Lanette® (cEEPR). The
topical anti-inflammatory activity of EEPR was evaluated by the ear edema models in mice
Swiss using croton oil, arachidonic acid, capsaicin and phenol. The wound healing activity of
EEPR and cEEPR was investigated in Wistar rats through the model of skin lesions.
Histopathological analysis and activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-
B-D-glucuronidase (NAG) were also determined. Loganin and quercetin 3-6-O-acetyl-f3-
glucoside were identified in EEPR by UPLC-UV-MS, while palmitic acid, phytol, linoleic acid,
squalene, gamma tocopherol, vitamin E, campesterol, stigmasterol and sitosterol were
characterized in the hexane fraction by GC-MS. From the fraction in ethyl acetate, the flavonoid
quercetin 3-O-B-D-glucoside was isolated and its structure elucidated. EEPR showed topical
anti-inflammatory activity in different models by reducing the the mass and thickness of the
edema, as well as through the decrease in the inflammatory process observed by
histopathological analysis and inhibition of the MPO and NAG activities. EEPR and cEEPR
demonstrated wound healing activity by decrease the area of lesion and increase the contraction
degree, as well as stimulate the healing process and reduce the MPO and NAG activities. The
results indicate that P. rigida is rich in bioactive substances which may be responsible for the
anti-inflammatory and wound healing activities.

Keywords: Palicourea rigida; inflammation; wound healing; flavonoids; pharmaceutical
preparations; chromatography
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1. INTRODUCAO

Ao longo do tempo, os seres humanos t€ém contado com a natureza para atender suas
necessidades basicas e as plantas medicinais, em particular, t€m sido uma das bases dos
sistemas tradicionais da medicina. Os primeiros registros que documentaram este fato destacam
o uso de aproximadamente 1.000 substancias derivadas de plantas na Mesopotamia. O "Papiro
de Ebers", registro datado de 1.500 a.C., relata o uso de mais de 700 drogas, principalmente de
origem vegetal (NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2008). Desse modo, durante milhares
anos, as plantas medicinais tém representado um importante papel na satide das populagdes.

Estima-se que cerca de 25 a 30% de todas as drogas empregadas como agentes
terapéuticos sdo derivadas de produtos naturais e, mesmo com os grandes avangos das ciéncias
e da medicina moderna nas ultimas décadas, as plantas medicinais continuam sendo utilizadas
no tratamento das enfermidades humanas e animais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR;
MELLO, 2008). Neste sentido, a expansdo do uso de plantas medicinais pode ser atribuida ao
seu facil acesso e, em geral, aos baixos efeitos adversos quando comparadas aos fairmacos
sintéticos, o que tem proporcionado a busca dos denominados tratamentos "naturais". Outros
fatores importantes que tém contribuido para as aplicacdes medicinais nas tltimas décadas sdao
a crescente validacdo cientifica das propriedades farmacoldgicas das espécies vegetais, as
politicas nacionais de saude, o desenvolvimento de novas formas de preparagdes e
administracio dos produtos e o relativo “baixo custo” do tratamento (CANIGUERAL;
DELLACASSA; BANDONI, 2003; MELO et al., 2007). No entanto, no Brasil, as plantas
medicinais da flora nativa ainda tém sido consumidas com pouca ou nenhuma comprovagao de
suas propriedades farmacolodgicas, sendo estas propagadas por usudrios ou comerciantes.
Muitas vezes, essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles
utilizados pelos nativos (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) define planta medicinal como sendo todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais o6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou que sejam precursoras de farmacos semissintéticos (WHO, 1998). A
diferenca entre planta medicinal e fitoterapico consiste no preparo da planta medicinal para uma
formulagdo especifica, o que a caracteriza um fitoterapico. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), por meio de sua portaria n° 26, de 13 de maio de 2014, define que
medicamentos fitoterapicos sdo aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
ativas vegetais e sdo utilizados com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL,

2014).
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Diante da importancia sobre o uso de plantas medicinais, uma das etapas do estudo de
suas propriedades quimicas e terap€uticas € a selecdo. A seleg@o consiste da escolha da espécie
vegetal que pode ser feita de varias maneiras: através de informacdes sobre uso tradicional, dos
componentes quimicos, da selecdo randomizada ou da combinag@o de mais de um critério. A
abordagem que tem prevalecido entre os pesquisadores ¢ o estudo de espécies que tém
propriedades terapéuticas estabelecidas na medicina tradicional, o qual é conhecido como
etnofarmacologia, tendo como base a etnobotanica (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Considerando os principios abordados, a espécie escolhida para realizagdo do presente
estudo foi a Palicourea rigida Kunth. Esta espécie pertence a familia Rubiaceae, conhecida
popularmente como douraddo, sendo amplamente distribuida na América do Sul, em especial
no bioma cerrado brasileiro. O decocto de suas folhas e raizes € utilizado pela populagdo para
doencas da pele, como para o tratamento de sifilis, enquanto as folhas e cascas do caule em
decoccdo sdo empregadas como depurativo, em doencas renais e para inflamacgdes do ovario
(GRANDI et al., 1989, SILVA-JUNIOR, 2005). Com base nesses usos tradicionais € em
estudos que evidenciaram os aspectos fitoquimicos e farmacologicos com potencial terapéutico,
o presente trabalho teve como objetivo aprofundar a pesquisa sobre os constituintes quimicos e

atividades farmacologicas das folhas de P. rigida.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  PLANTAS MEDICINAIS E MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Desde os primordios da humanidade, os seres humanos t€ém contado com as plantas para
as necessidades basicas como a alimentago, confec¢ado de roupas, abrigos e para fins adicionais
como a caca. Muitas plantas também s3o usadas devido as suas acdes bioldgicas, em rituais
religiosos, para aumentar a resisténcia e, principalmente, na promocao da saude da populacio
(RAMAWAT; MERILLON, 2008). Até o século passado, por exemplo, a maioria dos
medicamentos era derivada diretamente de fontes vegetais ou animais e os sistemas tradicionais
de medicina que se utilizam das plantas medicinais se tornaram tema de importancia global nas
ultimas décadas (HALBERSTEIN, 2005). No entanto, mesmo com a medicina moderna
presente, muitos paises, em especial os em desenvolvimento, ainda dependem das preparacdes
a base de plantas para os cuidados primarios de satide. Essas preparagdes sdo muitas vezes
empregadas por razdes historicas e culturais, sendo descritas como medicina complementar ou
alternativa (WHO, 1999).

Um importante conceito de plantas medicinais € aquele que descreve como espécies de
origem vegetal que possuem tradicao de uso em uma populacdo ou comunidade e sdo utilizadas
com a finalidade de prevenir, aliviar ou curar enfermidades. Além disso, apds coleta e operagdes
de secagem, o processamento das plantas medicinais pode resultar na obtencao de fitoterapicos
(CARVALHO et al., 2008) que, segundo a legislacdo sanitaria brasileira, sdo medicamentos
produzidos a partir de matérias-primas vegetais que apresentam atividades farmacoldgicas e
podem ser usados no tratamento de enfermidades. Esses medicamentos sdo caracterizados por
oferecerem garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composi¢ao
padronizada e seguranga de uso para a populacdo (ANVISA, 2012; BRASIL, 2014).

Em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de
fitoterapicos. No Brasil, a politica de plantas medicinais e fitoterapicos teve inicio no ano de
1981 por meio da Portaria n. ° 212/MS, de 11 de setembro, que em seu item 2.4.3 estabeleceu
o estudo das plantas medicinais como uma das prioridades de investigacdo clinica. Em 1982, o
Ministério da Satde langou o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos para promover o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e
complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de medicamentos
fitoterapicos, fundamentada no real valor farmacologico de preparagdes de uso popular a base
de plantas medicinais (ANVISA, 2011).

Por meio do Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006, foi aprovada a Politica Nacional
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de Plantas Medicinais com o intuito de garantir 4 populagdo brasileira o acesso seguro € o uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos. Também teve como objetivo ampliar as opgoes
terapéuticas aos usuarios, com seguranga, eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade
da atencdo a saude tendo em vista o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais
(BRASIL, 2006).

Considerando o segmento académico, a conviccdo da importincia dos recursos
naturais para o desenvolvimento vem de longa data. Afinal, as plantas fazem parte da vida do
homem desde seus primordios e sua participagdo nos diversos estagios de desenvolvimento da
sociedade ¢ inegavel. Muitas patentes, que originaram medicamentos comercializados por
empresas multinacionais, tiveram origem em universidades brasileiras, pois o pais apresenta
uma das maiores biodiversidades do planeta (SIMOES; SCHENCKEL, 2002). J4 no segmento
industrial, € nitido o interesse em produtos naturais como fonte de modelos para farmacos tendo
em vista a utilizacdo das substancias ativas como prototipos. Estes servem como fonte de
matérias-primas farmacéuticas, obteng¢do de substancias ativas isoladas e medicamentos
elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais (KINGSTON, 1996; SHU, 1998,
HARVEY, 2000).

2.2 FAMILIA RUBIACEAE

Inicialmente descrita por Antoine Laurent de Jussieu, em 1789, a familia Rubiaceae
Juss. tem seu nome derivado do género Rubia L., do latim rubium, fazendo referéncia a tinta
vermelha produzida pelas raizes de plantas deste género utilizada para tingir tecidos
(CRONQUIST, 1981). Essa familia ¢ a maior da ordem Gentianales e contempla 650 géneros
com cerca de 13.000 espécies, representando aproximadamente 66% das espécies desta ordem,
o0 que a torna uma das maiores familias pertencentes as Angiospermas (BREMER, 1996; ROVA
et al., 2002). De acordo com a classificagdo de Robbrecht (1988), as Rubiaceas dividem-se em
quatro subfamilias: Cinchonoidae, Ixoroideae, Rubioideae e Antirheoidae. Sdo principalmente
plantas lenhosas tropicais e consistem de arvores e arbustos € menos frequentemente de ervas
perenes anuais. Sua maior diversidade é encontrada nas regides tropicais e subtropicais do novo
mundo, porém a familia apresenta distribuicdo global (SOUZA; LORENZI, 2008; JUDD et al.,
2009). No Brasil, ocorrem aproximadamente 130 géneros e 1.500 espécies com maior
incidéncia no bioma Cerrado. Neste bioma, sdo encontradas 376 espécies, sendo considerada a
sétima familia mais rica em espécies e uma das principais familias da flora brasileira

(CONSOLARO, 2008; SOUZA; LORENZI, 2008; BARBOSA et al., 2010).
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Diversas espécies de Rubiaceae detém grande importancia econdmica e farmaceéutica,
sendo também utilizadas com finalidade alimenticia e ornamental, podendo apresentar
propriedades toxicas. Onze espécies de Rubiaceae sdo quimicamente ricas em metabolitos
secundarios com atividade bioldgica e s@o caracterizadas como bioprodutoras de metabdlitos,
em especial os pertencentes a classe dos iridoides, terpenoides, flavonoides, taninos, quinonas
e alcaloides. Essas substancias ja foram detectadas em diversas espécies, com significativas
variagdes estruturais entre as diferentes subfamilias (Rubioideae, Cinchonoideae,
Antirheoideae e Ixoroideae) (INOUYE et al., 1988).

No Brasil, sdo estimados 38 géneros de Rubioideae, plantas lenhosas ou herbaceas, com
estipulas inteiras ou divididas, frequentemente bifidas ou fimbriadas, ovario com um ou muitos
ovulos por loculo, e frutos carnosos ou secos. A subfamilia é caracterizada pela presenga

generalizada de rafides e deiscéncia valvar da corola (BARROSO et al.,1986).

2.3 GENERO Palicourea

O género Palicourea Aubl., pertencente a tribo Psychotriae da familia Rubiaceae, esta
taxonomicamente relacionado ao género Psychotria L. que contém o maior nimero de espécies
desta tribo. Existem trés centros de riqueza de espécies de Palicourea, todos na América do
Sul, sendo um deles a regido do Planalto Centro Sul do Brasil (TAYLOR, 1989). Segundo Silva
(1995), no Distrito Federal, ocorrem cinco espécies de Palicourea: P. coriacea (Cham) Schum;
P. crocea (SW) R & S; P. marcgravii St. Hil; P. officinalis Mart e P. rigida Kunth.

Palicourea inclui aproximadamente 230 espécies que se apresentam como arbustos ou
arvores de pequeno porte. De acordo com a literatura, um nimero significativo de Palicoureas
apresenta potencial citotoxico para seus extratos e fracdes (CRAGG; NEWMAN; YANG,
2006). Uma grande variedade de metabolitos ja foi relatada para o género, incluindo terpenos,
cumarinas (EL-SEEDI, 1999), alcaloides (NASCIMENTO et al., 2006) e substancias fenolicas
(INACIO et al., 2013), como os flavonoides (ROSA et al., 2010).

2.4  ESPECIE Palicourea rigida KUNTH

Palicourea rigida Kunth ¢ conhecida popularmente como “gritadeira”, “bate-caixa”
(nomes que fazem referéncia ao som emitido pelas folhas rigidas quando tocadas), “douradio”,
“douradinha”, “erva matadeira” e “erva de rato”, podendo ser encontrada desde o México até a
Argentina (SILVA-JUNIOR, 2005). No Brasil, ocorre particularmente nas regides do cerrado

brasileiro sendo catalogada em 13 estados (BOLZANI; TREVISAN; YOUNG, 1992;
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MEDEIROS, 2011). De acordo com Engler (1964), a classificagdo botanica da P. rigida

encontra-se conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Classifica¢do botanica de P. rigida Kunth

Classificacio
Divisdo Angiosperma
Classe Dicotiledonea
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Rubioidae

Tribo Psychotriae
Género Palicourea
Espécie Palicourea rigida

Fonte: ENGLER (1964)

A espécie se apresenta como arbustos de coloracdo verde, tem sua floragdo
predominante entre os meses de setembro e margo e sua frutificagdo ocorre entre novembro ¢
abril. Suas folhas sdo grandes, podendo atingir até 25cm de comprimento e 15cm de largura
apresentando caracteristica coridcea (Figura 1). As flores sd@o pentdmeras e de coloragdo
amarelo-avermelhada (MACHADO et al., 2010). Certas caracteristicas peculiares a esta planta,
como a arquitetura de seu caule, ramos e folhas e a presenca marcante de suas flores,
evidenciam o potencial para que seja indicada como ornamental (Figura 2) (SILVA, 1995).

Entretanto, P. rigida ¢ uma planta bastante conhecida na medicina popular e seu uso
terapéutico esta registrado em publicacdes sobre plantas medicinais. O decocto de suas folhas
e hastes ¢ utilizado em doengas do sistema urinario apresentando também acdo diurética
(VENCATO et al., 2006). Grandi e colaboradores (1989), em um estudo de campo em Minas
Gerais, constataram que a populagdo faz uso das folhas e raizes para doencas da pele como
antissifilitico e das folhas e casca do caule, em decoc¢@o como depurativo, em doengas renais

e para inflamagdes do ovario.
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Figura 1 - Aspectos morfologicos de P. rigida Kunth.
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Fonte: MORAES, 2013

Figura 2 - Estrutura floral de P. rigida.

Fonte: MORAES, 2013.
Atividades citotoxica (SILVA et al., 2006), antimicrobiana (VENCATO et al., 2006),

antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria tém sido descritas para constituintes e extratos

de P. rigida (ROSA et al., 2010; MORAES, 2013). Do ponto de vista quimico, triterpenos



23

derivados da friedelanona (BOLZANI; TREVISAN; YOUNG, 1992), do iriddide loganina
(LOPES et al., 2004) e do alcaloide inddlico vallesiachotamina (VENCATO et al., 2006) tém
sido isolados e identificados na espécie. Entre os constituintes identificados, destacam-se os

descritos na Tabela 2 e representados na Figura 3.

Tabela 2 - Substéancias isoladas da espécie Palicourea rigida Kunth.

Substéincias Referéncia
3-friedelanona (1)
30-hidroxifriedelan-3-ona (2)
3 B-hidroxifriedelanona (3)

a-amirina (4)
B-amirina (5) BOLZANI et al., 1992
estigmasterol (6)

estigmastenona (7)

3B-D-glicose-sitosterol (8)

lupeol (9)
loganina (10) LOPES et al.; 2004
vallesiachotamina (11) VENCATO et al.; 2006

Fonte: Adaptado de Rosa, 2009.



Figura 3 - Substancias isoladas de P. rigida Kunth.
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2.5 METABOLISMO VEGETAL

Em habitat natural, os vegetais estdo cercados por um grande niimero de inimigos
potenciais e, pela sua natureza, as plantas ndo conseguem evitar os herbivoros e patdogenos
simplesmente deslocando-se, necessitando, assim, dispor de outras formas de protegdo. Através
de seu metabolismo produzem uma enorme variedade de substancias que ndo apresentam
funcdo aparente nos processos de crescimento e desenvolvimento vegetal, sendo, portanto
classificadas como metabolitos secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Metabolismo ¢ o nome dado a um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem de forma
continua em cada célula. A presenca de enzimas especificas garante um direcionamento a estas
reacdes, estabelecendo o que se denomina de rotas metabolicas. Os constituintes quimicos que
sdo formados, degradados ou simplesmente alterados por estas reagdes sdo denominados de
metabolitos (SANTOS, 2010).

As macromoléculas (carboidratos, proteinas, lipideos e dacidos nucléicos) sdo
componentes do metabolismo primario, e, consequentemente, os produtos de suas reacdes sao
classificados como metabolitos primarios, os quais sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos organismos (DEWICK, 2009). Os metabdlitos primarios também sao
responsaveis pela producdo de precursores quimicos para o metabolismo secundario (ou
especial) nos vegetais, sendo as substancias geradas no metabolismo secundario responsaveis
pela adaptacdo, diferenciacdo e especializacdo dos vegetais no meio em que estdo inseridos.
Durante muito tempo, o metabolismo secundario e seus metabdlitos foram considerados apenas
produtos de excrecdo dos vegetais, e dessa forma, cientificamente irrelevantes (VERPOORTE,
1998; SANTOS, 2010). Porém, posteriormente, foi descoberto que este metabolismo produz a
maior parte dos produtos naturais (PN) farmacologicamente ativos (DEWICK, 2009; SANTOS,
2010).

Com o surgimento da metabolomica, termo designado para o estudo quantitativo e
qualitativo do metaboloma, ou seja, os metabdlitos primarios e especiais, foi observado que os
metabolitos primarios sdo comuns a todas as espécies, porém os produtos oriundos do
metabolismo especial variam de acordo com a espécie, sendo caracterizados como espécie-
especificos. Ficou demonstrado através de estudos quimiossistematicos que espécies do mesmo
género e/ou familia apresentam constituintes semelhantes (GOTTLIEB, 1990).

Os metabdlitos secundarios nao apresentam efeitos diretos sobre os processos vegetais
primarios, como fotossintese, respiragdo, transporte de solutos e agua, sintese de proteinas e

assimilagd@o de nutrientes. Entretanto, apresentam grande utilidade na defesa dos vegetais contra
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patogenos e herbivoros, sendo divididos em trés principais grupos: os terpenos, as substancias

fenolicas e as substancias nitrogenadas (Figura 4) (VICKERY; VICKERY, 1981).

Figura 4 - Representacdo das vias e produtos do metabolismo secundario
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Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger, 2006.

Os terpenos sdo, em geral, insoliveis em agua e representam o maior grupo de

constituintes naturais. Muitas plantas produzem terpenos volateis a fim de atrair insetos

especificos para polinizacdo ou para repelir certos animais do uso dessas plantas na

alimentacdo. Alguns terpenos volateis conferem sabor amargo, atividade toxica e atuam como

sinalizadores e reguladores de crescimento (fitormoénios) de plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006;

SIMOES; SPITZER, 2010).

Os fendis constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente

10.000 substancias, alguns soltiveis apenas em solventes organicos, outros em agua e ha, ainda,

aqueles que sdo grandes polimeros insoluveis. Devido a sua diversidade quimica, os

constituintes fenolicos apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais, entre elas atividades

antioxidantes. Essa caracteristica pode ser vista como resultado de um processo de evolucao
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das espécies para promover sua protecdo contra os radicais livres formados pela radiacdo
ultravioleta (UV). Estes constituintes sdo antioxidantes primarios, pois sdo capazes de
neutralizar a reatividade radicalar por meio da doacao de um atomo de hidrogénio, impedindo
as reagoes em cadeia (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os compostos nitrogenados representam uma grande variedade de metabolitos
secundarios vegetais que possuem um nitrogénio na sua estrutura. Incluem-se nessa categoria
algumas substancias bem conhecidas na defesa das plantas contra a herbivoria, como os
alcaloides e os glicosideos cianogénicos. Essas substancias sdo de consideravel interesse devido
ao seu efeito toxico para humanos, mas também por suas propriedades medicinais (TAIZ;

ZEIGER, 2006).

2.6 PROCESSOS INFLAMATORIOS E PRODUTOS NATURAIS

Diversos produtos naturais t€m demonstrado promissora atividade anti-inflamatoria seja
pela composi¢ao do fitocomplexo ou por apresentarem efeito em ensaios in vivo e in vitro. O
fitoterapico Acheflan® é um exemplo disto, apresenta agdo anti-inflamatoria e ¢ indicado no
tratamento local de processos inflamatorios. Ele se destaca por ser proveniente de pesquisas
nacionais, podendo ser encontrado comercialmente nas formas farmacéuticas de creme e
aerossol, apresentando em sua composicdo o Oleo essencial de erva-baleeira (Cordia
verbenacea) (Acheflan). As mais diversas substancias de origem vegetal, possuem atividade
anti-inflamatoria comprovada cientificamente. Dentre elas, destacam-se terpenos, taninos,
alcaloides, saponinas e flavonoides (SIMOES et al., 2010).

O processo inflamatério € a resposta de um tecido a um estimulo lesivo. Este estimulo
pode ser provocado por uma vasta variedade de agentes nocivos. A capacidade de estabelecer
uma resposta inflamatéria ¢ essencial para a sobrevida ao se enfrentar patdogenos do meio
ambiente e lesdes. Em algumas situagdes e doengas, a resposta inflamatoria pode ser exagerada
e sustentada sem beneficio aparente e até mesmo com consequéncias adversas graves. Nao
importa qual é o estimulo inicial, os sintomas inflamatérios classicos incluem: calor, dor, rubor
e tumor. A resposta inflamatoria é caracterizada mecanicamente por uma vasodilatacdo local
transitoria e aumento da permeabilidade capilar, infiltracdo de leucocitos e células fagociticas
e degeneracdo tecidual e fibrose (GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2012).

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria em modelos in vivo tém sido utilizados
modelos como edema de pata e edema de orelha, induzidos por agentes flogisticos

(WILLOUGHBY, 2003). O modelo de edema de orclha se mostra extremamente Util na
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avalia¢do da atividade anti-inflamatoria topica por ser uma metodologia pratica e rapida que
requer uma amostra pequena, boa reprodutibilidade, fornecendo resultados rapidos e com
elevado grau de confianga (GABOR, 2003).

O ¢leo de croton € um potente agente flogistico e promotor de tumor capaz de induzir
uma resposta inflamatoria e hiperproliferativa de maneira intensa, assemelhando-se com
algumas doengas cutaneas (GABOR, 2000; GABOR, 2003). Este oleo, obtido da espécie
Croton tiglium L. (Euphorbiaceae), permite identificar substancias capazes de inibir a
biossintese de prostaglandinas e leucotrienos (GABOR, 2000). A aplicagdo topica do 6leo de
croton gera resposta inflamatoria aguda com vasodilatagdo, infiltracdo de leucocitos e edema
(SARAIVA etal., 2011).

A indug¢do do edema de orelha pelo fenol ¢ um modelo animal que mimetiza a dermatite
de contato, produzindo irritagdo imediata (LIM; PARK; KIM, 2004). Diversos mecanismos
estdo associadosa inflamacdo causada pelo fenol devido, principalmente, a sua agdo sobre os
queratindcitos. Esta acdo induz a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios como a IL-1a
(nterleucina 1 alfa), espécies reativas de oxigénio (ERO) e metabolitos do AA (acido
araquidonico) (WILMER et al., 1994; MURRAY, 2006).

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) ¢ um alcaloide encontrado na pimenta
vermelha e, quando aplicada topicamente, induz a liberacdo de varios mediadores pro-
inflamatorios responsaveis por efeitos irritantes e pungentes na pele. Essa substincia induz
resposta inflamatéria neurogénica com propagacdo de estimulos dolorosos, assim como
vasodilatacdo reflexa, extravasamento de plasma e sensibilizacdo nociceptiva (HOLZER,
1991).

O acido araquidonico, bem como seus metabodlitos, estd envolvido na patogénese de
vérias doengas inflamatérias da pele, como verificada na dermatite atopica e psoriase (GABOR,
2000). E um 4cido graxo que serve de substrato das enzimas ciclo-oxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX), que produzem mediadores da inflamag¢do como prostaglandinas (PG) e
leucotrienos (LT). Esses produtos sdo responsaveis pela promogdo ¢ formagdo do edema,
vasodilatacdo e migracdo leucocitaria. Nesse modelo, ¢ possivel identificar substancias que
inibem as vias de seu metabolismo, impedindo a formag@o dos mediadores inflamatorios
(HUMES; OPAS; BONNEY, 1986).

Ap6s aplicacdo dos agentes flogisticos citados, a migracao leucocitaria constitui um
importante evento que esta relacionado a expressdo de moléculas de superficie (selectinas,
ICAM-moléculas de adesdo intercelular e integrinas) nas células endoteliais facilitando a

passagem de leucdcitos para o meio intersticial. Neste meio, as células leucocitarias liberam
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agentes quimiotaticos, como a IL-8, PAF, C5a, LTB4 e varias quimiocinas, que promovem o
recrutamento de mais leucocitos para os espagos intersticiais (MULLER, 2013;
NOURSHARGH; ALON, 2014). Nesses espagos, os polimorfonucleares (neutr6filos) liberam
substancias, tais como ROS, mediadores pro-inflamatérios e enzimas proteoliticas
(mieloperoxidase), que caracterizam a inflamacdo aguda (KLEBANOFF, 2005). Os
mononucleares produzem a enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) que mantém o
processo inflamatorio durante a fase tardia da inflamagéo (LEONI; DEAN, 1983).

A enzima mieloperoxidase (MPO) ¢ encontrada principalmente em leucdcitos
polimorfonucleares, estando presente em grande quantidade nos granulos azurdfilos dos
neutréfilos. E considerada como uma importante enzima pré-oxidante e microbicida, liberada
e ativada durante o processo de fagocitose dos neutrofilos, cuja atividade € essencial para uma
efetiva resposta imune inata, funcionando como mecanismo de defesa contra micro-organismos
patogénicos, além de apresentar participagdo em diversos processos fisiologicos e deletérios
(KLEBANOFF, 2005). O produto primario da acdo da MPO, o acido hipocloroso, gerado a
partir de H>O; e ions cloro, ¢ considerado um oxidante altamente toxico, levando a formagao
de produtos secundarios com amplas a¢des bioldgicas em eventos como apoptose. Acredita-se
que esse sistema MPO-H20.-Cl; seja a principal ferramenta utilizada pelos neutrofilos para
destruir os micro-organismos, além de estar envolvido na citotoxidade do dano tecidual gerado
em locais inflamados. Este dano tecidual pode aumentar caso a enzima MPO se internalize nas
células endoteliais, havendo produ¢do de oxidantes intracelulares (ARATANI, et al., 1999;
GUILPAIN, et al., 2008, SILVA, 2009). Além disso, existem fortes evidéncias que alguns
produtos gerados a partir de reagdes catalisadas por MPO tenham papel na sinalizagéo celular.
Dentre estes produtos, chama atencao o oxigénio singlete. Em fagocitos, esta espécie reativa de
oxigénio pode participar tanto do processo de morte de patdgenos, quanto da sinalizacdo de
eventos da inflamagdo (CAMPA, 2009; PEREIRA et al., 2000). Desse modo, a MPO vem sendo
freqlientemente associada a diversas situagdes patologicas, principalmente naquelas que existe
um processo inflamatoério mediado por neutrofilos (BRADLEY et al., 1982), podendo ser usada
como um indicio de infiltracdo de neutrofilos nos tecidos (KRAWISZ et al., 1984).

A N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) ¢ uma enzima lisossomal produzida por
monocitos ativados, principalmente os macrofagos, estando relacionada a fase inflamatoria
tardia, sendo sua atividade considerada um indicador da presenca de células mononucleares no
foco inflamatorio (BAILEY, 1988; APPLETON et al., 1993; BARCELOS et al., 2004). Uma
vez ativados, os macrofagos sofrem degranulagdo, liberando inimeros mediadores

inflamatorios, como as aminas bioativas (histamina e serotonina), citocinas, quimiocinas, além
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de mediadores lipidicos (LAWRENCE; GILROY, 2007). Esses mediadores promoverao o
recrutamento e a ativacao de outras células inflamatorias, dando sustentagao ao processo, o qual
¢ reduzido a partir da inibicdo da migracdo das células mononucleares, principalmente em um
processo inflamatorio cronico (BAILEY, 1988). Portanto, ao inibir a migrag@o dessas células,
o0 extrato pode contribuir para o alivio de sintomas desencadeados pelas células inflamatorias e
mediadores, um mecanismo bastante importante na resolucdo de doencas inflamatorias
cronicas.

Diversas plantas ja tém seu uso consolidado na Medicina Tradicional no tratamento de
infeccoes e controle da inflamagdo da pele. Como exemplo, podemos citar o alecrim
(Rosmarinus officinalis), arnica (Arnica montana ¢ Lynchnophora passerina), bardana
(Arctium minus) e sucupira (Pterodon emarginatus) (ABRAO, 2010; CAPELARI-OLIVEIRA
et al., 2011). No Brasil, vérias espécies também tém apresentado potencial anti-inflamatorio,
como Bouchea fluminensis (COSTA et al., 2003), Gochnatia polymorpha (MOREIRA et al.,
2000), Hyptis pectinata (BISPO et al., 2001), Sida cordifolia (FRANZOTTI et al., 2000),
Vernonia polyanthes (TEMPONI et al., 2012) e Bryophyllum pinnatum (CHIBLI et al., 2014).

Observa-se que as principais classes de metabdlitos especiais que atuam sobre a
inflamacao sdo produzidas a partir da via do chiquimato, podendo também serem oriundos da
via mista acetato-chiquimato, como flavonoides, fendis simples, acidos fenilcarboxilicos,
derivados fenilpropanoidicos, taninos e cumarinas, terpenos, saponinas, esteroides, lignanas e

alcaloides (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

2.7  CICATRIZACAO

A pele dos mamiferos ¢ um 6rgdo complexo, com tecidos de varias naturezas, dispostos
e inter-relacionados para exercer suas distintas fungdes (SAMPAIO; RIVITI, 2001). Este 6rgio
apresenta diversas camadas com propriedades particulares, sendo as principais: a epiderme,
camada mais superficial; a derme, camada intermediaria ¢ a camada mais profunda, hipoderme,

como disposto na Figura 5 (CHUONG et al., 2002).



31

Figura 5 - Estrutura simplificada da pele.
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Fonte: Adaptado de Mcgrath, Eady e Pope (2008).

O tecido epitelial possui fungdes sensoriais, metabolicas, termorreguladoras, prote¢do
contra radiacdo ultravioleta, reservatorio para eletrolitos, agua, lipidios, carboidratos e
proteinas, além de excretar substancias por meio das glandulas sudoriparas, protegendo o corpo
contra meios adversos, criando uma barreira fisica contra traumas, invasdo de bactérias,
patogenos virais e outras substancias estranhas. Quando essa barreira ¢ rompida, ¢ dado inicio
ao processo de cicatrizagdo. Este processo € o resultado de um conjunto de fendmenos celulares,
moleculares, fisioldgicos e bioquimicos, sucessivos e inter-relacionados que, através da
quimiotaxia, neovascularizacdo, proliferacao, deposito e reorganizacdo da matriz extracelular,
levam a cicatrizag@o da injuria (ALBUQUERQUE, 2005).
Como mostrado na Figura 6, alguns autores dividem o processo de cicatrizagdo em trés

estagios principais: reagdo imediata, proliferacdo e maturacdo e remodelagem.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de cicatrizacao.
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Fonte: Adaptado de Brasil, 2002.

a) Reacao imediata

Também conhecida como fase inflamatoria, ¢ uma resposta inicial do organismo ao
trauma, sendo essencial para a cura. E caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia de células a partir da circulagdo para a ferida e liberagao local de citocinas e fatores
de crescimento. Ocorre com uma reacdo vascular e inflamatdria que conduz a remogao de restos
celulares e de micro-organismos. Imediatamente apds o trauma, ocorre a vasoconstricdo que
leva a contengdo do sangramento. Este processo envolve a presenga de plaquetas e coagulos de
fibrina que ativam a cascata da coagulagdo, resultando na liberagdo de substincias para
formagao da matriz extracelular provisoria que constitui o suporte para a migragdo de células
inflamatorias. Em seguida, ocorre a ativagdo dos mecanismos de protecdo e preparagdo dos
tecidos para o desenvolvimento da cicatrizacdo. A inflamagao leva as conhecidas manifestacdes
clinicas de calor, dor, edema e perda da func¢ao, sinais que podem ser minimos, transitorios ou
duradouros. A infec¢do ¢ um fator que pode intensificar e prolongar a inflamagao (WITTE;

BARBUL, 1997; BRASIL, 2002).
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b) Proliferacao

A proliferacdo ocorre ap6s a reagdo inflamatoria inicial e compreende os seguintes
estagios: granulacdo, epitelizacdo e contracdo. A granulacdo ¢ a formacao de um tecido novo,
composto de novos capilares (angiogénese), da proliferacdo e da migracdo dos fibroblastos
responsaveis pela sintese de colageno. Com a produgdo do colageno, ocorre um aumento da
for¢a da ulcera, denominada forga de tragao, caracterizada como a habilidade da ulcera resistir
as forcas externas e ndo se romper. Ao final desta fase, ocorre a epitelizagdo que constitui a
etapa que levara ao fechamento das superficies da tlcera por meio da multiplicag@o das células
epiteliais da borda, caracterizando-se pela redugdo da capilariza¢do e do aumento do colageno.
Neste ponto, a contragdo reduz o tamanho das tilceras com a acéo especializada dos fibroblastos
(WITTE; BARBUL, 1997; BRASIL, 2002; MANDELBAUM; DI-SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

¢) Maturacio e remodelagem

Maturagdo e remodelagem ¢ a terceira etapa do processo de cicatrizagdo. Trata-se de um
processo lento que se inicia com a formagdo do tecido de granulagdo e da reorganizacgdo das
fibras de colageno proliferado, podendo se estender por meses apos a re-epitelizagdo. E
responsavel pelo aumento da forca de tragdo. Durante a remodelagem ocorre a diminuigdo da
atividade celular e do niimero de vasos sanguineos, perda do nucleo dos fibroblastos, levando
a maturacdo da cicatriz. Nesta fase, ocorre a reorganizacao do processo de reparacao da lesdo,
com deposito de colageno. Inicialmente, a cicatrizacdo tem aspecto plano; posteriormente,
enrijece-se e se eleva. Apds um determinado tempo, a cicatriz se torna mais clara, menos rigida
e mais plana, ocorrendo sua reducdo (WITTE; BARBUL, 1997, BRASIL, 2002;
MANDELBAUM et al., 2003).

Distarbios na cicatrizagdo de feridas representam um sério problema clinico e tendem a
cada vez mais aumentar, uma vez que estdo associados com doengas como diabetes, hipertensio
e obesidade.

Diversas plantas ja tiveram seu potencial cicatrizante investigado e apresentaram
resultados promissores como: Calendula officinalis (PARENTE et al., 2009), Caesalpinia
ferrea (OLIVEIRA et al., 2010), Mauritia flexuosa (BATISTA et al., 2011), Sideroxylon
obtusifolium (LEITE et al., 2015) dentre outras.
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3. OBJETIVOS

3.1

OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar e identificar substancias bioativas e avaliar as atividades anti-inflamatoéria

topica e cicatrizante do extrato etandlico e de um creme dermatoldgico das folhas de Palicourea

rigida Kunth com intuito de legitimar cientificamente o uso popular e contribuir com o

desenvolvimento de politicas direcionadas ao desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar, isolar e identificar substancias bioativas nas folhas de Palicourea rigida
Kunth

Avaliar a atividade anti-inflamatoria topica do extrato etandlico das folhas de
Palicourea rigida usando diferentes agentes flogisticos;

Avaliar a atividade cicatrizante do extrato etanolico e¢ de uma formulagdo
fitofarmacéutica a partir das folhas de Palicourea rigida usando modelo animal;
Realizar analises histopatologicas dos fragmentos de orelha de camundongos e do tecido
cicatrizado da pele de ratos obtidos ap6s procedimentos experimentais;

Determinar as atividades das enzimas mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glicosaminidase
de fragmentos de orelha e de tecidos cicatrizados da pele obtidos apds procedimentos

experimentais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  MATERIAL VEGETAL

Palicourea rigida Kunth foi coletada em Sao Jodao Del-Rei, Minas Gerais, em maio de
2012. A coleta e identificagdo foram realizadas pela Dra. Glauciemar Del-Vechio Vieira e uma
exsicata (CESJ n°42677) esta depositada no Herbario Professor Leopoldo Krieger da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Ap6s coleta, as folhas foram submetidas a secagem em estufa sob ventilagdo forgada até
a perda da umidade entre 90 a 96%. Posteriomente a desidratacdo, o material vegetal foi

pulverizado em moinho com granulagdo definida (famis n°18) para a prepara¢do do extrato.

42  PROCESSO DE EXTRACAO

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a extracdo por maceracao estatica
em etanol (P.A.), sob temperatura ambiente, seguida de rotaevaporacdo para remocao do
solvente. O extrato etandlico de Palicourea rigida (EEPR) foi, entdo, colocado em dessecador
contendo silica gel dessecante para retirada da umidade. Parte do extrato etanolico seco sofreu
particao liquido/liquido com solventes de polaridades crescentes para obtencdo das fracoes
hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e butanolica (Figura 7) (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Figura 7 - Esquema de fracionamento liquido-liquido.
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{ Fragdo hidroalcodlica residual

Fonte: O autor (2014)
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43  CARACTERIZACAO QUIMICA

4.3.1 Analise de EEPR por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

Para a caracterizacdo quimica, o extrato etandlico de Palicourea rigida foi analisado
pela técnica de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), sendo o cromatografo
acoplado ao detector de ultravioleta (UV) e ao espectrdmetro de massas (EM), sendo a analise
realizada na plataforma analitica de Farmanguinhos (FIOCRUZ — Rio de Janeiro, Brasil),
utilizando o cromatografo Nexera (Shimadzu®). Para a analise, foram injetados 2 L da amostra
sendo a fase movel composta por agua (A) e acetonitrila (B) em concentracdo de gradiente. A
condicao de eluigdo aplicada foi de 0-7 min 5-80% de B e de 7-10 min, 80-90% de B utilizando
a coluna Shim-pack ODSII (75mm x 2mm x 2,2um). Por se tratar de uma técnica hifenada, a
CLUE-UV-EM alia o poder de separagao das moléculas através da interacdo destas com a fase
movel e fase estacionaria (coluna cromatografica) com a deteccdo por ultravioleta e
fragmentacdo de massas, permitindo a aquisicdo de dois perfis cromatograficos, sendo um
oriundo da analise pelo detector de UV e outro do espectrdmetro de massas, ambos gerando um
espectro das substincias. Estes dados foram analisados e comparados com os descritos na

literatura.

4.3.2 Analise da fracio hexanica por CG-EM

A fracdo hexénica foi submetida a analise por Cromatografia com Fase Gasosa (CQG)
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). As analises foram realizadas na plataforma
analitica da Farmanguinhos utilizando o cromatografo a gas Hewlett-Packard® 6890 acoplado
ao espectrometro HP® 5972 com banco de dados Wiley® 275. O cromatografo foi equipado
com coluna capilar de silica fundida (BD-5 MS, espessura do filme: 30 m x 250pm, 0,25 pm),
a corrida teve 60 minutos de duragdo, sendo utilizado como gas carreador o gas hélio com fluxo
de 8,2 mL/min, a temperatura minima do forno foi de 70 °C e maxima de 350 °C. A deteccdo
foi realizada pelo espectrometro de massa (Hewlett-Packard® 5972), acoplado ao CG, com

ionizacao eletronica (IE) de 70 eV ¢ fonte de ion a 280 °C.

4.3.3 Isolamento de C2F4 da fracao em acetato de etila

A investigacdo quimica da fragdo em acetado de etila, escolhida por apresentar maior
quantidade de flavonoides (MORAES, 2013), se deu pela separacdo dos componentes da fracdo
sendo empregada uma coluna cromatografica de vidro com fase estacionaria de Sephadex LH-

20® e fase movel metanol. As amostras foram coletadas a cada 5 mL e foram analisadas por
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Cromatografia de Camada Delgada (CCD) composta por fase estacionaria de silica gel e fase
movel de diclorometano (85%) e metanol (15%). As substancias eluidas nas placas
cromatograficas foram visualizadas através do uso de reveladores como vanilina sulfurica e
NP-PEG e observadas na luz UV em 254 ¢ 366 nm. Os solventes organicos (metanol e
diclorometano), utilizados como eluentes nas cromatografias, apresentavam grau de pureza
P.A. A coluna realizada com a fragdo em acetato de etila de P. rigida originou 4 fra¢des, sendo
a fragdo C1F4 submetida a uma nova coluna nas mesmas condigdes. A coluna cromatografica

da fracdo C1F4 gerou mais quatro fragdes como demonstra a Figura 8.

Figura 8 - Processo de fracionamento da parti¢do em acetato de etila
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Fonte: O autor (2015)

C1F1 [CIFZ

Para a prospecc¢ao das fragdes foi realizada andlise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Agilent®, 1200 series) com detector UV/DAD. As analises foram
realizadas em coluna de fase reversa Cis (25 cm x 4,6 mm x 5 um). A eluigdo foi realizada em
modo de gradiente de solventes, composta por A (agua pH ajustado para 4,0 com H3PO4) ¢ B
(acetonitrila). As condigdes de elui¢do aplicadas: 0-20 min, 5-80% de B, e de 20-30 min, 80-

95% de B. O volume da amostra foi de 20 uLL a uma concentracdo de 1 mg/mL, a taxa de fluxo
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de 1 mL/min e a temperatura foi preservada a 25 °C durante a analise. A detecgdo foi realizada
simultaneamente a 210, 230, 254 e 330 nm e os espectros UV por varredura no UV (190 a 400
nm).

Para a elucidagdo estrutural da substancia isolada (C2F4), foram utilizados os espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C obtidos em espectrometro Bruker DRX®
operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para '3C. Os deslocamentos quimicos foram dados em
ppm, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (6 =0,0 ppm). Os solventes deuterados
utilizados foram CDCl3 e CD3SOCD3, Sigma-Aldrich®. Além dos espectros de RMN de 'H e
13C, também foi realizada a anélise de HSQC e da fragmenta¢do de massas por infusdo direta
em modo positivo (70 €V) da substincia isolada pelo espectrometro Hewlett-Packard® 5973

MSD.

4.4  PREPARO DA SUSPENSAO DO EXTRATO ETANOLICO

Para o preparo da suspensdo aquosa, propor¢des de 0,10, 0,25 e 0,50 (%) do extrato
etandlico (EEPR) foram pesadas em balanga analitica (SHIMADZU®, IP40), previamente
calibrada, com o auxilio de um becker. Posteriormente, para permitir uma melhor solubilidade,
foram adicionados 100 pL dimetilsulfoxido (DMSO) e 10 mL de 4dgua destilada. O becker foi
levado ao ultrassom por 10 minutos, foi adicionado q.s.p. 30 mL de agua destilada, sendo o
volume aferido em baldo volumétrico. As suspensdes foram, entdo, acondicionadas em frascos
de vidro ambar devidamente rotuladas e mantidas sob refrigeracdo para realiza¢do dos estudos

farmacologicos.

4.5 PREPARO DO CREME DERMATOLOGICO

O creme Lanette® ¢ uma base para cremes utilizada em formulagdes cosméticas e
farmacéuticas do tipo 6leo/agua (O/A). E uma cera auto-emulsionante de natureza anidnica,
muito utilizada em farmacia magistral (ZANIN et al., 2001). As Tabelas 3 e 4 mostram a

composi¢io das fases aquosa e oleosa do creme Lanette®.
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Tabela 3 - Composicdo da fase aquosa do creme.

Insumo Quantidade Estudo critico da formulacao
EDTA 0,1% 05¢g Emulsificante
Nipazol® 0,05% 0,25 g Conservante
PEG 5% 25mL Emulsificante
Agua destilada 68,65% 343,25 mL Veiculo

Fonte: O autor (2015)

Tabela 4 - Composicao da fase oleosa do creme.

Insumo Quantidade Estudo critico da formulacgao
Lanette® 20% 100g Fase Oleosa
Vaselina liquida 6% 30 mL Emulsificante
BHT 0,05% 0,25 g Antioxidante
Nipagin® 0,15% 0,75 g Conservante

Fonte: O autor (2015)

Inicialmente, para o preparo do creme base, os componentes solidos (fase oleosa e
aquosa) da formula foram pesados em papel manteiga, usando em balanga analitica
(SCHIMADZU®, IP40). Em seguida, os componentes liquidos foram medidos com auxilio de
uma proveta graduada e adicionados em béqueres individuais.

A fase aquosa da emulsdo foi preparada apds solubilizagdo de 0,75g de Nipazol® e 0,5g
de EDTA em 25 mL de propilenoglicol. Em seguida, foi adicionada agua destilada e a mistura
foi vertida para uma caneca de aco inox, sendo submetida ao banho maria em temperatura
maxima de 75°C.

No preparo da fase oleosa, foi utilizado um gral de porcelana, onde 0,75g de Nipagin®
¢ 0,25g de BHT foram adicionados em 30 mL de vaselina e, posteriormente, acrescentado 100g
de creme. A fase oleosa foi transferida para outra caneca de ago inox e submetida ao
aquecimento até 75°C. A mistura, entdo, foi mantida sob constante agitacdo manual com auxilio
de um bastdo de vidro.

Apos o preparo das duas fases separadamente, verteu-se vagarosamente a fase aquosa
sobre a fase oleosa, fazendo agitacdo manual constante por um minuto. Em seguida, foi levada
a um misturador do tipo mixer por um periodo de 15 minutos para completa homogeneizagao.

Apo6s a homogeneizagdo, o creme base foi devidamente armazenado e rotulado em recipientes
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plésticos para, posterior, incorporacao do extrato (PRISTA; ALVES; MORGATO, 1990;
THOMPSON, 2006; BARZOTTO et al., 2009).

O creme contendo EEPR foi preparado a partir de 3 concentragdes 0,10, 0,25 e 0,50%,
sendo, previamente, solubilizado com propilenoglicol. Em seguida, o creme base foi adicionado
em quantidades suficientes para 50 g, misturando até completa homogeneizac¢do. Dessa forma,
o creme de EEPR (cEEPR) foi preparado com as devidas concentragdes, sendo acondicionado

em recipientes e mantido sob refrigeragao.

4.6 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS
Nesta etapa do estudo, foram realizados procedimentos experimentais em animais para
avaliagdo das atividades anti-inflamatoria topica e cicatrizante através da aplicacdo do extrato

etandlico de P. rigida ¢ do creme dermatologico.

4.6.1 Animais

Para realizacdo dos testes de atividade anti-inflamatoria topica, foram utilizados
camundongos Swiss (25-30g), machos, entre 30 a 45 dias de idade, enquanto ratos Wistar (200-
240g), machos, com 45 a 60 dias de idade, foram usados nos ensaios de atividade cicatrizante.
Os animais foram provenientes do Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR) da UFJF e foram
mantidos em gaiolas de polipropileno (30x20x13 cm ou 49x34x16 cm) com racdo e agua ad
libitum sob temperatura ambiente (25+4°C) e fotoperiodo controlado em ciclos de 12 horas
claro/escuro. Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal

(CEEA) desta institui¢do (protocolo n°47/2012).

4.6.2 Avaliacio da atividade anti-inflamatoria topica

A atividade anti-inflamatodria topica de EEPR foi investigada pelo método de indugdo
aguda do edema de orelha por diferentes agentes flogisticos. O edema foi expresso pela
diferenga da espessura (mm) das orelhas dos camundongos e pela diferenga da massa entre
discos de 6 mm extraidos das orelhas dos animais apos eutanasia.

Os agentes flogisticos (Sigma-Aldrich®), extrato etandlico da P. rigida, dexametasona
(Sigma-Aldrich®) e indometacina (Sigma-Aldrich®) foram dissolvidos em um volume de 20
uL de acetona (Synth®) e, posteriormente, foram aplicados na face interna da orelha direita de
cada camundongo. Na orelha esquerda, foi aplicado 20 pL de acetona (veiculo). Em cada

ensaio, os animais foram divididos em 5 grupos, cada um com oito individuos (n=8), sendo os
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grupos: controle negativo (sem tratamento), controle positivo (dexametasona ou indometacina)
€ 0s grupos experimentais extrato etanolico nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%/orelha.
Ap6s a indugdo do processo inflamatorio e aplicacdo dos tratamentos, os animais foram
submetidos a anestesia geral por injecdo intraperitoneal de cetamina/xilazina na concentracdo
de cetamina 10% (75mg/kg) e xilazina 2% (10mg/kg), e eutanasiados por aprofundamento da
anestesia seguida de deslocamento cervical. A espessura da orelha foi medida préoxima a
extremidade medial da orelha com o auxilio de um micrometro externo digital (DIGIMESS®).
O aumento da espessura da orelha foi obtido pela diferenca entre a orelha direita (sob indugao
da inflamacao) e a orelha esquerda (estado basal). Posteriormente, com o auxilio de um punch
(Richter®) de 6 mm de didmetro, foram extraidos da regido medial de ambas as orelhas discos
e pesados em balanga analitica (SCHIMADZU®, 1P40) para determinagdo da diferenga entre a
massa da orelha direita e esquerda. Amostras das orelhas foram conservadas em formol 10% e

submetidas a analise histologica.

4.6.2.1 Edema de orelha induzido por éleo de Croton

A atividade anti-inflamatoria topica de EEPR foi avaliada usando o método de edema
de orelha induzido pelo 6leo de croton conforme procedimento descrito por Schiantarelli e
colaboradores (1982).

Para a avaliacdo da atividade do extrato neste modelo experimental, o edema de orelha
foi induzido através da aplicacdo topica, na face interna da orelha direita dos camundongos, 20
pL de solucdo de 6leo de croton 2,5% (v/v) dissolvido em acetona. Apds 15 minutos, foram
administrados os tratamentos com as amostras (EEPR nas trés concentragdes solubilizado em
20 i;L de acetona), dexametasona (0,1 mg em 20 pL de acetona/orelha) e acetona (20 pL/orelha
esquerda). Seis horas ap6s o desafio com o agente flogistico, os animais foram submetidos a
eutanasia e o edema foi avaliado quanto ao aumento da espessura (mm) e da massa (mg) da

orelha.

4.6.2.2 Edema de orelha induzido por fenol

Como descrito por Lim; Park; Kim (2004), uma solugdo de 10% (v/v) de fenol em
acetona (20 pL/orelha) foi aplicada na face interna da orelha direita de camundongos. Em
seguida, foram administrados o extrato (0,10; 0,25 e 0,50 % em 20 pL de acetona/orelha), a
dexametasona (0,1 mg em 20 pL de acetona/orelha) e a acetona (20 pL/orelha). Duas horas
apos a aplicacdo do agente flogistico, os animais foram eutanasiados e o aumento da espessura

(mm) e da massa (mg) das orelhas foram avaliados.
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4.6.2.3 Edema de orelha induzido por capsaicina

Neste ensaio, objetivou-se avaliar a atividade anti-inflamatoria topica do extrato frente
a inducdo do edema por capsaicina como descrito por Gabor e Razga (1992). Singularmente,
neste ensaio, o agente flogistico € aplicado posteriormente & administracdo dos tratamentos.
Trinta minutos apds a tratamento com EEPR (concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50 % em 20 pL
de acetona/orelha), da dexametasona (0,1 mg em 20 pL de acetona/orelha) e da acetona (20
uL/orelha), procedeu-se a aplicacdo do agente flogistico, capsaicina (200 pug em 20ul. de
acetona/orelha). Apds 30 minutos da indugdo do processo inflamatorio com capsaicina (uma
hora apds a aplicacdo do tratamento), os animais foram eutanasiados e o aumento da espessura

(um) e da massa (mg) das orelhas foram avaliados.

4.6.2.4 Edema de orelha induzido pela aplicagdo tépica de Acido Araquidénico

A atividade anti-inflamatoria toépica de EEPR foi avaliada pelo método do edema de
orelha induzido por acido araquidonico (GABOR, 2003). O AA (2 mg/20 uL) foi administrado
topicamente na orelha direita dos camundongos. Em seguida, foram aplicados EEPR (0,1; 0,25
e 0,50 % em 20 pL de acetona/orelha), indometacina (2 mg em 20 pL de acetona/orelha) e
acetona (20 pL/orelha). O edema foi avaliado 1 h apos o desafio com o agente flogistico. Os
animais foram eutanasiados e o aumento da espessura (mm) e da massa (mg) das orelhas foram

avaliados (YOUNG et al., 1984; CRUMMEY et al., 1987).

4.6.3 Avaliacao da atividade cicatrizante

A modelo de lesdo e cicatrizagdo cutdnea em animais foi descrito previamente por
Muscara e colaboradores (2000). Com este modelo ¢ possivel avaliar a capacidade anti-
inflamatoria e cicatrizante de diferentes tratamentos. Apds anestesia com xilazina (10mg/Kg) e
cetamina (70mg/Kg), por via intraperitoneal, os reflexos foram checados e, apds constatar
estado de anestesia profunda, o procedimento foi iniciado (PACHALY, 2006).

Os animais foram posicionados em decubito ventral, imobilizados em prancha com
contengdo dos membros por tensores elasticos. Com auxilio de tesoura e 1amina, foi realizada
a tricotomia por tracdo manual de uma area de 5 mm? na regido dorsocostal. A incisdo para a
remogdo da camada de pele foi realizada com um punch de ago inoxidavel (Ricther®) de 6 mm
de didmetro até a exposi¢do da fascia muscular dorsal, removendo assim a pele. A hemostasia
foi realizada com gaze através da compressao digital (AMORIM et al., 2006; GARROS et al.,
2006). Apds remogdo da pele, os animais foram tratados com analgésico opidide (morfina,

2,5mg/kg, via SC, a cada 4 horas por 5 dias) para evitar sofrimento doloroso. Em seguida, os
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animais foram acondicionados novamente em gaiolas individuais, identificadas de acordo com
seu subgrupo e monitorados até retornarem do estado anestésico. No dia seguinte, iniciou-se o
tratamento através da aplicagdo topica do extrato e do creme dermatologico.

Para a analise morfométrica, as lesdes foram medidas nos dias 0, 4, 7 e 14, e fotografadas
no primeiro e ultimo dia de tratamento utilizando-se de uma camera digital. A area foi calculada
pela formula (A = m x R x 1/2), onde R representa o eixo cranio-caudal e o r corresponde ao
eixo latero-lateral da lesdo (RIELLA et al., 2012). O grau de contragdo da area (GC) da lesao

foi calculado por meio da féormula demonstrada por Oliveira e colaboradores (2000):

Area T° - Area Tdia medicio 100
Area T°

GC=

Onde: T° = dia zero

Tdia medigdo— {iag 4,7 ou 14.

Ap0s eutanasia, as lesdes foram excisadas com 1 cm de pele integra, em torno da lesao,
em profundidade até a fascia muscular. Cada material foi identificado individualmente e uma
amostra de cada subgrupo foi colocada em solugdo de formol a 10% e submetidas a andlise
histopatologica (GARROS et al., 2006; AMORIM et al., 2006). As demais foram empregadas
para quantificagdo das atividades das enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-B-D-

glucosaminidase (NAG).

4.6.3.1 Aplicagdo do tratamento

Os animais foram distribuidos e identificados aleatoriamente em 5 grupos: controle
negativo (sem tratamento), controle positivo e trés grupos experimentais. Cada grupo recebeu
diariamente um tratamento previamente estabelecido (Quadro 1). Os grupos foram divididos
em dois subgrupos, de acordo com o periodo da eutanasia (7 dias e 14 dias), com 6 animais em
cada subgrupo.

Ap6s a contencdo manual do animal, 200 uL. de EEPR ou 200 mg de cEEPR foram
aplicadas sobre as lesdes. O grupo controle negativo recebeu 200 pl. de solugdo salina a 0,9%
(EEPR) ou 200 mg do creme base Lanette®. O grupo controle positivo de EEPR foi tratado com
Dersani® (lo¢do a base de acidos graxos essenciais, com vitaminas A e E), enquanto o grupo
controle positivo de cEEPR recebeu 200 mg de dexametasona creme 1 mg/g, genérico Germed.
Os grupos experimentais foram tratados com concentracdo de 0,10, 0,25 e 0,50% (EEPR e

cEEPR) (OKAMOTO, 2010). O Quadro 1 mostra o esquema de tratamento dos animais.
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Durante a realizagdo dos procedimentos, os animais foram examinados diariamente
quanto ao seu aspecto geral, avaliando a aparéncia macroscopica das lesdes, presenga ou
auséncia de crosta, exsudato ou hemorragias. Ao final do tratamento, os animais foram
eutanasiados pelo aprofundamento da anestesia por via intraperitoneal. As lesdes foram
avaliadas com o auxilio de uma lupa para verificagdo de crostas, secre¢des, cicatriz hipertrofica
e verificagcdo da ferida tecidual, no maior € menor eixo, medidos com micrémetro externo
digital (DIGIMES®) conforme protocolos previamente descritos por Lopes e colaboradores

(2005) e Garros e colaboradores (2006).

Quadro 1 - Divisao dos grupos experimentais

GRUPO TRATAMENTO
e N
Controle Soro fisiologico
L negativo ) (Nacl 0,9%) Creme base Lanette
,97/0
4 I
Controle .
| positivo | Dersani Dexametasona
e ™
Grupo 01 Extrato 0,10 % Creme com 0,10 %
h 4 EEPR
. R
Grupo 02 Extrato 0,25 % Creme com 0,25 %
\ ) EEPR
4 N
0,
Grupo 03 Extrato 0,50 % Creme com 0,50 %
\ y EEPR

Fonte: O autor (2015)

47  ANALISE HISTOPATOLOGICA
As amostras de tecido obtidas nas avalia¢des das atividades anti-inflamatoria topica e
cicatrizante foram conservadas em formol 10% conforme descrito anteriormente. Para o

preparo das laminas histologicas, as amostras foram fixadas em solu¢do ALFAC (85 mL de
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alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de 4cido acético glacial) por um periodo de 16 horas
seguida de conservagdo em alcool 70% até inicio do processo de desidratagdo. Os materiais
histologicos foram posteriormente desidratados, emblocados em parafina, seccionados em
cortes de 5 pm em um micrétomo e corados com hematoxilina e eosina. O edema foi avaliado
quanto a infiltragdo de leucocitos, vasodilatacdo, espessura da epiderme ¢ derme em areas
representativas com aumento de 10x e 20x. Nesses mesmos aumentos, foram realizadas
fotografias dos cortes histologicos com cAmera fotografica acoplada ao microscopio (Olympus®

BX41) utilizando o software Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics).

4.8  AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE MIELOPEROXIDASE E N-
ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE

4.8.1 Obtenc¢ao do sobrenadante

Os fragmentos obtidos das orelhas dos camundongos e das lesdes excisadas da regido
dorsocostal dos ratos foram usados para preparar o homogenato e obter o sobrenadante para
realizacdo da medida das atividades das enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAGQG). Para isto, os fragmentos e os tecidos cicatrizados foram triturados por
30 segundos em gral de porcelana. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tampao fosfato de sodio
80mM, pH 5,4, contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTBA). O homogenato
foi transferido para tubos de ensaio e adicionado mais 1 mL de tampao fosfato de sodio. As
amostras (2 mL) permaneceram em banho de gelo a 4°C e ultrassom por 10 minutos.
Posteriormente, foram centrifugadas a 3.000 rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e utilizado na dosagem de proteinas totais e ensaios para avaliacdo das atividades das

enzimas MPO e NAG (DE YOUNG et al., 1989; SANCHEZ; MORENO, 1999).

4.8.2 Dosagem de proteinas totais

O método utilizado para dosagem de proteinas foi descrito inicialmente por Lowry e
colaboradores (1951) e posteriormente modificado por Sargent (1987). O ensaio foi realizado
em triplicata, pipetando 20 pL do sobrenadante, obtido do homogenato através da trituragao
dos tecidos dos animais. Foram adicionados 380 pL de agua destilada, 2 mL da mistura reativa
(composta por 120 mL de solu¢ao alcalina que foi produzida a partir de 1 g de NaOH mais 5 g
de NaxCO3 em 250 mL de dgua), 2 mL de tartarato de cobre e 2 mL de sulfato de cobre. Apds

10 minutos, foram acrescentados 200 pL de solucdo Folin (1:5), aguardando trinta minutos para
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realizagdo da leitura em espectrofotdmetro UV 1800 (Shimadzu®) no comprimento de onda 660

nm, zerando o branco com agua destilada.

4.8.3 Ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase

Para a avaliagdo da atividade de MPO, foi utilizada a metodologia de Bradley e outros
(1982) modificada por De Young e colaboradores (1989). Triplicatas de 25 pL de cada
sobrenadante, obtido do homogenato descrito no item 4.8.1, foram colocadas em uma placa de
96 pogos, adicionando 25 uL de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM em 3 mL de
DMSO, 100 pL de peréxido de hidrogénio 0,003% v/v diluido em tampao fosfato de sodio 0,08
M (pH 5,4) para promover o inicio da reag@o. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por
5 minutos, adicionando 100 pL de 4cido sulfurico 4M a 4°C em cada pogo para interromper a
reacdo. A atividade da enzima foi determinada colorimetricamente usando o leitor de placas
Thermoplate TR-Reader® cuja leitura de absorbancia foi realizada em 450 nm, sendo expressa

em densidade optica/mg de proteinas (dO/mg de proteinas).

4.8.4 Ensaio da atividade enzimatica da N-acetil- -D-glicosaminidase

A atividade da enzima N-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) ¢ utilizada como indicativo
da presenca de leucocitos mononucleares em tecido apds 24 horas de inducdo de processo
inflamatorio. Esta atividade foi avaliada utilizando a metodologia de Sanchez e Moreno (1999).
Triplicatas de 100 pL do sobrenadante, obtido do homogenato descrido no item 4.8.1, foram
colocadas em placas de 96 pocos, adicionando 100 pL. de TMB 2,24mM em tampao
citrato/fosfato de sodio 0,1M, pH 4,5 para desencadear o inicio da reacdo. Em seguida, a placa
foi incubada a 37°C por 10 minutos e a reagdo interrompida pela adi¢do de 100 pL de tampao
glicina 0,2 M pH 10,6 em cada pogo. A atividade de NAG foi determinada colorimetricamente
usando o leitor de placas Thermoplate TR-Reader®, cuja leitura da absorbancia foi realizada

em 405 nm, sendo expressa em densidade Optica/mg de proteinas (dO/mg de proteinas).

49  ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM). Analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada para medir o grau

de significancia (p < 0,05, p <0,01 ou p <0,001).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA

5.1.2 Caracterizacdo quimica por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao
detector de ultravioleta e espectrofotometro de massas

O extrato etanolico de P. rigida foi analisado através da técnica de Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada ao detector de Ultravioleta e Espectrometro de Massas
(CLUE-UV-EM). Apos analise com detector de ultravioleta em 255 nm, foi possivel obter o
perfil cromatografico mostrado na Figura 9 e a andlise por espectrometria de massas produziu
o cromatograma apresentado na Figura 10. Pode-se observar um maior numero de picos no
cromatograma proveniente a partir do detector usando espectrometro de massas do que aquele
obtido pelo ultravioleta. O UV tem como alvo de identificacdo as substincias que apresentam
grupos cromoforos, enquanto o detector massas possui uma ampla gama de identificacdo de

constituintes em uma amostra.

Figura 9 - Perfil cromatografico de EEPR por UPLC-UV-EM.
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Cromatrograma gerado pelo detector de ultravioleta.
Fonte: O autor (2015)
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Figura 10 - Perfil cromatografico de EEPR por CLUE-UV-EM.
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Cromatograma gerado pelo espectrofotdmetro de massas.
Fonte: O autor (2015)

A fragmentacdo produzida pela ionizagdo fornece o fingerprinting da substancia e
através do padrio da sua estrutura & possivel identificar os fragmentos. Pela comparaciao do
perfil de fragmentacdo da amostra com a literatura € possivel sugerir que os picos em 1,87 e
2,44 min correspondem as substancias de loganina e quercetina 3-(6-O-acetil-B-glicosideo),
respectivamente, descritas na Tabela 5. Nesta Tabela, também ¢é apresentado o nome das
substancias com o tempo de retencdo (Tr), a massa molecular, formula molecular, area e os
principais ions fragmentados. Os espectros de massas juntamente com os provaveis fragmentos

das substancias identificadas sao dispostos na Figura 11.

Tabela 5 — Caracteristicas quimicas das substancias identificadas por CLUE-UV-MS
Fonte: O autor (2015)

Massa

N° Substéncia T.r Molecular Formula A: ea fons Referéncia
(min) g/mol Molecular %o Fragmentados
Locanina HORAI et al.,
1 & 1,87 390,98 Ci7H26010 26,89  407,9,413 ¢ 414  2010; XUE et al.,

2014.

HORAIl et al.,
Quercetina 3-(6- 2010;

2 O-acetil-p- 244 506,10  C»H205 4954 229’502’9383 e SLIMESTAD,

glicosideo) ’ HOSTETTMANN,

1996.
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Figura 11 — Espectros de massas e representacdo da fragmentagdo das substancias

identificadas por CLUE-UV-EM.
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Fonte: O autor (2015)

5.2.3 Perfil cromatogrifico e caracterizacio quimica por cromatografia com fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

A fracdo hexénica, obtida a partir do extrato etanolico da P. rigida, foi submetida analise
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), adquirindo o perfil
cromatografico representado na Figura 12. Os 9 picos, com é&rea maior que 1%, foram
analisados pelo padriao de fragmentagdo e comparados com o banco de dados da biblioteca do
equipamento e com a literatura, sendo possivel identificar substdncias com padrdo de
fragmentacdo similar a das seguints substancias: acido palmitico, fitol, acido linoleico,
esqualeno, gama tocoferol, vitamina E, campesterol, estigmasterol e gama sitoesterol. A Tabela
6 apresenta estas substancias seguidas das informag¢des do tempo de reten¢do (Tr), massa

molecular (g/mol), féormula molecular, area no cromatograma (%) e os principais ions



50

fragmentados. As Figuras 13 e 14 apresentam o perfil de fragmentacdo e a estrutura quimica

das substancias identificadas.

Figura 12 - Perfil cromatografico da fracdo hexanica das folhas de P. rigida obtido por CG-
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Tabela 6 — Caracteristicas quimicas das substancias identificadas por CG-EM.

Massa

Ne° Substincia T'r Molecular Formula Area lons Referéncia
(min) Molecular (%) Fragmentados
(g/mol)
, 43; 57,70, 88,1;
1 Acido palmitico 29,85 256,42 Ci16H3202 1 CHOI, 1996
101; 157
ALAGAMMAL,
43,2, 57,0; 71,2;
2 Fitol 32,04 296,53 Cu0Hs00 10,71 123 TRESINA,
’ MOHAN, 2012.
. 41; 55,2, 79,2; HORAI et al.,
3 Acido linoleico 33,08 280,44 Ci13H3,02 4,25
95,2; 121,2 2010.
ALAGAMMAL;
41,2; 69,2; 95,2;
4 Esqualeno 43,25 410,71 C30Hso 19,77 1372 TRESINA;
’ MOHAN, 2012.
HORAI et al.,
5 v-tocoferol 46,46 416,67 C,3Ha30> 1,31 151,1;416,4
2010.
‘ HORAI et al.,
6 Vitamina E 47,49 430,70 Cy9Hs5002 32,90 165,1; 430,4 5010
43,2;107,1;
OLIVEIRA,
7 Campesterol 48,79 400,68 Ca3Has0 4,02 145,1;207,1; 2014
289,3; 400,4 )
55,2; 83,2;
OLIVEIRA,
8 Estigmasterol 4911 412,69 Ca9Has0 5,68 133,2; 159,2; 2014
255,2;412,4 )
43,2; 81,2;
107,2; 145,1; VENKATA et
9 v -sitosterol 49,91 414,70 Ca9Hs500 7,16
213,2; 303,33; al., 2012.
329,4;414,4

Fonte: O autor (2015)
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Figura 13 - Espectros de massas e representagdo da fragmentagdo das substancias 1 a 5
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Figura 14 - Espectros de massas e representagdo da fragmentagdo das substancias 6 a 9
identificadas por CG-EM.
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5.2.4 Purificacio, isolamento e identificacio de constituintes a partir da fracido em
acetato de etila.

A purificagdo e separacdo da fracdo em acetato de etila foi realizada em coluna
cromatografica contendo como fase estacionaria Sephadex LH-20® ¢ fase movel metanol P.A.
A primeira coluna, contendo a fragdo em acetato de etila, originou 4 fragdes denominadas de
C1F1 a C1F4. A fracdo C1F4, por apresentar menor complexidade apds analise por CCD, foi

submetida a uma segunda coluna originando mais 4 fragdes (C2F1 a C2F4) que foram



54

analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV). A fragdo C2F4 produziu
um rendimento de 7 mg e a analise demonstrou 98% de pureza, com pico majoritario em 18,704
minutos ¢ um espectro de UV caracteristico de flavonoide (Figura 15). Para uma melhor

compreensdo dos dados de elucidagdo, a estrutura basica do flavonoide glicosilado foi

representada na Figura 16.

Figura 15 — Cromatograma e espectro de UV da substancia C2F4 obtido por CLAE-UV-
DAD.
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Fonte: O autor (2015)

Figura 16 - Estrutura basica de um flavonoide glicosilado

Fonte: O autor (2015)

Para elucidacgdo da estrutura quimica da substancia isolada, foram realizadas analises de
ressonancia magnética nuclear e fragmentagdo de massas. Com os dados obtidos através da
analise e RMN de 'H (Figura 17), 13C (Figura 18) e HSQC (Figura 19) foi possivel determinar
os sinais referentes a presenga de hidrogénio e carbono bem como as constantes de acoplamento
destes elementos para a substancia C2F4 (Tabela 7).

A andlise por RMN 'H evidenciou um sinal em & 6,11 (d; 2,06 Hz) caracteristico de

hidrogénio de sistema aromatico associado ao H6. De forma semelhante, o sinal em 6 6,30 (d;
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2,06 Hz) foi atribuido ao H8, confirmando constantes de acoplamento em 2,06 Hz
caracteristicas de padrao de substituicdo meta. O dupleto em 6 7,66 (2,1 Hz) revela a presenca
dos hidrogénios do sistema aromatico referente ao hidrogénio H2’, bem como, em & 6,81 (8,6
Hz) do hidrogénio H5’. Os sinais na regido de 6 7,50 (dd; 2,2 e 8,6 Hz) sugerem a presenca do
hidrogénio H6’. Os picos na regido de 6 3,2-3,9 demonstram a presenga de hidrogénios

carbinolicos, sendo esta regido caracteristica da presenca de uma unidade de agucar.

Figura 17 - Espectro RMN 'H da substincia C2F4.

Fonte: O autor (2015)

O espectro de RMN de '3C (Figura 18) evidencia a presenca de sinais de carbonos em &
156,00 (C2), 135,47 (C3), 97,97 (C6), 93,03 (C8), 160,00 (C9), 114,73 (C2’), 115,08 (C5’) e
119,78 (C6’). Os carbonos carbindlicos foram observados em; 146,07 (C3), 144,50 (C4’) e
163,53 (C5) também foi visualizado o sinal em 6 175,35 referente ao carbono carbonilico (C4).
Na unidade glicosidica, o sinal em & 102,83 foi conferido ao carbono anomérico C1°’, revelando
que a presenga de uma unidade de agucar. E importante ressaltar que, por questdes de
solubilidade, a substancia recebeu a adi¢do de dois solventes (CHCl3; e DMSO), o que pode ter

produzido ocultagdo de sinais.



Figura 18 - Espectro RMN !3C da substancia C2F4.
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Figura 19 - Mapa de contornos HSQC da substancia C2F4.
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Tabela 7 - Valores dos sinais de *C, 'H e constantes de acoplamento

C H

Sinal Sinal C Sinal H Constante de Acoplamento

1 30,35 - - - -

2 93,03 C-8 6,30 H-8 J 2,06 Hz

3 97,95 C-6 6,11 H-6 J 2,06 Hz

4 102,83  C-17 - - -

5 114,73  C-2° 7,66 H-2' J2,2Hz

6 115,08 C-5° 6,81 H-5' J 8,6 Hz

7 119,78  C-6° 7,50 H-6' J86HzeJ2,2Hz

8 122,02 C-1° - - -

9 13547 C-3 - - -

10 144,50 C-4° - - -
11 146,07 C-3’ - - -
12 147,06 - - - -
13 156,00 C-2 - - -
14 160,54 C-9 - - -
15 163,53 C-5 - - -
16 175,35 C-4 - - -
Fonte: O autor (2015)

Para uma melhor compreensdo da estrutura quimica da substancia C2F4, a amostra foi
analisada por espectrometria de massas (Figura 20), onde foi possivel obter seu padrao de
fragmentacdo. O espectro de fragmentacdo apresentou como pico molecular o sinal em 489,2
m/z; correspondendo a [M+23] devido ao acoplamento de um ion de Na* no ion molecular que
tem sua massa real no valor de 466 m/z podendo corresponder a massa da quercetina 3-O-3-D-

glicosideo. O pico no valor de 301,3 indica a perda da porgao glicosidica da molécula.



Figura 20 — Espectro de massas e representacao da fragmentacdo da substancia C2F4.
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5.2 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA DE EEPR

5.2.1 Efeito de EEPR sobre o edema de orelha induzido por éleo de Créton

Seis horas apos a aplicaco topica do 6leo de croton, observou-se a formagao do edema
bem estruturado no grupo controle negativo como mostrado no Grafico 1. EEPR, nas
concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, reduziu significativamente (p < 0,001 ou p < 0,01) o
edema em 64,19, 59,87 ¢ 46,50%, respectivamente (Grafico 1A). Considerando a mesma ordem
de concentragdo, a espessura da orelha foi inibida em 26,89, 32,60 e 23,73% quando comparada
a do grupo controle (Grafico 1B). Como esperado, a dexametasona, farmaco de referéncia, foi
ativa em ambas as medidas do edema. Embora sejam quantificados em unidades diferentes, ¢

importante destacar que ambas as medidas corroboram entre si, podendo apresentar pequenas

variagdes.

Grafico 1 - Efeito anti-inflamatorio topico de EEPR sobre edema de orelha induzido por 6leo

de Croéton.
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Os valores correspondem a média = E.P.M. (n = 8). **p < 0,01 e ***p < 0,001, diferente do grupo controle apos
analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo; CP = Controle
positivo (Dexametasona); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)

5.2.1.1 Efeito de EEPR sobre as atividades de MPO e NAG apos indugdo do edema de orelha
por oleo de Croton

Usando amostras do edema de orelha induzido por 6leo de créton, a medida da atividade
da MPO ¢é mostrada no Grafico 2A. EEPR, nas concentrag¢des de 0,10, 0,25 ¢ 0,50%, foi capaz
de inibir a atividade da MPO em 53,00, 29,42 e 21,12%, respectivamente. A concentragdo de
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0,10% de EEPR apresentou eficicia proxima a da dexametasona, agente anti-inflamatdrio
esteroidal inibidor de mediadores da inflamacdo, em reduzir a atividade dessa enzima. O
Grafigo 2B mostra que, apds 6 horas da inducdo do edema, houve um aumento da atividade de
NAG no controle negativo, enquanto o controle positivo (dexametasona) produziu uma redugio
bastante expressiva dessa atividade. As concentragdes 0,10 (47,43%; p < 0,01) e 0,25%
(35,12%; p < 0,05) de EEPR reduziram a atividade de NAG significativamente.

Grafico 2 - Efeito de EEPR sobre as atividades de MPO e NAG apos indug@o do edema de
orelha por 6leo de Croton.
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** p<0,01*** p<0,001 diferente do grupo controle negativo apds analise de variancia seguida do teste de
Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo, CP = Controle positivo (Dexametasona), EEPR = Extrato

etanolico de P. rigida.
Fonte: O autor (2015)

5.2.2 Efeito de EEPR sobre o edema de orelha induzido por fenol

Ap6s 2h da aplicacdo topica, o fenol induziu uma expressiva formacao do edema no
grupo controle negativo observado através do aumento da massa e da espessura das orelhas
(Grafico 3). Neste grafico, observou-se também que, apos tratamento, a dexametasona, controle
positivo, apresentou eficdcia em ambas as medidas realizadas. Concentragdes de 0,10, 0,25 e
0,50% de EEPR inibiram significativamente (p < 0,001) a massa do edema em 68,85, 66,63 e
79,48%, respectivamente (Grafico 3A), enquanto a espessura foi reduzida em 77,68, 82,68 ¢

85,91% nas respectivas concentragdes de 0,10, 0,25 ¢ 0,50%/orelha (Grafico 3B).
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Grafico 3 - Efeito anti-inflamatorio topico de EEPR sobre edema de orelha induzido por

fenol.
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(A) Medida da massa (mg) dos fragmentos das orelhas. (B) Medida da espessura (mm) das orelhas.

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 8). ***p < 0,001, diferente do grupo controle negativo apos
analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo; CP = Controle
positivo (Dexametasona); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)

5.2.2.1 Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO apds indugdo do edema de orelha por
fenol.

No Grafico 4, é possivel destacar que, apos 2 horas, o fenol elevou a atividade da enzima
mieloperoxidase no grupo controle negativo. As concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50% de EEPR
geraram uma reducdo significativa da atividade de MPO em 39,92 (p <0,001), 23,63 (» <0,01)
e 58,50% (p < 0,001), respectivamente. A dexametasona, anti-inflamatorio esteroidal, reduziu

de forma significativa a atividade da enzima MPO (p < 0,001).

Grafico 4 -Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO apds inducdo do edema de orelha por

fenol.
0.204
0.15
0.10

0.05+

Atividade enzimatica
da MPO (dO/mg proteinas)

Basal CN  CP 0,10 025 050
EEPR

Os valores correspondem a média = E.P.M. de quatro fragmentos de orelha. **p < 0,01; ***p < 0,001,
diferente do grupo controle negativo ap6s analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN =
Controle negativo; CP = Controle positivo (Dexametasona); EEPR = Extrato etanélico de P. rigida.
Fonte: O autor (2015).
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5.2.3 Efeito de EEPR sobre 0 edema de orelha induzido por capsaicina

A capsaicina induziu um aumento da massa e da espessura da orelha de camundongos
apos 30 minutos de aplicagdo tdpica, mostrando a formacdo do edema no grupo controle
negativo (Grafico 5). Concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50% de EEPR (36,09, 29,88 ¢ 41,42%,
respectivamente) foram capazes de reduzir significativamente (p < 0,01 ou p < 0,001) a massa
do edema em relagdo ao grupo controle negativo (Grafico 5A). A espessura do edema também
foi diminuida em 23,20, 48,92 ¢ 46,76% nas concentragoes de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% de EEPR,
respectivamente (Grafico 5B). Dexametasona, controle positivo, foi significativamente (p <

0,01 ou p <0,001) ativa na reducdo da massa e da espessura do edema.

Grafico 5 - Efeito anti-inflamatorio topico de EEPR sobre edema de orelha induzido por

capsaicina.
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do grupo controle negativo apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle
negativo; CP = Controle positivo (Dexametasona); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)

5.2.3.1 Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO apds indugdo do edema de orelha por
capsaicina

A aplicacdo topica da capsacicina promoveu aumento da atividade da enzima MPO no
grupo controle (Grafico 6). A dexametasona, controle positivo, foi capaz de bloquear o processo
inflamatorio pela reducdo da atividadede MPO. Nos grupos testados, EEPR, nas concentragdes

de 0,10, 0,25 e 0,50%, diminuiu a atividade de MPO em 66,26, 45,54 e 73,64%,

respectivamente.
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Grafico 6 - Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO ap6s indug@o do edema de orelha por

capsaicina.
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Fonte: O autor (2015).

5.2.4 Efeito de EEPR sobre o edema de orelha induzido por acido araquidénico

AA induziu um aumento expressivo da massa e da espessura das orelhas do grupo

controle negativo (Grafico 7). O tratamento com EEPR promoveu uma redu¢do do edema em

41,70, 42,55 e 32,76% nas concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente (Grafico 7A).
EEPR também diminuiu a espessura do edema em 30,95 (0,10%), 35,71 (0,25%) e 23,73%

(0,50%) quando comparado ao grupo controle (Grafico 7B). Indometacina, inibidor da ciclo-

oxigenase e usada como controle positivo, foi ativa em ambas as medidas.

Grafico 7 - Efeito anti-inflamatorio topico de EEPR sobre edema de orelha induzido por acido
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(A) Medida da massa (mg) dos fragmentos das orelhas. (B) Medida da espessura (mm) das orelhas.

Os valores correspondem a média + E.P.M. de oito camundongos. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, diferente
do grupo controle negativo apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle
negativo; CP = Controle positivo (Indometacina); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)
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5.2.4.1Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO apés indugdo do edema de orelha por acido
araquidonico

O edema de orelha induzido por AA também foi avaliado quanto a atividade da enzima
MPO (Grafico 8). O processo inflamatorio revelado pelo aumento de MPO no controle negativo
foi revertido pela aplicagdo topica de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% de EEPR em 58,26, 64,91 ¢ 43,54%,
respectivamente. De maneira semelhante, a indometacina, controle positivo, reduziu a atividade

enzimatica de forma eficaz (p < 0,001).

Grafico 8 - Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO apo6s indugdo do edema de orelha por

acido araquidonico.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro fragmentos de orelhas. ***p < 0,001; diferente do grupo
controle negativo apods analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle
negativo; CP = Controle positivo (Indometacina); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).

5.2.5 Analise histopatologica do edema de orelha induzido por éleo de croton

Para corroborar com os resultados descritos, fragmentos de orelha obtidos do modelo
de edema de orelha induzido por 6leo de croton foram analisados histopatologicamente e cortes
representativos sdo visualizados na Figura 21. O grupo basal (sem indu¢do de edema) mostra
auséncia de edema e de processo inflamatorio (Figura 21A), enquanto que o grupo controle
negativo (com indu¢do do edema, sem tratamento) apresentou um aumento acentuado da
espessura da orelha, caracterizando edema tipico de processo inflamatorio (Figura 21B). O
tratamento EEPR, nas concentra¢des de 0,10, 0,25 e 0,50%, reduziu a formacdo de edema,
sendo observado pela espessura da derme nos cortes histologicos das orelhas (Figuras 21D, 21E
e 21F). Apos aplicacdo da dexametasona 0,1 mg/orelha, controle positivo, a inibi¢do do edema

foi também visualizada de forma expressiva (Figura 21C).



Figura 21 - Cortes histologicos de orelhas com edema induzido por 6leo de croton apds

tratamento com EEPR.

Cortes histologicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina (10x, escala de 100 pm). (A)
Basal (sem inflamag@o); (B) Controle negativo (acetona); (C) Controle Positivo (dexametasona); (D) EEPR
0,10%; (E) EEPR 0,25%; (F) EEPR 0,50%.

Fonte: O autor (2015)

Parametros de inflamagdo nas amostras das orelhas de camundongos também foram
analisados através da visualizagdo de infiltragdo de leucocitos polimorfonucleares na derme ¢
vasodilatagdo (Figura 22). Esses parametros da inflamacdo, causados por 6leo de croton, foram

suprimidos pelo tratamento topico com EEPR nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, assim
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como pela dexametasona (0,10 mg/orelha), podendo ser observado nos cortes histologicos (20x,

escala 100 um) (Figura 22).

Figura 22 - Cortes histologicos de orelhas com edema induzido por 6leo de croton apos

tratamento com EEPR.
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Cortes histologicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina (200x, escala de 50 pm). (A)
Basal (sem inflamag@0); (B) Grupo controle; (C) Dexametasona; (D) EEPR 0,10%; (E) EEPR 0,25%; (F) EEPR
0,50%; (ED) edema/espessamento da derme; seta vermelha indica vasos sanguineos e seta verde a presenca de
leucdcitos.
Fonte: O autor (2015)
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Usando o programa Imagepro-Plus®, a espessura do edema foi quantificada frente aos
grupos tratados com EEPR e demais grupos (Grafico 9). Neste grafico, observa-se que EEPR
reduziu significativamente a formagao de edema em 24,99, 22,57 e 31,24% nas concentracoes
de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente. Apds a aplicacdo da dexametsona, o edema foi
reduzido para 183,4 £ 16,1 (um), o que corresponde a 40,91% de inibi¢cdo. O grupo basal
(veiculo, sem inflamacdo) ndo produziu formacdo de edema e processo inflamatorio,

apresentando também menor espessura entre os grupos investigados (Grafico 9).

Grafico 9 - Efeito do EEPR sobre o tamanho do edema de orelha induzido por 6leo de

crotonnos cortes histoldgicos analisados através do programa Imagepro-Plus®.
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Medidas da espessura do tecido edematoso (um) em cinco regides aleatorias de cada corte histologico. Cada
grupo foi representado por quatro cortes histologicos (n = 4). ***p < (0,001; diferente do grupo controle negativo
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo, CP = Controle
positivo (Dexametasona), EEPR = Extrato etanolico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).
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5.3  ATIVIDADE CICATRIZANTE DE EEPR
O procedimento operatorio e o tratamento pos-operatorio transcorreram sem
complica¢des. Todos os animais recuperaram-se bem da anestesia, demonstrando bom estado

geral e atividades fisica e comportamental normais para a espécie.

5.3.1 Efeito de EEPR sobre a massa corporal e consumo de dgua e racao

A Tabela 9 mostra os valores da massa corporal, consumo de agua e ragao dos animais
submetidos ao modelo de cicatrizag¢do cutdnea durante sete e 14 dias de tratamento com EEPR.
Entre grupos avaliados observa-se que o grupo tratado com a concentragdo 0,25% apresentou,

no periodo de 14 dias maior consumo de ragdo e também maior peso (Tabela 8).

Tabela 8 — Efeito de EEPR sobre a massa corporal e o consumo de dgua e racdo nos

tratamentos de 7 e 14 dias.

n Tratamentos EEPR
Parametros = 4i06) CN cp 0,10% 0,25% 0,50%
Massa 7 136,75 £ 11,24 138,89 £3,72 142,62 £ 13,41 131,95 £10,52 140,48 £ 12,06
Corporal
(2) 14 178,23 £ 16,15 184,87 £5,37 183,89 £15,50 194,37 £19,42* 188,15+ 17,11
. 179,38 £49,16 191,25 £47,18 206,88 +49,99 173,13 £56,87 189,00 +£47,33
Agua (mL)
14 205,66 4043 18633 +27,61 21733+3133  22566+18,50 204,00 27,07
7 264,00 + 29,09 258,25 +30,38 287,88 +26,07 276,75 £ 24,39 282,63 +£23,38
Racao (g)
14 262,46 £ 11,31 264,73 £16,50 279,66 +30,50 295,53 £15,90*+* 281,93 +£22,59

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 6). CN = Controle negativo, CP = Controle positivo, EEPR =

Extrato etanolico de P. rigida, cEEPR = Creme contendo EEPR. *p < 0,05 e ***p < 0,001; diferente do grupo

controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo e CP =
Controle positivo.

5.3.2 Efeito de EEPR sobre a analise macroscdopica do processo de cicatrizacio nos
tratamentos de 7 e 14 dias

Apobs remocdao da pele, a analise macroscopica das lesdes permitiu observar o
desenvolvimento do edema acompanhado de vermelhiddo ao redor da lesdo. Ao decorrer do
tratamento de sete dias com EEPR, notou-se uma redugdo do edema em todas as lesoes até o
terceiro dia do pds-operatdrio, referente as fases iniciais da resposta inflamatoria. No entanto,
ndo foi constatada a formagao de exsudato purulento, mas observou-se a produ¢ao de exsudagio
serosa nos animais do grupo controle até o 4° dia e dos grupos tratados com EEPR e Dersani®
até o 2° dia. A partir do 3° dia, a geracdo de crostas mais delgadas foi observada nos grupos

tratados com EEPR e Dersani®, enquanto o grupo controle apresentou crostas espessas €
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ressecadas. No 5° dia, iniciou-se, espontaneamente, o desprendimento das crostas, mostrando
sinais de re-epitelizacdo. Sob analise macroscopica, observou-se no 7° dia que, embora o
processo de cicatrizagdo tenha sido bem expressivo nos grupos tratados, o mesmo foi menos

abundante no grupo controle (Quadro 2).

Quadro 2 - Efeito de EEPR sobre o processo de cicatrizagdo em ratos Wistar no tratamento de
7 dias.
GRUPO DIA 0 DIA 7

Controle negativo

Controle positivo

EEPR 0,10%

EEPR 0,25%

EEPR 0,50%

Fonte: O autor (2015)

Considerando o experimento de 14 dias, os parametros macroscopicos dos 7 dias
iniciais dos animais tratados com EEPR foram semelhantes ao experimento de 7 dias mostrado

no quadro 1. No entanto, apés 14 dias, EEPR promoveu uma completa oclusdo das lesdes
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(Quadro 3), ocorrendo um completo fechamento das lesdes de todos os grupos, incluindo o

grupo controle negativo.

Quadro 3 - Efeito de EEPR sobre o processo de cicatrizagdo em ratos Wistar no tratamento de

GRUPO DIA 14

Controle negativo

Controle positivo

EEPR 0,10%

EEPR 0,25%

EEPR 0,50%

Fonte: O autor (2015)

5.3.3 Efeito de EEPR sobre a drea da lesiio nos tratamentos de 7 e 14 dias

O Grafico 10 representa a evolucdo do processo de cicatrizacdo nos dias 0, 4 ¢ 7, onde
¢ possivel observar que nos dias 4, as concentragdes de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% de EEPR e Dersani®
reduziram a area da lesdo significativamente (p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001) em relacdo ao

controle. Além disso, ao final dos sete dias, o grupo controle negativo (CN) apresentou grau de
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contracao de 71% da lesdo em relagdo ao dia 0 com maior area da les@o ao longo dos 7 dias. Os
grupos tratados com EEPR, nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, apresentaram grau de

contracao de 85,00, 87,00 e 80,00%, respectivamente.

Grafico 10 - Efeito de EEPR sobre a area das lesGes induzidas em ratos Wistar no tratamento

de 7 dias.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. de seis ratos. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001, diferente do
grupo controle apds analise de varidncia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo;
CP = Controle positivo (Dersani®); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)

Considerando o tratamento de 14 dias, foi possivel observar que, at¢ o 7° dia de
experimento, os resultados foram semelhantes aqueles descritos no Grafico 10 para 7 dias de
tratamento. As trés concentragcdes promoveram uma reducdo significativa (p < 0,05; p <0,01;
p <0,001) em relagdo ao grupo controle negativo apds 4 e 7 dias de tratamento (Grafico 11).
No 14° dia de tratamento, houve um completo fechamento das lesdes em todos os grupos

avaliados, produzindo um grau de contragao de 100%.
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Grafico 11 - Efeito de EEPR sobre a area das leses induzidas em ratos Wistar no tratamento

de 14 dias.
50
Iz
7
| B o,10
g .
7
,% 30+ % [ 0,25 | EEPR
7 ,
~ | 0,50
- %
= 201 7 A
7 7
< ? é
[ - g g
< 104 z g
7 |
Z Z
| |
0- 4 LRI

Dia 4 Dia 7 Dia 14

Os valores correspondem a média = E.P.M. de seis ratos. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; diferente do
grupo controle apds analise de varidncia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo;
CP = Controle positivo (Dersani®); EEPR = Extrato etandlico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015)

5.3.4 Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO nos tratamentos de 7 e 14 dias

O Grafico 12 mostra a atividade da enzima mieloperoxidase que foi avaliada ao final
dos 7 e dos 14 dias. A atividade de MPO foi aumentada de forma expressiva no grupo controle
negativo, enquanto o Dersani®, controle positivo, inibiu a atividade de MPO significativamente
(» <0,001) apos 7 dias de tratamento (Grafico 12A). A concentracdo de 0,25% de EEPR inibiu
a atividade de MPO em 19,30% (p <0,01).

Ap6s 14 dias de tratamento (Grafico 12B), a atividade da MPO encontrou-se elevada no
grupo tratado com solugdo fisiologica (controle negativo), enquanto que o grupo CP apresentou
uma redugdo significativa da atividade desta enzima (p < 0,001). Nos grupos tratados com
EEPR nas concentragdes teste apenas apresentou redu¢ao significativa da atividade de MPO a

concentragao de 0,10% (p < 0,01), inibindo em 19,30% a atividade desta enzima.
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Grafico 12 - Efeito de EEPR sobre a atividade de MPO no processo cicatrizagdo em ratos

Wistar nos tratamentos de 7 € 14 dias.
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(A) Tratamento de 7 dias. (B) Tratamento de 14 dias. Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro
fragmentos de orelhas. **p < 0,01; ***p < 0,001; diferente do grupo controle apds analise de variancia seguida
do teste de Student-Newman-Keuls. NS = nao significante. CN = Controle negativo, CP = Controle positivo
(Dersani®), EEPR = Extrato etanélico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).

5.3.5 Efeito de EEPR sobre a atividade de NAG nos tratamentos de 7 e 14 dias

A acdo do extrato etanolico também foi avaliada quanto a atividade da enzima NAG que
¢ indicativa da presenga de leucdcitos mononucleares. Apos 7 dias de tratamento, o grupo
controle positivo apresentou redugdo significativa na atividade enzimatica (p < 0,001),
enquanto os grupos tratados com EEPR nas concentragdes de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% apresentaram
42,40 (p <0,001), 31,80 (»p <0,01) e 32,60% (p < 0,01) de inibicdo da NAG, respectivamente,
quando comparado ao grupo controle negativo (Grafico 13A).

A agdo de EEPR também foi avaliada quanto a atividade enzimatica de NAG apos 14
dias de tratamento (Grafico 13B). Nas concentra¢des de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% de EEPR, a
atividade de NAG foi inibida em 41,32 (p < 0,001), 45,12 (p < 0,001) e 7,84% (ndo
significante), respectivamente, em relacdo ao grupo controle negativo. O grupo controle

positivo (Dersani®) reduziu, significativamente (p < 0,001), a atividade de NAG.
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Grafico 13 - Efeito de EEPR sobre a atividade de NAG no processo cicatrizagdo em ratos

Wistar nos tratamentos de 7 € 14 dias.
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(A) Tratamento de 7 dias. (B) Tratamento de 14 dias. Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro
fragmentos de orelhas. **p < 0,01; ***p < 0,001; diferente do grupo controle apds analise de variancia seguida
do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo, CP = Controle positivo (Dersani®), EEPR =
Extrato etanolico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).

5.3.6 Analise histopatoldgica de tecido cicatrizado nos tratamentos de 7 e 14 dias com
EEPR

Cortes histologicos de tecidos cicatrizados obtidos apos sete e 14 dias de tratamento,
corados com HE (hematoxilina e eosina) e analisadas em microscopia otica nas objetivas de
10x e 20x, foram avaliados com intuito de observar possiveis alteracdes morfologicas
microscopicas.

Ap6s sete dias, o tratamento com EEPR mostrou que o grupo controle (tratado com
solucdo fisioldgica) apresentou uma epiderme (E) acentuadamente espessa com hiperplasia,
maior intensidade de mononucleares (Mn), colageno (Co) mais condensado e presenca de
fibroblasto (Figura 23A1) quando comparado ao grupo controle de 14 dias (Figura 23A2). O
tratamento com Dersani® (controle positivo) reduziu a espessura da epiderme, o processo
inflamatoério (pouca presenca de mono e polimorfonucleares) e produziu uma maior
proliferacao de colageno e fibroblastos, mostrando um melhor processo de cicatrizagdo (Figuras
23B1 e 23B2) em ambas as fases do estudo (sete ¢ 14 dias). Em relagdo ao tratamento com
EEPR (0,10, 0,25 e 0,50%), verificou-se uma redugao progressiva da epiderme e do processo
inflamatorio de forma dependente da concentragdo apoés sete (Figuras 23C1 a 23E1) e 14 dias
de tratamento (Figuras 23C2 a 23E2). Nestes periodos, ocorreu um aumento da proliferacao de
colageno e fibroblastos, mostrando uma completa cicatrizagdo, especialmente na concentragio
de 0,50%. Também, foram observados outros tecidos anexos, tais como tecido adiposo,

foliculos pilosos ¢ tecidos glandulares (glandulas sebaceas e sudoriparas).
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Figura 23 - Fotomicrografia do tecido cicatrizado de ratos Wistar nos tratamentos de 7 e 14

dias com EEPR.
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de ratos
dias; (A2) Controle negativo (salina) — 14 dias; (B1) Controle positivo (Dersani®) — sete dias; (B2) Controle
positivo (Dersani®) — 14 dias; (C1) EEPR 0,10% — sete dias; (C2) EEPR 0,10% — 14 dias; (D1) EEPR 0,25% —
sete dias; (D2) EEPR 0,25% — 14 dias; (E1) EEPR 0,50% — sete dias; (E2) EEPR 0,50% — 14 dias; E =
Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb = Fibroblasto.
Fonte: O autor (2015)
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5.4.1 Efeito de cEEPR sobre a massa corporal e consumo de dgua e ragdo
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A Tabela 9 mostra os valores da massa corporal e consumo de agua e racdo dos animais

submetidos ao modelo de cicatrizagdo cutanea nos tratamentos de sete ¢ 14 dias com cEEPR.
Entre os grupos, observa-se que aqueles tratados com cEEPR 0,25% apresentou, no tratamento
de 14 dias maior consumo de racdo e também maior peso. Além disso, ndo foram verificadas

alteracdes comportamentais e morte de animais durante os periodos analisados.

Tabela 9 — Efeito de cEEPR sobre a massa corporal e o consumo de agua e ragao nos

tratamentos de 7 e 14 dias.

A Tratamentos cEEPR
Pardmetro " 46 CN ce 0,10% 0,25% 0,50%
Massa 7 136,75+ 11,24 138,89 +£3,72 142,62 + 13,41 131,95 £10,52 140,48 £ 12,06
Corporal
© 14 178,23 £16,15 184,87 +£5,37 183,89 +£15,50 194,37 +£19,42* 188,15+ 17,11
e 7 179,38 £49,16 191,25 £47,18 206,88 + 49,99 173,13 £56,87 189,00 +£47,33
Agua (mL)
14 205,66 +40,43 186,33 £27,61 217,33 £31,33 225,66 + 18,50 204,00 +27,07
Raci 7 264,00 £29,09 258,25 +30,38 287,88 £26,07 276,75 +£24,39 282,63 +23,38
acao (g)
¢ . 14 262,46 £11,31 264,73 £16,50 279,66 £30,50 295,53 +£15,90%** 281,93 + 22,59

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 6). Analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls. *p < 0,05 e ***p < 0,001; diferente do grupo controle ap6s analise de variancia seguida do teste de
Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo ¢ CP = Controle positivo.
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5.4.2 Efeito de cEEPR sobre a analise macroscdopica do processo de cicatrizacio nos
tratamentos de 7 e 14 dias

O Quadro 4 apresenta fotos representativas dos grupos tratados com cEEPR no
tratamento de sete dias, destacando os dias 0 e sete. Foi observado que, apds remogao do
fragmento da pele (dia 0), houve a presenca de vermelhiddo ao redor da lesdo seguida de
inchaco do tecido. Assim como observado no tratamento com EEPR, foi verificada uma
exsudacio serosa até o 4° dia de tratamento nos animais do grupo controle, enquanto os grupos
tratados com cEEPR e dexametasona (creme) essa exsudagdo permaneceu até o 2° dia. Crostas
mais delgadas e estruturadas foram constatadas nos grupos tratados com cEEVP e
dexametasona a partir do 3° dia, enquanto crostas espessas e ressecadas foram notadas no grupo
controle apos 4 dias de tratamento. O desprendimento espontdneo das crostas comegou em
alguns animais de todos os grupos a partir do 5° dia de tratamento, indicando a ocorréncia de
re-epitelizagdo. No 7° dia, o desprendimento total das crostas e o fechamento das lesoes
demonstraram que o processo de cicatrizacao se encontrava na fase de finalizacdo. No entanto,
foi verificado que esse processo estava mais tardio no grupo controle negativo.

O tratamento realizado por 14 dias demonstrou que, nos primeiros sete dias, cEEPR
produziu efeitos sobre o processo de cicatrizacdo semelhantes aqueles observados no
tratamento de sete dias com cEEPR (Quadro 4). No entanto, apds 14 dias, cEEPR promoveu
uma completa cicatriza¢do das lesdes (Quadro 5), sendo visualizados pelo fechamento das

lesdes de todos os grupos.
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Quadro 4 - Efeito de cEEPR sobre o processo de cicatrizacdo em ratos Wistar no tratamento

de 7 dias.

GRUPO

DIA O

Controle negativo

Controle positivo

cEEPR 0,10%

cEEPR 0,25%

cEEPR 0,50%

DIA 7

Fonte: O autor (2015)
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Quadro 5 - Efeito de cEEPR sobre o processo de cicatrizacdo em ratos Wistar no tratamento
de 14 dias.
GRUPO DIA O DIA 14

Controle negativo

Controle positivo

cEEPR 0,10%

cEEPR 0,25%

cEEPR 0,50%

Fonte: Autor (2015)

5.4.3 Efeito de cEEPR sobre a area da lesao nos tratamentos de 7 e 14 dias

O Grafico 14 apresenta os valores da area das lesdes, observando que, ao final dos sete
dias de tratamento, o grupo controle negativo (CN) apresentou grau de contragdo da ferida de
58,62% em relacdo ao dia 0. O grupo controle positivo (CP), tratado com dexametasona,
produziu uma reducéo significativa da area da lesdo. Nas concentragdes de 0,10, 0,25 ¢ 0,50%,

cEEPR, apresentou grau de contracdo de 84, 83 e 81%, respectivamente.
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A éarea da lesdo também foi avaliada durante 14 dias de tratamento e ¢ mostrada no
Grafico 15. Neste grafico, ¢ possivel observar que o resultado de sete dias de tratamento foi
similar aquele demonstrado no Grafico 14. No 14° dia de tratamento, exceto o grupo controle
negativo, houve um completo fechamento das lesdes nos grupos avaliados.

Considerando o grau de contragdo, o grupo controle negativo apresentou medidas
superiores aos demais grupos em todos os dias avaliados: 41% (dia 4), 65% (dia 7) e 90% de
grau de contragdo ao 14° dia. cEEPR, nas concentrag¢des de 0,10, 0,25 ¢ 0,50% e dexametasona
apresentaram grau de contragdo 100% no tratamento de 14 dias, demonstrando completo

fechamento das lesdes.

Grafico 14 - Efeito de cEEPR sobre a area das lesoes induzidas em ratos Wistar no tratamento

de 7 dias.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro fragmentos de orelhas. **p < 0,01; ***p <0,001; diferente
do grupo controle apds analise de varidncia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle
negativo, CP = Controle positivo (Dexametasona), Creme EEPR = Extrato etandlico de P. rigida incorporado a
creme base Lanette®.

Fonte: O autor (2015).
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Grafico 15 - Efeito de cEEPR sobre a area das lesoes induzidas em ratos Wistar no tratamento

de 14 dias.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro fragmentos de orelhas. **p < 0,01; ***p < 0,001; diferente
do grupo controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle
negativo, CP = Controle positivo (Dexametasona), Creme EEPR = Extrato etandlico de P. rigida incorporado a
creme base Lanette®.

Fonte: O autor (2015).

5.3.4 Efeito de cEEPR sobre a atividade de MPO nos tratamentos de 7 e 14 dias

O Grafico 16 apresenta os valores obtidos da atividade de MPO nos diferentes grupos
tratados por sete e 14 dias. E observado que o grupo controle positivo, dexametasona, foi capaz
de inibir significativamente (p < 0,001) a atividade de MPO e a concentracdao de 0,10 % de
cEEPR inibiu a atividade em 18,83% (p <0,05), em relagdo ao grupo controle negativo (Grafico
16A). Apo6s 14 dias de tratamento, dexametasona, controle positivo, inibiu a atividade de MPO
em 41,09% (Grafico 16B). Neste grafico, ¢ também observado que as concentragdes de 0,10,
0,25 e 0,50% reduziram (p < 0,001 ou p <0,01) a atividade de MPO em 30,29, 20,74 ¢ 17,66%,

respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo (CN).
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Grafico 16 - Efeito de cEEPR sobre a atividade de MPO no processo cicatrizagdo em ratos

Wistar nos tratamentos de 7 € 14 dias.
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(A) Tratamento de 7 dias. (B) Tratamento de 14 dias. Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro
fragmentos de orelhas. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; diferente do grupo controle apos analise de
variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo, CP = Controle positivo
(Dexametasona), cEEPR = Creme do extrato etanolico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).

5.4.5 Efeito de cEEPR sobre a atividade de NAG nos tratamentos de 7 e 14 dias

O efeito de cEEPR sobre a atividade de NAG nos diferentes grupos tratados por sete e
14 dias ¢ mostrado no Grafico 17. Apoés sete dias de tratamento, a dexametasona, controle
positivo, inibiu a atividade de NAG em 38,01% (p < 0,01) (Grafico 17A). Neste periodo de
avaliagdo, 0,10 e 0,25% reduziram a atividade de NAG em 29,68 e 29,32%, respectivamente,
quando comparada ao grupo controle negativo. O tratamento de 14 dias com cEEPR promoveu
uma inibi¢do da atividade de NAG em 49,75 (dexametasona), 32,63 (0,10%), 42,98 (0,25%) ¢
38,21% (0,50%) em relagdo ao grupo tratado com solugdo fisioldgica (controle negativo)

(Grafico 17B).
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Grafico 17 - Efeito de cEEPR sobre a atividade de NAG sobre o processo cicatrizagdo em

ratos Wistar nos tratamentos de 7 e 14 dias.
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(A) Tratamento de 7 dias. (B) Tratamento de 14 dias. Os valores correspondem a média + E.P.M. de quatro
fragmentos de orelhas. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; diferente do grupo controle apds analise de
variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN = Controle negativo, CP = Controle positivo
(Dexametasona), cEEPR = Creme do extrato etanolico de P. rigida.

Fonte: O autor (2015).

5.3.6 Analise histopatologica de tecido cicatrizado nos tratamentos de 7 e 14 dias com
cEEPR

Apods sete e 14 dias de tratamento com cEEPR, cortes histologicos de tecidos
cicatrizados foram corados com HE (hematoxilina e eosina) e analisadas em microscopia 6tica
nas objetivas de 10x e 20x para observacdo de possiveis alteracdes morfologicas (Figura 25).
O tratamento de sete dias produziu uma epiderme (E) mais espessa com hiperplasia, maior
intensidade de mononucleares (Mn), colageno (Co) menos condensado e presenca de
fibroblasto (Figura 24A1) com maior intensidade no grupo controle negativo. Neste grupo, a
epiderme (E) tornou-se menos espessa com reducdo da hiperplasia, os mononucleares (Mn)
com menor intensidade, o colageno apresentou-se mais condensado € menor apds 14 dias de
tratamento (Figura 24A2). O tratamento com dexametasona (controle positivo) reduziu a
espessura da epiderme, o processo inflamatério (pouca presenca de mono e
polimorfonucleares), produziu uma maior proliferacdo de colageno e menos fibroblastos,
mostrando finalizagdo do processo de cicatrizacdo (Figuras 24B1 e 24B2) em ambas as fases
do estudo (sete e 14 dias). Considerando o tratamento com cEEPR (0,10, 0,25 ¢ 0,50%), houve
uma aceleracdo do processo de cicatrizagcdo observado através da diminui¢cdo da espessura da
epiderme, proliferacdo de colageno, redugcdo de fibroblastos e redugdo dos pardmetros
inflamatorios com diminui¢do de mono e polimorfonucleares apos sete (Figuras 24C1 a 24E1)

e 14 dias de tratamento (Figuras 24C2 a 24E2). Além disso, foram também observados outros
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tecidos e anexos, tais como tecido adiposo, foliculos pilosos e tecidos glandulares (glandulas

sebacea e sudoripara).

Figura 24 - Fotomicrografia do tecido cicatrizado de ratos Wistar nos tratamentos de 7 e 14

dias com cEEPR.

Tratamento de 7 dias Tratamento de 14 dias
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Continuacdo da Figura 24...
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Cortes histologicos de feridas de ratos corados com hematoxilina-eosina. (A1) Controle negativo (salina) — sete
dias; (A2) Controle negativo (salina) — 14 dias; (B1) Controle positivo (Dersani®) — sete dias; (B2) Controle
positivo (Dersani®) — 14 dias; (C1) cEEPR 0,10% — sete dias; (C2) cEEPR 0,10% — 14 dias; (D1) cEEPR 0,25%
— sete dias; (D2) cEEPR 0,25% — 14 dias; (E1) cEEPR 0,50% — sete dias; (E2) cEEPR 0,50% — 14 dias; E =
Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb = Fibroblasto.

Fonte: O autor (2015)
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6 DISCUSSAO

As folhas e hastes de Palicourea rigida, pertencente a familia Rubiaceae, conhecida
popularmente como bate-caixa, gritadeira e douraddo, tem sido utilizada na medicina
tradicional na forma de decocto para o tratamento de doencas do sistema urinario e como
diurética (VENCATO et al., 2006). Além disso, a populagdo rural de Minas Gerais faz uso das
folhas e raizes para doengas da pele, especialmente em caso de sifilis, e das folhas e casca do
caule, na forma de decocto, como depurativo para doengas renais e inflamag¢des ovarianas
(GRANDI et al., 1989). Atividades citotoxica (SILVA et al, 2006), antimicrobiana
(VENCATO et al., 2006), antioxidante e anti-inflamatoria (ROSA et al., 2010) tém sido
relatadas para a referida espécie, enquanto triterpenos derivados da friedelanona (BOLZANI;
TREVISAN; YOUNG, 1992), iridéide loganina (LOPES et al., 2004) e alcaloide inddlico
vallesiachotamina (VENCATO et al., 2006) foram substancias identificadas. No entanto, as
atividades anti-inflamatoria topica e cicatrizante t€ém sido pouco exploradas para P. rigida,
tornando-se a principal hipotese da presente investigacdo. Para isto, extrato etanolico das folhas
de P. rigida (EEPR) e um creme dermatoldgico desenvolvido com EEPR (cEEPR) foram
usados para realizacdo deste estudo.

Os resultados obtidos na caracterizacdo quimica por CLUE-UV-EM do extrato
etanodlico das folhas de P. rigida se assemelham com os dados da literatura referente ao perfil
fitoquimico da espécie, sendo encontrado o iridoide loganina, ja isolado na espécie (MOREL
et al., 2010) e com acdo imunomoduladora (MATHAD et al., 1998), anti-inflamatoria (PARK
et al., 2007), analgésica, hepatoprotetora e nefroprotetora (XU, 2006; YAMABE et al., 2010).
Estudos também sugerem que a loganina pode aumentar o conteudo de osteocalcina e de
colagéno de tipo I, sendo indicado para o tratamento da osteoporose (LI et al., 2010). A
quercetina 3-(6-O-acetil-B-glicosideo) ja foi descrita em plantas da familia asteraceae
(HARBORNE, MABRY, MABRY, 1975).

A andlise da fracdo hexanica por CG-EM confirmou a presenga de substincias mais
apolares, algumas exercem atividade antioxidante significativa como a vitamina E (a-tocoferol)
e o gama tocoferol ambas com atividade antioxidante (COONEY et al., 1993). O acido
linoleico, também identificado, é caracteristico por prevenir distirbios em reagdes de
hipersensibilidade do tipo I, doengas auto-imunes e inflamagdes de mucosas (HONTECILLAS
et al.,, 2002; WHIGHAM et al., 2002). Também foram identificados os fitoesterois:
campesterol, estigmasterol e gama sitosterol, varios resultados sugerem que os fitoesterois,
como o sitosterol sdo responsaveis, pelo menos em parte, por efeitos de prevencdo do

desenvolvimento de doengas causadas por espécies reativas de oxigéno (VIVACONS;
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MORENQO, 2005). O terpeno fitol, identificado pela técnica cromatografica também apresenta
propriedades biologicas importantes, estando relacionado com a atenuagdo da resposta
inflamatoria através da inibicdo da migrag@o de neutrofilos que € causada em parte por reducdo
da IL-1P e diminuicao dos niveis de TNF-a e stress oxidativo (SILVA et al., 2014). O esqualeno
¢ uma substancia triterpénica intermediaria na biossintese de esterdides que tem sua atividade
anti-oxidante amplamente descrita (HUANG; LIN; FANG, 2009; AIOI; SHIMIZU;
KURIYAMA, 1995) além de apresentar sinergismo em sua atividade na presenca de a-tocoferol
e y-tocopherol (FINOTTI et al., 2000).

Os dados espectroscopicos adquiridos nas analises de 'H e '3C para o composto C2F4
demonstram grande similaridade com os descritos por Melos e colaboradores (2007) ¢ Rosa e
colaboradores (2010) para o flavonoide quercetina 3-O-B-D-glicosideo que tem sido isolado
das espécies de Prangos ferulaceae (Apiaceae) (RAZAVI et al., 2009), Euphorbia retusa
(Euphorbiaceae) (HARRAZ, 2009), Rosa nutkana (Rosaceae) (JOVEL et al., 2007) e
Desmostachia bipinnata (Gramineae) (AWAAD et al., 2008), bem como de Palicourea rigida
(ROSA et al., 2010). A comparacdo da fragmentacdo de massas do composto também
apresentou similaridade aos dados descritos na literatura (NEGRI et al., 2013; TATKE et al.;
2014).

A quercetina 3-O-B-D-glicosideo tem sido relacionada a atividade antioxidante, anti-
iflamatoria e fitotoxica (RAZAVI et al., 2009). A forma glicosilada da quercetina pode indicar
que esta substincia pode ser encontrada na forma aglicona em algum momento de sua
biossintese. Além disso, a presenca de quercetina em sua forma aglicona tem sido associada a
modulacdo de células envolvidas na inflamacdo (ex. linfocitos e neutrdfilos), inibicdo da
produgdo de citocinas pro-inflamatoérias (ex. TNF-a e IL-1) e modulacdo de enzima formadora
de 6xido nitrico, das enzimas fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase (enzimas da via
do 4cido araquidonico) (LOPEZ-POSADAS et al., 2008; NIJVEDLT et al., 2001; BOOTS;
HAENEN; BAST, 2008).

O processo inflamatério constitui um mecanismo de reagdo dos tecidos que se
caracteriza pela saida de liquidos e células (exsudag@o) com inducdo de reparo celular. Neste
processo, predominam cinco sinais denominados cardinais que sdo calor, rubor, tumor, dor ¢
perda da funcdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; NEHER et al., 2011). O calore o
rubor sdo decorrentes da vasodilatacdo ocasionada, principalmente, por 6xido nitrico e
prostaglandinas que promovem uma maior quantidade de sangue (hiperemia) local, produzindo
um aspecto de vermelhiddo. Além disso, o aumento da permeabilidade vascular gera o

extravasamento de liquidos, produzindo um aumento da espessura do edema que caracteriza o
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tumor. Essas alteracdes teciduais culminam no surgimento da dor que ¢ decorrente da
compressao dos nervos pela ativacdo dos nociceptores e acdo de mediadores inflamatorios, tais
como prostaglandinas, leucotrienos e cininas, em receptores especificos (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004; NEHER et al., 2011). Com isso, pode ocorrer perda da fun¢do do
tecido de forma total ou parcial. Considerando esses aspectos, os modelos de edema de orelha
induzidos por diferentes agentes flogisticos sdo fundamentais para avaliar as potencialidades
farmacologicas de substancias sintéticas e naturais ¢ produtos farmacéuticos dermatologicos
(INOUE; NAGATA; KOSHIHARA, 1993; GABOR, 2000; DE YOUNG et al, 1989;
BOUCLIER et al., 1990). Neste sentido, as substancias indutoras de edema utilizadas nos
experimentos da presente dissertacdo induzem uma inflamagdo cutdnea com geracdo de
mediadores pro-inflamatorios que promovem a vasodilatagdo, migracdo leucocitaria e
extravasamento de plasma, acarretando um processo inflamatorio agudo semelhante as
complicagdes de pele que ocorrem nos seres humanos e animais (DE BERNARDIS et al.,
1994).

Com base na descri¢@o acima, a atividade anti-inflamatoria topica de EEPR foi avaliada
em modelos de edema de orelha induzido por diferentes agentes irritantes que causam
alteracdes na fisiologia da pele. Além disso, a escolha desses modelos se deve ao uso de
pequena quantidade de amostras, a rapidez na obten¢ao de resultados, a reprodutibilidade, assim
como os resultados indicam que produtos ou substancias tém a capacidade de penetrar o tecido
cutaneo. Portanto, constitui um método importante para a investigagdo de novos medicamentos
para doengas inflamatorias que acometem a pele (KAVELAARS et al., 2003; BOUCLIER et
al., 1990; GABOR, 2003).

O modelo de edema de orelha induzidopor 6leo de créton (Crofon tiglium L.) em
camundongos ¢ largamente utilizado na pesquisa da atividade de agentes anti-inflamatodrios de
uso topico, mas responde também a administragdo sist€émica de anti-inflamatorios esteroidais
ou ndo esteroidais (BRASIL, 2014). As alteragdes fisiologicas sdo decorrentes da presenga do
acetato de tetradecanoil-forbol (TPA), um dos principais componentes do 6leo de croton, que
ativa vias de mediadores da inflamacao, liberando produtos como prostaglandinas, histamina e
serotonina, entre outros (CASTAGNA et al., 1982). Esses produtos induzem estresse oxidativo
e ativacao de oncogenes (GARG; RAMCHANDANI; MARU, 2008) seguido de vasodilatacao,
infiltracdo de polimorfonucleares e edema (SARAIVA et al.,, 2011). Uma das enzimas
envolvidas nesse processo ¢ a proteina quinase C (PKC) que estimula a fosfolipase A2 (PLA2)
com liberag¢do do acido araquidénico (AA) a partir de fosfolipidios de membrana. Sob a acdo

da ciclo-oxigenase ou lipoxigenase, o AA ¢é convertido em mediadores inflamatorios como
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prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LC), respectivamente (BRASH, 2001; FISCHER et al.,
1990). Mediadores tais como 6xido nitrico (NO) e citocinas inflamatoérias, como IL-1 ¢ TNF-
o, também estdo associados a fisiopatogenia da inflamagdo induzida por TPA (LOCKETTE;
BRENNAMAN; OTSUKA, 1987). As enzimas que participam dessas vias promovem sintese
e liberacdo de mediadores inflamatérios que, diretamente ou indiretamente, sdo alvos de
inibigdo por fArmacos anti-inflamatérios esteroidais (corticosteroides), como a dexametasona
(ABRAHAM et al., 20006).

Apos tratamento com EEPR, as medidas da massa e espessura do edema induzido por
6leo de Croton foram reduzidas de forma ndo dependentes da concentragdo (Grafico 1). Essas
medidas sdo complementares e corroboram entre si, mostrando que, embora existam variagoes,
o efeito esta apoiado por dois pardmetros que, normalmente, sdo usados em estudos de atividade
anti-inflamatoria topica (CHIBLI et al., 2014). Apesar da diferenga em magnitude, o efeito de
EEPR foi similar a dexametasona (controle positivo) que ¢ um farmaco com agdo sobre os
receptores nucleares, ativando a sintese de proteinas anti-inflamatoérias ou inibindo a sintese de
proteinas inflamatorias que, entre outros, bloqueiam a geracdo de mediadores da via do acido
araquidonico (KADMIEL; CIDLOWSKI, 2013; NEWTON, 2005; RHEN; CIDLOWSKI,
2005). Os controles negativo (acetona) e basal (acetona) encontraram-se também apropriados,
pois ndo interferiram no efeito de EEPR. Além disso, a analise histopatologica do tecido das
orelhas tratadas com EEPR revelou uma reducdo da espessura da derme e da epiderme, do
edema, da vasodilatacdo e do ntimero de leucocitos apds 6 horas da indugdo do edema por 6leo
de croton quando comparado ao grupo tratado com acetona. Portanto, neste experimento, o
efeito anti-inflamatdrio topico de EEPR esta associado a uma reducdo da permeabilidade
vascular e migragdo leucocitaria que pode ser decorrente da inibi¢do da via do AA, formagao
de radicais reativos ao oxigénio e sintese de citocinas pro-inflamatorias.

Ap6s 2 h de aplicagdo do fenol, foram observadas alteracdes cutineas indicativas de
processo inflamatério que, de acordo com Kim e colaboradores (2004), mimetizam uma
dermatite de contato que ocorre na pele humana e de animais. Segundo Murray e colaboradores
(2007) e Wilmer e colaboradores (1994), o processo inflamatério induzido por fenol ¢
decorrente da ativacdo de diferentes mecanismos, especialmente por sua acdo sobre os
queratindcitos com geracdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como IL-1a, TNF-a e IL-8,
metabolitos do AA e espécies reativas de oxigénio (ERO). As enzimas peroxidases e tirosinases
podem intensificar esse processo através da oxidagdo do fenol em radicais fenoxilas que
também iniciam a liberagdo e producdo dos mediadores pro-inflamatoérios (LIM; PARK; KIM,

2004; MURRAY et al., 2007). Considerando esses aspectos, o tratamento com EEPR reduziu
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significativamente o edema de orelha, tanto a massa quanto a espessura, semelhante a agdo da
dexametasona (controle positivo). E possivel que, além de inibir os diferentes mecanismos dos
mediadores da inflamac@o, EEPR reduza a formagdo ou tem a capacidade de inibir a agdo de
radicais livres. Moraes (2013) e Rosa e colaboradores (2010) mostraram que P. rigida apresenta
propriedade antioxidante que foi atribuida a presenca de substancias fendlicas, como os
flavonoides. Além disso, os resultados da caracterizagdo quimica identificaram substancias,
como quercetina 3-(6-O-acetil-f-glicosideo), gama-tocoferol e vitamina E, que sdo conhecidas
por suas propriedades antioxidantes (BRACA et al., 2003; SALDEEN;LI;MEHTA, 1999;
TRABER; ATKINSON, 2007).

Quando aplicada topicamente, capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenemida), um
alcaloide presente em sementes e frutos carnosos de plantas do género Capsicum, promove uma
resposta inflamatoria neurogénica com formagdo de edema (GABOR, 2000; KWAK et al.,
1998). Essa substincia age como agonista dos receptores vaniloides de potencial transitorio
(TRPV1) que propaga estimulo via neurdnio nociceptivo das fibras C, induzindo a liberagdo de
neuropeptidios, como substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP).
Esses mediadores sdo capazes de produzir inflamagao pela liberagdo de bradicinina, serotonina,
histamina e PGs que ocasionam vasodilatagdo arteriolar, aumento do fluxo sangiiineo e eritema
como resposta imediata (RANG et al., 2007; SZOLCSANYI, 2004; ZEGARSKA et al., 2006).
EEPR inibiu a formagdo do edema (Grafico 6), indicando que substancias presentes nesse
extrato podem antagonizar a acdo da capsaicina pelo bloqueio dos receptores TRPV1, o que
evitaria a ativacdo dos nociceptores. Outro possivel mecanismo € o bloqueio dos receptores de
histamina e serotonina, bem como a inibicdo da sintese de proteinas inflamatdrias ou
estimulagdo da sintese de proteinas anti-inflamatorias, o que pode resultar em uma acdo
analgésica e anti-inflamatoria (OJEWOLE, 2005). Dessa forma, foi utilizada a dexametasona
(anti-inflamatdrio esteroidal) como controle positivo que, assim como EEPR, promoveu a
redugio do edema no modelo supracitado (GABOR, 2000).

O 4acido araquidonico, gerado a partir de fosfolipidio de membrana pela agdo da
fosfolipase A2 (PLA2), ¢ um precursor das prostaglandinas e leucotrienos responsaveis por
desencadear respostas inflamatorias (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). No presente estudo,
o acido araquidénico (AA) foi aplicado sobre a orelha de camundongos para induzir um
processo inflamatorio e elucidar possivel mecanismo de ag@o de substancias contidas no extrato
EEPR sobre a via metabdlica deste acido. Por esta via, AA sofre acdo das ciclo-oxigenase e/ou
lipoxigenase, produzindo, entre outros, prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs),

respectivamente, que sdo importantes mediadores da inflamagdo (RICCIOTTI; FITZGERALD,
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2011; KAVELAARS et al., 2003). Esses mediadores, como PGE2, LTC4 e LTD4, causam
efeitos que sdo observados pela formagdo de eritema e edema e migracdo de leucdcitos
(CRUMMEY et al.,, 1987; HUMES et al., 1986; YOUNG et al., 1984). O extrato EEPR
mostrou-se efetivo na redugdo do edema induzido por AA tanto verificado pela reducdo da
massa como pela espessura da orelha. Mesmo com menor intensidade, este efeito foi
semelhante a indometacina (controle positivo), um anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE),
inibidor da COX, que impede a sintese de prostaglandinas a partir do AA (RODA et al., 2007).
Neste sentido, os resultados indicam que, em parte, um dos mecanismos de acdo de EEPR
envolve a inibi¢do da via de AA com redugdo da produgdo de prostaglandinas e/ou leucotrienos.

Entre os eventos do processo inflamatorio, a migrag@o de leucocitos tem sido destacada
em decorréncia de seus mecanismos associados a interacdao ao endotélio vascular. Nas células
endoteliais, esses mecanismos envolvem a expressdo de moléculas de superficie (selectinas,
ICAM-moléculas de adesdo intercelular e integrinas), enquanto as células leucocitarias liberam
agentes quimiotaticos como a IL-8, PAF, C5a, LTB4 e varias quimiocinas que podem recrutar
mais leucocitos para os espacos intersticiais (NOURSHARGH; ALON, 2014; MULLER,
2013). Por sua vez, apds chegada no intersticio, os leucdcitos neutrofilicos polimorfonucleares
(neutrofilos) promovem a liberacdo de diversos agentes, tais como ROS, mediadores pro-
inflamatorios e enzimas proteoliticas, como a mieloperoxidase (MPO), principalmente no inicio
da inflamacao (KLEBANOFF, 2005). Na fase mais tardia, os mononucleares liberam a enzima
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) que contribui para a manutengdo do processo
inflamatério (LEONI; DEAN, 1983).

Como alvo do presente estudo, a atividade da enzima MPO, nos modelos de inflamagéo
induzida por 6leo de créton, fenol, capsaicina e acido araquidonico, foi reduzida pela acdo de
EEPR e apresentou uma resposta similar aos controles positivos (dexametasona ou
indometacina). EEPR também inibiu a atividade da enzima NAG no modelo de edema induzido
por oleo de Croton, mostrando que houve uma reducgdo do processo inflamatorio apds 24 horas
de tratamento com EEPR. Considerando esses aspectos, pode-se destacar que EEPR possui
acdo inibitoria sobre as vias de sinalizacdo da migracdo de leucocitaria, o que pode ser
corroborado pelas analises dos tecidos que mostraram reducdo na espessura do edema e no
numero de células inflamatorias.

Em decorréncia da importante atividade anti-inflamatoria topica demonstrada neste
trabalho, foi especulada uma nova hipotese para um possivel efeito cicatrizante do extrato
etanodlico de P. rigida, pois uma das etapas da cicatrizacdo ¢ a fase inflamatéria. Para isto, o

extrato etandlico (EEPR) e o creme deste extrato (CEEPR) foram avaliados frente ao modelo de
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lesdes induzidas na regido dorsal de ratos (PACHALY, 2006). Esse modelo € pratico, de baixo
custo, reprodutivo e confiavel e a linhagem de rato Wistar foi usada pela facilidade de
manuseio, acomodagdo, resisténcia a agressao cirurgica e baixa mortalidade frente a infeccoes
(SIMOES et al., 1985; MARTINS et al., 2006; KASHYAP; BEEZHOLD; WISEMAN, 1995).
Foram também escolhidos ratos machos e adultos para evitar a interferéncias que, normalmente,
ocorrem nas fémeas devidoas variagdes hormonais do ciclo estral, o que ocasionariam
alteracdes no mecanismo de reparacdo tecidual (HARRIS; STOPAK; WILD, 1981;
GOLDENBERG; BELIVACQUA, 1981).

Considerando as etapas da cicatrizagdo de tecidos lesionados, o crescimento de micro-
organismo e a resposta inflamatoria iniciam o processo apos ruptura do tecido epitelial e
conjuntivo (MECKLENBURG et al., 2013). O aumento do fluxo sanguineo, a permeabilidade
vascular com extravasamento do plasma, a ativag@o de plaquetas e a migragdo de leucocitos sdo
caracteristicas da inflamagao seguida da formagao de fibrina e codgulo com crosta que recobre
a ferida iniciando a cicatrizagdo (MECKLENBURG et al., 2013; BELIVACQUA et al., 1981).
As primeiras células a migrarem para a regido lesionada sdo os neutr6filos, macrofagos e
fibroblastos, as quais sdo produtoras de substancias quimiotaticas, destacando o papel dos
eicosanoides (leucotrienos, TX e PGs) e quimiocinas (IL-1 e TNF-a) que acionam e mantém a
inflamacao (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Neste sentido, os resultados apresentados na
presente investigacdo evidenciaram baixo sinal de infeccdo e uma maior rapidez na redugédo do
processo inflamatorio nos grupos tratados com EEPR e creme cEEPR. Provavelmente, a agdo
anti-inflamatoria topica descrita e o efeito anti-inflamatorio mostrado por Moraes (2013)
tenham contribuido para estes achados. Portanto, a auséncia de um processo infeccioso drastico
e a diminui¢do da inflamag@o proporcionaram uma reparacdo mais rapida da lesdo com o
aparecimento de uma crosta que separou o tecido lesionado do meio ambiente.

Um dos mecanismos envolvidos no processo de cicatrizagdo € a formacdo de crostas
que ocorre devido a deposicdo de tecido de granulacdo sobre a area lesionada para ser
substituida por tecido conjuntivo denso e promover uma maior proliferacdo de fibroblastos e
sintese de colageno (MECKLENBURG et al., 2013; BAUM; ARPEY, 2005). Neste evento, a
lesdo tende ao fechamento pela agdo da contracdo das bordas com participagdo de citocinas,
como fator B transformador do crescimento (TGF-), e reducdo de sinais e efeitos quimiotaticos
decorrentes da inflamac¢ao (WERNER; GROSE, 2003; BARRIENTOS et al., 2008). Com base
nesses aspectos, os resultados mostraram que as crostas das lesdes induzidas nos animais foram
desenvolvidas mais rapidamente nos grupos tratados com EEPR e cEEPR, assim como com

Dersani® e dexametasona (controles positivos) quando comparados aos grupos que receberam
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salina e creme base Lanette® (controles negativos). E provavel que EEPR e cEEPR tenham a
acdo de induzir a formacdo e maturacdo do tecido de granulacdo, promovendo uma maior
organizagdo das fibras no tecido e acelerando o fechamento das lesdes.

Um dos pardmetros avaliados no processo de cicatrizagdo foi a area das lesdes que
reduziram no decorrer do tempo com tendéncia ao completo fechamento, particularmente entre
12 e 14 dias de tratamento (SINGER; CLARK, 1999). Com base nos resultados, quando
comparadas aos grupos controles (salina e creme Lanette®), as lesdes tratadas com EEPR,
cEEPR, Dersani® e dexametasona, em sete e 14 dias, foram reduzidas significativamente em
relacdo a area e ao grau de contragdo, mostrando efeito cicatrizante promissor do extrato
etanolico de P. rigida. No 14’ dia, o grau de contra¢do foi maior do que no 7° dia, entretanto, a
diferenga do 14° dia entre grupos tratados com EEPR e cEEPR e o grupo controle foi reduzida,
provavelmente, devido ao processo natural da cicatrizagdo. Como previsto nos trabalhos de
Borges (2011) e Batista e colaboradores (2010), o creme base Lanette® (controle negativo) ndo
interferiu na propriedade cicatrizante de EEPR. No entanto, ¢ interessante destacar que a forma
de creme permite uma maior permanéncia de EEPR sobre as lesdes, tornando-as mais umidas
e favorecendo a biodisponibilidade e, consequentemente, o tratamento. Ao contrario, solucdo
de EEPR se espalha mais rapidamente e o veiculo tende a evaporar apos aplicacdo. Outro
importante achado observado, foi a presenca de crostas mais delgadas e imidas nos grupos
tratados com EEPR e cEEPR, o que pode corroborar com o efeito direto do extrato sobre a
reducido das lesdes.

Levando em consideracdo a andlise histopatologica, apos os dias sete e 14, foram
observadas a presenga de mononucleares e maior intensidade de fibroblastos e fibras colagenas
nos grupos trados com EEPR e cEEPR, demonstrando um efeito positivo no processo de
cicatrizagdo. A diminui¢do de neutrofilos e o aumento na proliferacdo capilar na reparagio
tecidual e angiogé€nese com geragdo de brotos endoteliais e vasos sanguineos, o que permite um
maior fluxo sanguineo também deve ter contribuido significativamente para a reparacdo desse
processo (SANCHEZ-NETO et al., 1993; LI; CHEN; KIRSNER, 2007, VIDINSKY et al.,
2006; BARRIENTOS et al., 2008; MONACO; LAWRENCE, 2003). Além disso, ndo foi
observada uma superprodugdo de colageno, o que poderia ocasionar a formacdo de uma cicatriz
hipertrofica (RIBEIRO et al., 2004; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A reducdo das atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), quantificada em fragmentos de pele, foi um importante achado, pois
foi verificado a presenca do processo inflamatério apds sete e 14 dias de tratamento com EEPR

e cEEPR. Foi observada uma inibi¢do da atividade dessas enzimas nos grupos tratados com
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EEPR, cEEPR, Dersani® e dexametasona (controles positivos) em comparagdo aos grupos
controles negativos (salina e creme Lanette®). Essa inibi¢do foi mais evidenciada na atividade
da enzima NAG, uma vez que os mononucleares permanecem no tecido danificado apds 24
horas da inducdo da lesdo (KRAWISZ et al., 1984; BAILEY, 1988). No entanto, a atividade da
MPO ¢ indicativa da presenca de leucocitos polimorfonucleares no tecido, pois ativa
mecanismos bactericidasdependentes de O contra microrganismos patogénicos. Dessa forma,
sua atividade esta relacionada a resposta imune inata, sendo considerada uma enzima pro-
oxidante e microbicida liberada e ativada durante o processo de fagocitose dos neutrofilos.
Além disso, participa de diferentes mecanismos fisiologicos e deletérios associados a
sinalizacdo celular (CAMPA, 2009; PEREIRA et al., 2000).

Considerando os resultados apresentados na presente Dissertacdo, pode-se destacar que
EEPR e cEEPR contribuiram para o reparo de lesdes induzidas em ratos, evidenciando o efeito
cicatrizante que pode estar associado a sua atividade anti-inflamatoria, bem como a presenga
de substincias flavonoidicas e terpénicas, entre outras, detectadas em P. rigida (MORAES,
2013; ROSA et al., 2010). Esses dados, somados as aplicagdes tradicionais, implicam em uma

alternativa terap€utica para o tratamento de distirbios que acometem a pele.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados descritos no presente estudo, foi possivel obter as seguintes

conclusoes:

1.

Palicourea rigida apresentou uma ampla variedade de substincias do metabolismo
especial, destacando-se: loganina, quercetina 3-(6-O-acetil-B-glicosideo), acido
palmitico, fitol, acido linoleico, esqualeno, gama tocoferol, vitamina E, campesterol,
estigmasterol, gama sitoesterol e quercetina 3-O-B-D-glicosideo;

O extrato etanoélico das folhas de P. rigida apresentou atividade anti-inflamatdria topica
em diferentes modelos in-vivo e in-vitro;

O extrato etanodlico e o creme dermatoldgico das folhas de P. rigida apresentaram
atividade cicatrizante;

Portanto, os resultados indicam que o extrato etanélico das folhas de P. rigida sdo fontes
de substancias ativas com atividades anti-inflamatéria topica e cicatrizante que
justificam o uso tradicional do “bate-caixa” e evidenciam que a espécie possui
potencialidades terapéuticas para a geracao de produtos inovadores para a saude humana

e animal.
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