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RESUMO

Spondias mombin L. é uma planta frutifera e medicinal usada tradicionalmente para o
tratamento de vOmitos, diarreia, disenteria, hemorroidas, feridas e inflamacdo. Neste estudo,
constituintes quimicos e as atividades anti-inflamatoria topica e cicatrizante de extratos e geéis
de S. mombin foram avaliados. Extratos EECSM (casca) e EEMSM (madeira) foram obtidos
por maceracao estatica em etanol. Estes extratos foram submetidos a particdo para obter as
fragdes hexanicas (FHCSM e FHMSM), diclorometanicas (FDCSM e FDMSM), em acetato
de etila (FACSM e FAMSM) e butanolicas (FBCSM e FBMSM). A partir de EECSM e
EEMSM, os géis GEECSM e GEEMSM foram preparados. Os teores de fenois e flavonoides
totais foram determinados por métodos espectrofotométricos. EECSM, EEMSM, FACSM,
FAMSM, FBCSM e FBMSM foram analisados por CCD e CLAE-DAD-UV. Utilizando
extratos (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e géis (1, 3 e 5%), a atividade anti-inflamatéria topica foi
avaliada pelo método do edema de orelha induzido por éleo de Croton, enquanto a atividade
cicatrizante foi realizada pelo teste de lesdes cutaneas. Analises histopatoldgicas e atividades
de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) foram avaliadas. Os
teores de fenois e flavonoides variaram de 0,27+0,07 a 11,99+0,80 (casca) e 0,82+0,08 a
3,80+0,15 (madeira) g equivalentes de acido galico/100g e de 0,53+0,05 a 5,26+0,06 (casca) e
0,75+0,01 a 2,04+0,03 (madeira) g equivalentes de quercetina/100g, respectivamente. O acido
elagico foi identificado em EECSM, EEMSM, FACSM, FAMSM, FBCSM e FBMSM. Apos
6 horas de tratamento, EECSM (53,83 a 63,06%), GEECSM (41,45 e 43,48%), EEMSM
(37,51 a 49,30%) e GEEMSM (45,02 a 50,70%) inibiram a espessura do edema. Em 24 h, a
espessura do edema foi inibida por EECSM (56,22 a 58,01%), GEECSM (44,79 a 60,67%),
EEMSM (44,11 a 62,69%) e GEEMSM (49,38 a 62,88%). Neste tempo, 0s extratos e géis
também reduziram a massa do edema e as atividades de MPO e NAG. Analises
histopatoldgicas revelaram que os extratos e géis diminuiram o edema de orelha, migracao de
leucécitos e vasodilatacdo. Ap6s 14 dias de tratamento, os extratos e géis produziram
cicatrizacdo completa com reducdo da area da lesdo e aumento do grau de contragdo,
diminuigdo da epiderme e polimorfonucleares, assim como aumento da proliferacdo de
fibroblastos e sintese de colageno. Os resultados sugerem que 0s extratos e géis de S. mombin
contém substancias ativas e apresentam atividades anti-inflamatorias e cicatrizantes, que
sustentam 0s usos tradicionais e podem representar uma alternativa para o tratamento de
inflamacdo e lesdes cutaneas.

Palavras-chave: Spondias mombin. Acido elagico. Inflamacdo. Agentes anti-inflamatérios.
Lesdo.
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ABSTRACT

Spondias mombin L. is a fruitful and medicinal plant traditionally used for the treatment of
vomiting, diarrhea, dysentery, hemorrhoids, wounds and inflammation. In this study,
chemical constituents and the topical anti-inflammatory and healing activities of extracts and
gels from S. mombin were evaluated. EEBSM (bark) and EEWSM (wood) extracts were
obtained by static maceration in ethanol. These extracts were partitioned to obtain hexane
(HFBSM and HFWSM), dichloromethane (DFBSM and DFWSM), in ethyl acetate (EFBSM
and EFWSM) and butanol (BFBSM and BFWSM) fractions. From EEBSM and EEWSM, the
GEEBSM and GEEWSM qgels were prepared. The total phenolic and flavonoid contents were
determined by spectrophotometric methods. EEBSM, EEWSM, EFBSM, EFWSM, BFBSM
and BFWSM were analyzed by TLC and HPLC-DAD-UV. Using extracts (0.1, 0.5 and
Img/ear) and gels (1, 3 and 5%), the topical anti-inflammatory activity was assessed by ear
edema induced by Croton oil, while the wound healing activity was performed by cutaneous
lesions test. Histopathological analysis and myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-p-D-
glucosaminidase (NAG) activities were assessed. The total phenolic and flavonoid contents
ranged from 0.27+0.07 to 11.99+0.80 (bark) and 0.82+0.08 to 3.80+0.15 (wood) g gallic acid
equivalents/100g and from 0.53+0.05 to 5.26+0.06 (bark) and 0.7520.01 to 2.04+0.03 (wood)
g quercetin equivalents/100g, respectively. Ellagic acid was identified in EEBSM, EEWSM,
EFBSM, EFWSM, BFBSM and BFWSM. After 6 hours of treatment, EEBSM (53.83 to
63.06%), GEEBSM (41.45 and 43.48%), EEWSM (37.51 to 49.30%) and GEEWSM (45.02
to 50.70%) inhibited the edema thickness. In 24 h, the edema thickness was reduced by
EEBSM (56.22 to 58.01%), GEEBSM (44.79 to 60.67%), EEWSM (44.11 to 62.69%) and
GEEWSM (49.38 to 62.88%). In this time, the extracts and gels also diminished the edema
mass and the MPO and NAG activities. Histopathological analysis revealed that the extracts
and gels decreased the ear edema, leukocyte migration and vasodilation. After 14 days of
treatment, the extracts and gels produced complete healing with reduction of the lesion area
and increase in the degree of contraction, as well as decreased epidermis and
polymorphonuclear, and increased fibroblast proliferation and collagen synthesis. The results
suggest that the extracts and gels from S. mombin contain active substances and present anti-
inflammatory and healing activities, which support the traditional uses and may represent an
alternative for the treatment of cutaneous inflammation and lesions.

Keywords: Spondias mombin. Ellagic acid. Inflammation. Anti-inflammatory agents. Wound.
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1 INTRODUCAO

Durante milhares de anos, os seres humanos tém contado com a natureza para atender
suas necessidades bésicas e, as plantas medicinais, em particular, tm integrado uma das bases
dos sistemas tradicionais de terapia. Nesses sistemas, a fitoterapia atual integra conhecimentos
que foram passados de geracdo a geragdo com evidéncias cientificas obtidas por métodos
modernos que utilizam estudos quimicos, farmacolégicos, pré-clinicos, clinicos, de tecnologia
farmacéutica e outras areas especificas para garantir a acao terapéutica, a efetividade e a
seguranca dos fitoterapicos e plantas medicinais (OLIVEIRA; ROPKE, 2016; VALERIANO
etal., 2017).

Do ponto de vista da biodiversidade vegetal, o Brasil apresenta um potencial para as
pesquisas em produtos naturais e para o desenvolvimento da fitoterapia como ciéncia
aplicada, uma vez que possui a maior extensdo de floresta equatorial e tropical imida do
planeta (SALES et al., 2015). Aliada a este fato, a rica diversidade étnica e cultural, que
detém um valioso conhecimento tradicional, associado ao uso de plantas medicinais faz do
Brasil um grande promissor das aplicacdes fitoterapéuticas junto a populacdo. Além disso, a
investigacdo de produtos naturais € uma das areas estratégicas e de vasta atuagdo de um
namero expressivo de pesquisadores brasileiros e de paises da América Latina como
observado em eventos cientificos nacionais e internacionais (PINTO et al., 2002).

Outro fato relevante para a pesquisa de plantas medicinais e fitoterapicos é que, segundo
a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), 1979, cerca de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utiliza préaticas tradicionais nos seus cuidados basicos de salde e 85% desta
utilizam plantas ou preparacdes fitoterapicas. A OMS também reconhece que grande parte das
pessoas destes paises depende do conhecimento tradicional para sua atencdo primaria a sadde.
Assim, a OMS criou o Programa de Medicina Tradicional que recomenda aos estados-
membros o desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a integracdo da medicina
tradicional e da medicina complementar alternativa nos sistemas nacionais de atencéo a saude,
assim como promover o uso racional dessa integragéo (BRASIL, 2006).

Com base nos aspectos citados, em 1991, a OMS reforcou a importancia da
contribuicdo da medicina tradicional, especialmente as popula¢Bes que tém pouco acesso aos
sistemas de salde. Sugeriu também que os produtos naturais, em particular os derivados de
plantas, poderiam conduzir ao descobrimento de novas substancias terapéuticas e que a
etnobotéanica/etnofarmacologia associada com o0s estudos quimicos e farmacologicos seria

uma importante ferramenta na bioprospeccao (BRASIL, 2006). Muitos estudos tém sido



relacionados as informacgdes sobre o uso tradicional de plantas medicinais a fitoquimica e
estudos farmacoldgicos para o desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos
fitoterapicos (GUILHERMINO et al., 2012). No entanto, é importante destacar que a
qguimiossistematica constitui outra ferramenta de pesquisa que permite o conhecimento
quimico de familias de plantas ou diferentes partes do vegetal, direcionando as atividades
farmacoldgicas (ISODORO et al., 2012; REYNOLDS, 2007).

Entre as plantas medicinais encontradas na biodiversidade brasileira, Spondias mombin
L., pertencente a familia Anacardiaceae, € uma espécie vegetal muito comum nas regides
Norte e Nordeste do Brasil, onde é utilizada popularmente como cicatrizante, anti-
inflamatoria, antitérmica, antidiarreica, antidesintérica, antiblenorrégica e anti-hemorroidiaria
(LUZ, 2014). Em particular, as cascas do caule sdo usadas na Nigéria no auxilio ao parto
infantil e no tratamento de inflamacéo, febre, dor de estdbmago e malaria (ADEDOKUN et al.,
2010). Outras espécies do género Spondias, como a S. purpurea, apresentam atividades anti-
ulcerogénicas (ALMEIDA, 2011) e antidiarreica (RAMOS, 2013).

Considerando o aproveitamento das partes resultantes da poda das arvores (casca e
caule) e as consideracdes acima a investigacdo quimica e a avaliacdo das atividades anti-
inflamatdria e cicatrizante dos extratos e formulac@es de S. mombin L. podem contribuir para
as suas aplicacOes terapéuticas por meio de estudos de quantificacdo e identificagdo quimica e
modelos farmacoldgicos in vivo e in vitro, bem como para utilizalgao dos galhos resultantes

da poda da arvore, que comumente sdo descartados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA ANACARDIACEAE - GENERO Spondias

A familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindales que compreende cerca de 80
géneros e 600 especies predominantes distribuidas na regido Pantropical, sendo também
observadas representantes nas areas temperadas da Europa, Asia e América do norte. No
Brasil, sdo encontrados cerca de 15 géneros e aproximadamente 68 espécies, pertencentes a
trés diferentes tribos: Mangiferae, Spondiaceae e Rhoeae (CORREIA et al.,2006).

Segundo Correia et al (2006), cerca de 25% dos géneros da familia Anacardiaceae
sdo conhecidos como toxicos e causadores de dermatite de contato severa, sendo as espécies
venenosas restritas as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae. A dermatite de contato
provocada por essas plantas é atribuida principalmente a compostos fenolicos e catecélicos ou
a mistura destas substancias, denominada lipidios fenolicos. Estas substancias podem estar
presentes em diferentes partes do material vegetal, ocorrendo principalmente em espécies do
género Rhus. Nos ultimos anos, a origem dos lipideos fendlicos derivados também tem sido
objeto de investigacdo. Além disso, espécies da familia Anacardiaceae tém se mostrado
bastante promissoras na busca de substancias bioativas (CORREIA et al., 2006).

Do ponto de vista quimico, 0os géneros mais estudados nesta familia sdo Mangifera,
Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondia, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia,
Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Os géneros Mangifera, Rhus e Anacardium destacam-se
pelo nimero de investigacdes relativas a composi¢do quimica de suas espécies e atividades
bioldgicas de seus extratos e metabolicos (CORREIA et al., 2006).

O género Spondias foi criado por Linnaeus em 1753, contendo a espécie Spondia
mombim (cajazeira) (CARVALHO et al., 2008). O género é composto por 15 espécies, sendo
sete delas encontradas no Brasil e todas apresentando frutos comestiveis: Spondias mombim
L (caja), Spondias lutea L. (caja ou taperebd), Spondias cythereasonn. (caja-manga),
Spondias venulosa (caja-mirim), Spondias purpurea L. (ciriguela), Spondia tuberosa Arr.
(umbu) e Spondias sp (umbu-caja) (SILVA, 2003).



2.2 ESPECIE Spondias mombin L.

2.2.1 Distribuicdo, Morfologia e Usos Etnomedicinais

Spondias mombin L. (Cajazeira) é uma espécie frutifera que foi identificada por
Prance e Silva (1975), sendo procedente da América do Sul e Antilhas. Encontra-se dispersa
desde o Sul do Meéxico até o Brasil. No entanto, 0s centros de diversidade da cajazeira sdo a
mata atlantica, a Amazénia Ocidental, no estado do Acre, e nas regides limitrofes do Peru e da
Bolivia (CARVALHO; ALVES, 2016). No Brasil, € encontrada principalmente nos estados
do Norte e Nordeste, onde seus frutos recebem diferentes denominagdes, como: caja, caja
verdadeiro, caja-mirim ou tapereba. Estes sdo utilizados no preparo de polpas, sucos, picolé,
sorvetes e geleias e desempenham um importante papel na satde humana, contribuindo para o
ganho de calorias, sais minerais, vitaminas, fibras e agua (SACRAMENTO; SOUZA, 2000).

Com base nos aspectos morfologicos, S. mombin apresenta tronco ereto, casca
acinzentada ou brancacenta, rugosa, fendida e muito grossa, copa de forma capitata
corimbiforme dominante que alcanca até 30 m de altura (Figura 1) (SACRAMENTO;
SOUZA, 2000). A copa varia de 8 a 24 cm de didmetro e apresenta tronco de até 2 m de
circunferéncia, revestido por casca grossa e rugosa (SACRAMENTO; SOUZA, 2000;
SILVA, 2015). As folhas sdo compostas, alternas, imparipinadas, com 5 a 11 pares de
foliolos, espiraladas ¥4, pecioladas, peciolo curto de 5 cm de comprimento, foliolos opostos ou
alternos, lamina oblonga cartacea, de 5 a 11 cm de comprimento por 2 a 5 cm de largura,
margem inteira, apice agudo, base arredondada, desigual, glabra nas duas faces; nervura
mediana, prominula na face superior, glabra, no dorso proeminente, com muitos pélos,
nervacdo do tipo camptédromo-cladédromo, com 16 a 18 pares de nervuras secundarias,
prominulas na face ventral, proeminentes na face dorsal; raque de 20 a 30 cm de
comprimento, tereto, pilosos, sem glandulas (SACRAMENTO; SOUZA, 2000).

Considerando ainda a morfologia de S. mombin, as flores s&o dispostas em
inflorescéncias do tipo paniculas terminais piramidais de 20 a 60 cm de comprimento, séo
unissexuais e hermafroditas na mesma planta, actinomorfas, apopétalas, diclamideas, calice
de 0,5 cm de diametro; receptaculo arredondado, superficie pilosa, pedicelo cilindrico, com 1
a 4 mm de comprimento; bractéola caduca; 5 sépalas, concrescentes com os Idbulos
diminutos, verdes, 5 pétalas, livres valvares induplicatas amarelo-claros, 0,3 cm de
comprimento; estames em nimero de 10 com dois verticilos, 0s 5 primeiros inseridos num

discos, alternos as pétalas, os outros 5 sdo epipétalos; anteras subglobosas, basifixas, rimosas,



ovarios supero 4-carpelar, uniovulado, sobre um disco; évulo anatropo de placentagdo axial;
estigma fimbriado. O nimero de flores por panicula é variavel, podendo atingir mais de
2.000, porém somente cerca de 10 frutos em cada panicula alcancam a maturacao. O fruto é
caracterizado como drupa de 3 a 6 cm de comprimento, ovoide ou oblongo, achatado na base,
cor variando do amarelo ao alaranjado, casca fina e lisa, polpa pouco espessa também
variando do amarelo ao alaranjado, suculenta, de sabor &acido-adocicado. O endocarpo,
comumente chamado de caroco, € grande, branco, stbeo-lignificado e enrugado, contendo 2 a
5 léculos, e a ocorréncia de 0 a 5 sementes por endocarpo, sendo mais fregliente a ocorréncia
de uma semente. A semente é claviforme a reniforme, medindo 1,22 cm de comprimento e
0,22 cm de largura, com os dois tegumentos de consisténcia membranécea, coloracdo creme e
com superficies interna do tégmen. O embrido é axial, de formato semelhante a semente e de
coloracdo creme-claro, possuindo cotilédones planos, carnosos (SACRAMENTO; SOUZA,
2000).

Figura 1 - Aspectos gerais da morfologia externa de Spondias mombin L.




Segundo a literatura etnoboténica, diferentes partes, frutos, flores, cascas, ramos,
raizes e folhas de S. mombin, sdo utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades
(SACRAMENTO; SOUZA, 2000). As raizes, por exemplo, ttm emprego em problemas de
estdmago, enquanto a casca do caule do caja é usada popularmente como abortiva, com efeito
emeético, como antidoto para toxina de serpentes e para o tratamento de feridas (VILLEGAS
et al., 1997). S. mombin é também destacada no tratamento da diabetes e na hipercolesteremia,
devido a presenca de esterdis na folha que podem ser responsaveis pela reducdo da glicose no
sangue e do colesterol (ADEDIWURA,; KIO, 2009).

As folhas e cascas do caule sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
desordens infecciosas possuindo propriedades antidisentérica. As folhas também séo usadas
como anti-inflamatorio para problemas da boca, garganta, herpes labial, além do uso
reportado para o tratamento de prostatite, uretrite, cistite, conjuntivite, tumores e depressao
(ALBUQUERQUE et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008). Além destas atividades, o uso
das folhas foi descrito como estimulante uterino, para o controle da ansiedade e com atividade
antifecundadora (OFFIAH; ANYANWU, 1989; AYOKA et al., 2005; UCHENDU; ISEK,
2008).

O uso das folhas também € relatado para o tratamento de infeccdes bacterianas, virais
e fungicas, além de ser eficaz contra parasitas intestinais. A atividade antiflngica de S.
mombin é comumente utilizada na medicina tradicional, porém alguns estudos nao
confirmaram nenhum efeito de extrato desta espécie sobre a inibicdo do crescimento de
fungos (ABO et al., 1999).

Estudo sobre a importancia socioecondmica e utilizacdo de S. mombin na Nigéria
mostrou que as folhas sdo empregadas para auxiliar parto infantil, para o tratamento de tosse,
dor de garganta, malaria e problemas estomacais e como sabonete antisséptico. A casca ajuda
no parto infantil e é usada em casos de inflamacao, febre, problemas de estdmago, malaria. Os
usos dos frutos incluiram cura para tontura, estbmago e mioma. A semente também é
empregada para auxilio ao parto infantil, miomas e problemas de estomago (ADEDOKUN et
al., 2010).

Em Belize, 0 suco e o p6 das folhas secas sdo empregados como cataplasmas em
feridas e locais inflamados, enquanto no México, 0 pé da casca é aplicado diretamente na
ferida (AYOKA et al., 2008).



2.2.2 Aspectos Nutricionais, Constituintes Quimicos e Atividades Farmacoldgicas

Os frutos de S. mombin recebem diferentes denominacbes, como: caji, caja
verdadeiro, caja-mirim ou taperebad. Sua utilizacdo comercial tem aumentado nas dltimas
décadas, devido a sua acessibilidade, disponibilidade durante todo o ano, e o facil preparo.
Tém sido comumente preparados como polpas congeladas e sucos pasteurizados (HAMANO;
MERCADANTE, 2001). A composicao nutricional por 100 g de polpa de frutos é a seguinte:
vitamina A (64 mg), vitamina B1 (50 mg), vitamina B2 (40 mg), Vitamina C (35,9 mg),
caloria (45 Kcal), glicidio (11,6 g), proteina (0,8 g), lipidio (0,2 g), célcio (56 mg), fosforo (67
mg) e ferro (0,3 mg). Além disso, os frutos sdo ricos em carotenoides, contendo como
principal a B-criptoxantina, seguido da luteina (HAMANO; MERCADANTE, 2001).

A caracterizacdo fisica dos frutos de caja revelou um comprimento médio de 2,93 cm e
peso médio de 7,19 g. O fruto é constituido em maior parte por sementes, que correspondem a
51,76% do peso total. A polpa de caja pode ser considerada acida (pH de 2,53 e acidez
titulavel de 1,86%), com baixo teor de acucar (4,54 g.100/g) e alta umidade (89,42% de
umidade). Possui baixos teores de proteinas e lipidios, além de cinzas. Em relacdo a fibra
dietética, a polpa apresentou 1,18% em sua totalidade, sendo que a fracdo sollvel
correspondeu a maior parte (0,75%). A polpa também se destacou quanto aos teores de
taninos (299,81 mg.100g/1) e carotenoides (28,30 ug.100 g/1). As polpas extraidas nos dois
tipos de equipamentos diferiram entre si, sendo que o extrator do tipo escovas apresentou
maior rendimento em polpa (33,25%) e esta, maior teor de carotenoides totais (38,56
1g.100/g); houve menor quebra de sementes (12 pontos/5 g) e, consequentemente, a polpa
extraida com o equipamento do tipo escovas apresentou um menor teor em taninos (314,78
mg.100/g), quando comparada a polpa extraida com o equipamento de pas. A andlise
colorimétrica realizada na polpa in natura e apds extracdo mecanica (tipo escovas) mostrou
que o processo de extracdo afetou de maneira significativa a cor da polpa obtida, com reducgéo
significativa da luminosidade (L* de 61,02 a 57,37) e das coordenadas (a* de 14,73 a 12,12 e
b* de 41,50 a 38,96) (MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2010)

O fruto é extremamente aromatico, apresentando quantidades expressivas de
carotenoides e compostos fenolicos ao ser comparado com outros frutos, como 0 maracuja e o
abacaxi (CARVALHO et al., 2008).

Estudo realizado por Ceva-Antunes et al. (2003) mostrou que substancias volateis do
caja e frutos de tapereba, ambos classificados como S. mombin, mas de diferentes origens

geograficas, foram extraidos (e analisados) utilizando microextracéo em fase solida (MEFS) e



destilacdo e extracdo simultanea (DES). Quarenta e oito substancias foram identificadas em
tapereba e 47 em cajad por MEFS utilizando uma fibra DVB/CAR/PMDS. (E)-Cariofileno
(18,7%), butirato de etila (10,0%) e hexanoato de etila (7,0%) foram os componentes volateis
mais abundantes em tapereba extraidos pela MEFS, enquanto o mirceno (41,1%) e o beta-
felandreno foram os principais constituintes do caja (Figura 2). No extrato de tapereba DES,
foram identificadas 46 substancias, predominando o (Z)-cariofileno (13,2%) e o limoneno
(9,5%) (Figura 2). Das 42 substancias encontradas no extrato DES do caja, os principais
componentes foram o mirceno (38,0%) e o p-cimeno (6,2%) (Figura 2). Os dois frutos

apresentaram cromatogramas semelhantes com o uso de DES e MEFS.

Figura 2 — Componentes volateis identificados nos frutos de Spondias mombin.
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Fonte: CEVA-ANTUNE et al., 2003



A composicgdo fitoquimica revelou que ndo ha diferenca significativa entre folhas,
caule e raiz, sendo todos de grande significancia medicinal. O caule é rico em alcaloides e
saponinas, enquanto que as folhas sdo ricas em flavonoides e taninos. Ja a raiz apresenta um
alto teor de saponinas, porém menor que o encontrado no caule. Em funcdo da composicéo
quimica das partes de S. mombin, o caule, raiz e as folhas possuem um grande potencial
medicinal (ALOBI et al., 2017).

As folhas foi atribuida atividade antiviral, sendo encontrados elagitaninos e ésteres do
acido cafeico, bem como atividade antibacteriana e moluscicida atribuida a acidos fenolicos
(CORTHOUT et al., 1994). Além disso, os extratos das folhas apresentam quercetina e acido
elagico que podem estar diretamente correlacionados com a cicatrizacdo da ferida e
propriedade anti-inflamatdria (SILVA et al., 2012).

Os extratos das folhas de S. mombin contém fenois, taninos hidrolisados, flavonas,
flavonoides, leucoantocianidinas e saponinas (SILVA et al., 2012), estando de acordo com
Corthout (1992) que demonstrou a presenca de taninos hidrolisados em S. mombin.

Outro estudo do extrato das folhas realizado por Njoku et al. (2007) revelou a presenca
de taninos (3,82%), saponinas (7,6%), flavonoides (3,00%), alcaloides (6%) e outros
compostos fenolicos. De acordo com Nworu et al., (2011), o extrato metanolico possui
propriedades anti-inflamatorias, uma vez que inibe significativamente a producdo de TNF-a e
NO, importantes mediadores do processo inflamatdrio.

Testes realizados com os radicais DPPH e ABTS mostraram que o extrato de S.
mombin apresentou resultado satisfatdrio quanto ao seu potencial de diminuicdo da formacao
de radicais livres, sendo atribuida a presenca de compostos com boa atividade antioxidantes,
como &cido elagico e a quercetina, encontrados nos extratos (SILVA et al., 2012).

Em relacdo a casca do caule, um estudo realizado por Olugbuyiro et al. (2013)
verificou a presenca de dois fitoester6is com atividade antimicobacterianos, identificados
como estigmasta-9-eno-3,6,7- triol e 3-hidroxi-22-epoxystigmastano (Figura 3), sendo a
fracdo que contém estes compostos, responsavel pela inibicdo contra o M. tuberculosis em
92,8% , um pouco inferior a encontrada na rifampicina (99,7%) (OLUGBUYIRO et al.,
2013).
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Figura 3 — Fitoesterois identificados na casca do caule de Spondias mombin.
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Cabral et al. (2016) observaram a presenca de acidos fendlicos e flavonoides no
extrato das folhas de S. mombin. A analise qualitativa do extrato etandlico apresentou trés
compostos fendlicos: 4cido elagico, acido clorogénico e a isoquercetrina (Figura 4). Ester
butirico e &cido alohidroxicitrico, compostos derivados do acido clorogénico e acido cafeico,

respectivamente, foram isolados também das folhas (CORTHOUT et al., 1992).

Figura 4 — Constituintes quimicos encontrados nas folhas de Spondias mombin.
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Nos trabalhos de Brito et al (2018) verificou-se a presenca de acido galico e acido
elagico no extrato etandlico das folhas, sendo atribuida a estes protetores gastricos, a
capacidade antiulcerogénica devido atividade antioxidante, estimulacdo da produgdo de muco,
atividade antisecretora e atividade anti- Helicobacter pylori.

Fracdes das folhas de S. mombin apresentaram atividade inibitoria das enzimas o-
amilase e a-glicosidase, importantes no metabolismo dos agucares, sendo promissora nos

estudos relacionados ao controle dos niveis de glicose no sangue (OJO et al., 2018)

2.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS DA PELE

A pele constitui 0 maior 6rgdo do corpo humano e apresenta uma extensdo de
aproximadamente 2 m2, peso de cerca de 4,5 kg, espessura entre 0,5 e 4 mm, com cerca de
20% do conteudo total de dgua do organismo, constituindo a principal barreira fisica contra o
meio externo correspondendo de 10 a 15% do peso corporal (KOLARSICK et al., 2011). A
estrutura da pele é complexa, pois contém diferentes tecidos que se integram para exercer suas
funcbes, formando diversas camadas, como a epiderme, camada mais superficial; a derme,
camada intermediaria e a hipoderme, camada mais profunda (Figura 5) (WILLIAMS;
KUPPER, 1996; CHUONG et al., 2002).

Figura 5 — Esquema das principais células e tecidos da pele.
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A epiderme é a camada mais superficial da pele e é constituida por um epitélio

Fonte: KOLARSICK et al., 2011.

estratificado, pavimentoso e queratinizado, e subdividida em estrato basal (estrato
germinativo), estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato IUcido e estrato cérneo (estrato
disjunto) JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; PASPARAKIS et al., 2014; SEGRE, 2006). A
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espessura, 0 tipo de camada cOrnea e a presenca ou auséncia do estrato licido sdo
influenciados pela densidade da pelagem. A epiderme é formada por quatro tipos celulares:
queratinocitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (PROKSCH et al.,
2008; SEGRE, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SOUZA et al., 2009). A quantidade
de cada uma dessas células é variavel, mas aproximadamente 85% delas sdo ceratindcitos, 5-
8% sdo melandcitos e 5% sdo células de Langerhans (SOUZA et al., 2009; PASPARAKIS et
al., 2014). Os queratindcitos migram constantemente para formar os diferentes estratos
epidérmicos de modo que o estrato basal € o berco das células da epiderme e a queratina é o
produto da diferenciacdo dos queratindcitos basais (Figura 6). Assim, a epiderme € uma
estrutura dindmica constantemente renovada pela descamacdo do estrato corneo (SOUZA et
al., 2009; COSTA; SPERANCINI, 2001).

Figura 6 - Estrutura e componentes celulares da pele em camundongos e humanos.
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Fonte: Adaptado de PASPARAKIS et al. (2014).

Do ponto de vista fisioldgico, a epiderme apresenta diferentes fungdes entre as quais
podem-se destacar: protege contra traumas fisicos e quimicos; resiste as forcas de tensao;
previne a desidratagdo e perda de eletrolitos; restringe a passagem de corrente elétrica;
protege contra entrada de substancias toxicas e dos efeitos nocivos do UV através da melanina

(CUCE; NETO, 1990). No estrato corneo, as funcdes de defesa limitam a desenvolvimento de
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micro-organismos em decorréncia do baixo teor de &gua, pH &cido, presenca de microbiota
residente normal, bem como lipideos e peptideos antimicrobianos de superficie. A defesa dos
micro-organismos é favorecida pelo pH &cido cutdneo que ocasiona uma resisténcia aos
peptideos antimicrobianos e secreta substancias inibidoras, como os &cidos propibnico e
acetico, e antimicrobianas, como penicilina e acido azelaico, que reduz o crescimento de
substancias patogénicas (Figura 7) (DARLENSKI et al., 2011; SPELLBERG, 2000). Além
disso, a epiderme se encontra sobre a derme e a superficie de contato estimula as trocas de
nutrientes e metabdlitos (KOSTER; ROOP, 2004; KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004).
Figura 7 — Estrutura esquematica da barreira epidérmica com elementos morfologicos e

funcionais.
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Fonte: Adaptado de DARLENSKI et al., 2011.

A derme ou cérion tem origem mesodérmica, estd separada da epiderme pela
membrana basal e é dividida em derme papilar (ou superficial) e derme reticular (ou
profunda). A derme papilar se interdigitaliza com a epiderme através das papilas dérmicas e
epidérmicas, enquanto a derme reticular localiza-se entre a derme papilar e o tecido
subcutaneo (SOUZA et al., 2009). Uma variedade de células, vasos sanguineos, vasos
linfaticos, nervos e matriz extracelular, produzida por fibroblastos, constituem a derme e sua
espessura possui elasticidade, forca e resisténcia mecéanica (ECKES; KRIEG, 2004;
DARLENSKI et al., 2011; SAMPAIO; RIVITT, 2001). Os leucdcitos, macrofagos, linfocitos,
eosinofilos e neutrdfilos, apresentam funcbes contra infeccdo de micro-organismos,
inflamacdo e cicatrizacdo (WILLIANS; KUPPER, 1996; RYAN, 2004). O sistema de

inervacdo sensitiva e vegetativa da derme inerva glandulas sudoriparas, musculo piloeretor e
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vasos sanguineos, auxilia no controle da temperatura corporal, conduz estimulos mecénicos,
térmicos, quimicos e dolorosos para o Sistema Nervoso Central através de neurbnios aferentes
que recebem os mais diferentes estimulos da periferia (GARLE; FRY, 2003; GOODWIN;
WHEAT, 2004). Portanto, entre as diversas funcdes da derme destacam-se a flexibilidade da
pele, a protecdo contra traumas mecanicos; a manutencdo da homeostase; 0 armazenamento
de sangue para as necessidades do organismo; a determinacdo da cor da pele e protegéo contra
patdgenos (CUCE; NETO, 1990).

A hipoderme ou paniculo adiposo € a camada mais profunda da pele, de espessura
variavel que esta associada com a derme profunda, onde encontram-se porcdes secretoras das
glandulas apdcrinas ou écrinas e de pélos, vasos e nervos (KOSTER; ROOP, 2004; KUPPER;
FUHLBRIGGE, 2004). Essa porcao da pele é formada pelas camadas areolar, mais superficial
e composta por adipécitos globulares e volumosos, e a lamelar (GUIRRO; GUIRRO, 2002).
A hipoderme tem funcdo de deposito nutritivo de reserva, participa no isolamento térmico e
na protecdo mecénica do organismo as pressfes e traumatismos externos e facilita a
mobilidade da pele (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

As diferentes células que constituem as camadas da pele consentem que este Orgéao
produza respostas para uma variedade de estimulos nocivos, frente ao meio externo, como a
acdo de toxinas, organismos patogénicos, radiacdo UV e variagdes de temperatura,
favorecendo a manutencdo da homeostasia cutanea e do organismo (WILLIAMS; KUPPER,
1996).

2.4 RESPOSTA INFLAMATORIA DA PELE

Um processo inflamatério pode ser desencadeado por multiplos agentes, tais como
bioldgicos (bactérias, virus e protozoarios), quimicos (&cidos, alcalis, formaldeido, éleo de
Croton, carragenina e substancias causticas), fisicos (temperaturas extremas, radiacdo UV e
ionizante) e imunes, que estimulam o organismo a ativar mecanismo para combater 0 agente
causador (LIEW, 2003; MEDZHITOV, 2008). A resposta inflamatoria produzida objetiva
eliminar a causa inicial da les&o celular, assim como as células e tecidos necroticos, e iniciar
0 processo de reparo (SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY, 2004). Durante a ativacdo dos
diferentes mecanismos, as células de defesa liberam mediadores inflamatorios na circulacéo
sanguinea que aumentam a permeabilidade vascular, migracdo de leucdcitos para os tecidos e

mecanismos dolorosos, produzindo os sinais cardinais da inflamagdo denominados de calor,
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rubor, dor e edema que podem ocasionar a perda da funcdo do tecido (MEDZHITOV, 2008;
PASPARAKIS et al., 2014). Embora a resposta inflamatoria seja benéfica ao organismo ao
defender e reparar danos teciduais ou perda de funcdes, essa pode resultar em fases aguda e
cronica. A resposta aguda pode durar de horas a dias, enquanto a inflamacao crénica decorre
de uma resposta exagerada e descontrolada, podendo se perpetuar a longo prazo
(LAWRENCE et al., 2002). Entretanto, para um melhor entendimento do processo, as etapas
podem ser divididas em fase transitoria aguda, a qual envolve uma vasodilatacdo localizada e
um aumento da permeabilidade vascular; fase subaguda, que se caracteriza por infiltracdo dos
leucdcitos e células fagocitarias, e fase proliferativa cronica, na qual se verifica degeneracao
tecidual e fibrose (BANGERT et al., 2011; MUELLER, 2006). Além disso, na fase crénica,
varios mediadores estdo envolvidos, como complementos, cininas, fibrinoliticos e
coagulantes estimulados juntamente com a ativacdo de fagocitos e das células endoteliais
(KUNDU, SURH, 2008; REUTER et al, 2010).

Véarios mecanismos celulares e moleculares sdo disparados durante a inflamacéo,
produzindo os denominados mediadores quimicos em resposta ao agente irritante. Esse
processo envolve a percepcdo do agente nocivo por células residentes, especialmente os
macrofagos, células dendriticas, mastdcitos e outros tipos celulares que liberam citocinas e
outras moléculas para regular a resposta inflamatéria (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009;
O'NEILL, 2006; REUTER et al, 2010). Entre os mediadores liberados durante a resposta
inflamatoria destacam-se o Oxido nitrico (NO), um potente vasodilatador, moléculas de
adesdo (ICAM-1), moléculas de adesdo vascular (VCAM-1 e Selectina-E), prostaglandinas
(PGE,, PGLly,); leucotrienos (LTB4, LTC,), citocinas [fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucinas (IL-1pB, IL-6 e IL-10)], quimiocinas e outros, que coordenam 0s eventos de
alteragBes vasculares inflamatorias e o recrutamento de células (KUMAR, ABBAS, ASTER,
2009; O'NEILL, 2006).

No inicio do processo inflamatério, sdo liberados histamina e serotonina, pois sao
mediadores pre-formados que se localizam em granulos, sendo, inicialmente, responsaveis
pela vasoconstricdo. Quando associados com outras moléculas inflamatorias, esses
mediadores promovem vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Na sequéncia da
cascada de eventos, a fosfolipase A2 remove o acido araquiddnico a partir de fosfolipideos de
membrana, sintetizando prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas pela acdo das enzimas
ciclooxigenases (COX) (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Quando a inflamacao é desencadeada, varios mediadores atuam sequencialmente: as
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quimiocinas realizam quimiotaxia de leucoctios; as enzimas plasmaticas, como bradicinina e
fibrinopeptideos, aumentam a permeabilidade vascular; a plasminina degrada coagulos em
produtos quimiotaticos e ativa proteinas do sistema complemento e seus derivados, como
anafilotoxinas que induzem degranulacdo de mastdcitos e a conseqliente liberacdo de
histamina; as opsoninas induzem a opsonizacdo de microrganismos, facilitando a fagocitose;
0s mediadores lipidicos como tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos participam do
processo de vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular; e as citocinas induzem
efeitos locais, tais como inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas
(BILATE, 2007; KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; O'NEILL, 2006). Nessa cascata
inflamatoria, as espécies reativas do oxigénio (ERO) produzidas pelos leucdcitos,
principalmente neutréfilos e macréfagos, tém como funcdo destruir micro-organismos e
outras substancias em defesa do hospedeiro pela geracdo de superoxido que é convertido em
H,0,. Esta molécula é, entdo, convertida a um composto hipoclorito altamente reativo pela
enzima mieloperoxidase (MPO) presente nos leucdcitos, especialmente os polimorfonucleares
(CAROCHO, FERREIRA, 2013; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Além dos mediadores ja mencionados, o 6xido nitrico (NO) é um radical livre reativo
produzido pelos leucdcitos e outras células. Ele pode reagir com 0 O,¢ e formar um composto
altamente reativo, 0 peroxinitrito, que também participa da leséo celular (KUMAR, ABBAS,
ASTER, 2009; REUTER et al, 2010; ROVER JUNIOR et al, 2001). O NO constitui um dos
mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares e é biossintetizado a partir da
L-arginina, por uma reacdo mediada pela enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel
(i-NOS). Este mediador apresenta um papel dubio, pois pode estar envolvido no relaxamento
vascular e proteger o vaso sanguineo e pode constitui um importante mediador citotéxico de
células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patdgenos e células tumorais. NO é
potencialmente toxico, particularmente em situacBes de estresse oxidativo, geracdo de
intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (DUSSE, VIEIRA,
CARVALHO, 2003).

O entendimento dos mecanismos e dos eventos da inflamagdo constitui uma das bases
cientificas para a pesquisa de novas alternativas terapéuticas contra processos inflamatorios.
Assim, associa-se, entdo, os conhecimentos da fisiopatologia celular e a acdo de novos
farmacos e produtos para beneficiar o tratamento de diferentes patologias relacionadas a

inflamacéo.
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2.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO E MODELOS DE INFLAMACAO

A farmacoterapia do processo inflamatorio, normalmente, esta relacionada ao uso de
agentes anti-inflamatorios esteroides ou glicocorticoides (AIES) e/ou ndo esteroides (AINES).
Os anti-inflamatdrios esteroides possuem nucleo esteroidal lipofilico que é capaz de
atravessar as membranas celulares e interagir com os receptores nucleares, estimulando ou
inibindo a sintese de proteinas. Por meio desse mecanismo, ocorre a inibi¢do da expressao de
proteinas inflamatorias ou aumento da expressdo de proteinas anti-inflamatorias com a
reducdo da formacdo do edema, deposicdo de fibrina, migracdo leucocitaria, atividade
fagocitaria e dilatacdo capilar, assim como as manifestacdes tardias do processo inflamatorio,
tais como proliferacdo fibrocapilar, acimulo de colageno e cicatrizacdo (LONGUI, 2007). Os
AINES sao farmacos com acdo analgésica, antitérmica e anti-inflamatoria que inibem as
enzimas ciclooxigenases (COX), de maneira especifica (COX-2) ou ndo (COX-1 e COX-2),
diminuindo a sintese de prostaglandinas e tromboxanos (HILARIO et al., 2006).

Os anti-inflamatérios usados na préatica clinicas sdo eficazes contra a inflamacéo,
entretanto, podem provocar efeitos adversos, tais como irritacdo gastrica, ulceracéo,
hemorragia, insuficiéncia renal, nefrite intersticial, dor de cabeca, trombocitopenia, anemia
hemolitica, asma, exacerbacdo, erupcdes cutaneas, angioedema e prurido, que limitam seu uso
prolongado (LONGUI, 2007; HILARIO et al., 2006). Diante desses efeitos prejudiciais, uma
das alternativas para o tratamento € o uso de produtos naturais e/ou plantas medicinais que
tem sido bem tolerado pelos usuérios ao longo do tempo (BOULLATA; NACE, 2000). Além
dos preparados medicinais produzidos pela populacdo, substancias isoladas (alcaloides,
glicosideos, terpenos, polissacarideos, flavonoides, compostos fendlicos, canabinoides,
esteroides e acidos graxos, entre outros) e extratos de plantas tém sido comprovados suas
acOes anti-inflamatorias cientificamente (SARWAR et al., 2011). Essas substancias atuam por
inibicdo das vias inflamatorias, principalmente das enzimas fosfolipase A2, lipoxigenases e
cicloxigenases, reduzindo a geracdo mediadores como prostanoides e leucotrienos (COSTA et
al, 2012; DEEPA, RENUKA, 2014; FROST-MEYER; LOGOMARCINO, 2012; GOMES et
al, 2008).

Visando a busca de novos agentes anti-inflamatorios, diferentes modelos in vivo, in
vitro e in situ tém sido empregados em estudos experimentais. O ensaio do edema de orelha
em camundongos, por exemplo, se fundamenta pela aplicacdo de agentes irritantes para
medidas de espessura e massa da orelha inflamada apds tratamento com uma amostra teste.

Entre os agentes irritantes, destacam-se o 6leo de Croton, o &cido araquidonico, o fenol, a
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capsaicina e a histamina. Os fragmentos obtidos a partir da orelha podem ser avaliados do
ponto de vista histopatoldgicos e determinagdo de marcadores inflamatérios (CRUMMEY et
al, 1987; GABOR, RAZGA, 1992; LIM, PARK, KIM; 2004; SCHIANTARELLI et al, 1982;
YOUNG et al, 1984). Alem de fornecer resultados rapidos, elevada reprodutibilidade e alto
grau de confiabilidade, o0 modelo de edema de orelha é uma metodologia simples e rapida,
sendo necessaria pequena quantidade do material a ser testado (CALIXTO et al, 2004,
GABOR, 2003).

O modelo do edema de orelha induzido por 6leo de Croton foi usado no presente
estudo. O 6leo de Croton é um potente agente nocivo extraido da espécie Croton tiglium L.
(Euphorbiaceae) usado em pesquisa de novos produtos anti-inflamatérios tdpicos. Sua
composi¢do constitui de uma mistura de lipideos cujo principal componente é o éster de
forbol denominado 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA). O TPA induz um estresse
oxidativo com producdo de espécies reativas de oxigénio, proliferacdo e ativacdo de
oncogenes nucleares e inflamagdo cutanea, que pode causar uma hiperplasia da epiderme
(BILATE, 2007; CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et al, 2008). Além disso, a fisiopatogenia
do edema induzido pelo TPA é exercida pela acdo das proglandinas, histamina e serotonina e
estd associada a resposta inflamatdria, similar a algumas doencas de pele, como a psoriase.
Apo6s sua aplicagdo desencadeia-se uma resposta inflamatoria aguda, caracterizada pela
vasodilatacdo, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e edema (CALIXTO et al, 2004;
RAHMAN et al, 2008; SARAIVA et al, 2010).

2.6 CICATRIZACAO CUTANEA

Um dos problemas cutaneos que afetam cerca de 6 milhGes de pessoas € a presenca de
feridas cronicas que atinge 4,5 casos por 1000 habitantes, enquanto as feridas agudas séo
encontradas em aproximadamente 10,5 casos por 1.000 habitantes. As condicfes precarias de
higiene, as opcdes terapéuticas restritas e a dificuldade do acesso a medicamentos mais
eficazes e seguros constituem as principais causas da frequéncia mais elevada dessas feridas
nos paises em desenvolvimento (SANDHYA et al., 2011). Um dos aspectos importantes para
o0 tratamento de lesdes € a sua classificacdo que deve considerar as condicGes de integridade
da pele, assim como a causa, gravidade e limpeza do local lesionado. Feridas de espessura
parcial, por exemplo, limitam-se a por¢do mais superficial da pele, cicatrizando-se por

regeneracdo, com proliferacdo epitelial e migragdo, sem ocorréncia de perda da sua funcéo,
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enquanto as feridas totais promovem destruicdo completa do tecido, podendo comprometer
musculos e 0ssos (RAGHOW, 1994).

Do ponto de vista da cicatrizagdo, o processo é complexo e envolve uma cascata de
eventos celulares e moleculares para repavimentacéo e reconstituicdo da pele que consiste em
um mecanismo dindmico com fenémenos bioquimicos e fisiolégicos que podem ser
modulados por interagdes celulares, incluindo vias de neurénios sensoriais (FAZIO et al.,
2000; SLOMINSKI; WORTSMAN, 2000). No entanto, pode ocorrer desequilibrio no
processo de cicatrizacdo em situacdes de estresse e hiperestimulacdo simpatica que levam a
hiperatividade de glandulas e do aparelho pilossebaceo, modificando as propriedades
bioelétricas e neurosecretoras da pele (PINTER et al., 1997; ZANCANARO et al., 1999;
SAUERSTEIN et al., 2000). O processo de cicatrizacdo, normalmente, segue uma sequéncia
de estagios que compreendem a inflamacdo, quimiotaxia, proliferacdo celular, diferenciacéo e
remodelacdo (TAZIMA et al., 2008). Além disso, esses estagios podem ser agrupados de trés
a cinco fases (coagulagéo, inflamacédo, proliferacdo, contracdo da ferida e remodelacédo
(FAZIO et al.,, 2000; TAZIMA et al., 2008) que podem ocorrer simultaneamente em
determinado momento, permitindo a cicatrizacdo (Figura 8) (FAZIO et al., 2000;
HATANAKA,; CURI, 2007).

Figura 8 - Fases da cicatrizacdo correlacionadas com a especificidade imune celular.
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Fonte: HATANAKA,; CURI, 2007.

2.6.1 Fases da cicatrizacao

2.6.1.1 Fase inflamatdria ou exsudativa
A fase inflamatoria ou exsudativa tem duracdo de 48 a 72 horas e caracteriza-se pelo

aparecimento dos sinais classicos da inflamagdo como dor, calor, rubor e edema
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(HATANAKA,; CURI, 2007). Os mediadores quimicos inicialmente liberados por plaquetas e
mastdcitos provocam vasodilatacdo, aumentam a permeabilidade dos vasos e favorecem a
quimiotaxia dos leucdcitos, principalmente neutr6filos e mondcitos/macrofagos que tem como
funcdo, combater os agentes invasores e realizar a fagocitose dos produtos resultantes da lise
tecidual (HATANAKA; CURI, 2007; MOLLINEDO et al., 1999). Apos lesdo do endotélio, a
cascata de coagulacdo é ativada com liberacdo de grénulos do fator de crescimento de
transformagdo B (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) (Tabela 1). Esses
mediadores ocasionam a permeabilidade vascular que promove extravasamento de plasma e
seus componentes formando o exsudato inflamatério (BALBINO et al., 2005). Em seguida, a
lesdo é preenchida por coagulos, fibrinas e exsudato, formando uma crosta que isola a ferida
do meio externo. O coagulo formado é constituido por colageno, plaquetas e trombina que
servem de reservatorio protéico para sintese de citocinas e fatores de crescimento
(HATANAKA; CURI, 2007).

Tabela 1 - Principais tipos celulares e mediadores envolvidos na cicatrizacao.

Tipos celulares presentes  Principais mediadores liberados Principais efeitos

no ferimento desencadeados

Plaquetas TGF-B, PDGF (PDGF-AA, Formagéo de trombo
PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF- plaquetario que tampona a
CC, PDGF-DD), PAF, lesdo e recrutamento de
fibrinogénio, fibronectina, neutrofilos, mondcitos
tromboplastina

Neutrofilos IL-6, IL-8, IL-1, TNF-0, CTAP- Recrutamento de

I, TGF-B, HGF, MIP, HLE mondcitos/macrdofagos
Monacitos/Macrofagos TGF-a, TGF-B, VEGF-A, IL-6, Quimiotaxia de monaocitos e
IL-8, IL-1, TNF-o, RANTES, fibroblastos, proliferacdo de
MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, HB-  fibroblastos, angiogénese e
EGF, HGF, MIP, MSP sintese de colageno
Células residentes: (@) FGF1, FGF2, FGF4, FGF7,
FGF10, IP-10, MCAF, IL-8,
eotaxina, PLGF, TGF-B, Cyr61  Maturacéo e remodelamento
(a) Fibroblastos (b) MCP-1, FGF1, FGF2, TGF- da matriz extracelular e
B, MIP-2, MSP angiogénese
(b) Queratindcitos
(c) Células endoteliais (c) MCP-A

Fonte: Adaptado de HATANAKA; CURI, 2007.

As citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-1 e IL-6, sdo liberadas imediatamente
apos a lesdo que ativam células endoteliais, induzindo a producdo de 6xido nitrico (NO),

aumento de expressdo de moléculas de adeséo, o que permite a migracdo de mais fagocitos
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para a area inflamada. A IL-6 também esta relacionada aos processos de reparo dos efeitos
quimioatrativos dos neutrdfilos e indugdo mitética de queratindcitos (SATO et al., 1999).

Devido a permeabilidade vascular, os neutrofilos séo as primeiras celulas a chegarem
ao local da lesdo, com maior concentracdo em 24 horas ap6s inicio do processo. O
mecanismo de migracdo de neutrofilos envolve a adesdo a parede do endotélio por meio da
interacdo as selectinas e a liberacdo de radicais livres que auxiliam na destruicdo dos micro-
organismos. Os neutrofilos, entdo, sdo gradativamente substituidos por macréfagos, os quais
migram para a ferida ap0s 48-96 horas da lesdo e apresentam papel fundamental na remocao
do tecido morto (MARTINS et al., 2006). Secretam citocinas e fatores de crescimento, além
de contribuirem na angiogénese, fibroplastia e sintese de matriz extracelular, fundamentais na
transicdo para a fase proliferativa (BALBINO et al., 2005). Além disso, os macrofagos
fagocitam as bactérias e se degeneram formando o pus com os tecidos necréticos
(BROUGHTON et al., 2006; GROTE et al., 2011).

2.6.1.2 Fase proliferativa ou reconstrutiva

O fechamento da leséo é indicativo da fase de proliferacdo em que ocorre a troca do
tecido lesionado pelo tecido de granulacdo, rico em colageno, com preenchimento da lesdo e
contracdo das bordas da pele, tornando menor a area a ser re-epitelizada. A presenga do
exsudato permite a desagregacao da crosta e o crescimento de micro-organimos, 0 que € um
sinal de infeccdo na area (CAMPOS et al., 2008). Esse processo ocorre cerca de quatro dias
apos o inicio da lesdo e persiste por 12 a 14 dias, compondo as etapas de re-epitelizacao,
fibroplasia e angiogénese. Durante a fase proliferativa, os fibroblastos sdo responsaveis pela
producdo da nova matriz extracelular, uma vez que o fator de crescimento PDGF ativa o
estado de quiescéncia com liberacdo do TGF-B que estimula os fibroblastos a produzirem
colageno tipo I. Os fibroblastos que se diferenciam em miofibroblastos promovem a contragdo
da lesdo (BROUGHTON et al., 2006) (Figura 9).

Entre as etapas do processo proliferativo, a re-epitelizacdo promove o aumento da
permeabilidade microvascular com extravasamento de proteinas, citocinas e elementos
celulares, o que forma a matriz extracelular provisoria (TAZIMA et al.,, 2008). Os
gueratindcitos viaveis, entdo, migram das bordas das lesdes e dos anexos epiteliais, 0s quais
permitem a aceleracdo dos mecanismos mitéticos com hiperplasia do epitélio. Em seguida, as
células epiteliais migram em direcdo a superficie e camadas da epiderme sdo restauradas em
trés dias (MANDELBAUM et al., 2003).



Figura 9 - Eventos da fase proliferativa.
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Apbs a re-epitelizacdo, a matriz extracelular é substituida por um tecido conjuntivo
denso e elastico, constituindo-se assim a etapa da fibroplasia (HARTLAPP et al., 2001). Além
disso, a acdo de fatores de crescimento sobre as células endoteliais induz a angiogénese que
ocorre, em parte, pela baixa tensdo de oxigénio no centro da ferida, elevados niveis de acido
lactico e aminas bioativas (BALBINO et al., 2005, MENDONCA; COUTINHO-NETO,
2009). E importante destacar que a angiogénese é uma etapa fundamental do processo de
cicatrizacdo, na qual novos vasos sanguineos sdo formados e responsaveis por suprir
nutrientes e oxigénio ao tecido em crescimento (JORGE; DANTAS, 2005).

2.6.1.3 Fase de remodelagem ou maturacéo

A etapa que promove a constituicdo da cicatriz é a fase de remodelagem ou maturagéo
que é um processo longo com inicio na terceira ou quarta semana apés a lesao e pode persistir
por meses a anos dependendo do grau, extensdo e local da lesdo. A proliferacdo de
fibroblastos com deposicdo de coladgeno continua ocorrendo para comprimir 0s vasos e
diminuir a vascularizacdo e a producdo de matriz extracelular. Nesta fase, ocorre 0 retrocesso
do tecido de granulacdo com aumento da forca ténsil e as fibras de colageno sdo reorientadas
para trocar o tecido de granulacdo por tecido conjuntivo denso para formacdo da epiderme.
Entre os achados encontrados, os eosinofilos aparecem e podem estar relacionados a producao
de fatores de crescimento, enquanto a colagenase, a gelatinase e outras enzimas hidrofilicas,
secretadas pelos fibroblastos, produzem uma leséo cicatrizada. Finalmente, tecido cicatrizado
contém células imunologicas formadas, principalmente, por linfécitos que produzem fatores
de crescimento para o funcionamento tecidual (Figura 10) (BALBINO et al., 2005;
SANDHYA et al., 2011).
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Figura 10 - Eventos da fase de remodelagem.
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Fonte: Adaptado de SANDHYA et al., 2011.

A medida que o tempo passa, em torno de 30 a 90 dias, pode apresentar colorago
rosada, aumento de volume e se tornar sintomatica. Desse periodo até aproximadamente um
ano, regride gradativamente, atingindo um aspecto um pouco mais claro que a pele, plana e
discretamente mais larga que no seu estado inicial. Além desses eventos, ocorre também a
retracdo da cicatriz ao longo de seu comprimento, sendo méaxima aos trés meses, regredindo,
parcial ou totalmente, ap6s um ano. O epitélio que recobre a cicatriz é geralmente mais fino
gue o normal e ndo apresenta papilas dérmicas (MANDELBAUM et al., 2003). Uma cicatriz
cutdnea completamente madura apresenta apenas 70% de resisténcia se comparada a pele
normal (HATANAKA e CURI, 2007).

2.7 HIPOTESES DO ESTUDO

Baseado nos usos tradicionais, como anti-inflamatdrio e cicatrizante, e na presenca de
substancias com potencial terapéutico descritos para a espécie S. mombin, que podem estar
presentes em diferentes partes do vegetal, as hipoteses testadas neste estudo foram as
seguintes:

1 — Existem substancias quimicas na casca e madeira do caule de S. mombin que
podem estar relacionadas as suas propriedades terapéuticas?

2 — Extratos etanolicos e formulagfes em gel da casca e madeira do caule de S.
mombin possuem atividade anti-inflamatoria topica em modelo animal?

3 - Extratos etanolicos e formulagdes em gel da casca e madeira do caule de S.

mombin possuem atividade cicatrizante em ensaio in vivo?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O estudo tem como objetivo investigar constituintes quimicos e avaliar as atividades
anti-inflamatoria e cicatrizante de extratos e formulagdes topicas da casca e da madeira do
caule de Spondias mombim L, a fim de contribuir com suas propriedades medicinais para que

esses produtos possam ser aplicados na terapéutica baseada em evidéncias cientificas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Investigar quimicamente extratos da casca e madeira do caule de S. mombin.

e Preparar géis dermatoldgicos a partir de extratos da casca e madeira do caule de S.
mombin.

e Investigar a atividade anti-inflamatdria topica dos extratos e géis de S. mombin em

modelo animal.

e Auvaliar o efeito cicatrizante dos extratos e géis de S. mombin em modelo in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E MATERIAL VEGETAL

Spondias mombin L. foi coletada na Universidade Federal da Bahia (UFBA). Uma
exsicata, identificada por Dr. Lazaro Benedito da Silva do Instituto de Biologia da UFBA, foi
depositada no Herbario Alexandre Leal Costa sob n° 40/2016. A coleta ocorreu em 1 de
Dezembro de 2016 e constou de corte dos galhos da planta que foram submetidas a secagem

em temperatura de 50°C, com ventilacdo forcada até perda de 90 a 96% de umidade.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO E FRACIONAMENTO

Apbs coleta e secagem do caule, a casca foi removida da madeira e ambos materiais
foram triturados separadamente em moinho elétrico, com peneira de granulacdo definida
(tamis n° 20) para preparo dos extratos. As drogas vegetais foram submetidas a processo de
extracdo em etanol PA (5,0 L) por maceracdo estatica com renovacdo do solvente, a
temperatura ambiente, até seu esgotamento para adquirir os extratos etanolicos das cascas
(EECSM) e da madeira (EEMSM). A remocdo do solvente foi realizada em rota-evaporador
RII (Buchi Switzerland®).

ApoOs obtencdo dos extratos, cerca de 10 g de cada extrato seco (EECSM e EEMSM)
foi ressuspendido em agua: etanol (9:1) e submetido a um processo de fracionamento através
de particdo liquido-liquido com solventes organicos de polaridade crescente (hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol) para obter as fracdes hexanica (FHCSM e
FHMSM), diclorometanica (FDCSM e FDMSM), em acetato de etila (FACSM e FAMSM) e
butandlica (FBCSM e FBMSM) (Figura 11) (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998). Os
extratos etandlicos e suas fragcdes foram usados na investigagdo quimica, nos testes de

avaliacdo das atividades farmacologicas e desenvolvimento de formulagdes.
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Figura 11 — Fluxograma do processo de extragéo e fracionamento do caule de Spondias

mombin L.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

4.3 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS

Os teores de fenois totais foram determinados por espectrofotometria na regido do
visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu (SOUSA et al., 2007). A partir da solucdo
estoque de &cido galico (1 mg/mL) em etanol, foram preparadas, em triplicata, concentragdes
(1,5 a 5 pg/mL) em tubos de ensaio. Aliquotas da solugéo estoque de acido galico foram
transferidas para tubos de ensaio e, em seguida, foram adicionados 500 pL de reagente de
Folin-Ciocalteu (Tabela 2). Apds 8 minutos, 2 mL de Na,CO3 15% e agua destilada foram

adicionados para completar o volume de 10 mL. A reagcdo permaneceu em temperatura
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ambiente durante 30 minutos e, em seguida, as absorbancias das solu¢des de &cido galico
foram medidas através de espectrofotometro (SHIMADZU®, UV-1800) em 722 nm. Para
realizar o “auto-zero” do espectrofotometro, foi utilizado etanol e o branco das amostras foi
composto por etanol e todos os reagentes, exceto as solucdes de acido galico.

Com as médias das absorbancias de cada concentracéo de acido galico foi construida a
curva de calibracdo e apds, através de analise de regressdo linear foi tragada a reta entre 0s
pontos e determinada a equagéo da reta, juntamente com o coeficiente de correlacéo (R).

Para quantificacdo dos teores de fendis totais nas amostras, foi preparada solucao
estoque do extrato etandlico e fracdes (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) a 5
mg/mL em etanol. A partir dessa solugdo estoque, foram preparadas, em triplicata, trés
concentracOes diferentes em tubos de ensaio. Aliquotas de 250uL das solucbes das amostras
foram transferidas para tubos de ensaio. A reacdo e leitura espectrofotométrica foram

realizadas da mesma forma descrita para o padréo.

Tabela 2 — Diluigdes a partir da solucdo estoque de &cido galico (1 mg/mL) para elaboragéo

da curva padréo.

Tubo Volume S.E.  Folin-Ciocalteu Na,COs Agua  Concentracio
(ML) (ML) 15% (mL) (mL) (Hg/mL)

1 15 500 2 7,485 15

2 20 500 2 7,480 2,0

3 25 500 2 7,475 2,5

4 30 500 2 7,470 3,0

5 40 500 2 7,460 4,0

6 45 500 2 7,455 4,5

7 50 500 2 7,450 5,0

Branco - 500 2 7,500 -

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

4.4 DETERMINACAO DOS TEORES DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificacdo de flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria na regido do
visivel utilizando cloreto de aluminio (AICI3) (SOBRINHO et al., 2008). Solugédo estoque de
quercetina (0,5 mg/mL) em etanol foi usada como padrao para a obtencdo da curva de
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calibracdo com diluigdes entre 1 a 10 pg/mL. Conforme Tabela 3, foram transferidos volumes
de solugdo-estoque, 0,4 mL de etanol, 0,12 mL de acido acético, 2 mL de solucéo de piridina
a 20% em etanol, 0,5 mL de AICI; a 8% em etanol e agua destilada para tubos de ensaio.
Apds 30 minutos em temperatura ambiente, as absorbancias das solucdes de quercetina foram
registradas em espectrofotdmetro (SHIMADZU®, UV-1800) a 419,4 nm. Para realizar o
“auto-zero” do espectrofotometro, foi utilizado etanol e o branco das amostras conteve etanol
e 0s reagentes, exceto solucbes de quercetina. Com as médias das absorbancias de cada
concentracdo de quercetina foi construida a curva de calibracdo e, ap6s analise de regressédo
linear, foi tracada a reta entre 0s pontos e determinada a equacdo da reta, juntamente com o

coeficiente de correlacéo (R?).

Tabela 3 - Dilui¢des a partir da solucdo estoque de quercetina (0,5 mg/mL) para elaboracao

da curva padréo.

Tubos  Volume Etanol Acido Sol. Piridina  Sol. AICI; Agua Concentragio
S.E. (uL) (uL) acético (uL) (mL) (mL) (mL) (ng/mL)

1 10 400 120 2 0,5 1,97 1

2 20 400 120 2 0,5 1,96 2

3 40 400 120 2 0,5 1,94 4

4 60 400 120 2 0,5 1,92 6

5 80 400 120 2 0,5 1,90 8

6 100 400 120 2 0,5 1,88 10
Branco - 400 120 2 0,5 1,98 -

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

Para determinacdo dos teores nas amostras, foi preparada solucdo-estoque em etanol
do extrato etandlico, fragdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e butandlica, todas
a5 mg/mL. A partir de aliquotas de 200 pL destas solucBes que foram transferidas para tubos

de ensaio, procedeu-se a reagéo e leitura da mesma forma descrita para o padréo.

4.5 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Os extratos e fragGes butandlica e em acetato de etila da casca e madeira foram

analisados previamente por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando como fase
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estacionaria sistemas de eluentes diversos de acordo com a classe de metabdlitos de interesse
(WAGNER; BLADT, 2001). Extratos, fragcdes e padrédo foram preparados utilizando 1 mg da
amostra, que foram posteriormente dissolvidas em 1 mL de piridina. A fase movel foi
constituida de tolueno, acetato de etila e acido formico, nas concentracbes de 5:5:1. Os
cromatogramas foram visualizados sob luz UV 365 nm. Para a identificacdo dos constituintes
presentes nos extratos e fragbes foi utilizado o padrdo &cido eldgico adquirido na Sigma
Aldrich®.

4.6 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos EECSM e
EEMSM foi realizada na Central analitica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF). O cromatégrafo liquido, modelo Waters® equipado com detector de
arranjo de diodos (Waters® 2998), bomba binaria (Waters® 1525), injetor automaético
(Waters® 2707) foi utilizado nesta analise. Para realizacdo do procedimento, foram
empregadas agua ultrapurificada e metanol grau HPLC (marca Dindmica). A taxa de fluxo foi
mantida constante a 1,0 mL/min e o volume de injecéo foi de 30pL. As amostras e os padroes
de referéncia foram filtrados antes da injecdo com membrana marca PALL GHP de 0,45 um.
Coluna analitica de fase reversa Cig (Sun Fire 4,6 x 250 mm, 5 um) com gradiente de eluigao
de fase binaria composta de agua (acidificada até pH 3 com acido acético 0,1%) e metanol
(MeOH) 20 a 100% foi mantida por 60 minutos. Em seguida, em sistema isocratico com
MeOH 100 % permaneceu por mais 10 minutos. O fluxo utilizado foi 1 mL/min, o volume de
injecéo foi 30 pL e a temperatura da coluna mantida a 40 °C.

Em relacdo ao preparo das amostras (triplicata) para serem injetadas em CLAE, 0s
extratos (2 mg) foram solubilizados em solu¢do de MeOH:H,O (9:1) na concentracdo de 2
mg/mL e homogeneizado em ultrassom (Marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2)
aquecido a 35 °C por 15 minutos. Em seguida, foram centrifugados em microcentrifuga
(marca Kasvi) por 5 minutos a 10.000 rota¢fes por minuto (rpm) e filtrados em membrana
de poro 0,45 um. Os padrdes quercetina, rutina e acido clorogénico foram preparados da
mesma forma, porém na concentragdo de 1 mg/mL.

O Software Empower 3 foi utilizado para obtengdo do cromatograma numa varredura
de 190 a 400 nm, tempo de retencdo e espectros na regido do ultravioleta. A partir desses
parametros, foi possivel analisar o perfil quimico das amostras.
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4.6.1. Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com acido elagico

A anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) das amostras EECSM,
EEMSM, FBCSM, FACSM, FBMSM e FAMSM foi realizada no Laboratorio de Produtos
Naturais Bioativos, Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). O cromatografo liquido utilizado foi do modelo
Agilent Technologies 1200 series, injetor automatico. Para realizacdo do processo de CLAE,
foram utilizados agua ultrapurificada e metanol grau HPLC (marca Dindmica). A taxa de
fluxo para todas as amostras e padrées foram mantidas constantes a 0,6 mL/min e o volume
de injecdo foi de 30pL. Antes da injecdo, as amostras e o0 padrdo de referéncia foram
purificados em membrana filtrante (marca PALL GHP de 0,45 um).

Padrdo, extratos e fracbes foram analisados utilizando-se coluna analitica de fase
reversa Cig (Zorbax SB 4,6 x 150 mm, 5 um), em equipamento cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia com detector DAD em 254 nm. A eluigdo consistiu de uma fase composta de
metanol 50% em agua ultrapurificada (sem acidificacdo), mantendo este sistema isocratico
por 10 minutos. O fluxo utilizado foi 0,6 mL/min, o volume de injecdo foi 30 uL e a coluna
mantida a temperatura ambiente. A analise de dados foi feita a partir do Software
Chemstation.

Em relacdo ao preparo das amostras (triplicata) para serem injetadas em CLAE, os
extratos (1 mg) foram solubilizados em solucdo de MeOH:H,0 (1:1) na concentragdo de 1
mg/mL e colocados em ultrassom (Marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2) e filtrados
em unidade filtrante de poro 0,45 um. O padrdo acido eldgico foi preparado da mesma

forma.

4.7 PREPARO DO GEL DOS EXTRATOS DO CAULE DE Spondias mombin L.

Os extratos etanolicos (EECSM e EEMSM) foram usados no preparo dos géis. O gel
foi preparado conforme procedimento descrito no formulario médico farmacéutico (2011):
foram dissolvidos 0,2g de metilparabeno (NIPAGIN) em agua aquecida a 70°C. Adicionou-se
2,29 de hidroxietilcelulose aos poucos sob agitacdo lenta e constante, até completa dissolugéo.
Em seguida, a preparacdo foi resfriada a 40°C, intercalando a agitacdo com periodos de
repouso. Adicionou-se imidazolidinil uréia, previamente solubilizado em pequena quantidade

de agua. Para a determinacdo das atividades anti-inflamatoria e cicatrizante, foi incorporado
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ao gel os extratos nas concentragdes conforme Tabela 4, utilizando como umectante o

propilenoglicol.

Tabela 4 — Formulagdes em gel dos extratos de Spondias mombin.

Formulagéo Baésica Formulactes GEECSM Formulagcdes GEEMSM

Nipagin --------------- 0,2% Gel de natrosol 2% + EECSM 1%  Gel de natrosol 2% + EEMSM 1%
Hidroxietilcelulose ---2,2%  Gel de natrosol 2% + EECSM 3%  Gel de natrosol 2% + EEMSM 3%
Imidazolidinil ureia - 0,1%  Gel de natrosol 2% + EECSM 5%  Gel de natrosol 2% + EEMSM 5%
H,0 destilada gsp - 100 mL

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

4.8 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (150-250 g), machos, com 60-70 dias de idade, e
camundongos (25-30 g), machos, com 45-50 dias de idade, provenientes do Centro de
Biologia da Reproducéo da UFJF. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com racédo
comercial tipo Nuvilab® e 4gua ad libitum a temperatura (22 + 4 °C). Os animais foram
acondicionados em gaiola de polipropileno, de dimensdo 340 mm de largura x 490 mm de
comprimento x 160 mm de altura, com tampa gradeada em a¢o inox e comedouro embutido
em “V”, contendo aproximadamente 3 cm de cama de maravalha previamente autoclavada. A
maravalha foi trocada a cada 2 dias. Em cada gaiola, foram acondicionados seis animais no
maximo. Os protocolos utilizados foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n°
001/2017).

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

O edema de orelha induzido por 6leo de Croton em camundongos como descrito por
Schiantarelli et al. (1982) com pequenas modificacbes. O edema de orelha foi induzido em
grupos com oito camundongos cada (n = 8) usando 20 puL de o6leo de Croton 2,5% (v/v,
diluido em acetona) na superficie interna da orelha direita. Foi determinada uma linha de base

na orelha esquerda aplicando 20 pL de acetona (veiculo). Apds 60 minutos, o tratamento foi
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realizado na orelha direita com extratos (EECSM e EEMSM - 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), géis
(GEECSM e GEEMSM - 1, 3 e 5,0%) e dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo),
enquanto o controle negativo (ndo tratado) recebeu 20 pL de solugdo salina. A espessura da
orelha (mm) foi medida ap06s 6 e 24 horas para acompanhar a evolucdo do edema, enquanto
que o peso (massa em mg) foi quantificado apds eutanasia com fragmentos de orelha (discos
de 6mm). Uma parte destas amostras (fragmentos) foi conservada em formaldeido 10% (v/v)
para analise histopatoldgica e outra parte foi utilizada para determinar os marcadores

inflamatdrios (mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE

Para cada ensaio, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos (n = 6):
um grupo controle (ndo tratado) dois controles negativos (solucdo fisioldgica e gel), dois
controles positivos (dexametasona e Dersani®) e trés experimentais tratados com cada amostra
(1,0;3,0 e 5,0%). Apos distribuicdo, os animais foram anestesiados com cetamina 10% (75
mg/kg) e xilazina 2% (10 mg/kg) por via intraperitoneal. Em seguida, o pelo da area
dorsocostal préxima ao pesco¢o de cada animal foi removido e, com auxilio de um punch
(Richter®) contendo lamina cortante na borda inferior, foram produzidas incisdes para retirada
de fragmentos cutaneos com diametro de 6 mm com exposicdo da fascia muscular dorsal,
(PACHALY 2006). Apos remocdo da pele, os animais foram tratados com analgésico opioide
(morfina, 2,5mg/kg, via subcutanea, a cada 4 horas por 5 dias) para evitar sofrimento
doloroso.

No segundo dia de inducdo das incisbes, as lesbes foram tratadas com quantidade
suficiente para cobrir a area lesionada (200 mg para formulagdes semissolidas e 200 pL para
formulacdes liquidas), sendo que os grupos referentes ao controle negativo receberam gel e
solucéo fisiologica (0,9%). O grupo controle positivo foi tratado com dexametasona 1mg/g e
outro grupo controle positivo com Dersani® (Locdo cicatrizante a base de acidos graxos
essenciais, com vitaminas A e E). Nos grupos experimentais, foram aplicadas as amostras
(1,0; 3,0 e 5,0%) (OKAMOTO, 2010).

Os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto geral, para avaliagcdo
macroscopica da lesdo, observando-se a presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e
crosta. Ao final do tratamento (14 dias), os animais foram eutanasiados com aprofundamento

da anestesia (cetamina 140 mg/kg e xilazina 15 mg/kg) por via intraperitoneal. As lesGes
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foram avaliadas com o uso de lupa, para verificacao de crostas, secre¢des, cicatriz hipertréfica
e verificacdo da ferida tecidual.

Para a analise morfométrica, as lesdes foram medidas e fotografadas nos dias zero, 4,
8,12 e 14, utilizando-se de uma camera digital e as imagens foram digitalizadas em
computador. 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 contracdo da area (GC) da lesdo foi calculado por meio da férmula demonstrada por
Oliveira et al. (2000/2001):

GC= (Area T° - Area T diamedicio) x 100

Area T°

Onde: T° = dia zero; T% = dia da medicéo (4, 8, 12 ou 14).

As lesbes foram excisadas com 6 mm de raio de pele integra, em torno da lesdo, em
profundidade até a fascia muscular, ap6s 14 dias de estudo. Cada exemplar foi identificado
individualmente, um de cada subgrupo foi colocado em solucgédo de formalina 10% seguida de
analise histopatologica (GARROS et al., 2006; AMORIM et al., 2006). As demais foram
direcionadas para medicdo da atividade de mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-p-D-

glucosaminidase (NAG).

4.11 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Amostras dos discos de tecido das orelhas excisadas no teste anti-inflamatorio e as
lesbes excisadas no teste cicatrizante foram obtidas e conservadas conforme descrito
anteriormente. Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras foram fixadas em solu¢éo
ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido acético glacial) em
um periodo de 16 horas, e em seguida conservadas em alcool 70% até inicio do processo de
desidratacdo. Os materiais histologicos foram posteriormente desidratados, emblocados em
parafina, seccionados em cortes de 5 um em um micrétomo e corados com hematoxilina e
eosina. O edema (espessura do corte histologico), infiltracdo de leucdcitos, vasodilatagdo e
espessura da epiderme e derme foram avaliadas em areas representativas com aumento de 10x

e 20x. Nesses mesmos aumentos, foram realizadas fotografias dos cortes histoldgicos
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utilizando microscépio (Olympus BX41) acoplado a camera fotogréafica digital utilizando o

software Imagepro-Plus 4.5 (Media Cybernetics).

4.12 AVALIACAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS

Foram realizadas dosagens das enzimas mieloperoxidade (MPQO) e N-acetil-p-D-

glucosaminidase (NAG) das orelhas dos camundongos submetidos ao teste anti-inflamatorio.

4.12.1 Obtencao do Sobrenadante

Aos fragmentos de 6 mm das orelhas dos camundongos submetidos ao teste anti-
inflamatdrio foram adicionados 1 mL de tampéo fosfato de sodio 80 mM pH 5,4, contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTBA). Em seguida, foram triturados por 30
segundos em gral de porcelana. Os homogenatos foram transferidos para tubos de ensaio e
adicionado mais 1 mL de tampdo fosfato de sédio 80 mM pH 5,4. As amostras (2 mL)
permaneceram em banho de gelo a 4 °C e sonicadas em ultrassom Ultra Cleaner 1600A
(Unique®) por 10 minutos seguida de centrifugacdo a 3.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem de proteinas totais e nos ensaios da
atividade enzimética de MPO e NAG (DE YOUNG et al., 1989; SANCHEZ; MORENO,
1999).

4.12.2 Dosagem de Proteinas Totais

O método utilizado para dosagem de proteinas foi descrito por Lowry e colaboradores
(1951) e modificado por Sargent (1987). O ensaio foi realizado em triplicata, colocando-se 20
ML do sobrenadante obtido no item 4.12.1 em cada tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se
380 pL de agua destilada e 2 mL da mistura reativa, a qual foi composta por solugéo alcalina
(1 g de NaOH mais 5 g de Na,CO3 em 250 mL de agua), tartarato de cobre e sulfato de cobre.
Apbs adicionar dgua e mistura reativa no tubo de ensaio, esperou-se por 10 minutos. Em
sequida, foram acrescentados 200 uL de solucdo Folin (1:5), aguardando 30 minutos. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS 1800 (Shimadzu®) em comprimento de

onda 660 nm, zerando o branco com agua destilada.
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4.12.3 Ensaio da Atividade da Mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi utilizada como indicativo da
presenca de leucocitos polimorfonucleares no tecido (CAMPA, 2009; PEREIRA et al., 2000).
Para a avaliacdo da atividade da enzima foi utilizada a metodologia de Bradley e
colaboradores (1982) modificada por De Young e colaboradores (1989). Triplicatas de 25 pL
do sobrenadante, obtido do homogenato (item 4.10.1), foram colocadas em placas de 96
pocos, adicionando 25 pL de 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina 1,6 mM em dimetilsulféxido
(DMSO), 100 pL de peroxido de hidrogénio 0,003% v/v diluida em tampéo fosfato de sédio
0,08 M (pH 5,4) para promover o inicio da reacdo. Posteriormente, a placa foi incubada a 37
°C por 5 minutos, adicionando 100 pL de &cido sulfdrico 4 M a 4 °C em cada poco para
interromper a reacdo. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando o
leitor de placas Thermoplate TR-Reader®cuja leitura de absorbancia foi feita em 450 nm,
sendo expressa em densidade optica/mg de proteinas (dO/mg de proteinas), zerando o branco

com agua destilada.

4.12.4 Ensaio da Atividade da N-acetil-B-D-Glucosaminidase

A atividade da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) foi utilizada como
indicativo da presenca de leucocitos mononucleares no tecido. Esta atividade foi avaliada
utilizando a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). Triplicatas de 100 pL do
sobrenadante, obtido do homogenato (item 4.10.1), foram colocados em placas de 96 pocgos,
adicionando 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina 2,24 mM em tampéo
citrato/fosfato de sédio 0,1 M pH 4,5, para promover o inicio da reacdo. Em seguida, a placa
foi incubada a 37 °C por 10 minutos e a reacao interrompida pela adi¢do de 100 pL de tampéo
glicina 0,2 M pH 10,6 em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente usando um 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), zerando o branco com agua destilada.
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4.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados atraves da média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada para
medir o grau de significancia (p < 0,001). Foi usado o programa estatistico Graphpad Prism

versdo 5.01 para avaliar os dados.
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5 RESULTADOS

5.1 RENDIMENTO DOS PROCESSOS DE EXTRACAO E FRACIONAMENTO

A partir do material seco e pulverizado, 287,88g da casca e 464,93g da madeira de S.
mombin produziram 10,80 g do extrato etandlico bruto da casca (EECSM) e 14,36 g do
extrato etandlico bruto da madeira (EEMSM), o que equivale a um rendimento de extragdo de
3,78% e 3,08%, respectivamente. Usando o processo de parti¢do, 5 g de EECSM produziram
17,4, 15,47, 56,6 e 10,6% das fracbes hexanica (FBCSM), diclorometéanica (FDCSM), em
acetato de etila (FACSM) e butandlica (FBCSM) da casca, respectivamente (Tabela 5). Além
disso, 5 g de EEMSM da madeira renderam 19,58, 11,40, 52,00 e 17,02% das respectivas
fragdes hexanica (FHMSM), diclorometanica (FDMSM), em acetato de etila (FAMSM) e
butandlica (FBMSM) (Tabela 5).

Tabela 5 - Rendimento das fragdes obtidas por particdo dos extratos EECSM e EEMSM.

Fracado EECSM EEMSM

Massa (g) Rendimento (%) Massa (g) Rendimento (%)
Hexanica 0,87 17,4 0,98 19,58
Diclorometanica 0,77 15,47 0,57 11,4
Em acetato de etila 2,83 56,6 2,60 52
Butanolica 0,53 10,6 0,85 17,02

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

5.2 TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os teores de fendis totais dos extratos e fracbes foram determinados a partir da
equacdo da reta de calibracdo do acido galico (Figura 12A). Apds anélises de regressdo linear,
obteve-se a equacdo da reta y = 0,0567x + 0,1336 com coeficiente de determinacdo R? =
0,9964 (Figura 12A). As absorbancias das amostras foram substituidas no y para adquirir o
valor de x que correspondeu a uma concentracdo inicial que foi ajustada de acordo com a
diluicdo de cada amostra. Paralelamente, da mesma forma, foi adquirido a equacao da reta (y
=0,0463x + 0,085) da quercetina para quantificar os teores de flavonoides totais com

coeficiente de determinacdo R? = 0,9997 (Figura 12B).
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Figura 12 — Curvas de calibracao para determinacao de fendis e flavonoides totais
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(A) Curva padrdo do acido galico. (B) Curva padrdo da quercetina.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Os teores de fendis totais, equivalentes ao acido gélico, variaram de 11,99 a 0,27
0/100g no extrato etandlico e fracdes da casca de S. mombin (Tabela 6). As fracbes em acetato
de etila e diclorometanica apresentaram maiores teores de fendis totais quando comparadas
com as demais amostras. A Tabela 6 também mostra que os teores de flavonoides totais,
equivalentes a quercetina, variaram de 5,26 a 0,00 g/100g no extrato e nas fracGes. A fracdo
em diclorometano contém o maior teor de fenois totais (11,99+0,80 g/100g) e flavonoides
(5,26+0,06 g/100g) em comparacdo com as demais amostras analisadas.

Quando analisados, os teores de fendis totais variaram de 3,80 a 0,82g/100g no extrato
etandlico e fracbes da madeira de S. mombin (Tabela 6). As fracdes butanolica e
diclorometanica apresentaram maiores teores de fendis totais quando comparadas as demais
fracdes da madeira. Os teores de flavonoides totais variaram de 1,52 a 0,009/100g no extrato e
nas fracdes avaliadas. A fracdo butandlica apresentou o maior teor de flavonoides (2,04 + 0,03
0/100g) em comparagdo com os demais produtos analisados (Tabela 6).

Tabela 6 - Teores de fendis, equivalentes ao acido galico, e flavonoides totais, equivalentes a
quercetina, nos extratos e frages de Spondias mombin.

Extrato/Fracdes Casca (g/100 g) Madeira (g/100 g)
Fenois Totais Flavonoides  Fenois Totais  Flavonoides

Extrato etandlico 7,73+0,01"  053+0,05" 284+0,03" 0,75+0,01"

Frac&o hexanica 0,27 +£0,07° 0,00 +0,00°* 0,82+0,08° 0,00 +0,00°"

Fracdo diclorometanica 11,99+0,80° 526+0,06° 3,80+0,15*  1,52+0,02°

Fracdo em acetato de etila 11,62 +0,08°% 1,47 +0,04° 1,23+0,06° 0,79 +0,02°"

Frac&o butanolica 8,92+0,03*" 1,84+0,18"° 283+0,01"" 2,04+0,03"

Os valores correspondem a media + desvio padrdo (n = 3). As médias diferem entre si, apds
analise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05. Valores de médias com letras
sobrescritas iguais indicam médias iguais.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.3 ANALISES DOS EXTRATOS ETANOLICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Andlises dos extratos etanolicos EECSM e EEMSM foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em 254 nm onde foi possivel obter um cromatograma
com diferentes picos que estao relacionados aos tempos de retencao e espectros de ultravioleta
(Figuras 13 e 14).

Os marcadores usados, acido clorogénico, rutina e quercetina (Figuras 15 e 16), ndo
foram detectados nos extratos EECSM e EEMSM. No entanto, o pico 10 de EECSM (Figura
13), com tempo de retencdo média de 22,79 minutos, absor¢cdo méxima nos comprimentos de
onda em 199,3, 253,5 e 364,0 nm e 87,95% (EECSM) de area (Tabela 7), € indicativo do
acido elagico, uma vez que apresentou espectro de UV caracteristico com aquele encontrado
na literatura (BANSAL et al., 2014) e confirmado o padrdo de acido elagico (SIGMA
Aldrich). De forma semelhante, o pico 10 de EEMSM (Figura 14) produziu tempo de
retencdo média igual a 22,84 minutos com absor¢do maximo nos comprimentos de onda de
200,5, 253,5 e 364,0 nm e &rea de 77,20% (Tabela 7). Esses dados também sdo sugestivos do
acido elagico na amostra analisada.

Considerando os constituintes em ambas as amostras (EECSM e EEMSM), os perfis
dos espectros e tempos de retencdo sugerem diferengcas na composicdo das substancias
(Tabelas 7 e 8).

Figura 13 — Cromatograma do extrato EECSM obtido em 254 nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018



Tabela 7 — Andlise dos constituintes do extrato EECSM por CLAE-UV.
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Pico TR Espectro UV Area (%) absorciomax (NM)  Literatura

1 17,114 . 1,03 202,8; 278,4 Nao
identificado

2 17,43 0,185 204; 277,2 Nao
identificado

3 18,104 , 4,85 213,4; 274,8 Nao
identificado

4 18,505 ) 0,96 205,2: 295.0: N&o
3439 identificado

5 19,34 0,58 246,4; 304,5; Nao
- 383,3 identificado

6 20,002 0,32 200,5; 231,0; Nao
i: 285,5; 323,6 identificado

7 20567 - ) 0,31 204: 2559 N&o
- 389,3 identificado

8 21,653 f 0,38 201,6; 270,1; Nao
345,1 identificado

9 22,171 0,30 246,4; 261.8; Nao
320,0 identificado

10 22,789 " 8795 19932535 254 367

364,0 (Bansal et
al., 2014)

12 24,228 1,06 247,6; 364,0 Nao
identificado

13 26.374 0,71 263,0; 306,9 Nao
identificado

300 300 3000 4000:

TR = Tempo de retencdo.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018



Figura 14 — Cromatograma do extrato EEMSM obtido em 254 nm.
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Tabela 8 — Andlise dos constituintes do extrato EEMSM por CLAE-UV-DAD.
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Pico| TR | Espectro UV | Area (%) | Aabsorcaomax (NM) | Literatura

1 17,107 . 0,42 198,1; 276,0; Nao
o 376 identificado

2 17,749 . 1,61 200,5; 267,7 NZo
a identificado

3 18,086 0,75 201,6; 270,1 Nao
identificado

4 18506 - 1147 204.0; 228.7; N&o
297,4; 345,1 identificado

5 19,333 0,88 239,3; 340,3 Nao
identificado

6 20,018 0,54 200,5; 285,5; Nao
3224 identificado

7 20,703 2,05 208,7; 246,4; Nao
312,9 identificado

8 21,669 0,52 192,2; 222,8; Nao
251,1; 303,3; identificado

396,5
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9 22307 . 052 208.7: 248.8: N0
304,5; 357,1 identificado
10 284 - = - ’ 7720 2005 2535, 254:367
364,0 (Bansal
At | etal., 2014)
11 23856 533 508.7- 304.5. N0
: 354,7 identificado
12 24250 1.45 207.5: 279.6. N0
3475 identificado
13 26367 = 0.39 1911 206.3: N&o

395,3 identificado

T TR= Tempo de retengdo.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Figura 15 — Cromatograma dos marcadores obtido em 254 nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Figura 16 — Espectros de ultravioleta dos marcadores usados na identificacdo de substancias

nos extratos etandlicos.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.4 ANALISE DOS EXTRATOS E FRACOES POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

Para comprovar a presenca de acido elagico detectado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, os extratos EECSM e EEMSM e as fracbes FACSM, FBCSM, FAMSM e
FBMSM foram analisados por CCD usando o padrédo de &cido elagico (Figura 17). O perfil
cromatografico (Figura 17) mostrou que as amostras produziram bandas semelhantes ao do
acido elagico, assim como os valores de Rf 0,77;0,7;0,81;0,81;0,82;0,83 e 0,81 dos extratos
EECSM e EEMSM e as fracbes FACSM, FBCSM, FAMSM, FBMSM e padrdo,

respectivamente.

Figura 17 — Identificacdo do acido elagico nos extratos e fracdes de Spondias mombin por

cromatografia de camada delgada.

AE EECSM EEMSM AE FBCSM FACSM AE FBMSM FAMSM

AE = Acido el4gico; EECSM = Extrato etanélico da casca; EEMSM = Extrato etanélico da madeira; FBCSM =
Fracdo butandlica da casca; FACSM = Fracdo em acetato de etila da casca; FBMSM = Fragdo butanolica da
madeira; FAMSM = Fragdo em acetato de etila da madeira. Fase mdvel: tolueno: acetato de etila: acido formico
(5:5:1, v/viv). Revelador: luz UV 365 nm.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

5.5 IDENTIFICACAO DO ACIDO ELAGICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Para comprovar a presenga de acido elagico na casca e na madeira do caule de S.
mombin, uma analise dos extratos EECSM e EEMSM e das fragdes FACSM, FBCSM,
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FAMSM e FBMSM foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em 254 nm,

utilizando com padréo o acido eldgico (Tabela 9). O espectro mostrou bandas caracteristicas

do &cido elagico, sendo possivel a identificacdo deste nos extratos EECSM e EEMSM e nas
fracdes FACSM, FBCSM e FAMSM (Tabela 9). Os espectros obtidos da fracdo FBMSM néo

corresponderam as caracteristicas apresentadas pelo acido elagico, indicando a auséncia dessa

substancia.

Tabela 9 — Identificacdo da presenca de &cido elagico nos extratos e fragcdes do caule de
Spondias mombin por CLAE-UV-DAD.

Extratos/Fragdes TR Cromatograma Espectro no UV Aabsorcao.max (NM

R 200:253.46:363.07
Acido Elégico
(Padréo)

655 ,62;253,46;362,31
EECSM

6,33 201,53;253,46;362,30
FACSM

5,61 200;254,23;363,07
FBCSM

4,79 202,69;253,84;360,00
EEMSM (co-
injecdo)

5,36 190;253,84,358,46
FAMSM
FBMSM 2,1 204,61;271,54

9;
4,78

203,46;228,85;252,69;
297,31,343,85

EECSM = Extrato etandlico da casca; EEMSM = Extrato etandlico da madeira; FBCSM = Fracdo
butandlica da casca; FACSM = Fracéo em acetato de etila da casca; FBMSM = Frac&o butandlica da
madeira; FAMSM = Fracéo em acetato de etila da madeira.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.6 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO E GEL DA CASCA DE

Spondias mombin

A Figura 18A mostra que, ap6s 6 horas da indugdo do edema de orelha com 6leo de
Croton, ocorreu um aumento expressivo da espessura da orelha no grupo controle negativo. O
tratamento com EECSM, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, reduziu significativamente (p
< 0,001) a espessura do edema (um) em 53,83, 58,27 e 63,06%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle. Com aplicacdo de 20 pL de GEECSM a 1, 3 e 5%, a espessura

do edema foi reduzida em 41,45, 43,48 e 43,42% nas respectivas concentracdes. A
dexametasona, usada como controle positivo, foi efetiva em 69,91% na diminuigdo do edema.

Com intuito de acompanhar o efeito de EECSM e GEECSM sobre o processo inflamatorio,
a espessura do edema foi também avaliada apds 24 horas da aplicacdo do 6leo de Croton.
EECSM (0,1 mg/orelha = 56,22%, 0,5 mg/orelha = 61,18% e 1 mg/orelha
=58,01%) e GEECSM (1% = 44,79%, 3% = 52,61% e 5% = 60,67%) reduziram a formagéo
do edema em comparacdo ao grupo controle negativo (Figura 18B). Neste tempo, EECSM
diminuiu significativamente (p < 0,001) a massa do edema (mg) em 21,90, 36,55 e 36,42%
nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, enquanto GEECSM reduziu em 35,02,
43,71 e 43,99% relativas as concentragdes de 1, 3 e 5% (Figura 18C). Como esperado, a
dexametasona reduziu a espessura (91,19%) e a massa (80,62%) do edema ap0ds 24 horas de
tratamento.

O efeito do 6leo de Croton sobre o edema de orelha também foi observado pela
determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) que foi aumentada no grupo controle
quando comparado aos grupos basal e veiculo (Figura 19A). Nos grupos submetidos ao
tratamento com EECSM, doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha reduziram a MPO em 85,17, 84,87
e 89,54%, respectivamente (p < 0,001) em relacdo ao grupo controle. GEECSM também
inibiu a MPO em 66,29, 87,20 e 76,74% nas concentracdes de 1, 3 e 5%, respectivamente.
Dexametasona produziu 81,90% de inibicdo da atividade da MPO.

O oleo de Croton aumentou significativamente a presenca de N-acetil-p-D-
glucosaminidase (NAG) no grupo controle negativo quando comparado aos grupos basal e
veiculo (Figura 19B). Apoés tratamento com EECSM, doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de
reduziram a atividade da NAG em 85,31, 79,86 e 79,23%, respectivamente, quando
comparado com grupo controle negativo. Quando tratado com GEECSM, a atividade da NAG
foi reduzida em 75,81, 76,86 e 77,95% nas concentracOes de 1, 3 e 5%, respectivamente.
Como esperado, a dexametasona foi efetiva em inibir a atividade da NAG.



Figura 18 — Efeito anti-inflamatério do extrato e gel da casca de Spondias mombin sobre o

edema de orelha induzido por 6leo de Croton.
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de tratamento. (B) Medidas da espessura apds 24 horas de tratamento. (C) Medidas da massa apds 24

horas de tratamento. BS = Basal; VC: Veiculo; CT: Controle negativo; DX: Dexametasona.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

Figura 19 - Efeito do extrato e gel da casca de Spondias mombin sobre as atividades de
mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase.
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Student-Newman-Keuls. BS = Basal; VC = Veiculo; CT = Controle; DX = Dexametasona.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.
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5.7 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO E GEL DA MADEIRA DE

Spondias mombin

Como descrito acima, o 6leo de Croton induziu a formacao do edema com aumento da
espessura e da massa (Figura 20). Ap6s 6 horas de tratamento, doses de 0,1; 0,5 e 1,0
mg/orelna de EEMSM reduziu significativamente (p < 0,001) a espessura do edema em
37,51; 39,48 e 52,23%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 19A). O gel
GEEMSM inibiu o edema de orelha em 45,02; 50,70; 47,33% apds aplicagdo das
concentracdes de 1; 3 e 5%, respectivamente (Figura 20A).

Apbs 24 horas de tratamento, em relacdo ao grupo controle, a aplicacdo topica de
EEMSM foi capaz de inibir significativamente (p < 0,001) a espessura do edema em 45,58;
51,93 e 63,67% nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, enquanto a resposta
do gel GEEMSM foi de 49,38; 55,06 e 62,88% frente as concentracdes de 1; 3 e 5%,
respectivamente (Figura 20B). Neste tempo, houve inibicdo da massa (mg) do fragmento da
orelha em 27,09 (0,1 mg/orelha), 45,35 (0,5 mg/orelha) e 36,24% (1,0 mg/orelha) por
EEMSM, enquanto as concentracdes de 1; 3 e 5% do gel GEEMSM ocasionou uma reducao
de 38,50; 38,74 e 40,27%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 20C).

Apo6s medidas de espessura e massa, fragmentos de orelha foram avaliados quanto a
atividade da mieloperoxidase (MPO) (Figura 21A). A atividade de MPO foi reduzida
significativamente (p < 0,001) em 90,9;52,15 e 51,62% ap06s tratamento com EEMSM nas
doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, quando comparada ao grupo controle.
Além disso, as concentracfes de 1; 3 e 5% de GEEMSM inibiram a atividade de MPO em
89,73, 78,15 e 80,43%, respectivamente.

A resposta da atividade da enzima N-acetil-p-D-glucosaminidase (NAG) também foi
examinada nos fragmentos de orelhas apo6s tratamento dom EEMSM e GEEMSM que
aumentou expressivamente no grupo controle (Figura 21B). Doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha
de EEMSM foi capaz de inibir a atividade de NAG em 48,84; 4599 e 47,39%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle negativo. O tratamento com GEECSM 1, 3 e
5% produziu uma resposta inibitoria da atividade de NAG de 80,78; 72,69 e 88,79% nas
respectivas concentragoes.

Como descrito no item anterior, dexametasona, controle positivo dos experimentos, foi
efetiva em inibir a atividade os parametros inflamatorios de espessura, massa,

mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase.
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Figura 20 — Efeito anti-inflamatério do extrato e gel da madeira de Spondias mombin sobre o

edema de orelha induzido por 6leo de Croton.
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de tratamento. (B) Medidas da espessura apds 24 horas de tratamento. (C) Medidas da massa apds 24

horas de tratamento. BS = Basal; VC: Veiculo; CT: Controle negativo; DX: Dexametasona.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.

Figura 21 - Efeito do extrato e gel da madeira de Spondias mombin sobre as atividades da

mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase.
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Student-Newman-Keuls. BS = Basal; VC = Veiculo; CT = Controle; DX = Dexametasona.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018.
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5.8 ANALISES HISTOPATOLOGICAS DO PROCESSO INFLAMATORIO CUTANEO
INDUZIDO POR OLEO DE CROTON

Para corroborar com os resultados de espessura e massa do edema, assim como
atividades de mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase, fragmentos de orelha obtidos
do modelo do éleo de Croton foram analisados histopatologicamente e cortes representativos
sdo apresentados nas Figuras 22 e 23 ap6s tratamento com EECSM, GEECSM, EEMSM e
GEEMSM. O grupo basal (sem indugdo de edema) mostra auséncia de edema e de processo
inflamatdrio (Figuras 22A e 23A), enquanto que o grupo controle negativo (com inducdo do
edema, sem tratamento) apresentou um aumento acentuado da espessura da orelha,
caracterizando edema tipico de processo inflamatério, presenca expressiva de
polimorfonucleares e vasodilatacdo (Figuras 22B e 23B). O tratamento com o0s extratos
EECSM (0,1 0,5 e 1,0 mg/orelha, Figuras 22D, 22E e 22F, respectivamente) e EEMSM (0,1
0,5 e 1,0 mg/orelha, Figuras 23D, 23E e 23F, respectivamente) reduziram a espessura do
edema, os polimorfonucleares e a vasodilatacdo induzidos pelo éleo de Croton.

A aplicacdo dos géis GEECSM (1, 3 e 5%; Figuras 22H, 221 e 22J, respectivamente) e
GEEMSM (1, 3 e 5%; Figuras 23H, 231 e 23], respectivamente) foram também ativos contra
a formacdo do edema, inibindo a migracdo de polimorfonucleares e vasodilatagédo. A
dexametasona 0,1 mg/orelha, controle positivo, foi bem efetiva em reduzir os parametros
inflamatdrios (Figuras 22C e 23C).
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Figura 22 - Cortes histoldgicos representativos de fragmentos de orelhas com edema induzido
por 6leo de Croton apés tratamento com EECSM e GEECSM.
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Cortes histologicos de orelha de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (10x, escala de 100um). (A)
Basal (sem inflamac&o); (B) Controle negativo; (C) Dexametasona; (D) EECSM 0,1 mg/orelha; (E) EECSM 0,5
mg/orelha; (F) EECSM 1.0 mg/orelha; (G) Gel; (H) GEECSM 1%; (1) GEECSM 3% (J) GEECSM 5%. Seta
verde para cima = Polimorfonucleares; Seta vermelha para baixo = Vasodilatacao.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018



Figura 23 - Cortes histoldgicos de orelhas com edema induzido por 6leo de Croton apds
tratamento com EEMSM e GEEMSM.
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Cortes histologicos de orelha de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (10x, escala de 100um). (A)
Basal (sem inflamagcdo); (B) Controle negativo; (C) Dexametasona; (D) EEMSM 0,1 mg/orelha; (E) EEMSM
0,5 mg/orelha; (F) EEMSM 1.0 mg/orelha; (G) Gel; (H) GEEMSM 1%; (I) GEEMSM 3%; (J) GEEMSM 5%.

Seta verde para cima = Polimorfonucleares; Seta vermelha para baixo = Vasodilatac&o.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.9 EFEITO CICATRIZANTE DOS EXTRATOS E GEIS DE Spondias mombin SOBRE
LESOES INDUZIDAS EM RATOS

5.9.1 Analise Macroscépica das Lesbes

A andlise macroscopica das feridas tratadas com EECSM e GEECSM de S. mombin
durante quatorze dias mostrou discreto edema em todas as feridas até o terceiro dia do pos-
operatério, correspondendo as fases iniciais da resposta inflamatéria. No entanto, ndo foi
observado exsudato purulento nas feridas cutaneas induzidas na pele. A formacdo das crostas
iniciou a partir do 3° dia, sendo que nos grupos tratados com EECSM e GEECSM e Dersani®
apresentaram-se mais delgadas e umedecidas em relacdo ao grupo controle (ndo tratado), que
demonstraram espessas e ressecadas. No 5° dia, iniciou-se, espontaneamente, o0
desprendimento das crostas, mostrando sinais de re-epitelizacao.

Macroscopicamente, no 8° e 12° dias, o processo de cicatrizacdo ficou destacado nos
grupos do extrato e gel, demonstrando um efeito cicatrizante melhor do que grupo controle
(Tabela 10). EECSM e GEECSM apresentaram uma completa cicatrizacdo das feridas no
tratamento de 14 dias, incluindo a presenca de pelos ao redor da lesdo (Tabela 10). Embora
seja um anti-inflamatorio tdpico, a dexametasona ndo produziu o efeito cicatrizante completo
durante o tratamento.

Embora menos intenso, o tratamento com o extrato e gel da madeira EEMSM e
GEEMSM apresentaram caracteristicas semelhantes ao demonstrado pelo EECSM e
GEECSM no que se refere exsudagdo serosa, formacdo de crostas, desprendimento das
crostas, re-epitelizacdo e cicatrizacdo (Tabela 11). No entanto, é importante destacar que entre
0 4° e 12° dia, 0 processo de cicatrizacdo nos grupos tratados com EEMSM e GEEMSM foi

mais lento (Tabela 9), mas houve uma completa cicatrizacdo no 14° dia.
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Tabela 10 - Efeito dos extratos e géis da casca de Spondias mombin sobre o processo de
cicatrizacdo em ratos Wistar durante 14 dias de tratamento.

Grupo Dia0 Dia4 Dia 8 Dia 12 Dia 14

Controle

Veiculo (Salina)

Dersani®

Dexametasona

EECSM 1%

EECSM 3%

'h’ \ ‘Mﬂl

EECSM 5%

)
f

& L‘\}\:

Veiculo (Gel)

GEECSM 1%

GEECSM 3%

GEECSM 5%

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Tabela 11 - Efeito dos extratos e géis da madeira de Spondias mombin sobre o processo de
cicatrizacdo em ratos Wistar durante 14 dias de tratamento.

Grupo Dia0 Dia4 Dia 8 Dia 12 Dia 14

Controle

Veiculo (Salina)

Dersani®

Dexametasona

EEMSM 1%

EEMSM 3%

EEMSM 5%

Veiculo (Gel)

GEEMSM 1%

GEEMSM 3%

Hde

GEEMSM 5%

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.9.2 Efeito dos Extratos e dos Géis de Spondias mombin sobre a Area e o Grau de

Contracéo das LesOes

Para uma melhor anélise do tamanho das lesbes induzidas em ratos submetidos ao
modelo de cicatrizacdo cutanea, foi realizada a medicdo das lesdes nos dias 4, 8 12 e 14 do
estudo. O tratamento por 8 dias, ocorreu uma reducgdo significativa (p < 0,001) na area das
lesGes tratadas com EECSM e EEMSM 1 (66,42 e 34,97%), 3 (74,33 e 56,05%) e 5% (67,89 e
63,90%), respectivamente, quando comparado ao grupo controle (ndo tratado), enquanto
GEECSM diminuiu a area das feridas em 56,12, 71,01 e 37,30% e GEEMSM reduziu em
67,55, 17,42 e 64,56% nesta mesma ordem de concentracdo (Tabela 12). No 12° dia de
tratamento, mesmo com tendéncia de fechamento completo das leses, GEECSM 1 e 3%
reduziu a area em 53,84 e 90,10% em relacdo ao grupo ndo tratado (p < 0,05) (Tabela 12).
Um completo fechamento das feridas ocorreu no 14° dia de tratamento com EECSM,
GEECSM e EEMSM e GEEMSM, produzindo area igual a zero, o que indicou fechamento
das feridas.

Nas concentracdes de 1, 3 e 5%, EECSM (91,06+1,50, 93,16+1,52 e 91,45+1,61%,
respectivamente), GEECSM (83,32+1,01, 92,28+0,76 e 83,31%0,54%, respectivamente),
EEMSM (82,70+1,17, 88,32+0,32 90,39+0,63%, respectivamente) e GEEMSM (91,36+1,00,
78,04+0,51 e 90,57+0,54%, respectivamente) aumentaram significativamente (p < 0,01 ou p <
0,001) o grau de contracdo das lesdes no 8° dia de tratamento em comparacdo ao grupo
controle n&o tratado (73,40+1,72%) (Tabela 13). No 14° dia de tratamento o grau de contracao
foi de 100% para os grupos tratados com EECSM, GEECSM, EEMSM e GEEMSM (Tabela
13).

O dersani, controle positivo, foi efetivo em reduzir a area e aumentar o grau de
contragdo durante o tratamento, enquanto a dexametasona néo foi totalmente eficiente nesses
parametros de cicatriza¢do, demonstrando ndo ser um cicatrizante adequado no tratamento de

feridas.
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Tabela 12 - Efeito dos extratos e géis de Spondias mombin sobre a &rea das lesbes induzidas

em ratos Wistar durante 14 dias de tratamento.

Grupo Concentracéo Area (mm?)
Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 14

Nao tratado - 2593+057  1504+0,97  1,82+0,68 0,80+0,55
CN (salina) 0,9% 20,84+0,70 6,68+0,19 1,27+0,81 0
CN (Gel) - 35,65+0,97 9,13+0,54 2,960,24 0
CP (Dersani) - 17,200,437 8,34+0,85  0,45+0,45 0
Dexametasona 1 mg/g 46,66+0,87° 19,45+0,68°  7,09+0,42°  4,32+0,66°

1% 29,80+0,72 5,05+0,84 0,93+0,58 0
EECSM 3% 24,11+0,54  3,86+0,86  1,28+0,52 0

5% 23,64+0,59°  4,83+0,917"  1,70+0,39 0

1% 31,85+0,51 6,60+0,57 0,84+0,14 0
GEECSM 3% 24,70£0,43  4,36+0,43"  0,18+0,18" 0

5% 24,47+0,37  9,43+0,307  0,91+0,44 0

1% 28,36+0,58 9,78+0,66 0,86+0,55 0
EEMSM 3% 19,10+0,41"  6,61+0,22"  0,26+0,16 0

5% 20,64+0,53" 5,43+0,35  0,17+0,17 0

1% 35,88+4,46  4,88+0,56 1,97+0,18 0
GEEMSM 3% 43,92+3,177  12,42+0,29”  3,20+0,10 0

5% 38,85+1,30° 5,330,307  1,54+0,24 0

Os valores correspondem & média + E.P.M. (n = 6). p < 0,05; "p < 0,01;

FFEE

p < 0,001 diferente do

grupo néo tratado, %p < 0,001diferente do grupo néo tratado com &rea ou grau de contragio maior,
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN: controle negativo; CP:
controle positivo; EECSM: Extrato etandlico da casca; GEECSM: Gel do extrato etandlico da casca.
EEMSM: Extrato etandlico da madeira; GEEMSM: Gel do extrato etandlico da madeira.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Tabela 13 - Efeito dos extratos e géis de Spondias mombin sobre o grau de contragédo das

lesdes induzidas em ratos Wistar durante 14 dias de tratamento.

Grupo Concentracéo Grau de contracédo (%)
Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 14
N&o tratado - 54,15+1,02  7340+1,72  96,78+122  98,58+0,98
CN (salina) 0,9% 63,14+1,24 88,17+0,33 97,74+1,44 1000
CN (Gel) - 36,96+0,97  83,85+0,96 94,75+0,42 1000
CP (Dersani) - 69,58+0,76  85,24+150 99,19+0,80 1000
Dexametasona 1 mg/g 17,49+154°  65,60+1,20° 87,45+0,74° 92,96+0,94°
1% 47,30+1,28 91,06+1,50 08,34+1,03 100+0
EECSM 3% 57,37+0,95  93,16+1,52"  97,73+0,92 1000
5% 58,20+1,04° 91,45+1,61°  96,98+0,69 10040
1% 43,67+0,90 83,32+1,01 99,74+0,25 100%0
GEECSM 3% 56,32+0,77  92,28+0,76 99,68+0,31" 100+0
5% 56,73+0,66  83,31+0,54  98,38+0,79 1000
1% 49,851,037 82,70+1,17 08,48+0,97 100+0
EEMSM 3% 66,26+0,75 88,32+0,32"  99,61+0,24 100+0
5% 63,50+0,94 90,39+0,63"  99,68+0,31 1000
1% 28,91+1,05 91,36+1,00 96,50+0,31 100+0
GEEMSM 3% 20,67+0,88"  78,04+0,51"  94,33+0,17 100+0
5% 31,52+0,497" 90,57+0,54  97,27+0,43 1000

Os valores correspondem a média = E.P.M. (n = 6). 'p < 0,05;

FFEE

p < 0,001 diferente do grupo nao

tratado, °p < 0,001diferente do grupo nio tratado com area ou grau de contracio maior, apés analise
de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN: controle negativo; CP: controle
positivo; EECSM: Extrato etandlico da casca; GEECSM: Gel do extrato etandélico da casca. EEMSM:
Extrato etan6lico da madeira; GEEMSM: Gel do extrato etanélico da madeira.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.9.3 Perfil Histopatoldgico de Tecidos Cicatrizados apds Tratamento com Extratos e

Géis de Spondias mombin

Com intuito de corroborar os dados do efeito dos extratos e géis sobre as lesdes
induzidas em ratos Wistar, o perfil histopatologico do tecido cicatrizado foi avaliado. O grupo
controle (sem tratamento) e os grupos veiculos (salina e gel) apresentaram epiderme (E) mais
espessa hiperplasica, maior intensidade de polimorfonucleares (Po), colageno (Co) em pouca
densidade e baixa presenca de fibroblasto (Figuras 24A, 24B, 24C, 25A, 25B e 25C) quando
comparado aos demais grupos (Figuras 24 e 25). O tratamento com Dersani® (controle
positivo) reduziu a espessura da epiderme, o processo inflamatorio (pouca presenca de mono
e polimorfonucleares) e produziu uma maior proliferacdo de colageno e fibroblastos,
mostrando um melhor processo de cicatrizacdo (Figuras 24D e 25D). Ao contrario, a
dexametasona foi menos eficiente na reducao dos parametros da cicatrizacdo, pois apresentou
uma epiderme mais espessa, menor quantidade de colageno com presenca de fibroblastos e
células inflamatdrias (Figuras 24E e 25E). Apds 14 dias de tratamento com EECSM,
GEECSM, EEMSM e GEEMSM, verificou-se uma reducdo da epiderme e do processo
inflamatdrio (Figuras 24F a 24K e 25F a 25K). Neste periodo, EECSM, GEECSM, EEMSM e
GEEMSM induziu um maior aumento da proliferacdo de colageno e fibroblastos, mostrando
uma completa cicatrizacdo. Além disso, foram também observados outros tecidos e anexos,
tais como tecido adiposo, foliculos pilosos e tecidos glandulares (glandulas sebéacea e
sudoripara), mas que ndo estdo relacionados diretamente com as etapas do processo de

cicatrizacao.



59

Figura 24 - Fotomicrografias representativas do tecido cicatrizado de ratos Wistar apos 14
dias de tratamento com EECSM e GEECSM.

Cortes histolégicos de feridas de ratos corados com hematoxilina-eosina. (A) Controle negativo (sem
tratamento); (B) Veiculo (Salina); (C) Veiculo (Gel); (D) Controle positivo (Dersani®); (E)
Dexametasona 1mg/g; (F) EECSM 1%; (G) EECSM 3%; (H) EECSM 5%; (I) GEECSM 1%; (J)
GEECSM 3%; (K) GEECSM 5%. E = Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb =
Fibroblasto; Po = Polimorfonucleares.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 25 - Fotomicrografias representativas do tecido cicatrizado de ratos Wistar apds 14
dias de tratamento com EEMSM e GEEMSM.

Cortes histolégicos de feridas de ratos corados com hematoxilina-eosina. (A) Controle negativo (sem
tratamento); (B) Veiculo (Salina); (C) Veiculo (Gel); (D) Controle positivo (Dersani®); (E)
Dexametasona 1mg/g; (F) EEMSM 1%; (G) EEMSM 3%; (H) EEMSM 5%; (I) GEEMSM 1%; (J)
GEEMSM 3%; (K) GEEMSM 5%. E = Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb =
Fibroblasto; Po = Polimorfonucleares.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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6 DISCUSSAO

A espécie S. mombin é bem conhecida por seu fruto comestivel, o caja, que é cultivado
em quase todo o Brasil desde o descobrimento (MATTIETTO, LOPES, MENEZES, 2010).
Tradicionalmente, esta planta é utilizada para o tratamento de varias doencgas, por suas cascas,
ramos e folhas apresentarem propriedades medicinais (SILVA, 2015). Por exemplo, as raizes
tém sido empregadas para problemas de estbmago e a casca do caule é usada popularmente
como abortiva, com efeito emético, como antidoto para toxina de serpentes e para 0
tratamento de feridas (SILVA, 2015; VILLEGAS et al., 1997). O cha das folhas e flores é
utilizado em processos inflamatérios e problemas estomacais, assim como é usado no
tratamento de feridas e infeccbes e apresenta potente propriedade cicatrizante
(OLUGBUYIRO et al., 2013). O suco e o pé das folhas secas sdo empregados como
cataplasmas em feridas e locais inflamados, enquanto o pé da casca é aplicado diretamente da
ferida (NWORU et al., 2011). A decocgéo da casca adstringente tem sido utilizada como um
emético no tratamento de diarreias, disenteria, hemorroidas e gonorreia (AYOKA et al.,
2008). Além disso, as folhas e a casca do caule do caja cajazeira sdo utilizadas em desordens
infecciosas, principalmente diarreias e disenterias (SILVA et al., 2014).

Do ponto de vista de constituintes quimicos, taninos, saponinas, antraquinonas
glicosiladas, alcaloides (CORTHOUT et al., 1991; ABO et al, 1999; NJOKU;
AKUMEFULA, 2007; SILVA etal., 2011), triterpenos (FRED-JAIYESIMI et al., 2009),
flavonoides (NJOKU; AKUMEFULA, 2007; SILVA et al., 2012) e glicosideos (AYOKA et
al., 2006) foram detectados nas folhas de S. mombin. Teores de saponinas (7,60%), alcaloides
(6,00%), taninos (3,82%), flavonoides (3,00%) e compostos fendlicos (1,00%) foram
quantificados nas folhas (NJOKU; AKUMEFULA, 2007). Além dessas substancias, a casca
do caule também contém quinonas e terpenos (DIBY et al., 2012). Elagitaninos (CORTHOUT
et al., 1991), geranina e galoilgeranina, e presenca de éster butirico do acido clorogénico e do
acido 2-O-cafeoil-(+)-alohidroxicitrico (CORTHOUT et al., 1992), assim como de acidos do
tipo 6-alquil-salicilico foram identificados nas folhas e caules de S. mombin (CORTHOUT et
al., 1994). Além disso, quercetina, acido elagico, canferol, isoquercetina e rutina foram
encontrados nas folhas da cajazeira (CABRAL, 2014; SILVA et al., 2012).

O vasto uso medicinal e o largo perfil quimico citados para S. mombin demostram que
€ uma espécie promissora para a investigacdo de seus constituintes e de suas propriedades
farmacolodgicas. No entanto, para pesquisar e identificar a composi¢do quimica de plantas

medicinais, uma das ferramentas é o uso de solventes de polaridades crescentes que permite
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uma melhor separacdo das classes dos metabolitos secundarios (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998). Os solventes mais polares, como metanol, acetato de etila e butanol, sdo mais
eficientes na extracdo de constituintes fenolicos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
Partindo deste principio, nossos resultados revelaram que o solvente diclorometano foi capaz
de extrair um maior teor de fendis da casca e da madeira do caule de S. mombin, embora a
soma dos rendimentos das extragfes com acetato de etila e butanol tenha sido superior
(Tabela 6). O diclorometano também extraiu maior teor de flavonoides da casca, entretanto, a
eficiéncia do butanol foi mais elevada na madeira.

Considerando ainda o processo de extracdo, embora sejam partes diferentes do
vegetal, os teores de fenois (Tabela 6) encontrados na casca (7,73%) e na madeira (2,84%)
foram maiores do que o valor descrito para folhas (1%) (NJOKU; AKUMEFULA, 2007). Ao
contrério, os teores de flavonoides dos extratos etandlicos da casca e madeira de S. mombin
foram inferiores aquele citado para as folhas (NJOKU; AKUMEFULA, 2007). Diante desses
achados, pode-se perceber que a presenca de constituintes fendlicos corrobora o perfil
quimico descrito para S. mombin (CORTHOUT et al., 1991; ABO et al., 1999; NJOKU;
AKUMEFULA, 2007; SILVA et al., 2011). Entre os metabolitos especiais quantificados, 0s
fenois, e especialmente os flavonoides, ja foram descritos para esta espécie (CABRAL, 2014;
SILVA et al., 2012). Assim, a variacdo do teor total de fendlicos e flavonoides nas fracdes foi
influenciada pela polaridade do solvente, uma vez que o hexano facilita a extracdo de terpenos
e esteroides, enquanto lignanas, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, cumarinas
e triterpenos sdo separadas pelo diclorometano (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). O uso
de acetato de etila ocasiona a extragdo de flavonoides livres, taninos, xantonas, &cidos
triterpénicos, saponinas e compostos fendlicos e o butanol permite a remocao de flavonoides
glicosilados, taninos, saponinas e carboidratos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
Portanto, a variacdo nos teores de constituintes esta associada com o solvente empregado e a
classe de metabdlito extraido.

O é&cido elagico foi a substancia identificada nos extratos da casca e madeira de S.
mombin (Figuras 13 e 14 e Tabelas 7 a 9). Este constituinte é conhecido como um composto
de lactona fenolica natural, produzido pela degradacdo de taninos hidrolisaveis nos vegetais
(KHODADADI; NASRI, 2017). O é&cido elagico e seus complexos derivados como 0s
elagitaninos desempenham um papel importante na nutricdo humana e dotados de inimeras
propriedades bioldgicas, incluindo propriedades antibacterianas, antioxidantes, anti-
hepatotoxicas, anti-ateroscleroticas, anti-inflamatorias e atividades de replicacdo anti-HIV. Os

interesses sobre o0 &cido elagico aumentaram devido as suas a¢fes antimutagénicas e
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anticancerigenas (KHODADADI; NASRI, 2017; LANDETE, 2011). Por ter sido o
componente majoritario (Figuras 13 e 14) qualitativamente encontrado nos extratos etandlicos
de S. mombin, é possivel que as atividades anti-inflamatéria e cicatrizante citadas em nossos
resultados sejam decorrentes da acéo do acido elagico.

Os resultados indicam que os extratos e géis da casca e madeira de S. mombin
apresentaram efeito anti-inflamatorio topico quando avaliado pelo modelo do edema de orelha
em camundongos apés indugdo com 6leo de Croton (Figuras 18 a 23). Apesar de ndo haver
estudos sobre a investigacao dessa atividade na casca e madeira, existem indicio que a casca
do caule possui propriedade anti-inflamatéria, sendo usada no tratamento de hemorroidas e
como cicatrizante (AYOKA et al., 2008; NWORU et al., 2011). Além disso, o potencial anti-
inflamatério das folhas de S. mombin foi confirmado em modelos de inflamag&o in vivo,
assim como in vitro (CABRAL et al., 2016; NWORU et al., 2011). O extrato metanolico das
folhas de S. mombin (100, 200 e 400 mg/kg), por exemplo, causou uma inibicdo significativa
do edema de pata induzido por carragenina em ratos, reduziu os niveis de TNF-a. (sistémicos)
induzidos por LPS em camundongos e diminuiu a producdo de TNF-a induzido por LPS e
NO por BM-M@ em testes in vitro (NWORU et al., 2011). Cabral et al. (2016) mostraram que
0 acido elagico (2,5, 5 e 10 mg/kg) inibiu a migracéo leucocitaria para o sitio da inflamacao,
revelando ser um dos responsaveis pela acéo anti-inflamatéria das folhas de S. mombin, o que
fundamenta os achados descritos no presente trabalho.

Conforme os resultados apresentados, a capacidade dos extratos e géis de S. mombin
em reduzir o efeito do 6leo de Croton demonstra o seu potencial inibitorio sobre o estresse
oxidativo que previne a geracdo de espécies reativas de oxigénio e permite a supressao da
inflamacdo da pele e a proliferacdo do tecido epidérmico (CALIXTO et al., 2004; RAHMAN
et al., 2008). Além da resposta inflamatoria com estresse oxidativo, a aplicacdo do 6leo de
Croton sobre a pele, cujo componente majoritario é o 13-acetato de 12-O-tetradecanoiforbol
(TPA), promove uma resposta de vasodilatagdo, infiltragdo de leucocitos e edema e
proliferacéo e ativacdo de oncogenes nucleares (GARG et al., 2008; SARAIVA et al., 2010).
Como componente do 6leo de Croton, o TPA ativa a proteina quinase C (PKC) que estimula a
via das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAP quinase) e fosfolipase A, (PLA;)
levando uma maior expressdo génica da cicloxigenases (COX) e translocagédo/ativacdo da
lipoxigenase (LOX). Dessa forma, ocorre a sintese e liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios associados & formagdo de edema, hiperproliferagdo celular e migragdo de
leucdcitos para derme (MURAKAWA et al., 2006; DE BERNARDIS et al.,, 1994). Em

consequéncia, a ativacao da via da MAP quinase induz a expressao de alguns fatores de
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transcricdo nuclear, como o NF-kB ¢ a AP-1, 0s quais estdo associados com a regulacdo da
producdo de diversas proteinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas
pro-inflamatorias (COX-2, iINOS e metaloprotease) e moléculas de adesdo (PASCUAL,;
GLASS, 2006; GLASS; OGAWA, 2006; GARCIA-PINERES et al., 2001; SANCHEZ;
MORENO, 1999). Por sua vez, a PKC fosforila a PLA; que remove &cido araquidonico (AA)
dos fosfolipidios de membrana para producéo de prostaglandinas e leucotrienos pela acéo das
enzimas COX e LOX, respectivamente (YOUNG et al., 1984). E possivel que o acido elagico
e outros componentes dos extratos EECSM e EEMSM de S. mombin sejam capazes de inibir
uma dessas vias do processo inflamatorio como ja descritos por Nworu et al. (2011) e Cabral
et al. (2016).

Os resultados no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de Croton
demonstraram que os extratos e géis foram capazes de inibir o edema ap0ds 6 e 24 horas do
experimento (Figuras 18 e 20), promovendo uma resposta parecida com a dexametasona
(controle positivo). Essa acdo antiedematogénica estd relacionada a reducdo da
permeabilidade vascular, pois as analises histopatolégicas (Figuras 22 e 23) revelaram uma
reducdo na vasodilatacdo e migracdo leucocitaria (CHRISTY et al., 2013; GEERING et al.,
2013). Além disso, a reducdo da atividade das enzimas MPO e NAG (Figuras 19 e 21)
também corroborou estes resultados, uma vez que MPO é frequentemente associada a
presenca de polimorfornucleares (BRADLEY et al., 1982), enquanto a NAG ¢ indicativa de
mononucleares no sitio da inflamacgéo, principalmente em processos inflamatorios crénicos
(SANCHEZ, MORENO, 1999).

O efeito cicatrizante dos extratos etan6licos (EECSM e EEMSM) e géis (GEECSM e
GEEMSM) da casca e madeira de S. mombin foram avaliados frente ao modelo de lesdes
induzidas na regido dorsal de ratos (PACHALY, 2006). Esse modelo € préatico, baixo custo,
reprodutivo e confiavel, enquanto a linhagem de rato Wistar foi usada pela facilidade de
manuseio, acomodacdo e resisténcia a agressdo cirurgica e baixa mortalidade frente a
infeccOes (MARTINS et al., 2006). Foram tambem escolhidos ratos machos e adultos a fim de
evitar a interferéncia que, normalmente, ocorrem nas fémeas devido as variagdes hormonais
do ciclo estral, o que proporcionaria alteragcdes no processo de reparagdo tecidual
(GOLDENBERG; BELIVACQUA, 1981).

Fundamentando-se nas etapas de cicatrizacdo de tecidos lesionados, o crescimento de
micro-organismos e a resposta inflamatéria iniciam o processo apds ruptura do tecido epitelial
e conjuntivo (MECKLENBURG et al., 2013). As caracteristicas da inflamacdo como aumento

do fluxo sanguineo, da permeabilidade vascular com extravasamento do plasma, ativacdo de



65

plaquetas e a migracdo de leucocitos sdo seguidas da formacdo de fibrina e coagulo com
crosta, recobrindo a ferida e dando inicio ao processo de cicatrizacdo (MECKLENBURG et
al., 2013). Inicialmente os neutréfilos, macrofagos e fibroblastos migram para a regido
lesionada. Estas células sdo produtoras de substancias quimiotaticas, como o0s eicosanoides
(leucotrienos, TX e PGs) e as quimiocinas (IL-1 e TNF-a), que possuem um papel importante
no processo inflamatério (HATANAKA; CURI, 2007).

Tomando-se como base o exposto, os resultados apresentados na investigagdo podem
sinalizar niveis baixos de infeccdo com formacéo de crostas mais delgadas e umedecidas em
relacdo ao grupo controle (ndo tratado), bem como um desprendimento destas (iniciando-se
no 5° dia), evidenciando sinais de re-epitelizacdo; e uma maior rapidez na reducdo do
processo inflamatério nos grupos tratados com EECSM, EEMSM, GEECSM e GEEMSM.
Portanto, a auséncia de um processo infeccioso drastico e a diminuicdo da inflamacéo,
proporcionaram uma reparacdo mais rapida com o aparecimento de uma crosta que separou 0
tecido lesionado do meio ambiente. Macroscopicamente, o desprendimento da crosta ficou
evidente no 8° dia. Considerando esses aspectos, a literatura etnofarmacologica de S. mombin
relata que o pd da casca é aplicado diretamente da ferida como cicatrizante (NWORU et al.,
2011), enquanto a decoc¢do da casca adstringente e a casca do caule tem sido utilizada no
tratamento de infecgdes (AYOKA et al.,, 2008; SILVA et al.,, 2014). Dessa forma, 0s
resultados apresentados podem justificar o uso da casca na medicina tradicional.

Entre as substancias encontradas em S. mombin, os taninos tém sido detectados e
quantificados (teor = 3,82%) (NJOKU; AKUMEFULA, 2007). Esses constituintes sao
compostos fenolicos presentes na maioria das plantas, sdo muito reativas quimicamente e
formam pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares. S&o facilmente oxidaveis, tanto
através de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico,
0 que ocasiona 0 escurecimento de suas solucdes (MONTEIRO et al., 2005). Séo
classificados em taninos hidrolisaveis (galitaninos e elagitaninos) e condensados, sendo 0s
primeiros polimeros derivados dos acidos galico e elagico e detectados em elevadas
concentragfes principalmente em madeiras, cascas de arvores, folhas e galhos (MUELLER-
HARVEY, 2001). Considerando a espécie S. mombin, Cabral et al. (2016) detectaram e
quantificaram estes compostos fenolicos como o acido elagico nos extratos hidroalcoolico das
folhas, assim como Silva et al. (2012) no extrato hidrometanolico.

As aplicacdes de drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente, com suas
propriedades adstringentes, uma vez que o complexo tanino—proteina funciona como uma

camada protetora (crosta), que possibilita o processo de cicatrizagcdo naturalmente e que a area



66

lesionada contraia mais rapidamente (BRUNETON, 1991). A formac&o de crostas é um dos
mecanismos envolvidos no processo de cicatrizacdo, caracterizando-se pela deposicdo de
tecido de granulagdo sobre a area lesionada para ser substituida por tecido conjuntivo denso,
promovendo uma maior proliferacdo de fibroblastos e consequentemente a sintese de
colageno (MECKLENBURG et al., 2013). Nesta etapa, também ocorre a diferenciacdo de
fibroblastos em miofibroblastos promovendo a contragdo da lesio (BROUGHTON et al.,
2006). Com base no exposto, os resultados mostraram que as crostas das lesdes induzidas nos
animais foram desenvolvidas mais rapidamente nos grupos tratados com EECSM, EEMSM,
GEECSM e GEEMSM, bem como o grupo tratado com dersani, quando comparados com 0
grupo controle e dexametasona. Provavelmente o EECSM, EEMSM, GEECSM e GEEMSM
induzam a formacéo e maturacdo do tecido de granulacdo, levando a uma maior organizagao
das fibras no tecido e a contracdo da lesdo, culminando com o fechamento mais rapido devido
a presenca de taninos, como o acido elagico.

O uso da dexametasona durante o processo de cicatrizacdo diminui a resisténcia da
cicatriz, a densidade de colageno tipo Ill no inicio e mais tarde do colageno tipo I, além de
reduzir o numero de células inflamatérias (TENIUS et al., 2007), interferindo no processo de
cicatrizacdo. Neste sentido, as lesdes dos animais tratados com dexametasona apresentaram
um tempo de formagdo de crosta mais lento, crostas mais finas, sendo a contragdo da borda
para o centro retardada, quando comparada aos demais grupos, incluindo o grupo controle
(sem tratamento).

Um dos parametros avaliados no processo de cicatrizacdo foi a area das lesdes no
decorrer do tempo. Com base nos resultados, quando comparados ao grupo nao tratado, as
lesOes tratadas com EECSM, EEMSM, GEECSM e GEEMSM em 8, 12 e 14 dias, foram
reduzidas significativamente em relacdo a area e ao grau de contra¢do, demonstrando efeito
cicatrizante promissor dos extratos e dos géis de S. mombin. No 14° dia pode-se observar o
grau de contracdo das formulac@es (extrato e gel) maior que no 8° dia, entretanto, a diferenca
do 14° dia entre os grupos tratados com as formulacGes e o grupo nao tratado foi reduzida, em
funcdo do processo natural da cicatrizagcdo. Outro importante achado observado foi a presenca
de crostas mais delgadas e Umidas nos grupos tratados com o0s extratos e 0s géis, 0 que
corrobora com o efeito direto destas sobre a redugéo das lesoes.

Os veiculos (salina e gel) tambem reduziram a area das lesdes e aumentaram o grau de
contragdo, o que pode ser explicado pela acdo protetora do gel e as “lavagens” da ferida pela

salina, impedindo a colonizagdo por micro-organismos.
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Considerando a analise histopatoldgica, ap6s 14 dias, foram observadas menor
quantidade de polimorfonucleares e maior intensidade de fibroblastos e fibras colagenas nos
grupos tratados com EECSM (concentragdes 1, 3 e 5%) e com EEMSM (concentragdes 1 e
3%), GEECSM (concentracdes 1 e 3%) e GEEMSM (concentracdes 1 e 3%), bem como uma

reducdo da epiderme nestes grupos, contribuindo para o processo de reparacao tecidual.
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentado nesta dissertacdo, foi possivel obter as
seguintes conclusoes:

Os extratos etandlicos e as fraces da casca e madeira do caule de Spondias mombin L.
apresentaram teores significativos de fendlicos e flavonoides, os quais variaram de acordo
com a polaridade do solvente;

O acido elagico foi a substancia identificada nos extratos etandlicos e nas fracfes
polares da casca e da madeira do caule de Spondias mombin L. e pode estar relacionado as
atividades anti-inflamatdria e cicatrizante.

Os extratos etanolicos e os géis da casca e madeira do caule de Spondias mombin L.
apresentaram atividade anti-inflamatdria ao reduzirem a espessura e a massa do edema de
orelha induzido por 6leo de Croton, bem como ao inibirem as atividades das enzimas
mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glicosaminidase e diminuirem os parametros inflamatérios de
vasodilatacdo e migracdo leucocitaria por meio de analises histopatolégicas;

Os extratos etanodlicos e os géis da casca e madeira do caule de Spondias mombin L.
apresentaram atividade cicatrizante por reduzirem a area das lesdes e aumentarem o grau de
contragdo das feridas, assim como por potencializarem 0s parametros cicatrizantes
visualizados por meio de andlises histopatologicas;

A casca e madeira do caule de Spondias mombin L. possuem constituintes fendlicos
que podem estar associadas aos efeitos anti-inflamatorio e cicatrizante, o que pode justificar
0s usos tradicionais;

Os géis produzidos a partir dos extratos da casca e madeira do caule de Spondias
mombin L. constituem uma aplicacéo fitoterapica e podem representar uma alternativa para o

tratamento de processos inflamatorios cutaneos e lesdes de pele.
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