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RESUMO

Croton adamantinus Mull. Arg. (Euphorbiaceae) é conhecido popularmente como carrasco.
Neste trabalho foi realizado um estudo etnobotanico, o perfil fitoquimico, a atividade
antioxidante e anti-inflamatdria do extrato etandlico da casca do caule de C. adamantinus
(EECA). O estudo etnoboténico foi realizado através de entrevista por meio de questionarios
semiestruturados. A prospeccdo fitoquimica foi realizada por cromatografia em camada
delgada utilizando reveladores especificos. A avaliacdo do potencial antioxidante do EECA
foi realizada pelo método de sequestro in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila). A atividade anti-inflamatéria foi avaliada de forma topica pelo modelo de edema
de orelha induzido por 6leo de croton, acido araquiddnico, capsaicina e fenol. A avaliacdo
sistémica foi realizada através do edema de orelha induzido por 6leo de créton, edema de pata
induzido por zymosan, migracdo leucocitéria induzida por carragenina no bolsdo de ar e
permeabilidade vascular induzida por &cido acético. No levantamento etnobotéanico, C.
adamantinus foi citado por 19% dos entrevistados para tratamento de dor e inflamagdo. O
extrato possui diferentes classes de metabdlitos secundéarios de interesse farmacoldgico, com
maior intensidade para os terpenos e esteroides, e ndo apresentou potencial antioxidante in
vitro relevante. O EECA nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha (tépico) apresentou reducgéo
significativa dos edemas de orelha induzidos por 6leo de créton, acido araquidénico,
capsaicina e fenol. Quando analisado por via oral, o EECA, nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg, ndo inibiu significativamente o edema de orelha induzido por 6leo de créton. No
entanto, quando administrado nestas mesmas doses por via intraperitoneal, houve uma
reducdo significativa nas doses de 100 e 300 mg/kg. No edema de pata induzido por zymosan,
houve reducdo na primeira hora para as trés doses testadas (100, 200, 300 mg/kg), porém apds
duas horas somente as doses de 200 e 300 mg/kg foram eficazes. A migracdo celular induzida
por carragenina no modelo de bolsdo de ar foi reduzida por todas as doses testadas. No
entanto, ndo houve diferenca na permeabilidade vascular induzida por acido acético. Em
conclusdo, a atividade anti-inflamatoria verificada no presente estudo corrobora com o
levantamento etnobotanico realizado, onde o carrasco foi citado por 19% dos entrevistados
como anti-inflamatorio. Mais estudos sdo necessarios com EECA para elucidacdo dos

possiveis mecanismos de acao.

Palavras-chave: Croton. Anti-inflamatoérios. Antioxidante. Croton adamantinus.



ABSTRACT

Croton adamantinus Mull. Arg. (Euphorbiaceae) is popularly known as “carrasco”. In this
study, we realized an ethnobotanical survey, a phytochemical screening, antioxidant, and anti-
inflammatory activities of the ethanol extract of the stem bark of C. adamantinus (EECA).
The ethnobotanical survey was performed through semi-structured interview forms. The
phytochemical screening was made by TLC using specific reagents, while the antioxidant
potential of EECA was evaluated by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical
scavenging capacity. Topical anti-inflammatory activity was evaluated through croton oil-,
arachidonic acid-, capsaicin-, and phenol-induced ear edema. At the ethnobotanical survey, C.
adamantinus was cited by 19% of the interviewees for the treatment of inflammation and
pain. The EECA has different classes of secondary metabolites of pharmacological interest
mainly terpenes and steroids. It also did not show in vitro antioxidant potential. Topical
EECA (0.1, 0.5, and 1.0 mg/ear) showed significant reduction of croton oil-, arachidonic acid-
, capsaicin-, and phenol-induced ear edema. Systemic evaluation was performed using croton
oil-induced ear edema, zymosan-induced paw edema, carrageenan-induced leukocytes
migration in air pouch, and acetic acid-induced vascular permeability. When given by oral
route, the EECA (30, 100, and 300 mg/kg) did not inhibited the croton oil-induced ear edema.
However, when the same doses were tested by intraperitoneal route, the EECA (100 and 300
mg/kg) reduced the ear edema. In zymozan-induced paw edema, all doses (100, 200, and 300
mg/kg) inhibited the paw edema in the first hour, but after the second hour only the doses of
200 and 300 mg/kg were effective. Leukocyte migration induced by carrageenan in air pouch
was reduced by all tested doses. No difference was observed in acetic acid-induced vascular
permeability. In conclusion, the anti-inflammatory activity verified in the present study
corroborates the ethnobotanical data, where “carrasco” was cited by 19% of the interviewees
as anti-inflammatory. Futher studies with EECA are necessary for the elucidation of the

possible mechanism of action.

Keywords: Croton. Anti-inflammatory. Antioxidant. Croton adamantinus.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial Saude (OMS), 80% da populacdo de paises
em desenvolvimento faz o uso das plantas medicinais como Unica forma de cuidados da satde
em virtude da pouca acessibilidade aos programas de saude. Sendo esta pratica bastante
observada principalmente em comunidades de baixa renda (OMS, 1978).

O uso das plantas medicinais como pratica tradicional utilizada na cura de doencas que
acomete 0 homem, tem se tornado cada vez mais comum e isso pode ser observado em
diferentes regides do Brasil. Em paises subdesenvolvidos, o uso frequente de ervas pode estar
relacionado a questbes étnicas e/ou pela limitacdo dos servicos de salde (AGRA, et al.,
2007). Pesquisas realizadas com plantas medicinais, por meio de estudos etnobotanicos e
etnofarmacoldgicos, tém contribuido para a descoberta de moléculas bioativas. Estas vém
favorecendo o desenvolvimento de protétipos que levam ao desenvolvimento de novos
medicamentos para tratamento e cura de muitas doencas (ROSSI, et al., 2013).

O género Croton tem sua importancia etnofarmacol6gica devido a presenca de
substancias bioativas como: terpenoides, flavonoides e alcaloides. Diferentes espécies
medicinais pertencem a esse género, tais como C. malambo, C. pullei e C. urucurana,
bastante utilizadas nas praticas tradicionais, como antitumoral, antibacteriana, anti-
inflamatoria, analgésica, dentre outras. Muitos destes usos ja foram comprovados
cientificamente (PERES, et al., 1997; HUANG, et al., 2013; XIMENES, et al., 2013).

Croton adamantinus Mull. Arg. (Euphorbiaceae), é uma espécie endémica da
Caatinga, ocorrendo principalmente na regido do semiarido dos estados da Bahia, Ceara,
Piaui, Rio Grande do Norte, norte de Minas Gerais e Pernambuco. Esta espécie é conhecida
popularmente no interior de Pernambuco como carrasco, canela de urubu, velame bravo e
marmeleiro. Na medicina tradicional, o carrasco é utilizado para cicatrizacdo, como anti-
inflamatdrio e no tratamento de problemas gastrointestinais. Na literatura, ha relato de que o
oleo essencial das folhas dessa espécie apresenta atividade antinociceptiva e cicatrizante
(XIMENES, et al., 2013).

O processo inflamatério faz parte do sistema imunoldgico, sendo considerada uma
resposta do organismo a uma lesdo celular, tecidual ou a infec¢Ges. Este tem por objetivo
tentar eliminar o agente agressor atraves da producdo de mediadores quimicos que sdo
liberados das celulas, como macréfagos e leucécitos (RUBIN, 2006). As doencas

inflamatdrias tém se tornado cada vez mais comuns, aumentando os custos para o Sistema
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Unico de Saude (SUS). Esse problema vem sendo observado em hospitais e clinicas que
recebem cada vez mais pacientes com problemas de salde relacionados ao processo
inflamatdério como a artrite reumatoide, dificuldades respiratorias cronicas, dentre outras
(BESSA, et al.,2007; SCHIMIDT, et al., 2011).

A descoberta de novos anti-inflamatorios utilizados na clinica médica tem grande
contribuicdo da etnobotanica e da etnofarmacologia. Por serem fontes de substancias
bioativas, as plantas medicinais tém despertado o interesse da industria farmacéutica para
producdo de novos fitoterapicos (ALBUQUERQUE, et al., 2014). Além disso, diversos novos
medicamentos foram desenvolvidos nos Gltimos anos com base em pesquisas
etnofarmacoldgicas, como o Acheflan® (Cordia verbenacea), Peplin® (Euphorbia
peplus L.), Sativex® (Cannabis satival.) e Crofelemer® (Croton lechleri Muell. Arg.)
(HEINRICH, 2014).

Assim, as etnociéncias fornecem dados relevantes na descoberta de plantas com
indicativo terapéutico e que podem ser utilizadas como fonte de substancias biologicamente
ativas. Embora exista estudo realizado com o 6leo essencial do Croton adamantinus, 0 n0osso
estudo é o pioneiro em relacédo a fitoquimica e farmacologia do extrato da casca (componentes

ndo volateis) desta espécie.



16

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo etnoboténico no sertdo de Pernambuco e investigar a atividade
anti-inflamatdria e antioxidante do extrato da casca do caule de Croton adamantinus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o levantamento etnobotanico por meio de um questionario semi-estruturado;

e Coletar e realizar a identificacdo do material botanico;

e Determinar qualitativamente os principais grupos de metabolitos secundéarios
presentes no extrato etanélico do C. adamantinus;

e Verificar a atividade antioxidante in vitro e o teor de compostos fendlicos do extrato
etandlico do C. adamantinus;

e Investigar a atividade anti-inflamatoria topica do extrato etanolico do C. adamantinus
por meio de modelos de edema de orelha induzido por 6leo de croton, écido
araquidoénico, capsaicina e fenol;

e Determinar a atividade anti-inflamatéria sistémica por meio de modelos de edema de
pata induzido por zymosan, permeabilidade vascular induzida por acido acético e

migrag&o celular induzida por carragenina em bolséo de ar.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 BIOMA DA CAATINGA

O bioma da caatinga corresponde a uma &rea de 800.000 km? do nordeste brasileiro,
estando localizado na regido do semiarido nordestino, compreendendo os estados do
Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Bahia, Piaui, oeste de Alagoas,
Sergipe e parte de Minas Gerais (ANDRADE-LIMA, 1981). O nome caatinga é de origem
indigena e significa “mata branca”. Essa denominacdo ocorre em virtude das
caracteristicas observadas na vegetacdo dessa regido nos periodos de seca, onde ha perda
das folhas apresentando apenas troncos e galhos de coloracdo esbranquicados (SILVA,
ALBUQUERQUE, 2005; ANDRADE-LIMA, 1981; LEAL et al. 2005).

Além disso, variacdo na distribuicdo das &guas verificadas na caatinga, torna
vegetacao seca, apresentando a vegetacdo verde apenas nos periodos chuvosos, com clima
quente e seco (SILVA; ALBUQUERQUE, 2005). Boa parte da regido desse bioma
apresenta uma precipitacdo média anual de 1000 milimetros. Assim, a variagdo de chuvas
e temperaturas € 0 que caracteriza essa regido (MENEZES, et al. 2012).

As espécies de plantas encontradas nesse bioma possuem caracteristicas peculiares por
se adaptarem a escassez hidrica, como as cactaceas, bem como arvores e arbustos
espinhosos (SILVA; ALBUQUERQUE, 2005 ANDRADE-LIMA, 1981). Por apresentar
uma flora bem diversificada, as plantas da caatinga foram empregadas na agricultura
(forragem, plantacdo, producdo de lenha, alimento), producdo de carvdo, no uso das
plantas medicinais (LEAL, et al. 2005).

Diferentes espécies de plantas medicinais sdo encontradas na caatinga e utilizadas
pela cultura popular tais como, Amburana cearenses Fr. All. (Imburana de cheiro) —
Fabaceae; Anadenanthera colubrina Vell. (Angico) — Fabaceae; Caesalpinia pyramidalis
Tul. (Catingueira) — Fabaceae; Macrosyphonia velame Mart. (Velame branco) —
Apocynaceae; Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Aroeira) Anacardiaceae. Bem como
algumas espécies pertencentes ao género Croton, como Croton sonderianus (Marmeleiro)

— Euphorbiaceae; Croton cordifolius (Quebra faca) — Euphorbiaceae; (LEAL, et al. 2005).



18

3.2 ETNOBOTANICA COMO FERRAMENTA NA PESQUISA DE PLANTAS
MEDICINAIS

A etnoboténica é uma etnociéncia natural, que estabelece uma intercessao entre as
ciéncias humanas e as ciéncias naturais. Por definicdo, a etnobotéanica € a ciéncia que estuda a
relacdo entre as pessoas de determinada cultura vivente com o ambiente botanico ao seu
redor. Esses usos podem se dar em diferente categorias, como plantas utilizados como
alimentos, na construcdo civil, como fornecedoras de fibras e vestuario, temperos e como
medicinais. Em relacdo as plantas utilizadas como medicinais, a etnobotanica busca investigar
e registrar os usos de diferentes tipos de plantas, e como estas sdo utilizadas na terapéutica,
fornecendo assim dados valiosos para pesquisas na area de fitoquimica e farmacologia
(ALBUQUERQUE, 2005).

Como ciéncia correlata, a etnofarmacologia visa — através do estudo etnobotanico e de
suas informacdes obtidas sobre os usos das plantas medicinais — a validacdo das diferentes
indicacOes terapéuticas por meio de experimentos reprodutiveis em laboratério (HEINRICH
et al., 2009). Com base nos dados obtidos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populacdo dos paises subdesenvolvidos usufruem dos recursos naturais para tratar dos
cuidados bésicos da saude e 85% dessas pessoas fazem uso de plantas ou de seus derivados
(OMS, 1979). Com isso, o uso de plantas medicinais tem ganhado cada vez mais atencdo da
populacdo. De acordo com a OMS, diversas pessoas que residem em paises em
desenvolvimento fazem uso constantemente de recursos naturais como plantas por acreditar
em suas propriedades terapéuticas (RAI; PRASAD; SHARMA, 2000).

Além disso, as plantas medicinais sdo fontes promissoras de substancias bioativas,
podendo propiciar a descoberta de novos farmacos (SILVA, et al., 2014). Estima-se que cerca
de 25% das drogas lancadas no mercado pela industria farmacéutica ou sdo oriundos de
produtos naturais como as plantas ou séo sintetizadas a partir de substancias isoladas. Uma
vez isoladas, essas substancias poderao ser utilizadas como protétipos e levardo a formulagéo
de novas formas farmacéuticas (RATES, 2001).

A descoberta de novos anti-inflamatoérios utilizados na clinica médica tem grande
contribuicdo da etnoboténica e da etnofarmacologia. Estas etnociéncias fornecem dados
relevantes na descoberta de plantas com indicativo de acdo terapéutica (ALBUQUERQUE,
2005). Além disso, diversos fitoterapicos produzidos pela inddstria farmacéutica sao
comercializados apresentando atividade anti-inflamatéria como o Acheflan® obtido da

espécie Cordia verbenacea endémica do Brasil, Kronel® (Schinus terebinthifolius), Peplin®
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(Euphorbia peplus L.), Sativex® (Cannabis sativa L. ) e Crofelemer® (Croton lechleri Muell.
Arg.) (HEINRICH, 2014).

Devido a riquezas naturais, a etnobotanica pode proporcionar cada vez mais a
descoberta de novas substancias biologicamente ativas de origem vegetal que podem ser
utilizadas por diferentes areas. Além disso, essa etnociéncia pode promover a preservacao de
espécies de plantas com alto potencial terapéutico, a documentacdo do conhecimento
tradicional e formas de manejos e por fim, a descoberta de novas espécies com poténcia
bioativo desconhecida do meio cientifico (ALBUQUERQUE, 2005).

3.3 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é composta por 228 géneros com aproximadamente 6500 espécies
(The Plant List, 2016). Apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica das suas espécies, as
quais sdao conhecidas por seu potencial terapéutico ou por serem toxicas. Essas
particularidades séo conferidas a essa familia em virtude da variedade de compostos quimicos
gue podem ser encontrados, em especial as classes dos triterpenos, flavonoides e alcaloides
(SALATINO, A.; SALATINO, M.; NEGRI, et al., 2007). As espécies dessa familia
apresentam-se em diferentes formas que variam em arvores, arbustos e ervas, podendo ser

encontradas em regides temperadas e tropicais (ROCHA, et al., 2008).

3.4 Género Croton

O género Croton ocorre em quase todos os ecossistemas presentes no mundo, sendo
considerado um dos maiores géneros da familia Euphorbiaceae e, com 1205 espécies descritas
atualmente (The Plant List, 2016). Sua distribui¢do abrange regides tropicais e subtropicais de
todos os continentes. A maior ocorréncia desse género esta concentrada nas Américas, sendo
o Brasil o maior centro de diversidade de espécies, assim como da familia Euphorbiaceae a
qual apresenta abundante distribuicdo nas &reas vegetais brasileiras (BERRY et al.,2005;
WEBSTER, 1996; GOVAERTS; FRODIN; RADCLIFFE-SMITH, 2000).

Atualmente, 316 espécies foram catalogadas no Brasil para esse género, distribuidas
principalmente entre os dominios fitogeograficos do cerrado, caatinga e mata atlantica. Destas
espécies, 252 sdo endémicas do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2015; CORDEIRO, et al.,
2008). O género Croton tem importéncia biolégica devido a presenca de metabolitos

secundarios responsaveis pelas atividades biologicas como terpenoides, proantocianidinas,
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flavonoides, compostos fenolicos, e alcaloides. Dessa forma, as substancias bioativas
conferem as diferentes atividades atribuidas a esse género, dentre elas destacando-se a
antinoceptiva, antioxidante, anti-inflamatoria, antiulcerogénica dentre outras (ROCHA, et al.,
2008; SUAREZ, et al., 2006; XIMENES, et al., 2013; LAVOR, et al., 2014).

3.5 Espécie Croton adamantinus

Croton adamantinus (Euphorbiacea) (Figura 1, p.20) € uma espécie endémica da
regido do semiérido nordestino que abrange os estados da Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte,
Bahia e Pernambuco. E um arbusto que mede cerca de 0,8 a 1,5metros de altura, monoica,
apresenta estipulas, folhas alternadas de coloracdo verde claro, leve aroma, latex translucido,
pares de nectarios basilaminares, bractea , sépalas e inflorescéncia com flor pistilada (SILVA,;
SALES; CARNEIRO-TORRES,2010).

Figura 1 - Espécime de Croton adamantinus Miill. Arg. (Euphorbiaceae) fotografado no
Parque Nacional do Catimbau (IPA N° 90.450)

Fonte - Mauricio N. Délia.
Na literatura, ha estudo realizado com o o6leo essencial das folhas de Croton

adamantinus apresentando atividade antinociceptiva e cicatrizante realizado por Ximenes e
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colaboradores (2013). Além disso, ha estudos envolvendo fitosterdis encontrados no 6leo fixo
das suas sementes, como colesterol, campesterol e avenasterol (PINHO, 2010). No entanto,
ndo ha registro de nenhum estudo fitoquimico ou farmacolégico realizado com o extrato da
casca dessa planta.

No interior de Pernambuco, Croton adamantinus é conhecido popularmente como
carrasco, moleque duro, canela de urubu, velame bravo e marmeleiro. Na cultura popular,
este ¢ muito utilizado como “remédio” contra impoténcia sexual sendo bastante consumido
como “garrafadas” (casca do carrasco imersa em alcool). Além disso, como indicacédo
popular, a casca na forma macerada é indicada no tratamento de doengas inflamatorias,

problemas gastrointestinais e hepaticos.

3.6 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamac&o é uma reacdo complexa que envolve uma série de alteracGes fisioldgicas,
imunoldgicas e bioquimicas. Ocorre em tecidos vascularizados, e se inicia por diversos
fatores como danos teciduais, infeccBes ou reacdes imunoldgicas (COSTA, et al., 2012), e
que tem por finalidade uma resposta de defesa com intuito de eliminar a causa da lesdo ou
minimizar os danos causados pelo mesmo (SILVA, et al., 2014).

Quando ocorre um estimulo inflamatorio, o sistema imunol6gico aciona os mediadores
quimicos que participam da homeostase do organismo (ROSENBLAT, et al., 2014). A
formacdo e liberacdo desses mediadores pré-inflamatorios podem ser de origem tissular,
como as aminas vasoativas, o fator de ativacdo plaquetéria (PAF), eicosanoides, citocinas,
radicais livres, Oxido nitrico, prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, ou de origem
plasmatica, como os dos sistemas de coagulacdo, do complemento e das cininas (RUBIN,
2006). Diferentes células estdo envolvidas na inflamacédo, tais como mastocitos, plaquetas,
neutréfilos e mondcitos / macréfagos. Elas participam da sintese dos mediadores que estdo
relacionadas a formacdo do edema e ao surgimento da dor (ROSENBLAT, et al., 2014;
COSTA, et al., 2012; CLAUDIANO, et al., 2013). Todavia a intensidade ou duracdo do
agente inflamatdrio e o tempo de permanéncia do mesmo é o que determina a gravidade da
lesdo caracterizando como fase aguda (minutos até dias) ou cronica (semana até anos)
(SILVA, et al., 2014; WALEAVA, et al., 2007).

A formacgdo do processo inflamatdrio se caracteriza por rubor, edema, calor e dor
(COSTA, et al., 2012). Uma vez liberados, os mediadores pré-inflamatorios ativam receptores

especificos em células-alvo e estes poderdo desencadear diferentes respostas, como aumento
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da permeabilidade vascular que, por sua vez, promovera a migracao celular de neutrofilos e
mastdcitos através da quimiotaxia, além de promover a contracdo da musculatura lisa,
induzindo a dor ou mediando o dano oxidativo promovido por diferentes substancias tais
como citocinas, 6xido nitrico dentre outros produtos oriundos do metabolismo do acido
araquidénico (COLEMAN, 2002; SANTANGELDO, et al., 2007; COSTA, et al., 2012).

O processo inflamatorio pode ser observado em diferentes patologias, tais como
artrite, artrose, doenca de Alzheimer, diabetes, doencgas cardiovasculares, aterosclerose e
dentre outros. Assim, a resposta inflamatdria dada pelo organismo pode ser por meio de
defesa a estimulos nocivos, infec¢cdes ou até mesmo traumas, essa reacao pode ser responsavel
pelo surgimento de doencas. Dessa forma, essa defesa pode se dar de forma benéfica, quando
a controle na formacdo e liberacdo de mediadores quimicos responsaveis pela resposta
fisiolégica, imunoldgica e bioquimica na presenca de uma agdo que pode ser fisica, quimica
ou bioldgica. Quando essa acdo se torna duradoura, essa defesa se da de forma maléfica ao
organismo, uma vez que, dependendo da quantidade de substancias produzidas, as
consequéncias podem ser reversiveis ou ndo, visto que, o sistema de defesa podera controlar

ou atenuar essa manifestacdo (COSTA, et al., 2012).

3.6.1 Inflamacéo aguda

A inflamacéo aguda é uma resposta dada de forma relativamente rapida, com o intuito
de proteger a célula contra estimulos que podem ser bioldgicos, quimicos ou fisicos, na
tentativa de eliminar o agente agressor. Durante esse processo, hd exsudacdo do plasma
sanguineo e liberacdo de proteinas e diferentes mediadores (TNFa, IL-1, TXs, LTs, PGs e
PAF), ativacdo de enzimas em sequéncia como defesa do organismo (SAEED, et al., 2012;
RANG; DALE, 2012). Em virtude disso, ha o recrutamento de leucécitos para a area afetada.
Esses mediadores quimicos que sdo produzidas podem permanecer na regido lesionada por
um tempo normalmente curto variando de minutos, horas ou até dias (Figura 2, p. 25).

A inflamacdo aguda se caracteriza por apresentar trés fases distintas ap0s agressao,
inicialmente ocorrerd a vasodilatacdo devido ao aumento do fluxo sanguineo e afastamento
das células endoteliais, promovendo o aumento da permeabilidade com o extravasamento do
plasma sanguineo e como consequéncia a migracdo dos leucocitos e células fagocitarias
processo denominado de quimiotaxia, onde h& ativacdo e liberacdo de citocinas pré—
inflamatorias levando a formacdo do edema, por fim, ocorrerd a degeneracdo tecidual e
formacéo da fibrose (MURI, et al.,2009).
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3.6.2 Inflamacéo cronica

A inflamacdo crénica é caracterizada pela permanéncia do processo inflamatorio por
um periodo muito longo com tempo de duracdo de meses a anos. Diferentemente da fase
aguda, 0 agente agressor persiste por muito mais tempo, esses agentes vao desde infeccGes
por micro-organismos, reacdes imunes ou agressdes sofridas através de agentes quimicas de
baixa toxicidade. A inflamacdo cronica se caracteriza pela presenca de células migratdrias
como linfocitos e macréfagos, proliferacdo de fibroblastos e presenca de necrose nos tecidos e
formacgéo de granulomas ( Figura 2, 23), (PATEL, et al., 2014; RUBIN, 2006).

Figura 2 - Mediadores da resposta inflamatdria
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Fonte - Rubin, 2006 (p. 46)

3.6.3 Mediadores da inflamacgéo

Os mediadores da inflamacdo e substancias correlatas compreendem o grupo dos
autacoides. Nele estdo integrados os eicosanoides, citocinas, cininas, fator de ativacdo das
plaquetas, 0xido nitrico, histaminas, serotonina. Estes desempenham funcGes fisiologicas e
patolégicas no organismo cujo efeito pode se pronunciar na forma paracrina ou autécrina
(CLAUDIANO, et al., 2013).
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3.6.3.1 Eicosandides

Eicosanoides, o grupo das prostaglandinas (PG), prostaciclina (PGl,), tromboxanos
(TX), leucotrienos (LT) e lipoxinas. As PGs compreendem trés subclasses, indo do A ao J
com diferentes estruturas moleculares. Todas essas substancias sédo produzidas a partir da
liberacdo do &cido araquiddnico presente na membrana celular dos tecidos, o qual sofre uma
série de reacGes enzimaticas. Dentre essas enzimas, destaca-se a acdo da fosfolipase A,
responsavel por iniciar uma série de reacGes em cascata que levam a producao dos diferentes
eicosanodides (Figura 3, p. 26). A ativacdo dessa enzima pode ser dada através da acdo de
agentes quimicos, bioldgicos, fisicos ou mecanico (SILVA, 2006; GREENE, et al., 2011).

Uma vez liberado (dos fosfolipidios da membrana), o é&cido araquidénico é
metabolizado pela acdo das enzimas cicloxigenases (COX | e COX II). Estas enzimas se
expressam no organismo de forma constitutiva (COX 1) ou induzida (COX II),
respectivamente (SILVA, 2006; GREENE, et al., 2011). Elas sdo responsaveis pela producdo
das prostaglandinas (PGE;, PGF,,, PGD, PGl,), tromboxanos (TXa e TXg) que podem atuar
de como agonistas ou antagonistas no organismo (NICOLAOU , 2013; BATLOUNI, 2010).

As lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX) sdo uma segunda classe de enzimas
capazes de metabolizar o acido araquidénico e sdo responsaveis pela producdo dos diferentes
leucotrienos (LTA4, LTBy4, LTCy4, LTDy,), lipoxinas e substancias correlata. Cada um desses
mediadores atuara em receptores especificos presentes na membrana celular. A inativacdo dos
eicosandides é realizada através da enzima 15-PGDH dentre outras enzimas por meio de uma
ou duas passagens pela circulacdo sanguinea (SILVA, 2006; MURI, et al., 2009).

Todavia, muitos desses mediadores produzidos tém acao reguladora por atuarem como
agonista e/ou antagonista promovendo assim a defesa e reparo dos tecidos ou area lesada. As
prostaglandinas (PGD,, PGE; e PGI,) atuam de um modo geral, como vasodilatadoras,
aumentado com isso o fluxo sanguineo e induzindo a dor, tendo sua a¢do inibida pela PGF,, e
TXa2, substancias responsaveis por causar a vasoconstricdo. (CLAUDIANO, et al., 2013;
BATLOUNI, 2010). Além da acdo vasoconstritora promovida pelo TXa,, ele atua como
potente iniciador da agregacdo plaquetaria, ao passo da PGl, pode atuar inibindo sua acéo.
Ambos TXa, e PGI, contribuem na homeostase do organismo por ter acao reguladora uma por
iniciar a agregagéao e a outra por inibir (SILVA, 2006).

As prostaglandinas sdo responsaveis por diferentes respostas fisiologicas e
fisiopatoldgicas. No trato gastrointestinal, as PGE, e PGI, (citoprotetora), estimulam a

formagéo de muco, reduzem as secre¢des acidas e elevam o fluxo de sangue na mucosa. Nas
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vias aéreas, PGD,, PGF,, e TXA; sdo broncoconstritores enquanto PGI, e PGE;, atuam como
broncodilatadores. No sistema cardiovascular, a PGD,, PGE; e PGI, sdo vasodilatadores e
reduzem a pressao arterial (GOODMAN; GILMAN, 2012; SILVA, 2006).

Os leucotrienos (LTC,4, LTD,4,) tem acdo vasoconstritora e sdo responsaveis pela
broncoconstricdo. Além disso, o LTB, atua como agente quimiotatico promovendo a
migracdo de neutrofilos, leucocitos e desencadeando a geracdo de superoxido. No entanto,
além da acdo vasoconstritora e broncoconstritora, os leucotrienos ainda apresentam acéo no
aumento da permeabilidade da paredevascular, promovendo o extravasamento do plasma,
portanto a formacdo do edema, tendo sua agéo reforcada pelas PGs (WERZ; STEINHILBER,
2006). (Figura 3, p25)

Figura 3 — Geragdo do metabolismo do &cido araquiddnico e seus papeis na inflamagéo.
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Fonte - Robbins, 2010 (p. 58)
3.6.3.2 Citocinas
As citocinas sdo polipeptidios (IL, TNF dentre outras) multifuncionais, os quais

desempenham importantes papeis no sistema imune e na resposta inflamatdria causados por
infeccOes e lesdes (POSTAL, et al., 2015; CALIXTO, 2004). Sdo liberadas por diferentes
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células e agem principalmente nos macrofagos e linfocitos. Estas tém efeito pleiotrépico por
agirem em células-alvos distintas e apresentarem diferentes respostas (TAKEUCHI; AKIRA,
2010). Suas acdes podem se expressar de forma autocrina, paracrina e enddcrina, portanto
podem agir no local e sistematicamente. Umas das principais caracteristicas apresentadas
pelas citocinas é o efeito sinérgico. Por isso sdo primordiais na formacdo das cascatas de
reacOes inflamatorias, além de estimular a produgdo de novas citocinas. Deste modo, as
citocinas, sdo tidas como segundo mensageiros proteicos que influenciam e interligam o
sistema imune com outros sistemas fisiologicos (SILVA, 2006; RUBIN, 2006).

Essas proteinas exibem um amplo espectro de acdo apresentando diferentes funcgdes,
em local onde ha lesdo do tecido sdo responsaveis por regular a resposta inflamatéria, por
promover o aumento da permeabilidade celular e atuar na restauracdo do tecido. A IL-1 pode
participar de quadros patolégicos como artrite reumatoide, choque séptico, doencas
autoimunes dentre outras. Além disso, algumas citocinas podem ter acdo pré-inflamatdria
(IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-a) por iniciar a cascata de inflamacdo, bem como anti-
inflamatoria como (IL-10, TGF-B ¢ IRA) (JAIN, et al., 2013; CALIXTO, 2004; SILVA,
2006).

A liberacdo e a producgdo dessas proteinas podem ser observadas durante a formacao
de um processo inflamatorio agudo, onde ha producdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-2 e TNF-q, além de eicosanoides, na qual da inicio a uma série
de reacBes durante o processo inflamatorio. Além disso, as citocinas sdo responsaveis por

potencializar a acdo das PGE, responsavel por causarem dor e febre (SAEED, et al., 2012).

3.6.3.3 Fator ativador das plaquetas (PAF)

Oriundo de diferentes células, o PAF é derivado a partir da metabolizacdo de
alquilacilglicero-fosfocolinas através da acdo de duas enzimas fosfolipase A, e acetil-CoA. A
producdo do PAF por essa via leva também a formagdo do &cido araquidonico e,
consequentemente, a liberacdo de outros mediadores. Outra via que pode levar a produgdo do
PAF ¢ atraveés da metabolizacdo do 1-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfato por meio da acéo
enzimatica da fosfocolina transferase (SILVA, 2006).

O PAF é um mediador pré-inflamatorio multifuncional que pode agir de forma rapida
ou permanecer no local da inflamacéo por um tempo maior. Além disso, 0 PAF promove a
agregacdo plaquetéria, broncoconstricdo, vasoconstricdo nos pulmdes, estimula o aumento da

permeabilidade vascular levando a formacdo de edema tanto na pele como nos rins e pulmdes
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(SINGH, et al., 2013; SILVA, 2006). Deste modo, o0 PAF pode ser encontrado em diferentes
sistemas tais como: gastrointestinal, cardiovascular, respiratorio, renal e reprodutor. Assim, o
mesmo produzido em excesso contribui no surgimento de diferentes patologias como
aterosclerose, asma, choque endotoxinas, anafilaxia, insuficiéncia respiratoria aguda e
cronica, artrite reumatoide (SINGH, et al., 2013; SATON, et al., 2013).

3.6.3.5 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas sdo representadas pela histamina e serotonina. A histamina é
produzida através da histidina em reacdo catalisada pela enzima L-histidina descarboxilase na
presenca de fosfato. Uma vez produzida, a histamina é armazenada em granulos presentes em
monocitos e basoéfilos, estando presente em diversos tecidos na forma pré-formada, sendo
encontrada em maior concentracdo na pele, pulméo e mucosa intestinal (SILVA, 2006).

Quando hé liberagdo da histamina por meio da degranulacdo (mastdcitos ou basofilos)
através de estimulo que pode ser imunoldgico, quimico ou mecanico, a mesma podera atuar
sob diferentes acdes a depender do 6rgdo ou do local em que se encontra. Além disso, uma
vez liberada, ela contribui para a formacéo do edema por ter acdo vasodilatadora, promovendo
0 aumento da permeabilidade vascular e induzindo a dor (TING, et al., 2007). No estbmago, a
histamina estimula a secrecdo de acido gastrico. No cérebro, ela pode responder como
neurotransmissor (neuroenddcrino). Além de atuar como regulador cardiovascular, ter acdo
termorreguladora e influenciar no estado de vigilia (TABAREAN, et al., 2012). A serotonina
é um mediador com acdo semelhante a histamina por promover 0 aumento na permeabilidade
celular sendo pré-formado porem é armazenado em plaquetas. Sua liberacdo é realizada por

meio da formacdo da agregacdo plaquetaria através da reacdo antigeno-anticorpo.

3.7 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo substancias altamente instaveis,
produzidas pelo organismo por meio de estimulos fisiologicos, radiagbes UV, infecgdes
(FILIPPIN, et al., 2008). Além disso, agem como moléculas sinalizadoras formadas por
peroxido de hidrogénio (H.O), anion radical superoxido (O,) radical hidréxil (HO),
peroxinitrito (ONOQ) dentre outros. Por fazerem parte do sistema fisioldgico, as EROs sdo

produzidas também no local do processo inflamatério e sdo responsaveis pelos danos aos
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tecidos, ocorrendo em inflamagdes agudas e cronicas (HUANG, et al., 2013). Estes danos séo
resultado do desequilibrio oxidativo com a diminuicdo da acdo de moléculas antioxidante
enddgenas responsaveis pela remocdo desses radicais (NARDI, et al., 2007). Além disso, em
altas concentragdes, esses radicais podem desencadear o estresse oxidativo, podendo provocar
danos celulares como mutagdo do DNA, acarretar o surgimento de doengas e promover o
envelhecimento (HUANG, et al., 2013; NARDI, et al., 2007; AVALOS, et al., 2007).

3.7.1 OXIDO NITRICO

O O6xido nitrico (NO) é um mediador gasoso, produto da reacdo entre o oxigénio
molecular e a L-arginina produzido na presenca das enzimas 0xido nitrico sintese (NOS)
(JAIN, et. al., 2013). Trata-se de um mediador inflamatério, podendo ser observados em uma
variedade de processos fisiopatoldgicos (REES, et al., 2014). O NO é produzido através de
trés isoformas diferentes de enzimas que podem se expressar de duas formas, uma constitutiva
e uma indutiva (iNOS). Enzimas na forma constitutiva podem ter origem endotelial (eNOS)
ou neuronal (NNOS) (HUANG, et al., 2013; FARO, et al., 2014). No entanto, sua producéo
pode ser influenciada pela agdo de citocinas responsaveis por induzir a producdo NO. Efeitos
benéficos podem ser atribuidos ao NO, dentre eles estdo a inibicdo da agregacao plaquetéria,
protecdo contra aterogénese, efeitos sindpticos no sistema nervoso central e periférico,
promovendo a defesa do organismo por ter acdo citoprotetora, além de atuar como
vasodilatador e inibir adesdo de mondcitos. Entretanto, quando NO é produzido de forma
desordenada induz a inflamacdo podendo levar células a apoptose (REES, et al.,
2014;HUANG, et al., 2013; NICOTERA; BRUNE; BAGETTA, 1997; SHAW, et al., 2005).

3.8. FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os anti-inflamatorios se subdividem em esteroides e ndo esteroides. Anti-inflamatorio
néo esteroides (AINESs) s@o bastante utilizados em patologias que envolvem os sintomas como
dor, febre ou inflamagdo por terem agdo analgésica, antipirética e anti-inflamatoria. Por ser
analgesico, atuando reduzindo a acdo das prostaglandinas responsaveis por sensibilizar os
nociceptores por meio dos mediadores da inflamagdo como bradicinina (acdo periférica).
Além de inibir a producdo de prostaglandina na medula espinhal reduzindo a transmisséo de
dor das fibras aferentes para os interneurénios no corno posterior (agdo central). Como anti-

inflamatdrios, agem inibindo a acdo vasodilatadora promovida pelas prostaglandinas liberadas
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pela COX-2 e de forma indireta reduz o efeito da histamina que tem sua agédo potencializada
pelas prostaglandinas no aumento da permeabilidade vascular que leva a formagao do edema.
Como antipiréticos, agem inibindo a producédo de prostaglandinas no hipotalamo que eleva o
ponto de ajuste na temperatura corporal (RANG, 2012; JIANG, et al., 2012).

Existe uma gama de diferentes AINEs produzidos e subdivididos em grupos tais
como: salicilatos (&cido acetilsalicilico); derivados do paraminofenol (paracetamol);
derivados &cido acético (indometacina); os fenamatos (&cido mefenamico); derivados do
acido propionico (ibuprofeno); oxicans (piroxican); dentre outros (GOODMAN, et al., 2011).

O mecanismo de agdo dos AINEs consiste na inibicdo das enzimas cicloxigenases
(COX-1 e COX-2). Estas séo responsaveis por catalisar a producdo das prostaglandinas e sua
inibicdo leva a uma série de efeitos adversos (CHANG, et al., 2014). Ao inibir a acdo da
COX-1 (constitutiva), os AINEs sdo responsaveis por promover um desequilibrio na
homeostase, pois a mesma é responsavel pela producdo de prostaglandinas que atuam na
agregacdo plaquetéria, auto-regulagdo do fluxo sanguineo renal bem como citoprotetora
gastrica. Esses efeitos indesejaveis se pronunciam de forma mais clara em pacientes que
fazem uso continuo. Todavia, apesar das reacfes adversas observadas com a utilizacdo dos
AINEs, esses ainda compreendem uma das classes de medicamentos mais prescritos pela
comunidade médica e utilizada pela populacdo mundial (GREMEAUX, et al., 2013). No
entanto, ja existem no mercado outros AINEs com acdo seletiva para a enzima COX-2.
Apesar de essas drogas terem sido bem aceitas, algumas delas como rofecoxibe podem
oferecer risco cardiovascular, por inibir a producdo de prostaciclina mediador este,
responsavel por inibir a agregacdo plaquetaria (SOSTRES, et al., 2010).

Outra classe de anti-inflamatérios que vem despertando interesse de pesquisadores sao
os inibidores duais. Estes sdo capazes de bloquear igualmente a sintese de mediadores pro-
inflamatdrias como LTs e PGs, além de apresentar menos efeitos colaterais do que os
observados nos AINEs e inibidores seletivos de COX-2. Assim, ha indicativo de que esses
inibidores duais potencializem o efeito anti-inflamatorio e sem promover efeitos indesejaveis
no sistema gastrico bem como reagdes alérgicas quando comparado com outros anti-
inflamat6rios (GILROY; TOLINSON; WILLOUGHBY, 1998; CHARLIE; MICHAUX,
2003).

Os anti-inflamatorios esteroidais compreendem os glicocorticoides que sd@o 0s mais
eficazes por inibirem respostas inflamatdrias que podem surgir de imediato como dor, rubor,
calor e edema ou na forma mais tardia contribuindo na reducdo da cicatrizacdo (RANG;

DALE, 2012). Sua resposta se torna complexa devido a agdo das células inflamatorias e
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mediadores por promover reducéo da funcdo dos fibroblastos consequentemente diminui a
producdo de coldgeno, reduz  osteoblastos (osteoporose), diminui na producdo de
prostandides, NO, citocinas, histaminas dentre outras. Todavia muitos glicocorticoides séo
bastante utilizados para tratamento e cura de muitas patologias (asma, artrite reumatoide,
doencas neoplésicas, rinite) (CHU, et al., 2014). Porém, seu uso ao longo prazo ndo é
adequado por promover a retencdo de sodio no organismo levando a formagdo de edema bem

como acdo imunodepressora.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ESTUDOS ETNOBOTANICO

O estudo etnobotanico com énfase no uso das plantas medicinais com atividade anti-
inflamatdria foi realizado em trés municipios do sertdo de Pernambuco (Serrita, Terra-Nova e
Parnamirim) localizados a 460 km do Recife. Foram entrevistados 100 informantes, com
idade variando de 29 a 60 anos, de ambos os sexos. Os dados foram obtidos através de
entrevistas por meio de um questionario semi-estruturado seguido de lista livre. Cada pessoa
entrevistada foi questionada sobre as mesmas perguntas realizadas em sequéncia estabelecida
no estudo, independentemente da existéncia de um contato prévio com a populacdo a ser
estudada (ALBUQUERQUE; LUCENA, 2010). Além disso, no ato da entrevista foi utilizado
estimulo visual com uma amostra da espécie para identificacdo (Figura 1, p. 24). O estimulo
foi usado para identificacdo da espécie, nome popular e uso terapéutico.

No questionario semi-estruturado, as observacGes foram verificadas de forma direta,
para obtencdo de informacdes quanto aos fatores socioeconémicos, uso de plantas medicinais
e quais as indicacdes terapéuticas. Aplicacdo da técnica de lista livre foi utilizada para que as
pessoas entrevistadas pudessem citar todas as plantas medicinais que conheciam. Para instiga-
los foram utilizadas: a inducdo nd&o-especifica, nova leitura e sugestdo semantica
(ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; ALBUQUERQUE; LUCENA, 2010). A divulgagdo
do conhecimento obtido na entrevista foi realizada apds a leitura do termo de consentimento
livre e esclarecido e assinado por todos os entrevistados. O projeto foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa (n° 326/09), de acordo com a resolugio n° 466/12.

A quantificacdo dos dados obtidos foi realizada pelo calculo do valor de uso para cada
espécies, seguindo formula proposta por Rossato et al. (1999):

VU = Z—U
n
Onde o valor de uso (VU) € igual ao somatdrio os usos (U) dividido pelo nimero total

de entrevistados.
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O material boténico foi coletado no sitio vassouras no municipio de Serrita — PE. Para

cada espécime coletada foi confeccionada uma exsicata que foi identificada e depositada no

Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) sob o

seguinte registro 85610. O material foi seco em estufa com circulagdo de ar e em seguida

triturado.

4.3 PREPARO DO EXTRATO E CARACTERIZACAO FITOQUIMICA INICIAL

As cascas secas e trituradas do caule de C. adamantinus (600 g) foram maceradas com

etanol sob agitacdo durante 3 horas, trés vezes consecutivas. O extrato obtido foi filtrado e o

solvente foi retirado com o auxilio de um evaporador rotativo a 110rpm e 45°C até a

eliminacdo total do solvente. A presenca dos grupos de metabdlitos secundarios no extrato

foi avaliada através de cromatografia em camada delgada utilizando sistemas e reveladores

quimicos especificos (ensaios cromaticos), como verificado na Tabela 1, p. 33.

Tabela 1- Metodologia da prospeccao fitoquimica

Classe de metabdlitos Padrdes Sistema Revelador Referéncia
secundarios
Flavonoides, derivados Quercetina, AcOEt-HCOOH- NEU Wagner e Bladt (1996)
cinamicos e rutina e &cido  AcOH-H,O Brasseur e Angenot
fenilpropanoglicosideos clorogénico (100:11:11:27 viv) (1986)
] . B-sitosterol Tolueno:AcOEt LB Harborne (1998)
Triterpenos e esteroides
(90:10 viv)
Mono e sesquiterpenos Timol Tolueno:AcOEt AS Harborne (1998)
(97:3 viv)
Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCI3-MeOH KOH Wagner e Bladt (1996)
lapachol (98:2 viv)
Alcaloides Pilocarpina AcOEt-HCOOH- D Wagner e Bladt (1996)
AcOH-H,0
(100:11:11:27 viv)
Proantocianidinas Catequina AcOEt-HCOOH- VC Roberts et al. (1957)

condensadas e

leucoantocianidinas

AcOH-H,0
(100:11:11:27 viv)
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Nota - KOH — hidréxido de potéssio 5% em EtOH; NEU - difenilborinato de amino-2-etila 1% em
MeOH; LB — Liebermann-Burchard; AS -Anisaldeido sulfirico a 5% em etanol; VC — Vanilina

Cloridica; D — Dragendorff.

4.4 DETERMINACAO DO TEOR TOTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS

A gquantidade de compostos fenolicos no extrato foi determinada utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). As amostras do EECA (1mg) foram
adicionadas em tubos de ensaios contendo 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1:1 v/v) e
2,5 mL de carbonato de sédio (20%). A mistura foi incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente e permaneceu em repouso por mais 30 minutos. Em seguida, a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro com comprimento de onda A = 765 nm (GenQuant

1300, GE Healthcare).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do EECA foi determinada pelo método fotocolorimétrico in
vitro por sequestro do radical livre estavel 2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPH) (BLIOS, 1958).
A amostra para a realizacdo do ensaio foi preparada adicionando-se 250 pL da solucdo de
DPPH (1 mM) a 40 pL de diferentes concentragdes do EECA (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100
pg/mL). Apds 25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. O &cido galico foi o
composto de referéncia e o controle foi 0 DPPH adicionado a 40 puL de metanol. A eliminacéo

de radicais de DPPH foi calculada pela formula:

o (Abs da amostra — Abs do controle)
Eliminacio [DPPH](%) = x 100
Abs do controle

Onde: Abs = Absorbancia.

4.6 ESTUDOS IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.6.1 Animais
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Foram utilizados camundongos Swiss e BALB/c, machos e fémeas, entre 8 e 12
semanas de idade. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22
+ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a comida e agua. Todos o0s
procedimentos experimentais que foram realizados estdo de acordo com as leis brasileiras
para experimentagio com animais e foram submetidos e aprovados pela & Comissio de Etica
no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo de aprovagdo n°
23076.021665/2013-00).

4.6.2Atividade anti-inflamatdria topica

4.6.2.1 Edema de orelha

A atividade anti-inflamatoria topica do EECA foi avaliada pela capacidade de inibicao
do edema de orelha induzido pela aplicacdo de diferentes agentes flogisticos (6leo de croton,
acido araquidonico, capsaicina, fenol), de acordo com o procedimento descrito por Rauh e
colaboradores (2011). Para cada modelo foi utilizado cinco grupos (G1: controle negativo;
G2: 0,Aimg do EECA; G3:0,5mg do EECA; G4:1,0mg do EECA,; G5: controle positivo) com

seis animais por grupo.

Grupos Atividade anti-inflamatéria topica do EECA
n=6
G1 Grupo que recebeu dleo de créton a 2% mais acetona - 20uL por orelha
G2 Grupo que recebeu 0,1 mg /20pL por orelha
G3 Grupo que recebeu 0,5 mg /20pL por orelha
G4 Grupo que recebeu 1,0 mg /20pL por orelha
G5 Grupo que recebeu o farmaco padréo - 20uL por orelha

4.6.2.2 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

A formacdo do edema induzido por 6leo de crdéton € um modelo que permite
identificar os inibidores das enzimas COX e LOX. Para o experimento foram utilizados 5

grupos com n = 6 animais. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (50
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mg/kg, i.p.). Um grupo recebeu apenas 20 pL 6leo de créton a 2% em acetona sendo aplicado
na superficie interna e externa da orelha direita dos animais. Em seguida os demais grupos
receberam o EECA e o farmaco-padrdo (indometacina) diluidos no mesmo volume de
acetona, além do 6leo de croton 2%, e aplicado na orelha direita. A orelha esquerda recebeu
somente acetona que funciona como controle negativo. A resposta inflamatdria foi avaliada
apos seis horas, depois 0s animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de didmetro
foi retirada de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia. As amostras foram pesadas e
0 edema calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha esquerda
(TUBARO, 1985).

4.6.2.3 Edema de orelha induzido por acido araquidonico

No modelo de edema de orelha induzido por acido araquiddnico, o AA € metabolizado
por meio da agdo das enzimas COX e LOX levando a formacdo de mediadores responsaveis
pela formacdo do edema. Nesse experimento foram utilizados 5 grupos (camundongos
BALB/c ) com n = 6. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg,
i.p.) em seguida foi aplicado na superficie interna e externa da orelha direita dos animais uma
solucdo de &cido araquidbnico (2mg/orelha) diluido em 20 pL de acetona, funcionando como
controle negativo, Os demais grupos receberam as respectivas doses do EECA e a
indometacina (0,5 mg/orelha) diluidos no mesmo volume. A orelha esquerda recebeu
somente acetona que funciona como controle negativo. O pico da inflamacdo é verificado
apos 1h. Depois os animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de didmetro foi
retirada de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia. As amostras foram pesadas e o
edema calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha esquerda
(YOUNG, et al., 1984; CRUMMEY, et al., 1987).

4.6.2.4 Edema de orelha induzida por capsaicina

Na inducdo por capsaicina foram utilizados 5 grupos com n = 6. Os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p.). Foi administrado uma solugdo de
capsaicina (0,25 mg/orelha) diluidos em 20 pL de acetona na superficie junto com as
respectivas doses testadas na parte interna e externa da orelha direita dos animais. A orelha
esquerda recebeu somente acetona que funciona como controle negativo. O controle positivo
recebeu um pré-tratamento com o farmaco padrdo (vermelho de ruténio) 30 mim antes da

administracdo da solucdo de capsaicina dissolvido em acetona. A resposta inflamatoria foi
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verificada apos 30min. Em seguida, os animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm
de didmetro foi retirada de cada orelha com auxilio de um punch de biopsia. As amostras
foram pesadas e o edema calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela
orelha esquerda (GABOR, 2000; GABOR; RAZGA, 1992).

4.6.2.5 Edema de orelha induzido por fenol

No referido modelo 5 grupos n=6 foram anestesiados com pentobarbital sédico (50
mg/kg, i.p.). Uma solugdo de fenol a 10% ( v/v) diluidos em 20 pL de acetona foi aplicado
na superficie interna e externa da orelha direita dos animais. A orelha esquerda recebeu
somente acetona e funciona como controle negativo. O EECA e o farmaco-padrdo
(dexametasona 1mg/orelha) foram em seguida diluidos no mesmo volume de acetona e
aplicados imediatamente na orelha direita. A formacéo do edema foi avaliada ap6s uma hora,
Depois, os animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de didmetro foi retirada de
cada orelha com auxilio de um punch . As amostras foram pesadas e o edema calculado pela

diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha esquerda (GABOR, 2000).

4.6.3 Atividade anti-inflamatéria sistémica

4.6.3.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

A formacdo do edema induzido por 6leo de créton é um modelo que permite
identificar os inibidores das enzimas COX e LOX. Para o experimento foram utilizados 5
grupos com n = 6 animais. Os animais receberam um pré-tratamento, 1 h antes da induc¢éo do
agente flogistico, com solucéo salina, EECA (100, 200 e 300mg/kg) e o farmaco padréo por
via oral. Os animais foram anestesiados com pentobarbital soédico (50 mg/kg, i.p.). Todos 0s
grupos receberam 20 pL de uma solugédo de dleo de croton a 2% diluidos em acetona sendo
aplicado na superficie interna e externa da orelha direita dos animais. A orelha esquerda
recebeu somente acetona que funciona como controle negativo. A resposta inflamatéria foi
verificada apos seis horas. Depois 0s animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de
diametro foi retirada de cada orelha com auxilio de um punch de biopsia. As amostras foram
pesadas e o0 edema calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha
esquerda (TUBARO, 1985).
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4. 6.3.2 Edema de pata induzido por zymosan

Os animais foram divididos em seis grupos (n = 6), recebeu veiculo, o EECA (100,
200 e 300mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg, via oral ou intraperitoneal). Apo6s 1h do pré-
tratamento (para os animais via oral) e 30 mim (para os animais que utilizaram a via
intraperitoneal) em seguida os animais receberam 50 ul. de zymosan 1% na pata direita
traseira por via subplantar. Na pata esquerda traseira foi injetada com o mesmo volume de
PBS estéril e serviu como controle. O volume das patas traseiras foi medido utilizando um
hidropletismémetro (Ugo Basile, Italia). Apés 0,5, 1, 2 e 4 horas da administracdo da
zymosan o edema formado foi calculado pela subtracdo do volume da pata direita pela pata
esquerda, e expressa em microlitros segundo a metodologia de Stefanova (1995) com

algumas modificacdes.

4.6.3.3 Bolsao de Ar Subcutaneo

No primeiro dia, injetou-se 2,5 mL de ar estéril no dorso dos animais, repetindo-se o
procedimento ap6s 72 horas. No sétimo dia do ensaio 0s animais receberam, por via
intraperitoneal, o EECA nas doses (100, 200 e 300 mg/kg, i.p.). Foi administrado também
por via oral indometacina (10 mg/Kg) e um grupo controle recebeu veiculo (salina contendo
5% de tween 80). Apds 1h, 1 mL de uma solucéo de carragenina a 1% foi injetado dentro da
bolsa de ar. Decorridas 6 horas apds a aplicacdo do agente flogistico, os animais foram
eutanasiados em camara de CO; e as bolsas lavadas com 3 mL de solugéo salina contendo
EDTA como liquido de arraste. A contagem de leucdcitos totais foi realizada em analisador
hematoldgico ABX micros 60 (KIM, J; KIM, D.; JEONG, 2006).

4.6.3.4 Permeabilidade Vascular Induzida por Acido Acético

Os efeitos das substancias testes no aumento da permeabilidade vascular induzida por
acido acetico em camundongos foram determinados de acordo com o método descrito por
Whittle (1964). O EECA foi administrado nas doses (100, 200 e 300 mg/kg i.p.) 30 minutos
antes da administracdo do agente flogistico. Para os animais pertencentes ao grupo controle,
foi administrado o veiculo salina. Cada animal foi anestesiado com pentobarbital sédico (50

mg/kg, i.p.), por via intraperitoneal. Apos a anestesia, foi injetado no plexo retro-orbital do
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camundongo 0,2 mL do corante Azul de Evans a 1% (Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Em
seguida, administrou-se 0,5 mL da solucdo de &cido acético (1%) na cavidade peritoneal.
Apds um intervalo de 30 minutos, os camundongos foram eutanasiados em camara de CO,, a
cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de salina, o exsudato foi coletado e centrifugado a
2000 rpm durante 10 min. A absorbancia do sobrenadante foi lida em filtro de 610 nm com

um leitor de microplacas.
4.7 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média e analisados por

ANOVA com pos-teste de Bonferroni. O limite de significancia foi considerado como 5% (p

< 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism® 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO ETNOBOTANICO

A etnoboténica é uma ciéncia que estuda a relagdo entre os fatores culturais e
ambientais, bem como o uso das plantas medicinais e suas formas terapéuticas. Dados
oriundos de levantamento etnobotanico fornecem subsidios para a etnofarmacologia, que, de
modo geral, investiga o estudo de atividade bioldgica de preparacGes realizadas por pessoas
em diferentes culturas. Além disso, informacBGes obtidas através destas etnociéncias
(etnoboténica e etnofarmacologia) sobre uso de plantas medicinais e suas indicagdes tém
contribuido para a busca por substancias bioativas com acdo terapéutica guiada através uso
popular das plantas e suas praticas tradicionais (ALBUQUERQUE, 2005; MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002; HEINRICH, 2014). Os dados oriundos destas etnociéncias tém contribuido
com pesquisadores de éareas da fitoquimica que buscam o isolamento, purificacdo e
caracterizacdo de substancias bioativas, e da farmacologia responsavel por verificar o efeito
farmacol6gico dessas substancias (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005;
SIVAGNANAM; KALAIVANAN; RAJAMANICKAM, 2013; HEINRICH, 2014).

Estudos etnodirigidos realizados através de pesquisas etnoboténica e etnofarmacologia
tém como objetivo contribuir na descoberta de plantas com potencial terapéutico e de
interesse pela industria farmacéutica bem como pelos profissionais de saude (médicos).
Assim, estudos etnodirigidos tém como objetivo contribuir com a bioprospec¢do na
descoberta de novas drogas, na preservacdo da biodiversidade bem como usufruir do
conhecimento popular por meio das praticas tradicionais (ETKIN, 2001; ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006).

Com base na importancia etnobotéanica foi realizado o levantamento de dados em uma
regido endémica da espécie Croton adamantinus através de questionarios semi-estruturados
seguido de lista livre e identificacdo da espécie. A pesquisa foi realizada em uma area da zona
rural nos municipios de Serrita, Parnamirim e Terra Nova (Figura 4, p. 41) no sertdo da

caatinga em Pernambuco nos meses de dezembro de 2013 a janeiro de 2014 (Tabela 2, p. 40).



40

Tabela 2 - Area de estudo do Croton adamantinus

Habitantes Zona Zona Area Densidade Estimativa
Cidades Urbana  Rural km? Demografica Populacéo
hab/km® 2014
Serrita 18.331 6.356 11.975  1.538,437 11,92 18.985
Parnamirim 20.227 8.380 11.847  2.621,427 7,79 21.093
Terra Nova 9.256 5.015 4.241 296,179 29,95 10.052

Fonte - IBGE, 2010

Durante a pesquisa, 44 individuos eram do sexo masculino e 56 do sexo feminino,
destes 27 homens e 29 mulheres com faixa etaria que varia entre 20 a 59 anos e 17 homens e
27 mulheres com idade acima de 60 anos. Nos trés municipios, ndo houve discrepancia
quanto ao sexo e idade. As mulheres e/ou idosas sdo as que detém maior conhecimento sobre
0 uso das plantas. Segundo Albuquerque (2013) essa diferenca no percentual pode ser
explicada ao maior tempo dedicado a casa e a saude da familia, aos idosos a experiéncia e
interacd0 com 0 meio contribuindo com a construgdo desse conhecimento adquirido no
decorrer dos anos.

Quando analisado o nivel de escolaridade, 89% dos informantes declaram ter o ensino
fundamental, 6% ensino médio, 2% superior e 3% se consideram analfabetos. Em termos de

profissdo 96% séo agricultores, 1% enfermeiros e 3% professores.

Foram citadas 73 plantas. Destas, treze se destacaram por terem sido mais citadas para
0s parametros analisados (atividade anti-inflamatdria, cicatrizante e outros usos com a mesma
planta) (Tabela 3, p. 42). Dentre elas destacam-se a umburana-de-cambédo, umburana-de-
cheiro, jurema-preta, favela, babosa, ameixa, aroeira, quina-quina, carrasco, quebra-faca,
catingueira, carquejo, cajueiro, quixabeira e alfavaca. Entre estas, seis obtiveram o maior
valor de uso, catingueira (0,96); quebra-faca (1,32), aroeira (1,10) e a ameixa (1,06) e
quixabeira (0,95), umburana de cheiro (1,19). Esse estudo corrobora com os dados obtidos em
pesquisas realizadas na regido do semiarido do nordeste realizada por Albuquerque e
colaboradores (2007) no mesmo bioma, porém em areas diferentes. Ao fazerem uso desses
vegetais, os informantes declaram utilizar semente, folhas, flor, fruto, casca do caule, casca da
raiz ou a planta toda, sendo a casca do caule as mais citadas, quanto as formas de uso as mais

citadas foram maceracdo e chd, dentre outros usos. A posologia variou de 1vez ao dia a
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tomarem de 4-5 vezes. Quanto ao local onde foram adquiridas, 73 das plantas citadas foram
coletadas, 9 cultivadas e 3 compradas (Tabela 3, p42)..

As plantas foram citadas para 42 patologias (cancer, diabetes, reumatismo, infeccdo
urinaria, dentre outras). Quanto ao uso terapéutico, o carrasco foi citado para diferentes fins,
tais como anti-inflamatdrio, cicatrizante, problemas gastrointestinais, renais, gripe, sinusite,
colesterol e afrodisiaco. Todos os informantes declararam ter acesso ao atendimento médico
pela rede publica e 99% recebem medicamentos pelo SUS. Todos declararam conhecer as

plantas medicinais da regido e que normalmente fazem uso dela (Figura 4,p 41).

Figura 4 - Mapa da regido onde foi realizado o estudo etnobotanico.

Fonte - Autor.



Tabela 3 - Lista de plantas citadas como medicinais no estudo etnobotanico realizado nos municipios de Terra Nova, Parnamirim e Serrita/PE.
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Usos etnomedicinais

Nome Valor de Parte Forma de Posologia Onde
popular Anti- Cicatrizante  Outros usos® Uso utilizada uso (vezes/dia) adquiriu?
inflamatorio
Alecrim 01 07 61 0,69 F Ch. , Ma. 1,2,3,2-3,4-5 Cul / Col
Alfavaca 19 16 56 0,91 Clc Ch., Ma. 1,2,3,2-3 Col
Ameixa 13 89 04 1,06 Clc Ma. 2-3 Col
Anador 01 01 00 0,02 Clc Ch, Ma, O 2,3,2-3 Cul / Col
Angico 05 08 11 0,24 Clc Ch, Ma, O 2,3,2-3 Col
Arapiraca 08 02 00 0,10 Clc Ma 3,4-5 Col
Aroeira 14 94 02 1,10 F, Cir Ma 2 Col
Babosa 08 17 87 1,12 Clc Ma, O 1,2,3,4-5 Col
Barauna 03 02 06 0,11 Clc Ch, Ma 2,3,2-3 Col
Barriguda 03 03 06 0,12 Clc Ma 3,4-5 Col
Bonome 05 02 07 0,14 Se, F Ma 3 Col
Cabacinha 01 02 09 0,12 Pt, Clc Ch, Ma 1 Col
Caju 00 10 00 0,10 Cir Ma 3,34 Col
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Usos etnomedicinais

Nome popular Valor de Parte Forma de Posologia Onde
Anti- . . ili i iriu?
/ o Cicatrizante  Outros usos® Uso utilizada uso (vezes/dia) adquiriu
inflamatorio

Cajueiro 09 25 00 0,34 Clc, Cir Ma 3,34 Col

Canapl 00 02 00 0,02 Clc Ch 3 Col

Cansangéo 00 01 06 0,07 Pt Ma 3,34 Col

Carcara 01 00 00 0,01 Pt, C/r Ma 3 Col

Carquejo 28 01 12 0,41 Clc Ch, Ma, O 1,23 Col

Carrasco 19 02 33 0,54 Fl, Clc Ch, Ma 1,3,2-3 Col

Catingueira 03 09 84 0,96 Cir Ch, Ma, O 2,3,2-3 Col

Catolé 02 00 02 0,04 F, Cir Ch 2-3 Col

Chucalhinho 00 01 11 0,12 Clc Ch, Ma, O 2,3,2-3 Co

Cordéo de

) 02 00 08 0,10 Clc Ch 2-3,3 Col
Francisco
Coroa de Frade 01 00 00 0,01 Cir Ma 3 Col




44

Usos etnomedicinais

Valor de Parte Forma de Posologia Onde

Nome popular Anti- N ) o

. N Cicatrizante Outros usos® Uso utilizada uso (vezes/dia) adquiriu?

inflamatério
Coronha 09 00 02 0,11 Cir Ch 2-3 Col
Embiratanha 04 01 09 0,14 Clc Ch, Ma 4-5 Col
Espinho Cigano 00 01 09 0,10 Clc Ch 1,3 Col
Eucalipto 01 00 33 0,34 Clc Ch, Ma, O 1,2,2-3 Cul/ Col
Favela 30 29 22 0,81 Se, F, FI, Cir Ma, O 1,2,2-3 Col
Graviola e Quebra

01 00 03 0,04 F Ch 1 Cul/ Col

Pedra
Horteld 01 01 24 0,26 Clc Ch, Ma 1,2,3,2-3,45 Cul / Col
Jatoba 03 02 16 0,21 F,Clc, Cir Ch, Ma 2,2-3 Col
Jenipapo 04 02 00 0,06 Pt, C/r Ma 1 Col
Jeric6 01 02 13 0,16 F Ch, Ma 2,3,4-5 Col
Juazeiro 03 05 14 0,22 Clc Ch, Ma 1,2,2-3 Col
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Usos etnomedicinais

Nome popular Anti- Valor de Uso Parte utilizada Formadeuso Posologia (vezes/dia)  Onde adquiriu?

e Cicatrizante ~ Outros usost”)
Jurema Preta 07 21 02 0,30 Se Ch, Ma 1 Col
Linhaca 01 00 00 0,01 Clc Ma 2 Com
Losna 09 00 02 0,11 Se, Clc Ch 3 Com
Macela 00 05 29 0,34 Se, F Ch, Ma 1,2,3,23,45 Cu/Co/Com
Malva do reino 05 06 31 0,42 F Ch,Ma, O 2 Cul
Malva Santa 01 04 05 0,10 Clc, CiIr Ch 3,2-3 Cul
Embiratanha 04 01 09 0,14 Clc Ch, Ma 4-5 Col
Mandacaru 04 01 25 0,30 Fr Ch, Ma 1,2,3,2-3,45 Col
Mangara 00 01 00 0,01 Se, Clc Ma 3,4-5 Col
Marizeira 00 01 06 0,07 F, Clc, Cir Ma 1,2,4-5 Col
Marmeleiro 06 03 53 0,62 Cir, F Ch, Ma 1,3 Col
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Usos etnomedicinais

Valor de Parte Forma de Posologia Onde
Nome popular Anti- - ) o
Cicatrizante Outros usos® Uso utilizada uso (vezes/dia) adquiriu?
inflamatério

Melancia da Praia 01 01 00 0,02 F Ch, Ma 3,4-5 Col
Meléo de Séo

06 04 02 0,12 F Ma 2 Col
Caetano
Mentruz 31 13 02 0,46 F Ma 2 Cul / Col
Moleque Duro 01 00 02 0,03 F, Clc Ch 3 Col
Mororo 02 00 03 0,05 F, Pt, FI, C/r Ch 3 Col
Mussambé 01 01 46 0,48 Pt, F, FI, C/r Ch, Ma, O 1,23,2-3 Col
Pau Dalho 02 00 03 0,05 Se, Clc Ch 1 Col
Pau Ferro 02 04 09 0,15 Pt, C/r Ch, Ma, O 1,3 Col
Pega Pinto 06 01 12 0,19 F Ch, Mg, O 2,2-3,4-5 Col
Pido 00 11 06 0,17 Ne Ch,O 1 Col
Pido Bravo 00 01 00 0,01 Se 0] 2,3 Col
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Usos etnomedicinais
Nome popular Anti- Valor de Uso Parte utilizada Formade uso Posologia (vezes/dia) Onde adquiriu?
e Cicatrizante ~ Outros usost”)

Pimenta de Macaco 01 00 00 0,01 Clc Ma 2,3 Col
Quebra Faca 33 27 72 1,32 Pt,F,C/c,C/Ir Ch,Ma, O 1,23, 23 Col
Quebra Pedra 02 01 54 0,57 F, Clc, Cir Ch, Ma 1,23, 2-3, Col
Quina Quina 10 06 47 0,63 F, Clc Ch, Ma,0 1,23, 23,45 Col
Quipa 01 00 04 0,05 Clc Ch 1,3 Col
Quixabeira 85 10 00 0,95 Clc Ma 3 Col
Quixabeira Branca 00 02 00 0,02 Clc, Fr Ma 3 Col
Roma 01 24 00 0,25 Clr Ma 3 Cul / Col
Salsa 00 01 00 0,01 Cir Ma 3 Col
Salsa Branca 00 02 04 0,06 ClIr, Clc Ma, Ch 3 Col
Sucupira 01 00 00 0,01 Clc @] 3,4-5 Col
Tamboril 02 00 04 0,06 Cir, F Ma 2-3 Col
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Usos etnomedicinais
Valor de Parte Forma de Posologia Onde
Nome popular Anti- N ) .
. N Cicatrizante Outros usos® Uso utilizada uso (vezes/dia) adquiriu?
inflamatério
Tipi 03 00 00 0,03 Fr Ma 3 Col
Umbu 01 00 00 0,01 Clc, ClIr Ma 3 Col
Umburana de
y 07 09 55 0,71 Se, Clc, Cir Ch, Ma, O 1,2,3,2-3,45 Col
Cambéao
Umburana de
] 11 20 88 1,19 Clc, Cir Ch,Ma, O 1,2,3,2-3,4-5 Col
Cheiro
Umbuzeiro 05 04 17 0,26 C,R Ma 1,2,3,4-5 Col
Unha de Gato 01 01 00 0,02 Cir Ma 3,4-5 Col
Velame 00 04 04 0,08 F, CiIr Ma 4-5 Col
Xanana 01 00 04 0,05 F, Cir Ch 2,3 Col

Nota - ® Infeccdo, Gripe, Menstruagéo, Asma, Diabetes, Tuberculose, Calmante, Reumatismo, Hérnia, Vesicula, Nascimento Dente, Quebradura de Ossos,
Vomito, Intoxicacdo, Labirintite, Rim, Figado, Digestdo, Problema Intestinal, Febre. Pt - planta toda, F — folha, Fr — Fruta, C/c- casca do caule, C/r — Casca
da raiz, Se — Semente, R — Raiz, Ma — Macerado, Ch — Cha, O — Outros usos (banho de acento, lambedor, garrafadas, dentre outros), Col — Coleta, Cul —
Cultivado, Com — Comprado.
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5.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

A extracdo obtida a partir da casca C. adamantinus obteve um rendimento de 7,74%.
A partir da prospeccao fitoquimica do EECA, foi verificada qualitativamente a presenca de
diferentes classes de metabolitos secundarios tais como saponinas, flavonoides, derivados
cindmicos, fenilpropanoides, triterpenos, esteroides, mono e sesquiterpenos, alcaloides,
proantocianidinas condensadas (poliméricas) com auséncia de mondmeros e dimeros,

leucoantocianidinas, cumarinas e auséncia de quinonas (Tabela 4, p. 49).

Tabela 4 - Caracterizacéo fitoquimica do extrato etandlico de Croton adamantinus

Classe de metabolitos secundarios Extrato etandlico de C. adamantinus
Saponinas ++
Flavonoides +0
Derivados cindmicos ++
Fenilpropanoides ++
Triterpenos e esteroides +++
Mono e sesquiterpenos +++
Alcaloides +
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +@
Cumarinas +
Quinonas -

Nota — @ Heterosideos de 3°-OH e 4’-OH flavonoides; © Proantocinidinas condensadas (polimérica),
auséncia de mondmeros e dimeros; (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente. Fonte: Autor.

Diferentes classes de metabdlitos secundarios tém sido descritos na literatura por
apresentarem atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antioxidante, antialérgicas. Dentre elas
destacam-se os compostos fenolicos e terpenos (MOLINA, et al., 2003; MENDES, et al.,
2010; DELGADO, et al., 2013).

A capacidade antioxidante in vitro do EECA néo foi relevante, pois apresentou CEsy >
100 pg/mL concentracdo bastante superior quando comparada com controle positivo, o &cido
galico com CEsp < 1,56 ug/mL. A baixa atividade antioxidante pode ser atribuida ao baixo

teor de compostos fenolicos que foi de 61,64 + 0,72 mg de EAG/g para o EECA.
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O género Croton apresenta importancia etnofarmacoldgica e algumas atividades
farmacoldgicas ja foram comprovadas como anti-inflamatdria, antinociceptiva e antioxidante
para especies desse género utilizando raiz, cascas e folhas (OKOKON; NWAFOR, 2009;
SUAREZ, 2003; SUAREZ, 2006; REIS, 2013; ROCHA, et al., 2008). No entanto, para a
espécie Croton adamantinus foi verificado apenas a atividade antinociceptiva do 06leo
essencial das folhas (XIMENES, et al.,2013). Na literatura ndo ha estudo que comprove

atividade anti-inflamatoria topica ou sistémica do extrato das casca de C. adamantinus.

5.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

A pele atua como uma barreira, desempenhando diferentes funcbes como na
termorregulacdo, regulacdo imunol6gica, bem como na protecdo e defesa do organismo contra
a acdo provocada por patdgenos, agentes quimicos e fisicos. No entanto apesar da acéao
protetora, esse 6rgdo pode ser susceptivel a doencas inflamatdrias cutdneas como dermatite,
eczemas, dentre outras (RUBIN, 2006).

As diferentes patologias podem se expressar por meio de uma resposta inflamatoria
e/ou imunoldgica como mecanismo de defesa. Em meio a uma agressdo cutanea, reacfes
complexas séo desencadeadas como defesa do organismo, levando a formagéo e liberacéo de
diferentes mediadores quimicos no local inflamado (CARLSON, et al., 1985). A presenca
desses mediadores pode induzir, manter ou agravar o quadro patoldgico (SOSA, et al., 2002).

A utilizacdo de drogas na forma topica confere maiores vantagens no tratamento, uma
vez que o farmaco entra em contato direto com o local inflamado potencializando assim o
efeito da droga e conferindo maior eficacia no tratamento (VEGA, et al., 2013). No entanto,
uma vez que a pele possui permeabilidade seletiva, nem todas as substancias administradas na
forma topica sdo capazes de atravessar a pele (YAMAGUCHI, et al.,1997; SINGH;
ROBERTS, 1994). Com base nisso, diferentes modelos de edema de orelha sdo Uteis para
avaliar atividade anti-inflamatdria topica de substancias isoladas e extratos. Assim, foi
possivel conferir a atividade anti-inflamatoria topica do EECA por meio da formacéo de
edema induzido por diferentes agentes flogisticos como 6leo de créton, acido araquiddnico,
capsaicina e fenol.

O primeiro modelo experimental realizado foi edema de orelha induzida por 6leo de
croton. Esse experimento consiste na formagdo de um edema, que é por meio da resposta
inflamatoria causada pela irritagdo na superficie da orelha dos animais em virtude da

aplicacdo do agente flogistico. O surgimento do edema é caracterizado pela infiltracdo de
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leucocitos polimorfonucleares e pela liberagdo de mediadores pré-inflamatérios como aminas
vasoativas, prostaglandinas, leucotrienos e citocinas. Estas substancias sdo responsaveis por
vasodilatacdo e promover o aumento da permeabilidade vascular desencadeando o
extravasamento do plasma na regido afetada, levando a formacdo do edema e caracterizando
uma inflamacéo aguda (SCHNEIDER; NEUMANN; SEIFERT, 2014; VITA; LAWRENCE,
2010; PARVEEN, et al., 2007).

Ao realizar a inducdo do processo inflamatorio por meio do 6leo de croton foi possivel
verificado que o grupo que recebeu apenas Oleo de croton e acetona apresentou maior
formagéo do edema. A Figura 5 (p. 51) mostra uma reducédo significativa de 58%, 73% e
75% nas orelhas dos animais testadas com as respectivas doses do EECA (0,1, 0,5 e 1
mg/orelha) quando comparadas ao controle negativo, porém com excecdo a dose de 0,1
mg/orelha, obtiveram resultados semelhante a dexametasona (82%) (controle positivo). No
trabalho escrito por Rocha e colaboradores (2008), ao avaliarem o potencial anti-inflamatério
do extrato metanolico das folhas C. pullei, foi verificado a acdo anti-inflamatoria topica pelo

mesmo modelo, porém em dose superior as utilizadas neste estudo.

Figura 5 — Efeito da administragdo topica do extrato etanélico de Croton adamantinus sobre o edema
de orelha induzido por 6leo de créton 2%. Os resultados foram expressos em média £+ SEM e
analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05. -: Veiculo; EECA
0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha; Dexametasona (0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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O modelo de 6leo de croton € um ensaio utilizado como triagem para verificar a
atividade anti-inflamatdria topica, uma vez que, o0 mesmo é sensivel a diferentes classes de
agentes farmacologicos tais como AINES (indometacina), anti-inflamatorio esteroides
(dexametasona) dentre outros (TUBARO, 1985). A partir do resultado obtido no modelo de
edema de orelha induzido por 6leo de crdton foi possivel tracar rotas responséaveis pela
resposta inflamatéria observada por acdo de diferentes agentes flogisticos (&cido
araquidénico, capsaicina e fenol).

Assim, de um modo geral, durante o processo inflamatdrio ha liberacdo de mediadores
responsaveis pela resposta inflamatoria os quais levam ao surgimento do edema. Esse
processo pode ser observado por meio de duas vias: I- decorrente do metabolismo do acido
araquidénico, responsavel pela producdo de prostaglandinas e leucotrienos com acdo
vasodilatadora na qual contribui com a resposta expressa. Il- desencadeia uma resposta
independente do metabolismo do &cido araquidbnico através de outros mediadores como
histamina, serotonina, citocinas, NO, substéncia P, dentre outros. (YOON; BAEK, 2005;
ISSA; VOLATE WARGOVICHB, 2006). Em virtude disso, foi utilizado o modelo de edema
de orelha induzido por AA para analisar o efeito inibitorio do EECA pela via responsavel pelo
metabolismo do AA.

O quando administrado na forma tdpica, o AA é metabolizado provocando uma
resposta rapida e intensa por acdo de diferentes mediadores. A presenca do AA leva a
formacdo de metabolitos como PGs e LTs produzido pela acdo das enzimas COX e LOX
(YOUNG, et al., 1984; CARLSON et al., 1985). Uma das principais caracteristicas conferida
a esse ensaio € a sensibilidade verificada em inibidores da COX e principalmente LOX. Além
disso, o referido modelo busca verificar substancias capazes de inibir a acdo dos mediadores
responsaveis pela formacdo do edema, isso pode ser observado através de farmacos como
indometacina (CRUMMEY, et al., 1987; OPAS; BONNEY; HUMES, 1985, HUMES, et I.,
1986).

Ao avaliar o potencial do EECA em reduzir o edema induzido pelo AA, observou-se
uma reducdo significativa da formacao do edema para todas as doses (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha)
em estudo de 50%, 58% e 68%, respectivamente, quando comparadas ao controle negativo.
Além disso, verificou-se que as doses testadas agiram de forma semelhante ao grupo que
recebeu o farmaco padréo e obteve uma reducdo na formagéo do edema de 55% (Figura 6, p.
53). Na literatura ndo foi evidenciado atividade anti-inflamatéria tépica relacionada a

nenhuma espécie pertencente a esse género com o referido modelo.
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Figura 6- Efeito da administragdo tdpica do extrato etandlico de Croton adamantinus no edema de
orelha induzido por éacido araquidénico 2,0 mg/orelha . Os resultados foram expressos em média +
SEM e analisados por ANOVA com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo;
EECA 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha; Indo (Indometacina (3 mg/orelha) - Controle positivo.

o
1

_|

Edema de orelha (mg)
NN

*
*
2 -
0 : :
- 01 0,5 1,0 05
' EECA " Indo

Acido araquidénico (2 mg/orelha)

Durante a resposta inflamatdria induzida por acdo de agentes flogisticos, além das
prostaglandinas e leucotrienos oriundos do metabolismo do AA, outras substancias sio
liberadas quando ativadas a cascata de reacdes que levam a degranulacdo dos mastocitos com
a liberacdo de histaminas e serotonina as quais desempenham acdo no aumento da
permeabilidade celular e consequentemente na formacdo do edema (YOUNG, et al., 1984).

Com base nos resultados, foi possivel conferir a atividade anti-inflamatéria do EECA
utilizando o modelo de edema de orelha induzido por capsaicina no intuito de ampliar a acéo
de mediadores que ndo sdo oriundos do metabolismo das enzimas COX e LOX.

A capsaicina é um alcaloide obtido de espécies pertencente ao género Capsicum e
trata-se de uma substancia irritante que, quando em contato com a mucosa ou pele, provoca
reacdo inflamatoria neurogénica caracterizada pela formacdo do edema em virtude da
vasodilatacdo, do aumento do fluxo sanguineo e extravasamento do plasma. Essa substancia
também promove a sensibilizacdo de nociceptores responsavel surgimento da dor
(ZEGARSKA; LELINSKA; TYRAKOWSK, 2006).

Durante a reacdo inflamatdria ha ativacdo de receptores TRPV-1, que promove a
liberacdo de neuropeptidios, dentre eles, a substancias P. Esta e responsavel pela formacéo de



54

eritema e papulas. Além disso, esta intimamente relacionada ao aumento da permeabilidade
celular por promover a degranulagdo de macrofagos liberando substancias como histamina e
serotonina (INOUE; NAGATA; KOSHIARA et al., 1993; CATERINA, et al., 1997;
SARAIVA, et al., 2013).

No modelo de edema de orelha induzido por capsaicina foi verificado que as
diferentes doses do EECA (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) promoveram uma reducdo significativa
qguando comparadas com o controle negativo, (68%, 76% e 74%, respectivamente), e ndo
diferiram quando comparadas com o grupo que recebeu o farmaco padrédo que apresentou uma
reducdo de 73% (vermelho de ruténio) (Figura 7, p.54). Com base nesses resultados, sugere-se
que o EECA possa estar agindo inibindo os receptores TRPV-1 responsaveis pela
desgranulacdo dos mastdcitos, que libera histamina e serotonina, mediadores responsaveis
pelo aumento da permeabilidade celular e formacdo do edema (INOUE; NAGATA;
KOSHIARA, 1993).

Figura 7 - Efeito da administracdo topica do extrato etanolico de Croton adamantinus no edema de
orelha induzido por capsaicina 0,25 mg/orelha. Os resultados foram expressos em média £ SEM e
analisados por ANOVA com poés-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo; EECA 0,1,
0,5 e 1,0 mg/orelha; vermelho de ruténio (3 mg/orelha) - Controle positivo.
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Outra forma utilizada para verificar a atividade farmacolégica do EECA foi através do
modelo do edema de orelha induzido por fenol. Este agente quimico pode desencadear
diversas respostas quando em contato com a pele e podem provocando erupgdes na pele,
necrose, queimaduras, inflamacao dérmica (PACHECO, et al., 2014).

O modelo consiste na inducdo da inflamagéo resultando em dano no tecido com
caracteristica similar a uma dermatite (LIM; PARK; KIM, 2004). Este agente flogistico
qguando em contato com a pele tem acéo irritante, promove o rompimento das membranas dos
queratindcitos presentes na derme liberando mediadores quimicos como citocinas dentre elas
TNFa, IL-10 e IL-8. Esse processo pode ocorrer independente dos mediadores oriundos do
metabolismo do &cido araquiddnico, No entanto, uma vez presente essas citocinas podem
induzir a producdo e liberacdo de metabolitos como PGs, LTs e EROs (WILMER, et al.,
1994; MURRAY, et al., 2007; LIM; PARK; KIM, 2004). Ao verificar o efeito do fenol
quando administrado na orelha dos animais foi possivel verificar maior formacdo do edema
no grupo de animais que receberam fenol e acetona como mostra a Figura 8 (p. 56), 0 EECA
mostrou reducdo de 88%, 84% e 93% para as doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha,
respectivamente, quando comparadas com o grupo negativo e as mesmas nao diferiram do

grupo que recebeu o farmaco padrao 88%.
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Figura 8 - Efeito da administracdo topica do extrato etanolico de Croton adamantinus no edema de
orelha induzido por fenol. Os resultados foram expressos em média £ SEM e analisados por ANOVA
com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo; EECA 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha;
Dexa (Dexametasona 0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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5.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA SISTEMICA

Assim, uma vez comprovado atividade anti-inflamatéria tépica, foi verificada a
atividade anti-inflamatoria sistémica com o intuito de analisar se o extrato ndo atuava como
uma barreira quando em contato com a pele, uma vez que, 0 mesmo poderia complexar com o
6leo de croton e assim evitar a penetracdo do agente flogistico na pele.

Para ampliar o estudo farmacolégico do EECA, foi verificada atividade anti-
inflamatdria por via oral no modelo de edema de orelha induzido por éleo de créton. Nesse
modelo ndo houve reducdo significativa na formacdo do edema nas doses de (30, 100 e 300
mg/kg) quando comparado com o controle positivo e negativo. Todavia, quando verificado a
atividade pela via intraperitoneal nas respectivas doses, houve uma reducdo significativa nas
doses de 100 e 300 mg/kg quando comparado com o controle negativo, e as mesmas nao

diferiram quando comparado com o grupo que recebeu o farmaco padrédo (Figura 9, p. 57).
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Figura 9 - Efeito sistémico do extrato etandlico de Croton adamantinus no edema de orelha induzido
por 6leo de croton 2%. Os resultados foram expressos em média £ SEM e analisados por ANOVA
com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo; EECA 30, 100 e 300 mg/Kg; Indo
(Indometacina (0,1 mg/Kg)- Controle positivo.
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Uma vez que foi observada a atividade anti-inflamatéria por via intraperitoneal, 0s
modelos de edema de pata induzido por zymosan, bolsdo de ar induzido por carragenina e
permeabilidade vascular induzida por &cido acético foram utilizados para tentar elucidar o
mecanismo de acao do extrato.

A inflamacédo aguda é condicionada por meio da formacéo e liberacdo de mediadores
quimicos e é responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular que tem como
consequéncia o extravasamento do plasma sanguineo e proteinas, bem como recrutamento de
células como leucdcitos polimorfonucleares (IALENTI, et al., 1992).

O modelo de edema induzido por zymosan consiste na inducdo de uma resposta
inflamatdria que se subdivide em duas fases: I- O processo inflamatorio é mediado pela
atuacdo do sistema complemento C3a e C5a (FERNANDEZ, et al., 1978). Essas substancias
sdo quimiotaticas e recrutam células como mastdcitos e basoéfilos, responsaveis pela liberacéo
de histamina e serotonina; Il- diferentes substancias participam da ativacdo da cascata de
reacOes sendo responsaveis pela sintese e liberagdo de metabolitos oriundos do AA, PAF,

EROs e citocinas, dentre elas a TNF-a. O sinergismo entre os mediadores quimicos sao
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responsaveis pela resposta inflamatoria observada na formagdo do edema (TARAYRE, et al.,
1989; FERNANDEZ, et al., 1978).

No modelo de edema de pata induzido com zymosan, foi verificado que as trés doses
EECA mostraram uma reducdo significativa quando comparadas com o controle negativo
grupo que apresentou maior formagdo de edema. Na primeira hora, fase € caracterizada
principalmente pela producdo de histamina e bradicinina, nessa fase, as doses de 200 e
300mg/kg apresentaram reducdo significativa na formacdo do edema de pata quando
comparado com o controle negativo (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971). No entanto, apds
uma hora, somente a dose de 200 mg/kg apresentou redugéo significativa na formagdo do
edema, essa etapa é diferenciada pela maior producédo principalmente de mediadores quimicos
como PGs (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971). (Figura 10, p. 58).
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Figura 10 - Efeito sistémico do extrato etandlico de Croton adamantinus no edema de pata induzido por zymosan. Os resultados foram expressos em
média £ SEM e analisados por ANOVA com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05. Sham- grupo que recebeu PBS; EECA 100, 200 e 300
mg/Kg; Indo (indometacina — 10 mg/Kg) - Controle positivo
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Assim, uma das principais caracteristicas observadas no modelo de edema de pata
induzido por zymosan, consiste na ativagdo do sistema do complemento, através de C3a e
Cbha, que contribui na resposta inflamatoria, no aumento da permeabilidade vascular e
formacédo do edema. Varios parametros podem ser responsaveis pelo surgimento do edema,
dentre eles, a quimiotaxia com a migracdo de celulas polimorfonucleares, atuacdo das
enzimas lisossomais, o estimulo que leva a agregacdo plaquetaria, bem como a sintese de
metabolitos derivados do AA realizado a través de macrofagos (ENGLBERGER, et al., 1988;
FERNANDEZ, et al., 1978; BECKER, et al., 1974). Além disso, 0 modelo de edema de pata
induzido por zymosan é um ensaio que apresenta sensibilidade para diferentes classes de
AINEs tais como acido acetilsalicilico, derivados do &cido acético (indometacina, cimetidina),
derivados do acido propidnico (flurbiprofeno) dentre outras (TARAYERE, et al., 1989).

Como complemento para elucidacdo do mecanismo de acdo, foi verificado a acdo do
EECA sobre dois parametros. O primeiro ensaio utiliza 0 modelo permeabilidade induzido
por acido acético e o segundo consiste na verificacdo da migracdo celular em experimento de
bolsdo de ar induzido por carragenina.

O écido aceético é responsavel pela sintese e liberacdo de substancias que atuam na
resposta inflamatoria como histaminas, serotoninas e prostaglandinas dentre outros. Esses
mediadores quimicos sdo responsaveis pela dilatacdo de vénulas e arteriolas e do aumento na
permeabilidade vascular. A utilizacdo do modelo de permeabilidade vascular induzida por
acido acético tem objetivo de verificar a acdo do EECA na liberacdo de aminas vasoativas,
bem como a acdo de drogas que inibem o aumento da permeabilidade vascular induzido
através da acdo de um agente flogistico. (VOGEL, H.; VOGEL, W., 1997).

A Figura 11 (p. 61) mostra que, no referido modelo, ndo houve reducéo significativa
na permeabilidade vascular para as doses de 100, 200 e 300mg/kg do EECA quando
comparadas com o controle negativo, e estas mesmas doses diferiram quando comparado com
o farmaco padrdo. A indometacina é eficaz em reduzir liberacdo de aminas vasoativas
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular bem como metabolitos derivado do
AA (VOGEL, H.; VOGEL, W., 1997).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874105005283#bib16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874105005283#bib16
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Figura 11- Efeito sistémico do extrato etandlico de Croton adamantinus na permeabilidade vascular
induzida por acido acético 0,1 N. Os resultados foram expressos em média £ SEM e analisados por
ANOVA com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05. PBS- controle negativo, EECA
100, 200 e 200 mg/Kg; Indo (Indometacina - 10 mg/kg) - Controle positivo.
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O modelo de bolsdo de ar induzido por carragenina é utilizado em resposta
inflamatoria aguda para verificar a migracdo celular. A carragenina é uma substancia irritante
que, quando presente no bolsdo de ar subcutaneo, induz a producéo e liberacdo de diferentes
mediadores quimicos, estes sdo responsaveis pelo recrutamento de células fagocitarias como
neutréfilos (JIN KOO, et al., 2006). Além disso, este modelo € utilizado por apresentar
resposta semelhante em pacientes que apresentam inflamacdo nas articulagbes como
verificado em artrite reumatoide, uma vez que o bolsdo de ar formado no dorso do animal
mimetiza a membrana sinovial inflamada que pode ser verificada em pacientes com essa
patologia (SEDGWICK; LEES, 1986).

Quando verificado a acdo do EECA sobre a migracéo celular no teste do bolsao de ar,
todas as doses utilizadas induziram reducdo significativa na migracdo leucocitaria do
exsudado quando comparadas com 0 grupo de ndo recebeu tratamento. No entanto, essas
mesmas doses ndo foram diferentes significativamente quando comparado com o controle

positivo (Figura 12, p 62).
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Figura 12 - Efeito sistémico do extrato etandlico de Croton adamantinus na migracdo celular no
modelo de bolsdo de ar induzido por carragenina 1%. Os resultados foram expressos em média + SEM
e analisados por ANOVA com p0s-teste Bonferroni com significncia de *p < 0,05. Sham - grupo que
ndo recebeu agente flogistico e tratamento; PBS - controle negativo; EECA 100, 200 e 200 mg/Kg;
Indo (indometacina - 10mg/kg) - controle positivo.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do EECA permitiu verificar a presenca de diferentes classes de
metabolitos secundarios, principalmente terpenos e esteroides. O EECA ndo apresentou
potencial antioxidante in vitro relevante, com valores da CEsy < 1,56 pg/mL. A baixa
atividade antioxidante pode ser atribuida ao baixo teor de compostos fendlicos presente no
EECA. Diferentes doses do EECA apresentaram atividade anti-inflamatoria topica. No
modelo de edema de orelha induzidos por 6leo de croton houve reducdo da formacdo do
edema, assim, possivelmente o EECA possa estar agindo inibindo a acdo das enzimas COX e
LOX. J& no modelo de acido araquiddnico foi possivel observar que o EECA provavelmente
agiu inibido a acdo das enzimas COX por promover a reducdo da formacdo do edema de
orelha. No modelo de capsaicina, 0 EECA por inibir a formacdo do edema possivelmente
pode atuar bloqueando a ativacdo dos receptores TRPV-1, receptores estes, responsaveis pela
ativacdo de neuropeptidios, substancias estas que sdo responsaveis pela formacdo do edema.
Ao verificar 0 modelo de edema de orelha induzido por fenol foi possivel analisar que o
EECA provavelmente atua inibindo o rompimento das membranas dos queratindcitos ou a
acao das citocinas liberadas, o0 que pode ser observado pela inibicdo da formacdo do edema.
Quando verificada a atividade anti-inflamatdria na forma sistémica por via oral, o EECA néo
alterou a formacdo do edema sofrendo metabolismo de primeira passagem. No entanto,
qguando verificado pela via intraperitoneal, o EECA inibiu a formacdo do edema de pata
induzido por zymosan. Esta reducdo do edema foi verificada na fase inicial do processo
inflamat6rio com as doses de 200 e 300 mg/kg, e na fase tardia a reducdo do edema foi
verificada apenas na dose de 200 mg/kg. Ndo houve reducdo da permeabilidade vascular
induzido por acido acético pelo EECA . O EECA inibiu a migracdo celular induzida por
carragenina no modelo de bolsdo de ar em todas as doses em estudo. A atividade anti-
inflamatoria verificada no presente estudo corrobora com o levantamento etnobotanico
realizado, onde o carrasco apresentou 19% das citacfes com indicacOes para atividade anti-
inflamatoria. Mais estudos sdo necessarios com EECA para elucidacdo dos possiveis

mecanismos de acdo na atividade anti-inflamatoria verificada.
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NOME: DATA DE NASCIMENTO:

SEXO: M 0F MORADIA: [J ZONA URBANA [ ZONA RURAL
ESTADO CIVIL: [J SOLTEIRO [ CASADO [J DIVORCIADO [J OUTRO
ESCOLARIDADE: [0 NAO ALFABETIZADO [ FUNDAMENTAL [0 MEDIO Il

SUPERIOR O POS-GRADUACAO
PROFISSAO: [ DO LAR 0 AGRICULTOR O AUTONOMO 0 FUNC.
EMPRESA PRIVADA O FUNC.PUBLICO [ DESEMPREGADO [ OUTRO

RENDA (SALARIOS MINIMOS): [J ATE 1 [IDE1A?2 [LIDE3A4 L] MAIS DE 5

VOCE TEM ACESSO A ATENDIMENTO MEDICO NA REDE PUBLICA? [ SIM 0 NAO
VOCE NORMALMENTE RECEBE MEDICAMENTOS PELO SUS? LI Sim 0 NAO

VOCE CONHECE AS PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO? [ SIM O NAO
VOCE NORMALMENTE FAZ USO DE PLANTAS MEDICINAIS? [0 SIM O NAO

QUAIS PLANTAS MEDICINAIS CICATRIZANTES (PARA USAR EM FERIDAS, GARGAREJOS E

BANHOS) QUE VOCE USA (OU CONHECE)?

QUAIS AS PLANTAS MEDICINAIS ANTI-INFLAMATORIAS (PARA PANCADA, DOR,
INFLAMAGAO) QUE VOCE USA (OU CONHECE)?
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Nome Outros Usos Parte Forma de Quantidade | Posologia Onde
Popular Utilizada Uso Usada adquiri?
O plantatoda | O cha O
O tintura compra
[ folha 0 O cultiva
[0 casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[ casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O cha O
O tintura compra
[ folha O O cultiva
O casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[ casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O cha O
O tintura compra
O folha O O cultiva
[ casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[ casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O chéa O
U] tintura compra
[ folha O O cultiva
[0 casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[ casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O chéa O
O tintura compra
[ folha 0 O cultiva
[ casca do macerada [ coleta
caule 0 p6
O casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O cha O
O] tintura compra
[ folha 0 O cultiva
[0 casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[0 casca da
O outros

raiz
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O plantatoda | O cha O
O tintura compra
O folha O O cultiva
[0 casca do macerada O coleta
caule 0 p6
[0 casca da
. O outros
raiz
O plantatoda | O cha O
O tintura compra
O folha O O cultiva
[ casca do macerada O coleta
caule 0 p6
O casca da
. O outros
raiz

SE APARECER CARRASCO E QUEBRA-FACA NAS RESPOSTAS ANTERIORES:

VOCE CONHECE ESSA PLANTA MEDICINAL? ] sim 0 NAO

POR QUAL NOME?

PARA QUE VOCE USA ESSA PLANTA?
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA

“Conhecimento popular de plantas medicinais anti-inflamatérias e cicatrizantes”

Venho através deste, convidar o Senhor(a) a participar do Projeto de Pesquisa intitulado:
“Conhecimento popular de plantas medicinais anti-inflamatérias e cicatrizantes”, em que o objetivo
sera caracterizar o conhecimento popular sobre espécies anti-inflamatérias e cicatrizantes para
comprovacao cientifica da eficacia e seguranca do uso da espécies mais citadas.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo publicados no meio cientifico e divulgados para a
populacao participante do estudo, para tanto garantimos ao participante:

- Anonimato das informac¢des obtidas, sendo os mesmos tratados por identificacdo numérica e
iniciais;

- Acesso dos voluntarios aos seus dados;

- Garantia de transparéncia em todas as etapas do processo, com esclarecimento de quaisquer
duvidas por parte dos envolvidos;

- Liberdade de recusar a minha participacdo ou retirar 0 meu consentimento em qualquer fase da
pesquisa

- Caso haja necessidade poderei entrar em contato com o pesquisador pelo telefone: (81)8761.5904
(Oi) ou (81)9713.1861 (Tim).

Atenciosamente

Prof. Dr. Rafael Matos Ximenes
Coordenador do Projeto

Av. Prof. Artur de S4, s/n

Cidade Universitaria, Recife-PE
Fone: (81) 2126.8866

Email: ximenesrm@gmail.com

Apos leitura do termo, eu , declaro para os devidos fins acima
esclarecidos, aceitagdo de participacdo na pesquisa “Conhecimento popular de plantas medicinais
cicatrizantes”, com autorizacdo da utilizacdo e divulgacdo dos dados obtidos, de maneira anbnima,
em relatérios, eventos e publicagbes cientificas.

Local Data

Assinatura do Voluntario (a)

Testemunha 1 Testemunha 2

Pesquisador Responsavel

Este projeto sera submetido ao:

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE)

Av. Prof. Moraes Régo, s/n - 1° andar, Cidade Universitaria

CEP: 50670-901 Recife - PE, Brasil.

Telefone/Fax do CEP: (81) 2126-8588

E-mail do CEP: cepccs@ufpe.br
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ANEXO A - PARECER FAVORAVEL DA COMISSAO DE ETICA EM USO DE

ANIMAIS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
Www.ccb.ufpe.br
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Recife, 23 de julho de 2014.
Oficio n°® 34/14

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Rafael Matos Ximenes

Departamento de Antibiéticos - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.017012/2014-07

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Estudo etnofarmacolégico de Créton adamantinus
Miill. Arg. (carrasco).”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento  de Atenciosamente,
Antibiéticos/UFPE; Animais: camundongos albinos, linhagem

Swiss; Sexo: machos; Idade; 60 dias: Peso: 25-35g; Numero

de animais previsto no protocolo: 170.
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