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RESUMO

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) € uma espécie vegetal arbérea ou arbustiva
conhecida como “guacatonga”, utilizada na medicina popular por suas propriedades
antisséptica, antiofidica, antiulcerativa, anti-inflamatoria e cicatrizante. A partir da droga
vegetal (folhas) desenvolveu-se tratamento prévio e controle de qualidade, com o
objetivo de caracterizar a planta como matéria-prima farmacéutica. O extrato etandlico
foi produzido a partir de 2,0 Kg da droga vegetal e o rendimento da extracéo foi de
11,8% (p/p). Foi realizada uma extracdo em fase sélida (EFS) com o extrato etandlico
seco de folhas de C. sylvestris. A partir da fracdo EFSCs2 foi isolada uma substancia
por cromatografia em coluna de fase normal que foi identificada por analises
espectrométricas como a casearina J. Andlises cromatogréaficas foram realizadas para
identificacdo e quantificacdo de diterpenos clerodanicos no extrato etanolico e suas
fragbes. Os diterpenos clerodanicos caseargrewiina F, casearinas B e X foram
identificados e o teor de diterpenos clerodanicos totais foi determinado por CLAE-DAD
no extrato EEtCs e na fracdo EFSCs2, cujos valores foram 27,4% e 50,6%,
respectivamente. Das analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram
também obtidos os teores de casearina J e caseargrewiina F no extrato etandlico das
folhas, cujos valores foram de 2,35 e 1,1%, respectivamente. Para avaliarmos a
atividade anti-inflamatéria foi realizado o ensaio do edema de pata em ratos sendo os
resultados obtidos promissores comparando-se a indometacina e tanto fracoes (EFSCs
1 e 2) como substancias purificadas (Casgw F e Cas B) ndo apresentaram grau de
lesdo gastrica nos animais quando analisados macroscopicamente, ao contrario da
indometacina que apresentou grau 5 (maximo) de lesdo pelo indice de ulceracdo. Na
atividade anti-inflamatoria crénica (artrite) o reestabelecimento das proporcdes das
articulages para o grupo tratado com dexametasona (1 mg/Kg) foi de 80 % e de 75 %
para o grupo tratado com o extrato (100 mg/Kg), apresentando importante papel de
controlador da doenca inflamatéria cronica, ndo sendo evidenciada toxicidade nos
orgaos analisados apods término do experimento. Os resultados do ensaio de
cicatrizacdo sugerem que o gelcreme de casergrewiina F 0,06% favoreceu o processo
cicatrizagcdo em feridas cutaneas de ratos Wistar.

Palavras-chave: Casearia sylvestris. Salicaceae Diterpenos clerodanicos. Casearinas.
Anti-inflamatorio. Cicatrizante.



ABSTRACT

Casearia sylvestris Sw (Salicaceae) is a tree or shrub known as "guacatonga" used in
folk medicine for its antiseptic, antiophidian, antiulcerogenic, anti-inflammatory and
wound healing properties. From the leaves it was developed pretreatment and quality
control, in order to characterize the plant as pharmaceutical raw material. The ethanol
extract was produced from 2.0 kg of the plant drug, and the extraction yield was 11.8%
(w/w).It was performed a solid phase extraction (EFS) with 20.0 g of the ethanol extract
of dried leaves of C. sylvestris. The purification was carried out in three steps, including
a solid phase extraction by means of silica and activated carbon, normal-phase column
chromatography and aqueous reversed-phase high efficiency chromatography. The
diterpenes caseargrewiin F, casearins B and X. were used as standards. The clerodane
type diterpenes were identified and quantified via HPLC-DAD in the extract EEtCs and
EFSCs2 fraction whose values were 27.4% and 50.6%, respectively. From EFSCs2
fraction it was isolated a substance identified via spectrometric analysis as casearin J,
existing in the literature. From the HPLC-UV analysis the casearin J and caseargrewiin
F contents were gotten in the leaves ethanol extract, which values were 2.35 and 1.1%
respectively. In order to evaluate the anti-inflammatory activity, rat's paw edema was
performed where the results were promising regarding to indomethacin and, either
extract (EEtCs), fractions (EFSCs 1 and 2) and purified substances (Cas B and
CasgwF) showed no gastric wound in the animals stomach when macroscopically
examined, in opposite to indomethacin that showed wound level 5 (maximum) on the
ulceration index. In the chronic anti-inflammatory activity (arthritis) the reestablishment
of the joints proportion for the group treated with dexamethasone (1 mg / kg) was 80 %
and for the group treated with the extract (EEtCs) (100 mg / kg) was 75% showing
important role as controlling the chronic inflammatory disease, with no evident toxicity in
the organs analyzed after finishing the experiment. The results of the healing test
indicates that the casergrewiina cream-gel F 0.06% favors the healing process in
cutaneous wounds in Wistar’s rats.

Key words: Casearia sylvestris. Salicaceae. Clerodane diterpenes. Casearins. Anti-
inflammatory. Wound healing.



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS ...ttt sae e anens [
INDICE DE TABELAS ...ttt vi
ABREVIATUR A S . ..ot e e et e et e e et e e eaaaaees Vil
RESUMO ...ttt e e e e e e e e sttt e e e e e e e e et baeteeaaeeeeeeannnees iX
AB STRACT ittt e et e e e e e s e ettt e et e e e e e e e e bt raaeaeaeaannnnees X
(R ESI0] 510070 T 1
2 OBJETIVOS. .. et e e e e e e e e e ea 4
2.1 ODBJELIVO GEIAl ...t 4
2.2 ObjetivoS ESPECITICOS ... .ccciiiiieeiiiiii e 4
3 REVISAO DA LITERATURA ...ttt 5
3.1 Plantas MEICINGIS ........ooiieeiiiiiiiiie et e e e e e e e e eeeees 5
3.2 MedicamentO FitOtEraPICO ... ...uuuurruuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 6
3.3 Processo INflamatorio ..........ooouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
3.3.1 Plantas com atividade anti-inflamatoria.............ccccccccvvvviiiiiiiiiiiii, 11
3.4 ProCeSS0 de CICAZAGED. .. ..uuuuurrurniiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 13
3.4.1 Fisiologia do processo cicatricial............coooiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
3.4.1.1 Recrutamento das células inflamatorias................eeevvveeeeviiiiiiiiiiiiiieennen, 17
It A & = T=T o1 1 7= oz T J 17
3.4.1.3 CONtraGao da ferIida. ........uueeeeeeeiiiiiiiiiiiiiie s 18
3414 ANQIOGENESE ...ovvtiiii e ettt e e ettt e e e e e e e et ettt e e e e e e e aeetta e e e aeaeean 19
3.4.2 Plantas com atividade Cicatrizante ............cccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 20
3.5 Casearia SYIVESIIS SWAIMZ ..........oiiiiiiiiiiiiiii e 22
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt sttt 29
4.1 Materiais, Regentes € EQUIPAMENTOS ...........iiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 29
4.2 Material Vegetal .........oi i e 30
4.2.1 Obtencado da matéria-prima vegetal ..........ccoooveeviviieiiiiiiieeeeeeeecee e 30
4.2.2 Preparo do material vegetal ... 31
4.3 Ensaios Fisico-Quimicos de Qualidade ............cccoovvviiiiiiiiiieiiiiieeee e, 31

4.3.1 Perda por dessecacdo em balanca com infravermelho (INFRATEST) ....31

4.3.2 TEOI A CINZAS TOLAUS ... eneeee et 31
4.3.3 Teor de cinzas iNSOIUVEIS €M ACIHO .....eveeeeeeie et eens 32
4.3.4 Determinacao da fragdo extraivel em etanol 96°GL................evvvvvvvevnnnnns 32

4.3.5 Analise granulometrica do PO.........coovvveriiiiiiii e 32



4.4 ODtENGEAO AO EXIIALO ....vvveeeiiiiieiieiiiiieiii s 33

4.4.1 Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris por extracédo

€M fase SOldA (EFS)........uuuiiiie e e e s 33
4.4.2 Analise cromatografica do extrato etandlico e fracoes EFSCs................. 34
4.4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) ........ccuuviiiiieiiiiiiiiiiiiineeeen, 34
4.4.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
DIiOdO (CLAE-DAD) ...ttt ettt e e e e e e e e e st eeeeaaeeeaaans 34
4.4.3 Fracionamento de EFSCs2 por CC de fase normal ............ccccevvvvveeeeennn. 35
4.4.3.1 Analises cromatograficas das fragdes CCCS .......cccvvrievieeeeniiiiiiiiieeeenn. 35
) I X 1 I TP PSP 35

D) CLAE-UV ...ttt e e e e e as 36

c) Técnicas espectrofotométricas utilizadas na determinacdo estrutural da
substancia isolada na fragao CCCSLL.........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 36

d) Quantificacdo da casearina J no extrato EEtCS ..........cooovvviiiiiiiiiiiiinnnn, 36
R = g EST= 1[0 K =1 o] [ Yo | o 1< SRS 37
4.5.1 Ensaios de atividade anti-inflamatoria..................uuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 37
4.5.1.1 Animais para o0 modelo de edema de pata..........ccccvviieiiiiiiiiiiiiineeeenn, 37

4.5.1.2 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria aguda do extrato etandlico,

fracOes e substancias isoladas de C. sylvestris utilizando o modelo de edema

de pata (baseado em WINTER et al., 1962) ..........cceiiieeiiiiiiiiiiiieee e 38
A) ANAlISE eStAtISHICA . .vvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
b) Teste de gastrotoOXiCIdAdE ...........cooviiiiiiiiiiiee e 38
4.5.1.3 Animais para o modelo anti-artrite reumatoide...............ccceevvvvvicinneeenn. 39

4.5.1.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria crénica do extrato etanodlico de

C. sylvestris através de modelo antiartrite reumatéide (baseado em

TRENTHAN €t al., 1977) i 39
4.5.2 Ensaio de atividade CICatriZante...........ooeuuuuiiiieiiiieeiiee e 40
4.5.2. 0 ANIIMAUS .etttiiieiieieeeeeeee ettt ee et ettt ettt sttt sttt s esebbbbnnnnnes 40
4.5.2.2 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato etandlico e substancia
150] F= o b= W (ST GV Y= {4 41
A) INDICE MILOLICO ....veiveeeiecee ettt ettt sre e areenees 42
b) Espessura do €PItElI0 ..........cvvieeeiiiiiiiiie e 42
c) Perimetro e area do epitelio ..........uuviiiiieiiiiiiiiiie e 42

d) Tratamento eStatiStiCO.........cccovvviiiiiii i, 42



5 RESULTADOS E DISCUSSAOD .......ociiiieceeeeeeeeeeeee e, 43

5.1 Material VEegEeLal ......c.ouuuuiiii e 43
5.1.1 Preparo do material vegetal ..........ccooeeeiiiiiiiiiiii e 43
5.2 Ensaios Fisico-Quimicos de Qualidade ...........cccoeeveeieiiiiiiieiiii e, 43

5.2.1 Perda por dessecacao em balangca com infravermelho (INFRATEST) ....43

5.2.2 TEOr de CINZAS TOTAIS ....uuiieeieeeeeiiiiie ettt e e eaea s 44
5.2.3 Teor de cinzas insoliveis em ACIdO ..........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 44
5.2.4 Determinacao da fracao extraivel em etanol 96°GL.............c.cceeevvvevvennnnn. 45
5.2.5 Andlise granulométrica do PO..........coevvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 45
5.3 ODtenG&0 dO EXIrato ........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 46
5.3.1 Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris por extragéo
€M fase SOldA (EFS).........uiiiiii e e e s a7
5.3.2 Analise cromatografica do extrato etandlico e fragfes obtidas ................ 47
5.3.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)........ccooevvviviiiiiiiieiiieiiiiiinnnnnn 47
5.3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
DIiOdO (CLAE-DAD) ...ttt ettt e e e e e e e e e st eeaaaeeeaaans 48
5.3.3 Fracionamento de EFSCs2 por CC de fase normal.............coooevvvviiiinnnnn. 53
5.3.4 Determinacao estrutural da substancia purificada CCCs1l..................... 56
5.3.5 Quantificacdo da casearina J no extrato EEtCS..........cccccoevvveivvviiiiiinnnnn. 60
5.4 ENSAIOS BIOIOGICOS ....uuuiiiieiiiiiieiiiie et e e e e e e e e e 61

5.4.1 Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria aguda do extrato etandlico,
fracbes e substancias isoladas de C. sylvestris (modelo de edema de pata)
(baseado em WINTER, RISLEY & NUSS, 1962)........ccccvviieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeninne 61
5.4.1.1 Teste de gastrotOXiCIdAade ..........coeeeeeeeiieeiiiiiie e 72
5.4.2 Avaliagéo da atividade anti-inflamatdria cronica do extrato etandlico de C.
sylvestris através de modelo anti-artrite reumatoide (baseado em TRENTHAN
ST = I A TSP 73

5.4.3 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato etandlico e substancia

ISOlada de C. SYIVESIIS ...ceuuieiiie et 79
B CONCLUSOES ... oo ettt 88
T REFERENCIAS ... ettt ettt 90

B ANEXOS ... 105






Introducdo | 1

1 INTRODUCAO

O Brasil possui area territorial extensa com 8,5 milh6es de quildmetros
gquadrados e diversos biomas (Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazonia e
Caatinga), apresentando ampla diversidade de solo e clima que favorece sua
biodiversidade. De acordo com Wilson (1997), existem aproximadamente 250.000
espécies de plantas vasculares e briéfitas. Em um total de mais de 155.000 espécies
de angiospermas tropicais cerca de 60.000 existem em nosso pais (PRANCE, 1997;
GIULIET e FORERO, 1990).

Segundo Otto Gottilieb:

“A biodiversidade do Brasil hoje constitui importante fonte de riqueza e uma
das ultimas fronteiras biol6gicas do mundo. E somente através do conhecimento das
interacdes que existem entre 0s organismos € que podemos garantir que o impacto
desta exploragdo néo atinja o bem estar e a saude do povo. Para que seja atingida
esta meta precisamos conhecer a linguagem da natureza a fim de que possamos
entender, participar e interferir no seu funcionamento” (GOTTLIEB et al., 1998).

Desta biodiversidade o Brasil detém em torno de 15 a 20% do total mundial
(BRASIL, 2006) e entre os elementos que a compdem, estdo as plantas, que sao a
matéria-prima para fabricacao de fitoterapicos e outros medicamentos. Além disso,
as plantas sao utilizadas aqui ha muito tempo em praticas populares e tradicionais
como remédios caseiros e comunitarios, processo conhecido como medicina
tradicional. Nosso pais ainda possui uma rica diversidade cultural e étnica que
resulta no acumulo de conhecimento e tecnologias tradicionais, passadas de
geracdo em geracgdo, destacando-se o amplo conhecimento no manejo e uso de
plantas medicinais.

Diante deste fato e, de acordo com as propostas de estimulo para o
desenvolvimento de politicas publicas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
inserindo a medicina tradicional no sistema oficial de saude, o Ministério da Saude
do Brasil estabeleceu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
aprovada por meio do Decreto n°® 5.813, de 22 de junho de 2006. Tal norma
fundamenta as diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de agfes de
diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais, ao

desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao fortalecimento das
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cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e
ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

A ANVISA publicou em 2008 a lista de medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado, na qual foram incluidas as espécies vegetais que jA apresentam um
corpo de evidéncias cientificas, eficacia e posologia que permitiria seu uso pela
populacdo, entretanto, muitas destas plantas contidas nesta lista requerem uma
avaliacdo toxicologica mais profunda (ANVISA, 2008).

Em 2010 foi publicada a Resolucdo RDC n° 10 de 9 de Marco de 2010, que
dispbe sobre a producgdao, distribuicdo e uso de plantas medicinais, particularmente
sob a forma de drogas vegetais, de modo a garantir e promover a seguranca, a
eficacia e a qualidade no acesso a esses produtos pelos consumidores.

Os produtos contidos nesta Resolu¢do destinam-se ao uso episodico, oral ou
topico, para o alivio sintomatico das doencgas relacionadas, devendo ser
disponibilizados exclusivamente na forma de planta seca rasurada ou triturada, para
o preparo de infusbes, decoccdes e maceragcdes, ndo permitindo o uso de drogas
vegetais na forma de capsulas, xaropes, tinturas, extratos, etc. Lembrando que estes
sdo produtos de venda livre isentos de prescricdo médica (ANVISA, 2010a). Dentre
as plantas que constam nesta lista estdo a Calendula officinalis, Casearia sylvestris
(guacatonga), Cordia verbenacea (erva baleeira), Echinodorus macrophyllus (chapéu
de couro), Hamamelis virginiana, Matricaria recutina (camomila), Malva sylvestris,
Maytenus ilicifolia (espinheira santa) entre outras.

Associadas ao uso popular a pesquisa cientifica da planta Casearia sylvestris
Sw. destaca suas propriedades terapéuticas e seu grande potencial bioativo.
Trabalhos mais recentes comprovando as ac¢des antibotrépica, antiulcerogénica,
antitumoral, cicatrizante e anti-inflamatéria vem despertando o interesse da
comunidade cientifica por esta planta (FERREIRA et al., 2011).

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) é uma espécie vegetal arbérea ou
arbustiva chamada popularmente de guacatonga, utilizada tradicionalmente como
antisséptico, febrifugo, depurativo, anestésico topico, antiulcerativo, antirreumatico,
antidiarreico e anti-inflamatorio. Também indicada no tratamento de doencas de pele
como sifilis cutanea, sarnas, eczemas, herpes, vitiligo e como cicatrizante (BACHI,
1986; CORREA, 1975; SIMOES et al., 1986; SCAVONE et al., 1979; CAMARGO et
al., 1993). Ha mais de 80 anos, a planta foi incluida na Pharmacopeia dos Estados
Unidos do Brasil (ERVA-DE-BUGRE), constando como parte utilizada suas folhas. O
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emprego oficinal citado € do extrato hidroalcodlico (etanol/agua, 1:2, v/v) obtido por
percolagdo (1:1, p/v) (SILVA, 1926). Estudos farmacoldgicos demonstraram diversas
atividades exibidas por extratos ou substéncias purificadas, bem como baixa
toxicidade (BASILE et al., 1990; FERREIRA et al., 2011).

Segundo a ANVISA (2010b) os medicamentos fitoterapicos devem comprovar
sua eficacia e seguranca e atender aos mesmos padrdes de qualidade a que se
submetem quaisquer medicamentos nao fitoterapicos. Seu desenvolvimento requer
estudos etnofarmacoldgicos, botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacoldgicos,
toxicoldgicos, farmacotécnicos e métodos analiticos para o controle de qualidade. A
identificacdo de cada espécie vegetal e de seus principios ativos ou seus
marcadores quimicos € de extrema importancia para o desenvolvimento,
padronizacdo e controle de qualidade dos fitoterdpicos e produtos cosméticos
(CALIXTO, 2000).

Existem varios estudos fitoquimicos com espécies de Casearia cujos
resultados demonstram o predominio de diterpenos do tipo clerodanico no género
(BASILE et al., 1990; ITOKAWA et al., 1990; OBERLIES et al., 2002). Em sua
maioria, estes diterpenos apresentam caracteristicas estruturais marcantes
encontrados somente em algumas outras familias de vegetais, os quais se acreditam
serem marcadores taxonémicos da espécie (FERREIRA et al., 2010).

E grande a probabilidade de que os diterpenos sejam responsaveis pela acio
anti-inflamatoéria da planta, pois o extrato etandlico das folhas de C. sylvestris
apresentou teor de cerca de 19 % (p/p) de diterpenos totais segundo Santos (2008)
e, de acordo com a patente depositada na Europa pela empresa farmacéutica
AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GmbH (1999), os diterpenos clerodanicos
esculentinas A e B isolados C. esculenta e semelhantes estruturalmente aos
diterpenos isolados de C. sylvestris apresentaram acéo anti-inflamatéria.

Este estudo procurou explorar as duas atividades farmacolégicas mais
conhecidas, tanto do conhecimento popular como da literatura (cicatrizante e anti-
inflamatoria) para o extrato de C. sylvestris buscando identificar e, se possivel, isolar
0s ativos que promovam tais agOes, possibilitando avancos nos estudos
farmacoldgicos. Sendo assim, estes estudos contribuirdo para a padronizacdo
quimica de extratos para futuro desenvolvimento e producdo de um medicamento

fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades anti-inflamatdria e cicatrizante do extrato etandlico,
fracOes e substancias isoladas de folhas de C. sylvestris, identificar as substancias
responsaveis por tais acées e contribuir para o desenvolvimento e padronizagédo de

produtos farmacéuticos a base desta espécie vegetal.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar parametros fisico-quimicos de qualidade farmacopeicos de folhas
de C. sylvestris (droga vegetal);

b) Obter o extrato etandlico 1:12 (m/v) de folhas de C. sylvestris;

c) Fracionar o extrato etandlico para obter uma fracdo concentrada em
diterpenos clerodanicos;

d) Purificar e identificar substancias do extrato etandlico, especialmente
diterpenos clerodanicos;

e) Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato, fracdes e substancias
purificadas em animais;

f) Avaliar a atividade cicatrizante do extrato e substancia purificada em
animais;

g) ldentificar e quantificar os marcadores quimicos da espécie no extrato

etandlico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Ha muito tempo o homem faz uso dos recursos da flora no tratamento de
diversas patologias. Existem relatos de seu uso pelo homem desde 3000 a.C. em
pergaminhos que revelam que o povo fazia uso do 6pio (Papaver somniferum) para
amenizar ou mesmo extinguir a dor. Civilizacdes egipcias empregavam plantas e
seus produtos para varios fins terapéuticos e também como conservantes teciduais
no procedimento de embalsamamento. Em papiros (1500 a.C.), na Biblia dos
hebreus encontram-se milhares de citacdes sobre o emprego de plantas medicinais
e preparacdes a base de ervas. Por mais de catorze séculos o tratado De Matéria
Médica escrito pelo botanico grego Pedanios Dioscorides (78 d.C.) foi fonte de
referéncia de cerca de 600 plantas medicinais, além de produtos minerais e animais.
E foi através da experiéncia obtida pelos povos primitivos, passando de geracdo em
geracdo, que as propriedades terapéuticas de determinadas plantas foram sendo
descobertas e incluidas na cultura popular (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

No século XVI, Paracelsus (1493-1541) formulou a “Teoria das Assinaturas”
onde se baseava no provérbio latim “similia similibus curantur”, - “semelhante cura
semelhante”. Assim, acreditava-se que a forma, cor, sabor, e odor das plantas
relacionavam-se com suas propriedades terapéuticas indicando seu uso clinico.
Estas plantas descritas passaram a fazer parte das farmacopeias tanto homeopéatica
como alopatica a partir do século XIX, quando foi dado o inicio de suas
investigagdes com bases terapéuticas (ELVIN-LEWIS, 2001).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram exclusivamente constituidos
por plantas e extratos vegetais. Somente apds a revolucdo industrial, quando
iniciaram os estudos da Quimica Organica e o desenvolvimento de técnicas para o
isolamento de substancias ativas presentes nas plantas, é que se permitiu obter
substancias isoladas como a morfina (Papaver somniferum, 1803), quinina e
quinidina (Cinchona spp, 1819), atropina (Atropa belladonna, 1831), etc. Estas
substancias passaram a substituir os extratos vegetais por apresentarem maior
reprodutibilidade dos efeitos devido a constancia de sua composi¢do, maior eficacia
e seguranca (AMENI, 2011). Apesar de todas estas descobertas sobre as plantas,
auséncia de comprovacOes cientificas de sua eficacia, dificuldade de controle

guimico, fisico-quimico, farmacolégico e toxicologico dos extratos vegetais, aliado a
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producdo de farmacos via sintese quimica e ao crescimento econOmico das
industrias, impulsionou a substituicdo das mesmas por farmacos sintéticos.

Na década de 60 a industria farmacéutica desinteressou-se pelas substancias
de origem vegetal por acreditar que todas as possibilidades de usos e modificacdes
guimicas estivessem esgotadas (SCHENKEL et al., 2007).

Nos anos 80 novas descobertas na metodologia de isolamento de
substancias ativas de origem natural surgiram, o que possibilitou maior rapidez na
identificacdo destas em amostras complexas (extratos, por exemplo), despertando
novamente o interesse dos pesquisadores que passaram a utiliza-las como protétipo
para a obtencdo de novos farmacos. Alguns grupos farmacéuticos passaram a
aprimorar 0os conhecimentos em producdo de fitoterapicos em escala industrial,
alavancando novamente o interesse pelos produtos naturais (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

Mundialmente as plantas medicinais ainda permanecem como fonte
alternativa de tratamento e sdo amplamente utilizadas em paises desenvolvidos

como Alemanha e Franca.

3.2 Medicamento Fitoterapico

Segundo a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2010b):

“Fitoterqpico € um medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficécia e
seguranca é validada através de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizacéo,
documentacdes tecnocientificas em publicagbes ou ensaios clinicos Ill. N&o se
considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composi¢do, inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associa¢gfes destas com
extratos vegetais.”

Os efeitos terapéuticos dos fitoterapicos geralmente estdo associados a acéo
sinérgica de varias substancias (ou grupo de substancias) contidas nas plantas que
exibem atividade terapéutica (YUNES et al., 2001).

A ANVISA deixa claro que medicamentos fitoterapicos devem atender as
mesmas exigéncias de eficacia, seguranca e qualidade que os medicamentos

convencionais. Por outro lado, coloca algumas caracteristicas que sao peculiares. A
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normatizacdo da ANVISA segue a escola alema, reconhecida como uma das mais
avancgadas do mundo.

Segundo a Resolugédo RDC n° 14 de 31 de Marco de 2010, que dispbe sobre
o registro de medicamentos fitoterapicos, sdo adotadas as seguintes defini¢des:

v' Planta medicinal: espécie vegetal, cultivada ou nao, utilizada com propésitos
terapéuticos;

v' Relagdo “droga vegetal: derivado vegetal”: expressdo que define a relacao
entre uma quantidade de droga vegetal e a respectiva quantidade de derivado
vegetal obtida. O valor é dado como um primeiro numero fixo ou na forma de
um intervalo, correspondente a quantidade de droga utilizada seguido de (:) e,
depois desses, o numero correspondente a quantidade obtida de derivado
vegetal.

Segundo Calixto (2000) as caracteristicas abaixo apontadas sdo pertinentes
para os fitoterapicos:

v' A variabilidade no metabolismo secundario vegetal pode produzir diferencas
na composi¢ao quimica em diferentes lotes de droga vegetal;

v' As substancias ativas nos medicamentos fitoterapicos estdo numa mesma
matriz complexa juntamente com outras néo ativas;

v" Os principios ativos vegetais sao frequentemente desconhecidos;

v Varios fatores podem influenciar na presenca de substancias presentes na
planta ou nas preparacgfes fitoterapicas — idade e parte da planta utilizada,
condicdes e periodo de plantio e de coleta, exposicdo a luz ou altas
temperaturas, métodos de coleta, secagem, armazenamento e transporte de
matéria-prima, métodos de extragdo e contaminagdo por microrganismos,
inseticidas, metais pesados, etc.

Conhecer os principios ativos responsaveis pela atividade farmacoldgica ou
estabelecer seus marcadores quimicos é de fundamental importancia para o
desenvolvimento, padronizacéo e controle de qualidade do fitoterapico. Deste modo,
estabelecemos mecanismos de acdo (farmacologico e toxicolégico), a relacdo
estrutura-atividade servindo como modelo para a sintese e semi-sintese de novos
farmacos. De acordo com a concentragdo conhecida do principio ativo/marcador
conseguimos realizar os estudos farmacoldgicos (SANTOS, 2008).
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Diante destes fatores, a padronizagédo e controle de qualidade das drogas
vegetais para que possamos produzir medicamentos fitoterapicos de qualidade s&o
relevantes para que apresentem o efeito terapéutico desejado.

3.3 Processo Inflamatorio

A inflamacdo ou processo inflamatério é uma resposta dos organismos vivos
homeotérmicos a uma agressao sofrida. Entende-se como agressdao qualquer
processo capaz de causar lesdo celular ou tecidual. Esta resposta padrao é comum
a varios tipos de tecidos e é medida por diversas substancias produzidas pelas
células danificadas e células do sistema imunolégico que se encontram
eventualmente nas proximidades da lesédo (ROBBINS; COTRAN, 2010).

Baseadas nos quatro sinais cardinais da inflamac&o descritos por Celsius
desenvolveram-se todas as teorias sobre o processo inflamatério (rubor, calor,
edema, dor e perda da funcdo). Podemos, resumidamente, dividir o processo
inflamatoério em quatro fases (ROBBINS; COTRAN, 2010):

e Fase irritativa: modificagbes morfologicas e funcionais dos tecidos
agredidos que promovem a liberacdo de mediadores quimicos (histamina,
prostaglandinas), estes desencadeantes das demais fases inflamatorias;

e Fase vascular: alteragbes hemodindmicas da circulacdo e de
permeabilidade vascular no local da agressao;

e Fase exsudativa: -caracteristica do processo inflamatério, esse
fenbmeno compde-se de exsudato celular e plasméatico proporcionado
pelo aumento da permeabilidade vascular;

e Fase degenerativa-necrética: composta por células com alteragbes
degenerativas reversiveis ou ndo, derivadas da acdo direta do agente
agressor ou das modificagbes funcionais e anatdmicas consequentes das
trés fases anteriores;

e Fase produtiva-reparativa: relacionada a caracteristica de hiperemia
da inflamacéo (exprime os aumentos de quantidade dos elementos
teciduais — células), resultado das fases anteriores. Esta Ultima fase visa
destruir 0 agente agressor e reparar o tecido injuriado.

Atualmente, inflamacgé&o é definida como a reacgdo do tecido vivo vascularizado

a injuria local. Trata-se de um processo bioquimico e celular que acontece no tecido
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conjuntivo vascularizado, envolvendo o plasma, as células circulantes, 0s vasos e 0s
constituintes celulares e extracelulares desse tecido que tem como objetivo destruir,
diluir ou isolar o agente lesivo induzindo a uma série de eventos que contribuem
para a cicatrizacéo e reconstituicdo do tecido lesado (ROBBINS; COTRAN, 2010).
Na maioria das vezes, é uma resposta protetora cuja funcéo é livrar o organismo da
causa inicial da lesdo celular e das consequéncias dessa lesdo. Ela pode se
manifestar como um processo agudo ou crénico.

A inflamacg&o aguda tem duragao relativamente curta, de minutos, horas, a
alguns dias e suas principais caracteristicas sdo exsudacédo de liquidos e proteinas
plasmaticas (edema), migracdo celular e sensibilizacdo ou ativacdo dos
nociceptores. Esta resposta pode ser causada por um trauma mecanico, privagéo de
oxigénio ou nutrientes, alteragbes imunoldgicas ou genéticas, agentes quimicos,
micro-organismos, temperaturas extremas ou radiagcdo. Estes fatores provocam
disturbios na membrana celular, ocasionando a ativacdo da fosfolipase A; e
liberacdo de &cido araquidénico e seus metabdlicos, PAF-acéter (fator de ativacdo
plaguetaria) e enzimas lisossdmicas. O metabolismo do acido araquidénico da
origem a inumeras substancias biologicamente ativas, como prostaglandinas (PGs) e
tromboxanas (TXs), importantes na fisiopatologia da inflamagdo. As enzimas
lisossdbmicas tem potente atividade citotdxica e destroem células vizinhas, liberando
assim novas enzimas. Os leucdcitos sédo atraidos ao local da lesdo por mediadores
inflamatorios com atividade quimiotatica (RANG, RITTER e DALE, 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Geracdo dos metabdlitos do &cido aracdbnico e seus papé€is na
inflamacdo. Os alvos moleculares das ac¢fes de alguns farmacos anti-inflamatérios
sdo indicados por um X vermelho. Os agentes que inibem a producdo de
leucotrienos pela inibicAo da 5-lipoxigenase ou blogueiam o0s receptores de
leucotrienos ndo sdo mostrados. COX, Ciclo-oxigenase; HETE, acido
hidroxieicosatetraenoico; HPETE, acido hidroperoxieicosatetraenoico.
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O anti-inflamatdrio é o0 agente que reduz ou previne um ou mais componentes
da reacao inflamatéria. Fundamentalmente, o controle farmacolégico da inflamacéo
pode ser exercido atuando diretamente sobre as células inflamatérias ou
antagonizando a liberacdo de mediadores inflamatérios responsaveis pelo
desencadeamento ou amplificacdo da reacéo inflamatoria.

Por outro lado, a inflamacéo crénica é de longa duracdo (de semanas e até
meses) e estd associada a presenca de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de
vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (ROTE, 1998; RYAN e MAJNO, 1977;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Instala-se de forma lenta e insidiosa (ex.
doencas reumatologicas como lUupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide) e
sempre precedida pela inflamacdo aguda com o intuito de eliminar o agente

agressor. Neste caso, clinicamente, ndo se observam sinais cardinais caracteristicos
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das reacdes agudas. Porém, todas as alteracdes vasculares e exsudativas que
originam esses sinais clinicos continuam acontecendo, culminando com o destaque
da ultima fase inflamatoria, a fase produtiva-reparativa.

A injuria tecidual e tentativa de reparo coexistem em varias combinacgdes.
Pode ser sequéncia da inflamagcdo aguda ou pode se iniciar e traicoeiramente, como
resposta de baixo grau e latente, sem nenhuma manifestacao de reagéao aguda. Esta
tltima (crbnica) € a causa de dano tecidual em algumas das mais comuns e
incapacitantes doengas humanas como: artrite reumatoide, aterosclerose,
tuberculose e fibrose pulmonar. Responsavel também pela progressédo do cancer e
doencas degenerativas como a doenca de Alzheimer pode ser causada por:
- infec¢bes persistentes de micro-organismos, que frequentemente provocam a
reacdo de hipersensibilidade tipo retardada (reacao granulomatosa; ex. tuberculose);
- doencas inflamatérias imunomediadas (doenca autoimune; ex. asma bronquica);
- exposicdo prolongada a agentes potencialmente toxicos, enddgenos (ex.
arterosclerose) ou exdégenos (ex. silicose) (ROBBINS e COTRAN, 2010).

A inflamacéo crbnica € caracterizada por:
- infiltracdo com células mononucleares (macréfagos, linfécitos e células
plasmaticas);
- destruicdo tecidual (agente agressor ou célula inflamatoria);
- cura pela substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo através da
proliferacdo de pequenos vasos sanguineos (angiogénese), fibrose (MAJNO, 1998).

3.3.1 Plantas com Atividade Anti-inflamatéria

O termo farmacos anti-inflamatoérios refere-se a agentes que intervém no
processo inflamatorio agudo e crénico, tais como doencas reumaticas ou artrite, e
nos quais o metabolismo do &cido araquiddnico ocupa um importante papel neste
processo (GOODMAN et al., 2006).

Os anti-inflamatorios estdo entre os agentes terapéuticos mais utilizados no
mundo, porém, de uso limitado com relagdo a sua poténcia, eficacia e efeitos
adversos (PARENTE, 2001; FIORUCCI, et al., 2001). Tanto os anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINEs) como os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) apresentaram
problemas em pacientes com relacdo a seus efeitos adversos como reacgdes
gastrointestinais, cardiovasculares, etc. Os atuais moduladores ou anti-citocinas

(anti-IL-1B e anti-TNF-a) sdo caros e de dificil adesdo devido a sua via de
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administracao ser sub-cutanea, o que dificulta o tratamento (CALIXTO et al., 2004).
Devido a estes inconvenientes a busca por substancias naturais com potencial anti-
inflamatorio, baixo custo e efeitos adversos reduzidos, tornam-se necessaria.

De acordo com a literatura, plantas que exibem atividade anti-inflamatoria
muitas vezes o fazem através da habilidade que possuem em inibir a sintese ou
acao de citocinas, quimiocitocinas e moléculas de ades&o além da inibicdo do fator
nuclear 0B (NF-0OB) (CALIXTO et al., 2004).

Como as preparacOes obtidas de drogas vegetais possuem uma mistura de
substancias que podem agir sinergicamente ou antagonicamente através de
diferentes mecanismos de acdo (CALIXTO et al., 2004), frequentemente tais
preparacdes inibem mais de uma via de a¢do, maximizando efeitos anti-inflamatérios
e minimizando efeitos adversos (SCHIMITZ e BACHER, 2005).

Vérias plantas como Arnica montana, Cordia verbenacea (erva baleeira),
Uncaria tomentosa (unha de gato), Harpagophytum procumbens (garra do diabo),
Conocliniopsis prasiifolia, Hyptis fruticosa, Matricaria recutita, Baccharis trimera,
Coriandrum sativum, Calendula officinalis, Ligustrum morrisonense, Byrsonima
japurensis apresentam atividade anti-inflamatéria como relatado na literatura (DA
SILVA et al., 2008; ANDRADE et al.,, 2010; ZANUSSO-JUNIOR et al.,, 2011;
RAYMUNDO et al., 2011; WU et al., 2011; SIMPLICIO et al., 2012).

Investigou-se o efeito anti-inflamatoério e a toxicidade dos extratos em varios
modelos experimentais em ratos Wistar para a Cordia verbenacea. No modelo do
edema de pata induzido por carragenina foi administrado por via oral o extrato
hidroalcodlico 70% de suas folhas nas dosagens de 0,59 a 2,98 mg/Kg, o qual inibiu
significativamente o edema. Estudos com 0s componentes sesquiterpénicos, a-
humuleno e trans-cariofileno (50 mg/Kg, via oral) demonstraram que, N0 pProcesso
inflamatoério induzido pela carragenina na pata, o a-humuleno ocasionava uma
reducéo da producao do fator de necrose de tumor TNFa, da interleucina IL-13, da
prostaglandina PGE;, do 6xido nitrico sintetase iINOS, da ciclooxigenase COX-2. O
trans-cariofileno também exercia efeitos semelhantes embora n&o inibisse
inteleucina IL-1 3, e os dois sesquiterpenos se equivaleram a dexametasona usada
como controle (FERNANDES et al., 2007).

No caso de Hyptis fruticosa (rica em compostos polifendlicos, como xantonas)
o tratamento prévio com o extrato etandlico de suas folhas ou suas fracdes (particao
liquido-liquido) hexéanica, acetato de etila e hidrometandlica foram efetivas na
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reducdo da resposta edematogénica provocada pela carragenina injetada
subcutaneamente em pata de ratos (edema de pata) entre a segunda e quarta hora
apos a injecdo e, em modelo de peritonite, onde a carragenina € injetada
intraperitonealmente. Um suposto mecanismo de acédo associado a esta atividade
pode ser a inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios cujo envolvimento no
edema e na migracao celular estéa bem estabelecida (ANDRADE, et al., 2010).
Simplicio et al. (2012) analisaram as atividades anti-inflamatoria, analgésica,
antiplaquetaria e antiulcera do extrato aquoso da casca do caule de Byrsonima
japurensis e identificaram flavonoides, substancias capazes de inativar enzimas

envolvidas na resposta inflamatéria (fosfolipases e ciclo-oxigenase).

3.4 Processo de Cicatrizagao

Abatangelo (1996) publicou editorial que descrevia o aumento do interesse
mundial médico em topicos que descreviam o processo de cura de feridas e de
reparo de tecidos. Segundo Robbins & Cotran (2010), a habilidade que nosso corpo
tem em substituir células lesionadas ou mortas e reparar tecidos apoés inflamagéo é
critica a sobrevivéncia. Quando sofremos uma lesdo danificando células e tecido,
Nnosso corpo responde promovendo uma série de eventos que servem para eliminar
o que foi danificado, conter o dano e preparar as células sobreviventes a replicacao.
Este reparo celular pode ser dividido em dois processos: regeneragdo e

cicatrizacao (Figura 2).
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Figura 2: Viséo geral das respostas de cura apds lesdo. A cura apoés lesdo aguda
pode ocorrer por regeneracdo que restaura a estrutura normal do tecido ou por
reparo com formacgéo de cicatriz. A cura na lesdo cronica envolve formacao de
cicatriz e fibrose.
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A regeneracao resulta na restituicdo dos tecidos perdidos; a cicatrizacdo pode
restaurar as estruturas originais, mas envolve também a deposi¢cédo de colageno e a
formacé&o da cicatriz.

Regeneracdo: refere-se ao crescimento de células e tecidos para substituir

estruturas perdidas. Os tecidos com alta capacidade proliferativa (sistema
hematopoético, epitélios cutdneo e o0 trato gastrointestinal) renovam-se
continuamente e podem regenerar-se ap0s uma lesdo, enquanto as células tronco
destes tecidos ndo forem destruidas.

Cicatrizacao:

(1) resposta tecidual a um ferimento (comum na pele);

(2) resposta tecidual aos processos inflamatérios nos 6rgaos internos;

(3) resposta tecidual a necrose celular a érgaos incapazes de regeneragao.
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O processo de cicatrizagdo consiste de: regeneracédo e deposicao do tecido
fibroso (ou formacao cicatricial). Ferimentos superficiais (cutaneos) que sé danificam
o0 epitélio podem cicatrizar por regeneracdo epitelial. J& ferimentos cutaneos
incisionais e excisionais que danificam a derme cicatrizam através da formacéo de
uma cicatriz de colageno. Lesfes e inflamacdes crbnicas e persistentes, como
Ulceras estomacais por Helicobacter pylori podem levar a cicatrizagdo nos 0rgaos
internos. Na cirrose hepética e em algumas formas de doenca pulmonar induzida por
carvao e silica a fibrose extensiva esta presente. Nos 6rgdos parengquimatosos, a
substituicdo dos infiltrados inflamatdrios por tecido de granulacdo e eventualmente
fibrose, é denominado organizacdo (BALBINO et al., 2005).

Trata-se de um processo complexo que se inicia quando a integridade da pele
€ alterada. Nela envolve interacdo entre células estromais e circulatérias que séo
ativadas por um conjunto de mediadores quimicos, fragmentos de células e matriz
celular, microrganismos e alteragfes fisico-quimicas do microambiente da leséo e

areas circunjacentes.

3.4.1 Fisiologia do processo cicatricial

A pele recobre a superficie do corpo e corresponde a um dos seus maiores
6rgaos, representando aproximadamente 16% do peso corporal. E constituida por
duas camadas:

(1) uma de origem ectodérmica (epiderme), epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado, avascular, que repousa sobre a lamina basal que o separa da derme;

(2) derme, que € uma camada de tecido conjuntivo, rica em colageno,
apéndices como pelos e glandulas que prové suporte e nutricdo ao epitélio (Figura
3).
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Figura 3: Esquema do corte histologico da pele.
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As células mais abundantes do epitélio sdo os queratinécitos. A epiderme
apresenta ainda outros 3 tipos de células: os melandcitos (que produzem melanina),
as células de Largerhans (células apresentadoras de antigeno), e as células de
Merkel, que s&do mecanoreceptoras (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Qualquer rompimento em sua integridade deve ser rapidamente e
eficazmente reparado. Este processo de reparo requer uma sequencia de eventos
coordenados e progressivos: homeostasia, inflamacao, sintese e deposicdo de
colageno, angiogénese, fibroplasia, epitelizacdo, contracdo e remodelamento da
matriz extracelular (STALDELMANN et al., 1998).

Nas ultimas décadas varios estudos tém demonstrado que diversos fatores de
crescimento e componentes da matriz extracelular sdo capazes de disparar sinais
gue iniciam e param cada uma das muitas atividades pelas quais as feridas s&o
cicatrizadas (AGREN, 1999).

Diversos fatores de crescimento liberados por varios tipos celulares como
plaguetas, macrofagos, queratinécitos e fibroblastos iniciam o processo de
cicatrizacdo, atraindo células inflamatorias para o local da ferida, uma solucdo de
continuidade, criada pela retirada do fragmento da pele e inicialmente preenchida
por sangue coagulado, fibrina e exsudato de inflamacg&o. Este por sua vez, serd o
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suporte para os fibroblastos e o endotélio vascular neoformado edificarem o tecido
de granulacdo que em uma cicatrizacdo de segunda inten¢éo € de suma importancia
para a contracdo do tecido conjuntivo (SIMOES et al., 1986; MARTIN, 1997).

Durante a cicatrizacao da ferida a migragéo celular inicia-se dentro de poucas
horas depois do dano e continua até que a superficie epitelial esteja intacta (CLARK,
1996). O trabalho de reepitelizacdo é feito pelo tecido conjuntivo retratil atraves dos
fibroblastos que comecam a proliferar providenciando uma nova matriz celular rica
em colageno (MARTIN, 1997). Isto requer uma série de mudangcas no
comportamento celular que incluem proliferagcéo celular, diferenciacao e migracao de
guerandcitos da imagem da prépria ferida, estando envolvidos neste processo
mediadores quimicos especificos, como por exemplo, fator de crescimento
epidermal (EGF). Durante a proliferacdo a atividade mitotica é alta permanecendo
assim, mesmo depois de fechada a ferida, por mais 2 a 4 dias (GARLICK, 1994).

Assim, para a cura de uma ferida, é necessario um sistema ideal, dinamico,
ciclico que envolve uma serie de mensagens passageiras na matriz extracelular e
mudancas correspondentes na interacdo e adesao celular que culmine com o
remodelamento da area de cicatriz (GRINNELL, 1992).

3.4.1.1 Recrutamento de células inflamatorias

Nesta primeira fase ocorre a hemostasia, migracdo de leucdcitos e inicio da
cascata de reparacdo tecidual. Em resposta a agentes inflamatérios ha uma
diminuicdo do afluxo de sanguineo pela vasoconstricdo. Neutrofilos e mondcitos sédo
atraidos para o local da ferida por varios sinais quimiotaticos. Ambos sdo recrutados
da circulacdo sanguinea devido a respostas de mudancas moleculares na superficie
de células endoteliais dos capilares na area lesada.

A presenca de neutrofilos no local da ferida alguns minutos apés a lesao
ocorre para que o risco de contaminacdo bacteriana seja evitado, mas estudos
recentes tém demonstrado que estas células sdo também uma fonte de citocinas
pro-inflamatérias que provavelmente atuam em alguns dos primeiros sinais para a

ativacao de fibroblastos e queratindcitos locais (MARTIN, 1997).

3.4.1.2 Reepitelizacao
Apéds a separacdo dos queratindcitos da membrana basal, estes encontram o
leito da matriz provisoria da ferida muito diferente daquela da membrana basal,
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sendo composto de fibrina, fibronectina, vitronectina, tenascina e colagenos
(AGREN, 1999), sobre o qual devem migrar para fechar a area desnuda. Os
hemidesmossomos que prendem o0s queratindcitos da camada basal do epitélio a
lamina basal devem ser desmontados e devem passar a expressar novas integrinas,
receptores para vitronectina e tenascina e relocalizar receptores para colageno, com
0 objetivo de se deslocarem na matriz provisoria do leito ferido. Existem evidéncias
gue demonstram que as células da camada supra basal também migram.

Algumas horas apés o inicio da migracdo ocorre um aumento na atividade
proliferativa das células epidermais localizadas mais préximas a margem da ferida.
Esta atividade, embora ndo seja estritamente necessaria para o movimento da
reepitelizacdo, prové ao leito ferido uma quantidade extra de células para renovar
aquelas perdidas durante a injuria.

A tarefa dos macrofagos inclui fagocitose de organismos patogénicos
remanescentes e outras células. Uma vez ativados os macréfagos acionam uma
bateria de fatores de crescimento e citocinas no local da ferida, assim, amplifica os
primeiros sinais liberados pelas plaquetas e neutréfilos.

Com o objetivo de movimentar-se através do coagulo de fibrina, a primeira
camada de queratindcitos processa solventes para destruir a barreira de fibrina a
sua frente. Existem varios membros da familia das metaloproteinas (MMP), cada
uma das quais clivam um subconjunto especifico de proteina da matriz.

Assim que a superficie da ferida tenha sido coberta por uma camada de
queratindcitos, a migracao epitelial cessa e um novo epitélio estratificado com uma
lamina basal subjacente é reestabelecida.

Células supra basal param de expressar integrinas e queratina, sofrendo o
programa de diferenciacdo padrdo das células da camada externa da epiderme
normal (MARTIN, 1997).

Ha vérios fatores de crescimento regulando a reepitelizacédo, dentre os quais
temos o EGF (epidermal growth factor), TGF-a (transforming growth factor a), HB-
EGF (heparin-binding EGF) e o KGF (keratinocyte growth factor). Sao todos fatores
com atividade mitogénica e motogénica de queratindcitos.

3.4.1.3 Contracao da ferida
A reepitelizacdo de uma ferida é realizada facilmente pelo tecido conjuntivo

contratil subjacente, o qual reduz o tamanho a fim de aproximar as margens da



Revisdo da Literatura | 19

ferida. Como uma resposta inicial a lesdo, fibroblastos residentes da vizinhanca da
derme ferida comegam a proliferar, e 3 ou 4 dias apds a lesdo comegam a migrar em
direcdo a matriz provisoria do coagulo.

Assim como 0s queratindcitos da margem da ferida tem que ajustar suas
integrinas antes da migracédo, os fibroblastos dermais, os quais normalmente
ocorrem em uma matriz de colageno, processam regularmente seus receptores de
coladgeno e integrinas que ligam a fibrina, fibronectina e vitronectina para se
movimentar no coagulo.

Cerca de uma semana ap6s o ferimento, o coagulo estara totalmente invadido
por fibroblastos ativados que sao estimulados por TGF-3; (transforming growth factor
B1) e outros fatores de crescimento a sintetizar e remodelar uma nova matriz rica em
colageno; neste estagio, uma porcao dos fibroblastos da ferida se transformam em
miofibroblastos, os quais expressam a — actina muscular liso e lembram células
musculares em sua capacidade de gerar forca contrétil. Esta conversao é disparada
por fatores de crescimento como o TGF-B; e por sinais mecanicos relacionado a
forcas opostas a contracao.

Alguns minutos apos a ativacdo das forcas de resisténcia, fibroblastos ativam
um sinal via AMPc, o qual envolve o fluxo de Ca** extracelular e a producéo de acido
fosfatidico pela fosfolipase D. Subsequentemente, receptores de PDGF (platelet-
derived growth factor) e EGF sobre a superficie celular tornam-se inativos e as
células relaxadas retornam ao estado quiescente similar aquele de antes da leséo.

A apoptose ocorre em alguns fibroblastos da ferida, provavelmente os

miofibroblastos, apds a contracéo da ferida ter cessado (MARTIN, 1997).

3.4.1.4 Angiogénese

Os fatores responsaveis por promover a angiogénese sao o FGF2 (fibroblast
growth factor-2) e o VEGF (vascular endotelial growth factor). O FGF2 ou FGF
basico é liberado no local da ferida por células endoteliais danificadas e por
macroéfagos, quando este fator de crescimento é inibido, a angiogénese é quase
totalmente bloqueada (MARTIN, 1997).

Como as outras células migratorias, a morfogénese dos capilares também é
dependente da protedlise regulada da matriz envolvente, durante a fase de invasao.
Apds migrarem nos espagos perivasculares, as células endoteliais proliferam e se

alinham para formar novos vasos. Esses se agrupam e fazem profusdo por entre os
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fragmentos das membranas basais, a principio formando fileiras sélidas de células.
Nestes brotamentos sélidos as células endoteliais comegcam apresentar vacuolos
citoplasmaticos que se fusionam inicialmente entre si e logo com os de células
vizinhas, dando origem e nova luz vascular, enquanto o material das novas
membranas basais vai sendo sintetizado. Estes novos capilares no seu crescimento
se dirigem para a superficie da lesdo e ai se encurvam para baixo, formando um
pequeno arco ou cajado. Assim, eles conferem um aspecto granuloso avermelhado
a superficie (origem do nome “tecido de granulacdo”). As paredes destes capilares
“imaturos” sdo muito permeaveis e deixam passar muito liquido e proteinas para o
tecido extracelular, sangrando facilmente ao menor trauma fazendo com que o
tecido de granulacdo apresente aspecto edemaciado. A presenca abundante de
acido hialurénico na matriz extracelular também contribui para o aspecto
“edemaciado”, gelatindide do tecido de granulagéo.

Os nervos entram no novo tecido tardiamente, por isso o tecido de granulacao
nao doéi, embora sangre ao menor contato. Entre os capilares aparecem fibroblastos,
pericitos, miofibroblastos e macréfagos. A matriz extracelular vai se densificando
com o passar dos dias adquirindo cada vez mais fibras colagenas. Estas formam um
padrao frouxo que pouco a pouco se torna compacto devido a disposi¢ao das fibras
em paralelo, enquanto os vasos sanguineos vao se tornando menos proeminentes e
desaparecem. Assim, o tecido de granulacdo acaba dando lugar a uma matriz
fibrosa, dura, esbranquicada e retraida (COTRAN, et al., 2000).

3.4.2 Plantas com Atividade Cicatrizante

Vérias plantas como Hamamelis virginiana L., Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, Memyceylon umbellatum, Aegle marmelos, Sambucus ebulus,
Centaurea sadleriana, Centaurea iberica, Passiflora edulis, Centella asiatica,
Tagetes erecta, Pinus sp (JAYASHEELAN et al., 2010; GOMES, et al., 2006; KOCA,
et al., 2009; CSUPOR, et al., 2010; SUNTAR, et al., 2010; CHATTERJEE et al.,
2011; SUNTAR, et al., 2012) apresentam atividade cicatrizante como relata a
literatura.

O hamamelis contém em sua casca e folhas uma mistura complexa de
taninos condensados e hidrolisaveis, sendo o hamamelitanino (2’, 5-di-O-galoila-
hamamelofuranose) o principal constituinte das cascas. Estdo presentes taninos

hidrolisaveis como o mono e o tri-O-galoila-hamamelofuranose e seus derivados,
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assim como proantocianidinas diméricas (HARTISCHI; KOLODZIEJ, 1996). Vérios
estudos farmacoldgicos realizados (in vivo e in vitro) avaliaram as atividades dos
extratos de casca e folhas. As agdes relatadas foram de inibicdo da 5-lipoxigenase e
liso-PAF-acetil-CoA (HARTISCHI, 1997), antiviral contra Herpes simplex tipo |, para
as fracbes enriquecidas com proantocianidinas (ERDELMEIER et al., 1996),
antiedematogénica no modelo de edema de orelha (DUWIEJUA et al.,, 1994,
KORTING et al., 1993), anti-inflamatoria no teste de eritema UVB (HUGHES-
FORMELLA et al., 1998) e antimutagénica (DAUER et al., 1998).

O hamamelitanino puro apresentou inibicdo do fator de necrose tumoral (TNF)
de células endoteliais (HABTEMARIAM, 2002), o que confere agdo anti-hemorragica
para Hamamelis virginiana.

As cascas de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) possuem em torno
de 20 % de taninos totais, de onde foram isolados diferentes taninos condensados
como: flavan-3-6is, prodelfinidinas e prorobinetinidinas (MELLO et al., 1996a, 1996b
e 1999). Lima et al. (1998) demonstraram que fracdo acetbnica do extrato do
Stryphnodendron adstringens , em modelos de inflamacdo aguda e cronica,
apresentou diminuicdo significativa no edema de pata de rato induzido por
carragenina e dextrana, confirmando a diminuicdo da permeabilidade vascular
proposto por Neves et al. (1992b), além das atividades antiulcera e hipotensora.

Espécies de Pinus estudadas por Sintar et al. (2012) apresentaram na
composicdo quimica do 6leo essencial quantidades significativas de a-pineno e
limoneno que sao monoterpenos conhecidos da literatura por sua acdo importante
no processo de cicatrizacao e inflamatério (TUMEN, et al., 2010). Na espécie Pinus
pinea h& grande quantidade de limoneno no Oleo essencial, 0 que confere
importante atividade cicatrizante e bactericida desta espécie, devido também a
presenca de outros compostos terpénicos que apresentam acgdo bactericida,
fungicida, antioxidante, analgésica e anti-inflamatoria.

O processo de cicatrizacdo através de plantas € promovido por varios de seus
componentes, incluindo substéncias ativas como flavondides, triterpenos e
alcal6ides (SHARMA, et al., 1990). Oligoelementos essenciais, especialmente zinco
e vitamina C, também influenciam o processo cicatricial atuando como co-fatores ou
co-enzimas em varias fungbes metabolicas envolvidas na cicatrizagdo de feridas
(BHAR et al.,, 2003). Em geral, as plantas medicinais ricas em taninos s&o
empregadas na cura de feridas pelo fato de formarem uma camada protetora devido
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a constituicdo de um complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo sobre pele e
mucosas danificadas, ocorrendo a reestruturacédo do epitélio, a formacéo de vasos e
a acdo anti-inflamatoria (ajudam a vasoconstricdo, reduzindo a permeabilidade
vascular) (KAPU et al., 2001; MOTA et al., 1985).

O estudo do processo de cicatrizacédo de feridas in vivo vem sendo realizado
a muitos anos e tem como objetivo quantificar e qualificar o processo de reparo sob
diferentes condi¢cdes (VELLEY, 1954; XIE et al., 2009) e em diferentes tecidos e
orgdos (SORG et al.,, 2009; YILMAZ et al., 2010). Os métodos de andlise do
processo de reparo variam. Por vezes tentando identificar fatores de crescimento e
citocinas nas diferentes fases do processo de reparo por meio de congelamento e
lise dos tecidos (ATHANASAPOULOS et al., 2006), por vezes utilizando marcadores
imunohistoquimicos para quimiocinas (WETZLER et al., 2000) ou, muitas vezes,
analisando caracteristicas histopatolégicas por meio de escores (RAYNER et al.,
2000; PIERCE et al., 1992). Neste caso, analisando presenca de neutrofilos e
células mononucleares, assim como macréfagos e novos vasos (GRILLO e
POSTSAD, 1961; BABAEI et al., 2013) ou classificando o processo inflamatério
como agudo, crénico ou de transicao (misto) (MAROIS et al., 2000; BRUSTOLIN, et
al.,, 2012) os quais podem ser analisados quanto a intensidade em parametros
“ausente”, “leve”, “moderado” e “grave” (BRUSTOLIN, et al., 2012; QIU et al., 2007).

Do mesmo modo, foram realizados estudos avaliando o processo de
reepitelizacdo de feridas cutaneas. Esta andlise foi realizada por meio de anélise da
espessura do novo epitélio utilizando método estereoldgico com contagem de pontos
nas interseccdes de uma grade (BABAEI et al., 2013; GANJALI et al., 2013) ou por
meio de medidas diretas da espessura (HU et al., 2011). Também foi utilizado o
método que identifica quanto tempo é necessario para o completo fechamento da
ferida, mas também foi observada atividade proliferativa deste (SANTRAM e
SINGHAI, 2011). Ja a contracao da ferida foi analisada utilizando papel transparente
tracado com a ferida (1 mm?) (MEKONNEN et al., 2013; LIU et al., 2010).

3.5 Casearia sylvestris Swartz

Casearia sylvestris Swartz (Figura 4) esta classificada na tribo Samydeae,
familia Salicaceae e ordem Malpighiales (CHASE et al., 2002; SOLTIS et al., 2000;
THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2003).
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E uma espécie vegetal arbérea ou arbustiva com ampla distribuicdo no Brasil
(desde a regido do Rio Tapajés, no Estado do Amazonas, até o Estado do Rio
Grande do Sul). Conhecida popularmente em nosso pais como: guacatonga,
guacatunga, vacatonga, cafezinho-do-mato, café-silvestre, erva-de-bugre, cha-de-
bugre, erva-de-lagarto, pau-de-lagarto, lingua-de-lagarto, café-bravo, café-do-diabo
(ABSY; SCAVONE, 1973; CAMINHOA, 1877; CORREA, 1975; HOEHNE, 1939;
LORENZI; MATOS, 2002; SCAVONE et al., 1979; SILVA, 1926). Possui amplo uso
tradicional no Brasil, sendo utilizada principalmente como cicatrizante no tratamento
de feridas, Ulceras, gastrites, picadas de cobras, antitérmico, etc. Extratos de suas
folhas apresentaram agfes anti-inflamatéria e cicatrizante em ensaios
farmacoldgicos (FERREIRA, et al., 2011).

Figura 4: Casearia sylvestris Swartz: individuo adulto e detalhe de folhas e flores.

Quimicamente as espécies do género Casearia (cerca de 160 espécies
distribuidas nos tropicos e subtrdpicos) acumulam metabdlitos secundérios tais
como flavonoides, taninos, lignanas, esteroides, cumarinas, amidas, compostos
fendlicos e terpendides, em especial diterpenos clerodanicos (VIEIRA JUNIOR,
2010).

Metabolitos secundérios isolados e/ou identificados em C. sylvestris incluem
monoterpenos e sesquiterpenos componentes do 6leo essencial das folhas
(SANTOS, 2008; SCHNEIDER et al., 2006), nor-isoprenoides (SANTOS, 2008;
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WANG et al., 2009a) triterpenos, acido cafeico, acido clorogénico, acido vanilico,
lapachol (RASLAN et al., 2002), flavonoides (RASLAN et al., 2002; JUNGES;
SCHENKEL; SIMOES, 1985), neolignanas (WANG, et al., 2010), derivados do acido
eldgico com acao inibitéria sobre o veneno de Bothrops jararacugu (SILVA et al.,
2006a), ésteres derivados do acido géalico (IGDE e MGDE) que apresentaram, além
da atividade antimicrobiana ja citada, a¢do antitumoral (DA SILVA et al., 2009).

Diversos diterpenos clerodanicos e ent-kauranos foram isolados de C.
sylvestris, dentre os quais 28 diterpenos clerodanicos tipicos do género Casearia:
casearinas A-X (CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al.,
1991; SANTOS et al., 2010; WANG et al., 2009b;) e caseargrewiina F (SANTOS et
al., 2010), isolados de folhas ; casearvestrinas A-C, isoladas de folhas e ramos
(OBERLIES et al., 2002); rel-19S-acetoxi-18R-butanoiloxi-18,19-epoxi-6S-hidroxi-2R-
(2-metilbutanoiloxi)-5S,8R,9R,10S-cleroda-3,13(16),14-trieno, isolado das raizes
(ESPINDOLA et al. 2004). Alguns destes diterpenos exibiram atividade citotoxica em
células tumorais, antiulcerogénica, tripanossomicida e antifungica (ITOKAWA et al.,
1990; OBERLIES et al.,, 2002; SANTOS, 2008; SANTOS et al.,, 2010). Alguns
diterpenos clerodanicos (Figura 5 e Tabela 1) apresentaram atividade
antiulcerogénica (SANTOS, 2008).
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Figura 5: Estrutura quimica geral de diterpenos clerodanicos presentes em espécies
de Casearia. Na Tabela 1 séao relacionados os nomes e substituintes para os
diterpenos com acédo antiulcerogénica.

1

=>"S RN

Tabela 1: Exemplos de diterpenos clerodanicos tipicos em espécies de Casearia
onde, os ligantes R1 a R5 referem-se a substituintes da estrutura representada na
Figura 5.

SUBSTANCIA R" R R R R
casearina B OMe OAc OAc OAc OBu
casearina D OH OBu OAc OH OBu
casearina J OMe OBu OAc OH OBu
casearina X OBu OBu OAc OH H

caseargrewiinaF OBu OAc OAc OH H

A tabela 2 resume algumas informacdes de estudos farmacoldgicos pré-
clinicos, realizados com extratos, fragfes ou substancias isoladas da planta. Mesmo
nao sendo definitivos, seus dados sugerem um forte reflexo das informacbes

etnofarmacoldgicas nas atividades bioldgicas observadas.
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Tabela 2: Atividades biologicas das diferentes partes de C. sylvestris.

PARTE DA ATIVIDADE DERIVADO REFERENCIA
PLANTA BIOLOGICA VEGETAL OU
SUBSTANCIA
Antitumoral Casearinas (A-R) Itokawa et al. (1990);

Folhas secas

Casearvestrinas (A-C)
Oleo essencial
Casearinas B, D, L, O, Xe
caseargrewiina F

Morita et al. (1991)
Oberlies et al. (2002),
Silva et al. (2008)
Santos et al. (2010)

Antiviral contra Herpes
simplex

Extrato etandlico

Camargo et al. (1993).

Anti-inflamatério

Infusdo
Decocgéo
Oleo essencial

Ruppelt et al. (1990)
Sassioto et al. (2004)
Esteves et al. (2005)

Antifungico

Casearinas G, SeT
Casearvestrinas A, Be C

Carvalho et al. (1998)
Oberlies et al. (2002)

Inibicdo da fosfolipase Az

Extrato agquoso
Extrato aguoso

Borges et al. (2000)
Cavalcante et al. (2007)

Antillcera

Extrato hidroalcodlico
Extrato hidroalcodlico
Oleo essencial

Basile et al. (1990)
Sertié et al. (2000)
Esteves et al. (2005)

Antioxidante

Extrato aguoso

Menezes et al. (2004)

Contra Leishmania
donovani, Trypanosoma
cruzi e Plasmodium
falciparum

Extratos hexanico e
etandlico

Mesquita et al. (2005);
Mesquita et al. (2007)

Analgésico

Extrato hidroalcodlico

Mattos et al. (2007)

Hipotrigliceridemiante

Extrato hidroalcodlico

Werle et al. (2009)

Contra Aedes aegypti

Extrato hexanico

Rodrigues et al. (2006)

Caule Contra Plasmodium Extrato hexanico Mesquita et al. (2007)
falciparum
Analgésica Infusdo (casca e folhas) Ruppelt et al. (1990)
Contra Trypanosoma cruzi Diterpeno clerodanico Espindola et al. (2004)
Contra Leishmania Extratos hexanico e Mesquita et al. (2005);
Raiz donovani, Trypanosoma etandlico Mesquita et al. (2007)

cruzi e Plasmodium
falciparum

Varias pesquisas sobre C. sylvestris relatam, para o extrato ou substancias
isoladas, acgéo inibitéria de enzimas fosfolipase A, de venenos de cobras e de
algumas toxinas (SILVA, et al.,, 2006a; RASLAN et al., 2002), antiulcerogénica
(ESTEVES et al., 2005; SERTIE, 2000), anti-hiperlipidémica (SCHOENFELDER, et
al., 2008),
concentragdo (OLIVEIRA, et al., 2009), antimicrobiana (SILVA, et al., 2008),
anticolinesterasica (SILVA, et al., 2006) e anti-inflamatéria observada no 6leo das
folhas (ESTEVES et al., 2005).

Existem evidéncias farmacoldgicas sobre o efeito anti-inflamatorio de extrato

antimutagénica em baixa concentracdo e mutagénica em alta

de folhas de C. sylvestris. Os extratos aquosos de folhas e de cascas produziram em

camundongos significativo efeito analgésico, avaliado pelo nimero de contor¢des
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abdominais e, anti-inflamatério, avaliado em modelos de difusdo do azul de Evans
para a cavidade peritoneal e de edema de pata (PEREIRA et al., 1992; RUPPELT et
al., 1990). A atividade anti-inflamatdria também foi demonstrada pelo método do azul
de Evans em ratos (SILVA et al., 2004). SASSIOTO et al. (2004) concluiram que a
cronologia do processo de reparacdo 0ssea em defeitos 0sseos preenchidos com
matriz 60ssea desvitalizada em ratos foi retardada pela utilizacdo do decocto de C.
sylvestris, relacionando este efeito com a atividade anti-inflamatéria de metabdlitos
secundarios que promovem a inibicdo da sintese de prostaglandinas produzindo os
efeitos analgésicos e anti-inflamatérios, diminuindo o numero de macréfagos,
fibroblastos, fibras coldgenas e, consequentemente, inibindo a osteogénese. Em
alguns modelos de inflamag&o induzidos por carragenina, o0 0leo essencial obtido
das folhas de C. sylvestris inibiu a formacdo do edema de pata. Neste modelo é
proposto um bloqueio de mediadores da cascata inflamatéria do &cido aracdénico e
inibicdo da atividade catalitica da cicloxigenase, compardvel a propriedade da
indometacina (inibidora de COX né&o seletiva e ndo esteroidal). Por outro lado, eles
nao interferem na permeabilidade vascular, devido provavelmente a sua falha em
antagonizar mastocitos e/ou degranular basotfilos e liberar substancias
farmacoldgicas ativas (histaminas e serotonina) (FERREIRA et al., 2011). Segundo
Albano et al. (2013), o extrato hidrialcodlico inibiu a migracao celular de leucécitos
em modelo de pleurisia e também a atividade enzimatica das metaloproteases e
fosfolipase A, envolvidas no mecanismo do processo inflamatério provocado pela
inducéo por carragenina em modelo de edema de pata em ratos.

Cabe também ressaltar que os diterpenos clerodanicos do tipo das casearinas
esculentina A e B, isolados de C. esculenta, inibiram citocinas envolvidas no
processo inflamatorio. Eles apresentaram acdes citotdéxica em células tumorais e
anti-inflamatéria e sua patente foi depositada na Europa por uma empresa
farmacéutica (AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GmbH, 1999).

Na avaliacdo de propriedades cicatrizantes das folhas de C. sylvestris,
observou-se que 0 processo cicatricial evoluiu mais rapidamente nos animais
tratados com o extrato etandlico 95% ou com a pomada (PEG) acrescida de extrato
hidroalcodlico (GOMES et al., 2005; SCAVONE et al., 1979). Camargo et al. (1996)
avaliaram a acao do extrato hidroalcodlico (2:1, v/v) de folhas em lesdo subcutanea
em camundongos, observando que os animais tratados com o extrato apresentaram

reducdo significativa da fase aguda do processo inflamatorio seguida de
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intensificacdo e prolongamento de eventos tipicos da fase regenerativa (proliferacao
de fibroblastos, fibrécitos e vasos capilares neoformados). Pesquisadores da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) depositaram uma patente de
fitoterapicos a base de extratos de C. sylvestris para o tratamento do herpes cuja

acao pode estar relacionada ao seu efeito cicatrizante (CURY, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Balanca analitica: Marte® modelo AY220 (max 220g; min 0,01g; d = 0,0001g).
Balanca com infravermelho: LP11 - METTLER®.

Balanca semi-analitica: Gehaka® modelo BG 200 (méax 200 g; min 0,025 g; d=
0,001g).

Cartucho para extracdo em fase sdlida (clean-up): Phenomenex® modelo
Strata™ C18 - E (15 x 10 mm; 55 um).

Coluna cromatografica de bancada:

- coluna de vidro com 5,0 cm de didametro interno com saida para sistema de succ¢ao
("vacuo").

Coluna cromatografica CLAE:

- Hypersil Gold® C18 (250 x 4,6 mm x 5 pm).

Cromatografia em camada delgada:

- placas em aluminio cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®) (20 x 20 cm) com
indicador de fluorescéncia em 254 nm. As placas foram ativadas por 1 hora em
estufa a 110° C.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia 1 (Shimadzu® Prominence, modo
analitico):

- Bomba quaternaria modelo LC-20AT, injetor modelo SIL-20A, Forno de coluna
modelo CTO-20A, detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A, médulo de
comunicacdo modelo CBM-20A, desgaseificador modelo DGU-20A 5, injetor manual
Rheodyne® de 6 pérticos.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia 2 (Shimadzu®, modo analitico):

- Bomba quaternaria modelo LC-10AD, detector UV-VIS modelo SPD-10A, médulo
de comunicagdo modelo SCL-10A, desgaseificador modelo DGU-14A, injetor manual
Rheodyne® de 6 pérticos.

Espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu® UV Spectrophotometer UVProbe 2.42)

Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear: Espectrometro Bruker 7,0
Tesla operando a 300 MHz para *H e a 75 MHz para **C, com sonda dual *C/*H de

5 mm.
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Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear: Espectrobmetro Varian Inova
7,0 Tesla operando a 300 MHz para 'H e a 75 MHz para **C, com sonda direta
multinuclear (BB/1H) de 5mm.
Estufa de secagem e esterilizagéo:
- modelo 320 SE - Fanem®.
Fases estacionérias para cromatografia em coluna:
a) silica gel: 60-200 pm; Merck®;
b) carvéo ativado em p6: Labsynth® Produtos para Laboratérios Ltda;
c) silica C-18: 40-60 pm; LiChroprep® RP-18 Merck ©;
d) silica gel: 40-60 pm/poro 60 A; Aldrich®; 220 g.
Moinho de facas:
- modelo TE 148 - Tecnal®
Mufla:
- modelo M2 BRAVAC®
Rota evaporador:
- IKA-DEST modelo KV 05S3, com banho de aquecimento Quimis®, banho
ultratermostatizado (refrigeracéo) Quimis® modelo Q214M3;
Tamisador vibratério - Produtest®
Tamises - Telatest®
Solventes:
a) CCDC, CC, EFS: solventes grau P.A. marcas Qhemis® e Synth®;
b) Analises por CLAE (incluindo pré-tratamento da amostra): solventes grau
cromatogréfico (J. T. Baker®);
c) Agua ultrapura: obtida a partir de purificador Milli Q Synergy®;
Ultrassom:
- Unique®, modelo USC — 2800, frequéncia 40KHz.

4.2 Material vegetal
4.2.1 Obtencao da matéria-prima vegetal

As folhas de C. sylvestris foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais e
Toxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP. Sua exsicata esta
depositada no herbério "Maria Eneida P. Kaufmann" do Instituto Botanico do Estado
de Sao Paulo sob o nimero de espécime AGS 102 (S 21.81466, W 48.20215).
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4.2.2 Preparo do material vegetal

A secagem do material vegetal foi realizada em estufa com circulagéo de ar a
40° C por 7 dias. O material vegetal seco foi fragmentado em moinho de facas e
armazenado sob refrigeracdo até a extragao.

4.3 Ensaios fisico-quimicos de qualidade

Foram utilizadas metodologias de controle de qualidade para drogas vegetais
conforme técnicas Farmacopeicas (Farmacopéia Brasileira, 2010; British
Farmacopoeia, 2010) e ndo Farmacopeicas (COSTA, 1994; VOIGT; BORNSCHEIN,

1982). Os parametros a seguir foram determinados.

4.3.1 Perda por dessecacao em balanca com infravermelho (INFRATEST)

A droga vegetal seca e triturada, contendo cerca de 4,0 g exatamente
pesados, foi submetida a aquecimento (120° C) através de radiagcdo infravermelha
pelo periodo de 70 min. Apds este periodo foi feita medida da massa. Os resultados
foram expressos através da relagcdo entre a massa inicial e final da droga vegetal em
porcentagem (%, p/p), através da média de trés determinacdes (VOIGT,;
BORNSCHEIN, 1982).

4.3.2 Teor de cinzas totais

Os cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em mufla a 450° C
por 30 min, resfriados em dessecador (15 min) e suas massas (tara) foram
determinadas em balangca analitica. Adicionou-se cerca de 1,0 g exatamente
pesados da droga vegetal pulverizada no interior de cada cadinho, pesado em
balanca analitica, distribuindo uniformemente a amostra. Os cadinhos foram
mantidos em chapa elétrica a 110° C até que a droga vegetal atingisse o estado de
carvao e, posteriormente, foram submetidos a calcinacdo em mufla a temperatura de
450° C por 4 h. Os cadinhos foram resfriados a temperatura ambiente em
dessecador com silica gel durante 30 min e, em seguida, pesados. Repetiu-se o
procedimento até massa constante. O resultado foi expresso em porcentagem em
peso de cinza na droga vegetal (%, p/p) e representa a média de trés determinacdes
(metodologia baseada na Farmacopeia Brasileira, 2010).
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4.3.3 Teor de cinzas insolUveis em acido

As cinzas totais obtidas no item 4.3.2 foram fervidas em chapa elétrica a 110°
C por 5 min com 25 mL de acido cloridrico 10% (p/v) nos cadinhos originais cobertos
com vidro de reldgio. Apds, os vidros de relogio foram lavados com agua deionizada
guente, recolhendo-se o residuo no préprio cadinho. O conteddo de cada cadinho foi
filtrado em papel de filtro isento de cinzas e lavado com 4gua quente até o filtrado se
mostrar limpido e neutro (papel indicador universal). O papel de filtro contendo o
residuo foi transferido novamente para seu respectivo cadinho e, a seguir, seco em
chapa elétrica quente. Apds este procedimento, os cadinhos contendo o papel de
filtro com residuo foram colocados em mufla para incineracéo a cerca de 500° C. Os
cadinhos foram resfriados a temperatura ambiente em dessecador com silica gel
durante 30 min e, em seguida, pesados. Repetiu-se o procedimento até massa
constante. O resultado foi expresso em porcentagem em peso de cinza na droga
vegetal (%, p/p) e representa a média de trés determina¢des (metodologia baseada
na Farmacopeia Brasileira, 2010).

4.3.4 Determinacéo da frac&o extraivel em etanol 96°GL

Foram pesados cerca de 4,0 g da droga vegetal seca e pulverizada. Em
seguida, submeteu-se a maceracdo com 100 mL de etanol e agitacdo ocasional
durante 6 h e repouso ao abrigo da luz por 18 h. Filtrou-se rapidamente a solugéo
extrativa. Transferiu-se 25 mL do filtrado para um pesa filtro (previamente tarado) e
evaporou-se 0 excesso de solvente em banho-maria até a secura. Terminou-se de
secar em estufa 105° C por 6 h, resfriou-se por 30 min em dessecador contendo
silica gel e pesou-se novamente. O teor de extrativos foi calculado a partir da relacao
entre a massa do residuo seco obtido e a massa de droga vegetal utilizada em
porcentagem (%, p/p) através da média das trés determinacdes realizadas

(Farmacopeia Brasileira, 2010).

4.3.5 Analise granulométrica do po

Cerca de 25 g do p6 de folhas moidas e secas de C. sylvestris, foram
exatamente pesados, e submetidos a passagem for¢cada por vibracdo, através de
tamises com abertura de malhas correspondentes a 0,125; 0,177; 0,420; 0,840; 1,00
mm e coletor, utilizando tamisador vibratério, na escala dez do aparelho, durante 30
min. ApoOs este processo, as fracfes foram retiradas dos tamises e do coletor e
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pesadas. Este procedimento foi realizado em quintuplicata. Para os estudos de
passagem e retencdo a partir da quantidade de p6 de folhas recolhida de cada
tamis, foram elaboradas planilhas no software Excel®, onde foram calculadas as
frequéncias percentuais cumulativas. A realizacdo desta andlise foi baseada na
Farmacopeia Brasileira (2010) com o objetivo de determinar a granulometria do pé

de folhas secas moidas de C. sylvestris.

4.4 Obtencéo do extrato

O extrato foi obtido a partir de folhas secas e moidas de C. sylvestris (massa
total: 2,0 Kg), utilizando-se maceragdo com agitacdo ocasional & 40° C e etanol
(volume total: 24 L) como liquido extrator na proporgdo (1:12;g/mL), durante 7 dias.
A extracao foi realizada em 4 etapas contendo 500 g de folhas secas para 6 L de
etanol cada uma. A solucéo extrativa foi filtrada em papel de filtro, concentrada em
evaporador rotativo, seca sob fluxo de ar em capela e, antes de sua utilizagdo nos
ensaios, em dessecador com silica gel sob pressdo reduzida. O extrato bruto
concentrado foi armazenado em frasco de vidro fechado em geladeira. O método de
extracdo proposto € baseado no trabalho de doutorado de Santos (2008), que
através de CLAE-DAD determinou um teor de cerca de 19% (p/p) de diterpenos
clerodanicos (marcadores quimicos) no extrato etandlico de folhas, que apresentou

significativa agao antiulcerogénica em ratos.

4.4.1 Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris por
extracdo em fase solida (EFS)

Foi realizada uma extracdo em fase sdlida (EFS) com 20,0 g de extrato
etanolico seco de folhas de C. sylvestris (Figura 6). As condi¢bes cromatograficas
basearam-se no trabalho de SANTOS (2008). O extrato foi misturado com a fase
estacionaria (1:1, p/p) e aplicado em coluna de vidro contendo silica gel (60-200 um)
e carvao ativo em p6 na proporcdo 1:1 (p/p) (20 x 5 cm). A eluicdo (Veene= 700,0
mL) foi realizada sob vacuo com os seguintes eluentes: 1) hexano/acetato de etila
95:05 (v/v) (fracdo EFSCs1); 2) acetato de etila (fracdo EFSCs2); 3) metanol (fracéo
EFSCs3). As fragbes foram concentradas em evaporador rotativo e, em seguida,
secas sob fluxo de ar em capela e em dessecador com silica gel sob presséo
reduzida.
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Figura 6: Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris.

C. sylvestris EtOH/maceracdo EEtCs
(folhas) Agitacdo/40°C
EFS
Levend EFSCsl EFSCs2 EFSCs3
egenda:
EtOH: etanol
EEtCs: extrato etandlico de C. sylvestris; cC
EFS: extracdo em fase sdlida
EFSCs1:fracdo1;

EFSCs2:fracdo 2; .
EFSCs3: fragdo 3; Fracdes CC

CC: cromatografia em coluna de fase normal

4.4.2 Analises cromatograficas do extrato EEtCs e fracbes EFSCs
4.4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise por cromatografia em camada delgada do extrato e das fracfes
EFSCs (5,0 mg/mL, acetato de etila ou metanol) foi desenvolvida com placas de
aluminio (20 x 20 cm) cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®) com indicador de
fluorescéncia (254 nm), utilizando como eluente hexano/acetato de etila/isopropanol
70:28:02 (v/v) e anisaldeido sulfurico (estufa 110° C, 10 min) como revelador. Foram
utilizados como padrbes os diterpenos caseargrewiina F, casearinas B e X (1,0
mg/mL, acetato de etila). Distancia total de eluicdo (D): 18 cm. Os padrdes foram
purificados e identificados nos laboratérios do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) do Instituto de Quimica-UNESP pelo
Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos no seu trabalho de doutorado, sob a orientacdo
do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro.

4.4.2.2 Cromatografia liguida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD)

As amostras analisadas foram EEtCs e EFSCs2. Foram utilizados como
padrdes os diterpenos clerodanicos (item 4.4.2.1) casearina X, B e caseargrewiina F,
na concentragao de 1,0 mg/mL (metanol).

O pré-tratamento das amostras incluiu uma extracdo em fase solida com silica
de fase reversa (Phenomenex® Strata™ C18-E; 15 x 10 mm; 55 pm), solubilizando-
se as amostras (extrato: 7,3 mg; EFSCs2: 8,9 mg) em 1,0 mL de metanol/agua
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98:02 (v/v) e usando como eluente metanol/agua (98:02, v/v, 4,0 mL), seguida de
filtracdo em membrana (0,22 pm, PVDF Millipore®), secagem (dessecador com silica
gel sob presséo reduzida) e solubilizacdo em 1,0 mL metanol.

As analises foram desenvolvidas em equipamento do tipo CLAE-DAD
utilizando coluna de fase reversa (Hypersil Gold®, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um),
gradiente linear com metanol:acetonitrila:dgua variando da proporcdo de 22:44:34
para 47:53:00 (v/v/v) em 42 min e, em seguida, isocraticamente com 47:53:00 (v/v/v)
por 5 min; vazéo de 0,8 mL/min; deteccdo: 190-700 nm.; volume de injecdo 20 pL.

A identificacdo de diterpenos do tipo das casearinas no extrato etandlico e
fracdo EFSCs2 baseou-se na comparagao dos tg € na sobreposi¢do dos espectros
de absorcdo no UV com os padrdes. Além disso, os espectros no UV obtidos para
todos os picos das amostras foram utilizados na identificacdo de diterpenos do tipo
das casearinas segundo abordagem descrita em Carvalho et al. (2009).

Para a andlise quantitativa da caseargrewiina F e de diterpenos do tipo das
casearinas expressos como caseargrewiina F foram utilizadas solugbes de
caseargrewiina F nas concentracdes de 0,035; 0,070; 0,140; 0,280 e 0,560 mg/mL

para obten¢do de uma curva analitica.

4.4.3 Fracionamento de EFSCs2 por CC de fase normal

4,0 g de EFSCs2 (Figura 5) foram solubilizados no eluente inicial (20,0 mL) e
aplicados em coluna de vidro contendo silica gel (20 x 5 cm; 40-60 pm/poro: 60 A). A
eluicdo (Veente = 800,0 mL; exceto fracdo V,, = 300,0 mL) foi realizada sob presséo
como segue: 1. Hex/AcOEt /i-PrOH 85:14:01 (fracédo V., e fracdes CCCs1-3); 2.
78:20,5:11,5 (fragcbes CCCs4-13); 3. (76:22,4:1,6) (fracdes CCCsl14-23); A4.
(73:25,2:1,8) (fracbes CCCs24-33); 5. (68:29,9:2,1) (fragcbes CCCs34-43); 6.
(60:37,2:2,7) (fragcbes CCCs44-52); 7. AcOEt/MeOH 1:1 (fragbes 53-55). Volume de
coleta das fragbes: Vi, = 300,0 mL; CCCs1-3 = 250,0 mL; CCCs4-47 e CCCs49-53 =
80,0 mL; CCCs48 e CCCsb54-55 = 250 mL.

4.4.3.1 Analises cromatograficas das fracbes CCCs
a) CCD

Todas as fragBes obtidas por CC foram submetidas a analises por CCD para
avaliacdo da separacdo e comparacao dos perfis cromatogréficos e, em seguida, as

gue apresentaram mesmo perfil quimico foram reunidas.
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As andlises por CCD das fracdes CCCs1-55 foram desenvolvidas em placas
de aluminio (20 x 20 cm) cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®) com indicador de
fluorescéncia (254 nm), utilizando como eluente hexano/acetato de etila/isopropanol
70:28:02 (v/v) e anisaldeido sulfaurico (estufa 110° C, 10 min) como revelador.
Distancia total de eluicdo (D): 18 cm. Para as fracoes de CCCs16-54 foi utilizada um
segundo eluente (demais condi¢bes cromatograficas idénticas): hexano/acetato de
etila/isopropanol 60:37,3:2,7 (V/v).

b) CLAE-UV

O pré-tratamento das amostras incluiu uma extracdo em fase solida com silica
de fase reversa (Phenomenex® Strata™ C18-E; 15 x 10 mm; 55 pm), solubilizando-
se as amostras (1,0-5,0 mg) em 1,0 mL de metanol/agua 98:02 (v/v) e usando como
eluente metanol/agua (98:02, v/v, 4,0 mL), seguida de filtracgdo em membrana (0,22
um, PVDF Millipore®) e secagem (dessecador com silica gel sob press&o reduzida).
As amostras foram solubilizadas em volume de metanol suficiente para obter-se uma
concentragéo de cerca de 1,0 mg/mL.

As fracdbes CCCs reunidas foram analisadas por CLAE-UV, para
determinarmos o perfil das amostras. Condi¢des de analise: coluna de fase reversa
(Hypersil Gold®, C18, 250 x 4,6 mm, 5 pum), sistema isocratico com metanol:agua
70:30 (v/v), em 42 min; vazao 0,7 mL/min; deteccdo em 235 nm; volume de injecao
foi de 20 pL (SANTOS, 2008).

c) Técnicas espectrofotométricas utilizadas na determinacdo estrutural da
substancia isolada na fragdo CCCs11

Os espectros de RMN unidimensionais e 0S mapas de contorno
bidimensionais foram obtidos a 300 MHz para 'H e a 75 MHz para *C em um
Espectrometro Bruker 7,0 Tesla, operando com gradiente de pulso. Utilizou-se
piridina-d5 como solvente e piridina como referéncia interna. Os espectros no UV
foram obtidos (MeOH) num Espectrofotdbmetro UV-1800 (Shimadzu® UV
Spectrophotometer UVProbe 2.42).

d) Quantificacao da casearina J no extrato EEtCs
A amostra EEtCs analisada (6,25 mg) foi submetida a um pré-tratamento que

incluiu uma extracdo em fase sélida com silica de fase reversa (Phenomenex®
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Strata™ C18-E; 15 x 10 mm; 55 pm), solubilizando-se a mesma em 1,0 mL de
metanol/agua 98:02 (v/v) e usando como eluente metanol/agua (98:02, v/v, 4,0 mL),
seguida de filtracdo em membrana (0,22 pm, PVDF Millipore®), secagem
(dessecador com silica gel sob pressdo reduzida) e solubilizacdo em 1,0 mL
metanol.

As analises foram desenvolvidas em equipamento do tipo CLAE-UV utilizando
coluna de fase reversa (Hypersil Gold®, C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente linear
com metanol:acetonitrila:agua variando da proporcdo de 22:44:34 para 47:53:00
(v/iviv) em 42 min e, em seguida, isocraticamente com 47:53:00 (v/v/v) por 5 min;
vazéao de 0,8 mL/min; detec¢cdo em 235 nm.; volume de injecédo 20 pL.

Para a constru¢cdo da curva analitica utilizamos como padrdo solugbes
metandlicas de casaearina J em concentracdes crescentes (0,034; 0,063; 0,125;
0,250 e 0,500 mg/mL).

A identificacdo da casearina J no extrato etandlico baseou-se na comparagéo
dos tg € na sobreposicao dos espectros de absor¢cao no UV com o padrao.

4.5 Ensaios bioldgicos
4.5.1 Ensaios de atividade anti-inflamatéria

Os trabalhos foram submetidos para o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Araraquara, sob o parecer
favoravel protocolo CEUA/FCF/CAR n° 10/2012 para execucdo dos ensaios para
atividade anti-inflamatoria aguda (edema de pata) e crénica (artrite). A estruturacao
da proposta foi realizada conforme os principios éticos na experimentacdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

4.5.1.1 Animais para o0 modelo de edema de pata

Foram utilizados ratos Wistar (250-280g) sendo 6 animais por grupo
experimental: Grupo Controle (controle negativo), Grupos Experimentais (extrato
etanolico seco, fracdes de diterpenos e substancias purificadas), Grupo controle
Positivo (indometacina). Os ratos foram mantidos em condicbes ambientais do
biotério, com temperatura controlada de 24 + 1° C e ciclo circadiano de 12 h, em
caixas plasticas (50 x 40 x 20) com o0 maximo de 6 animais por caixa, iniciando o
periodo de luz as 7:00 h. Os animais receberam alimento e 4gua ad libitum.
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4.5.1.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria aguda do extrato etandlico,
fragbes e substancias isoladas de C. sylvestris (modelo de edema de pata)
(baseado em WINTER, RISLEY & NUSS, 1962)

Os experimentos de inflamacdo aguda foram realizados seguindo o modelo
de edema de pata, em que se induziu a formagdo de exsudato inflamatério com a
carragenina 200ug / pata.

O grupo controle negativo recebeu por via subplantar o agente quimico
irritante, carragenina, na pata posterior direita e salina na pata posterior esquerda. O
extrato etandlico (EEtCs), as fragbes (EFSCsl e EFSCs2), os diterpenos (CasB e
CasgwF) e a indometacina (controle positivo) foram administrados por via oral
(gavagem) a outros grupos de animais, 60 min antes da carragenina. Na execugcao
dos experimentos, as amostras testadas tiveram como veiculo a mistura tween 80
8% e carboximetilcelulose (CMC) 1%. As doses iniciais para o extrato (EEtCs) e
indometacina foram 1, 10 e 100 mg/kg p.c. animal. As doses da fragao de diterpenos
(EFSCs1 e EFSCs2) foram 10 e 50 mg/kg p.c. animal e de substancias purificadas
(caseargrewiina F e casearina B) foram 0,5; 25 e 50 mg/kg p.c. animal,
respectivamente.

O desenvolvimento do edema da pata direita e esquerda foi avaliado em
milimetros com o auxilio de um espessimetro medido nos tempos de 1, 2, 3,4,5e 6
horas apoés a injecao subplantar de carragenina. Os resultados foram expressos pela
medida das patas antes (tempo 0) e apds os tratamentos. Ap6és 7 h do inicio do

experimento, os animais foram mortos com COx.

a) Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de
analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey. Para tal utilizou-
se o software InStat3 (GraphPad, San Diego, CA, USA) admitindo niveis de
significancia minimos de p < 0,05; p < 0,01 e p < 0,001.

b) Teste de gastrotoxicidade

A ulcerogénese gastrica foi verificada nos mesmos animais dos grupos
utilizados para o modelo de edema de pata.

Apds morte com CO,, 0s animais tiveram seus estdbmagos removidos, abertos

no sentido da maior curvatura e lavados com salina. A mucosa exposta foi
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observada através de um microscopio-estereoscopio Leica MZAPO, quanto a
coloragao e integridade. No caso da existéncia de lesdes, estas foram contadas e
medidas através do programa LIDA user, obtendo-se o nimero de ulceracfes com
diferentes graus de lesdo, seguindo o indice de ulcerogénese gastrica (1.U.G.), que
obedece a critérios numericos para a classificacdo das lesdes da mucosa gastrica
(CIOLI et al., 1974; DARLING et al, 2004):

Grau 1: lesbes < 1,5 mm
Grau 2: lesbes de 1,5a 2,5 mm
Grau 3: lesbes de 2,5 a 3,5 mm
Grau 4: lesbes de 3,5a 4,5 mm
Grau 5: lesbes > 4,5 mm

4.5.1.3 Animais para o modelo anti-artrite reumatoide

Foram utilizados ratos Wistar machos (300-350 g) sendo 6 animais por grupo
experimental: Grupo Controle Negativo (sem artrite), Grupos Experimentais (com
artrite sem tratamento; com artrite tratado com EEtCs 100 mg/Kg p.c. animal) e
Grupo Controle Positivo (com artrite tratado com dexametasona 1 mg/Kg p.c.
animal). Os animais foram mantidos em condi¢des ambientais do biotério, com
temperatura controlada de 24 + 1° C e ciclo circadiano de 12 h, em caixas plasticas
(50 x 40 x 20 cm), com 0 maximo de 6 animais por caixa, iniciando o periodo de luz
as 7:00 h. Os animais receberam alimento e agua ad libitum.

4.5.1.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamat6ria crénica do extrato etandlico de
C. sylvestris através de modelo anti-artrite reumatéide (baseado em TRENTHAN
etal., 1977)

Este ensaio foi realizado em colaboracdo o posdoutorando Dr. Ednir de
Oliveira Vizioli, sob supervisdo da Profa. Dra. Chung Man Chin do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP.

Foi utilizado como agente sensibilizante a colagenase tipo Il, dissolvida em
0,1 N de acido acético na concentracdo de 1 mg/ mL e emulsionado em
concentragcdo de 1:1 (v/v) do adjuvante completo de Freund que contém
Mycobacterium butyricum na concentragao de 0,5 mg/ mL. O processo foi realizado
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com a administracdo de 1 mL intradérmico do agente sensibilizante divididos em
quatro sitios de aplicagdo no dorso dos animais.

A avaliagcdo dos animais ocorreu de acordo com PHILIPPE et al., 1997, desde
0 momento da inducao, considerado o dia 0 (D0O). A fase inicial foi considerada entre
os dias 0 a 4 (D0-D4), fase de instalacao da doencga, nos dias 5 a 9 (D5-D9), a fase
sistémica, entre os dias 10 e 14 (D10-D14) e a fase artritica, crénica, no 15 © dia da
inducao (D15).

Apéds o estabelecimento da fase inflamatoria cronica (D15), o tratamento foi
realizado com anti-inflamatorio esteroidal (AIE), dexametasona (1 mg/Kg), via oral
(gavagem) por 10 dias, considerado a terapéutica preconizada nos estudos da artrite
reumatoide (AR) (CADER et al., 2011) e o extrato de Casearia sylvestris Swartz (100
mg/ KQ), via oral (gavage) por 10 dias.

Os parametros como lesao articular e redugdo de peso foram pontuados
seguindo critérios de escalonamento (SEIDAL et al., 1997):

0 = sem inchago/ manutenc¢ao do peso;

1 = pouco eritema/ redugao do peso;

2 = macico eritema e pouco edema/ reducéo de 5% do peso;

3 = macico eritema e extensivo edema/ reducéo de 5-10% do peso.

Outros critérios foram avaliados como a deambulagéo e a febre. Ao término
do experimento (D25) as patas foram amputadas e os 6Orgaos dissecados para
analise histopatologica no Instituto de Patologia Cirargica e Citopatologia Dr. Nicolino
Lia Neto em Araraquara.

4.5.2 Ensaio de atividade cicatrizante

Os trabalhos foram submetidos para o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Maringh — UEM — PR (CEEA-UEM), local onde foram
realizados os ensaios de cicatrizacdo em Margo de 2013, sob parecer favoravel n®
067/2013. A estruturacdo da proposta foi realizada conforme os principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

4.5.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus) pesando entre 180-200 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maring4. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no biotério
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setorial do Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas por 3 dias antes do
procedimento experimental para habituacdo sob as seguintes condigoes:
temperatura controlada de 22 + 1° C e ciclo circadiano de 12 horas, iniciando o
periodo de luz as 7:00 horas e recebendo alimento e agua ad libitum.

4.5.2.2 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato etandlico e substancia
isolada de C. sylvestris

Os animais (n=40) foram anestesiados com uma associacdo de xilazina
(0,1mL/100g) e ketamina (0,1mL/100g) para a retirada manual dos pelos (epilagéo)
do dorso proxima a regido cervical. Apés a epilagcéo, foram feitas duas demarcacdes
paralelas uma a outra, com o auxilio de um delimitador metélico de 1cm?. A seguir a
pele demarcada foi excisionada e as feridas foram lavadas com solugé&o salina.

Imediatamente apds a exciséo as feridas do lado direito de cada animal foram
diariamente tratadas com gelcreme de C. sylvestris (n=20) (Anexo 18A) ou gelcreme
de caseargrewiina F (n=20) (Anexo 18B) e as feridas do lado esquerdo,
consideradas controle, foram tratadas com a base do gelcreme (Anexo 18C).

Os animais foram mortos 4, 7, 10, 14 dias apds a excisdo (n=5/tempo/
gelcreme), sendo que, duas horas antes foram injetados, por via endovenosa (veia
peniana) 0,5 mg/kg de sulfato de vincristina (Dabaz® -TEUTO) para bloquear células
epiteliais em metéafase. Todas as injecdes foram feitas no mesmo horario. Em
seguida foi realizada a excisdo para o estudo histoldgico e fisico-quimico.

Os tecidos provenientes das feridas cutaneas foram coletados e transferidos
para frascos contendo paraformaldeido 4% mantidos por 24h no mesmo.
Posteriormente, procedeu-se a analise macroscoépica identificando-se a area de
ferida e seccionando-se o tecido no sentido longitudinal de modo que a mesma
fosse dividida exatamente no ponto central, propiciando duas metades iguais. Os
tecidos fixados foram desidratados em concentragfes crescentes de alcool e,
posteriormente, diafanizados com concentracdes crescentes de xilol em alcool. Em
seguida, foram embebidos em parafina (58-60° C) e produzidos cortes histologicos
de 5 a 7 yum; na sequéncia, foram desparafinizados e corados em Hematoxilia e
Eosina (HE).

Todas as analises histomorfométricas foram realizadas no microscépio 6tico
Nikon eclipse TS100 e software de analises de imagens digitais Infinity Analyse,
Lumenera Corporation, verséao 5.0.3.
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Para andlise do processo de reepitelizacdo avaliamos, a partir das bordas da ferida,

0s seguintes parametros: indice mitético, espessura, perimetro e area do epitélio.

a) indice mitético

O indice mitético é definido como a média da somatdria de figuras mitéticas
identificadas em dez campos consecutivos em aumento de 400x (KIM et al., 2007).
Foram contadas as células epiteliais (queratindcitos) bloqueadas em metafase, apos
injecdo de sulfato de vincristina, nas camadas basal e supra basal do epitélio
neoformado, em cortes corados com HE. Segundo Hoffman (1947), considerado um

parametro importante na identificacdo de processos proliferativos.

b) Espessura do epitélio

A espessura do epitélio foi medida em objetiva de 200x no minimo trés pontos
distintos (inicio, centro e ponta) e, nos casos que 0 processo de reepitlizacdo havia
ultrapassado um campo de 200x, realizamos medidas subsequentes para obter a
média de espessura nos diferentes pontos. Estas medidas foram realizadas em
ambas as bordas da ferida.

c) Perimetro e area do epitélio
O perimetro e a é&rea de reepitelizacdo e foram calculados delimitando,
digitalmente, a reepitelizacdo em aumentos de 200x.

d) Tratamento estatistico

A andlise dos dados foi realizada em comparacao entre os grupos, dois a
dois. Inicialmente foi realizado o teste de normalidade de D’Agostinho & Person.
Caso os dados apresentassem distribuicdo normal foi realizado o teste t de amostras
pareadas. Caso néo apresentasse distribuicdo normal foi realizado o teste Wilcoxon
ou teste de Mann Whitney.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Material vegetal
5.1.1. Preparo do material vegetal

Apés a coleta as folhas foram secas e moidas. A finalidade da secagem é a
retirada da 4gua contida no material vegetal, deste modo, impedindo o crescimento
microbiano e possiveis reacfes de degradacdo (hidrolise). A umidade residual
depende do tipo de érgdo que constitui este material. A secagem se caracteriza pela
exposicdo a temperaturas relativamente baixas (inferiores a 60° C), com longo
tempo de contato (geralmente 7 dias). Independente de como € realizada, a
secagem propicia a reducao de peso e volume facilitando a moagem do material,
acondicionamento e armazenamento. No caso da C. sylvestris foi utilizado estufa 40°
C por 7 dias. De acordo com BANDEIRA (2004), a estabilizagdo prévia a secagem
nao interfere no teor de diterpenos clerodanicos nos extratos obtidos de folhas. Do
mesmo modo, a secagem a sombra nas mesmas condi¢cbes de temperatura nao
produz diferencas no teor destas sustancias. Com o auxilio de um moinho de facas

realizamos a moagem do material vegetal devidamente seco.

5.2 Ensaios Fisico-Quimicos de Qualidade

Os ensaios fisico-quimicos de qualidade realizados na droga vegetal e nos
extratos sdo de extrema importancia para o futuro desenvolvimento de um produto
farmacéutico a base de uma droga vegetal. Esta questdo inclui rigoroso
acompanhamento nas diferentes etapas de desenvolvimento e producéo, desde a
coleta do material vegetal até o produto final. No presente trabalho foram realizados
estes ensaios com a finalidade de comparar com alguns dados ja existentes de
acordo com LUZ et al. (1998) e estabelecer alguns parametros que ainda néo se

encontram na literatura.

5.2.1 Perda por dessecacédo em balanca com infravermelho (INFRATEST)
Mesmo submetido ao processo de secagem, o material vegetal apresenta
certa quantidade de agua retida no interior de suas células, valor este que € preciso
saber para conhecer se suas condicbes de preparo e conservagao foram boas. A
agua residual encontrada na droga vegetal seca esta relacionada com seu correto

armazenamento o que pode acarretar na perda do material por contaminacéo
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microbiana ou degradac&o enzimatica de seus constituintes quimicos (SIMOES et al,
2007). A determinacéo da perda por dessecacao do po das folhas de C. sylvestris foi
realizada em balanca com infravermelho a temperatura de 120° C, com leitura apés
70 minutos. Dos resultados obtidos, foram calculadas a porcentagem de agua retida
em cada amostra de droga vegetal seca e moida. A perda de umidade (média de 3
determinacdes) foi de 9,5% (p/p). O limite maximo de umidade para drogas vegetais
é de 14% (SIMOES et al, 2007), onde concluiu-se que o valor encontrado esta
dentro do parametro estabelecido. Com este resultado, em armazenamento
adequado, é possivel manter a qualidade da droga vegetal evitando contaminacao e
decomposicdo dos constituintes quimicos evitando a decomposi¢do por hidrélise e

reacdes enzimaticas.

5.2.2 Teor de cinzas totais

O teor de cinzas totais € composto pelo residuo nao volatil, isento de carbono,
resultante da combustdo das substancias organicas. Origindrias dos constituintes
minerais e dos organo-metalicos integrantes das plantas podendo também ser
substancias de origem terrosa aderida na mesma (SIMOES et al, 2007; VIGO, et al.,
2004).

As cinzas totais, dentro de certos limites, nos informam o grau de pureza e
identificacdo da droga vegetal. Neste experimento foi obtido um valor de 7,9% (p/p)
(média de 3 determinag¢fes) para cinzas totais, semelhante ao valor encontrado por
LUZ et al. (1998) que foi de 8,0%.

5.2.3 Teor de cinzas insoluveis em acido

O teor de cinzas insollveis em &cido (cinzas nao fisioldgicas) € composto pelo
residuo ndo volatil e de origem inorganica, isento de carbono, originério geralmente
de contaminacdo por terra ou areia da planta (SIMOES et al, 2007; VIGO, et al.,
2004). Dentro de certos limites as cinzas insollveis em acido constituem um indice
de pureza, sendo assim necessario estabelecer uma variagdo dentro do qual se
considere o teor aceitavel.

O teor de cinzas insoluveis em acido obtido (média de 3 determinacdes) foi de
0,74% (p/p); o valor especificado para Casearia sylvestris encontrado por LUZ et al.
(1998) foi de 0,48%.
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5.2.4 Determinacédo da frac&o extraivel em etanol 96°GL

Nesta técnica foi avaliada apenas a quantidade (massa) de substancias totais
que podem ser extraidas aplicando-se o método da maceragcédo e tendo o alcool
como liquido extrator, e ndo tem relacdo com a quantidade de principios ativos
contidos na planta ou no extrativo obtido. A andlise foi determinada com a droga
vegetal seca e pulverizada obtida a partir de folhas de C. sylvestris e o resultado
obtido foi de 7,2 % (p/p) de fracdo extraivel. Como nao existe valor para C. sylvetris
na literatura, os resultados obtidos neste trabalho tornam-se importantes no

estabelecimento de parametros de qualidade para esta droga vegetal.

5.2.5 Anédlise granulométrica do p6

A andlise granulométrica do material moido é um importante parametro, pois,
estabelece valores que influenciam diretamente sobre a eficiéncia do processo
extrativo (SONAGLIO et al.,, 2007). O grau de divisdo de pds € expresso em
referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado (Farmacopéia Brasileira,
1988).

Os resultados da avaliagdo granulométrica estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Analise granulométrica das folhas secas e moidas de C. sylvestris.

Tamanho de Amostra (g)
malha (mm) 1 2 3 4 5 Média
1,000 0,045 0,010 0,018 0,046 0,049 0,034
0,840 0,835 0,959 1,072 0,985 0,839 0,938
0,420 13,928 13,868 14,137 13,880 13,790 13,921
0,177 7,685 7,738 7,508 7,744 7,813 7,698
0,125 0,980 0,927 0,882 1,060 1,119 0,994
Coletor 1,109 1,248 0,965 1,038 1,091 1,090

A analise dos resultados expressos na Tabela 3 é demonstrada na Figura 7,
onde o diametro médio de particula 0,326 mm foi calculado através da equacéo a

sequir:

%retida)(tamanho médio
Equacéo (1) d= 20% X ),
100
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onde, (d) diametro médio de particula (ALLEN et al., 2007) e tamanho médio refere-

se a abertura média das malhas.

O valor do diametro médio das particulas € determinado pelo ponto de
encontro da curva de regressao de passagem com a curva de regressao de retengéo
(Figura 7).

Figura 7: Tamanho de particula média das folhas secas e pulverizadas de C.
sylvestris. Média de 5 determinacdes.
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5.3 Obtencéo do Extrato

O extrato foi obtido a partir de folhas pulverizadas de C. sylvestris. Ao se
trabalhar com drogas vegetais, deve-se ter conhecimento das melhores condi¢des
gue levardao a uma eficaz extracdo das substancias. De acordo com o solvente
empregado na extracdo determina-se a qualidade da solucdo extrativa (SIMOES et
al., 2007). No caso, utiliza-se um método j4 proposto baseado no trabalho de
doutorado de Santos (2008), como descrito anteriormente no item 4.3. A massa de
extrato seco obtida foi calculada baseada no ensaio de perda por dessecacéo do
extrato concentrado e foi de 236,75 g. O rendimento do extrato seco em relacdo a
droga vegetal foi de 11,8 % (p/p), onde, comparado a resultados existentes na
literatura (SANTOS, 2008 — 7,5% maceracdo a quente; SANTOS, 2001 - 6,5%
sonicacdo; MORITA et al., 1991- 7,0% maceracdo a quente; ITOKAWA et al., 1990 -
20,4% maceracdo a quente), mostrou-se satisfatorio. Este valor estimado de

rendimento mostra-se coerente quando comparado a determinacdo da fracdo
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extraivel em etanol (7,2 %; p/p) apresentado no item 5.2.4, pois as condi¢bes de
extragcdo ndo foram as mesmas. Na primeira utilizamos aquecimento e o tempo de
extragao foi maior (40° C/ 7dias); no segundo caso, a extragcao ocorreu a frio pelo
periodo de 24 h.

5.3.1 Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris por
extracdo em fase solida (EFS)

Alguns métodos encontrados na literatura para o fracionamento de extratos
de C. sylvestris sdo desvantajosos, pois apresentam muitas etapas, utilizam
solventes clorados, além de apresentarem muitos interferentes nas fracdes obtidas
(como clorofila e carotendides) (CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990;
MORITA et al., 1991; SANTOS, 2001). O método adaptado de SANTOS (2008) e
TININIS (2006) possibilitou a otimizagdo do fracionamento, sem as desvantagens
citadas, obtendo-se fragfes de composi¢do quimica distinta em apenas uma etapa.

No fracionamento do extrato etandlico de C. sylvestris foram obtidas as
seguintes massas: EFSCs1= 0,773 g (3,9%), EFSCs2= 5,936 g (29,6%); EFSCs3=
3,123 g (15,6%).

5.3.2 Andlise cromatografica do extrato etanolico EEtCs e frac6es EFSCs
5.3.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica de CCD separa e permite identificar as substancias presentes no
extrato vegetal e suas fracdes. As fases movel e estacionaria sdo selecionadas em
funcdo da planta estudada e tipo de extrato. A identificacdo se da através da
comparacao dos valores dos Ry (fator de retengdo: quociente entre a distancia
percorrida pela substancia e a distancia percorrida pela fase movel) e coloracdo das
manchas dos padrbes (marcadores) e amostras aplicadas.

Na realizagdo da andlise foram aplicadas as seguintes amostras nesta
respectiva ordem: fracdo EFSCs1, fragdo EFSCs2, fracdo EFSCs3, extrato etanolico
(EEtCs), além dos padrdes casearinas X, B e caseargrewiina F. As principais
manchas foram marcadas (Figura 8), calculando-se os fatores de retencdo (Ry)

através da equacao:

distancia percorrida pela substancia

Equacéo (2) Rf =

distancia percorrida pelo fase moével
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Figura 8: Cromatoplaca (silica gel) das fragbes EFSCs1, 2, 3 e extrato etandlico
(EEtCs) (5,0 mg/mL, metanol) e padrdes de diterpenos: casearina X (cas X), B (cas
B) e caseargrewiina F (casg F) (1,0 mg/mL, metanol).

p—

15cm —

EFSCsl EFSCs2 EFSCs3  EEtCs Cas X Cas B CasgwF

Os valores de R; obtidos para casearina X, casearina B e caseargrewiina F
foram, respectivamente, 0,23, 0,18 e 0,17. Analisando as amostras (Figura 8)
observamos manchas na fracdo EFSCs2 e no extrato etandlico EEtCs com valores
de R; de 0,23 e 0,17, o que demonstra a presenca dos diterpenos clerodanicos
casearina X e caseargrewiina F na fracdo acetato de etila (EFSCs2) e no extrato
etanolico. Nenhuma substancia da fracdo metandlica (EFSCs3) eluiu nas condi¢des
de analise utilizadas. Estes resultados sugerem que os diterpenos clerodanicos do
extrato etandlico foram concentrados na fragdo EFSCs2.

5.3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD)

Os diterpenos do tipo das casearinas apresentam dois padrdes diferentes de
ligacdo dupla conjugada na cadeia lateral (C11-C16): C12(Z ou E)/C14 ou
C13(16)/C14 e seus espectros no UV apresentam Amax = 221-228 ou 231-238 nm,
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respectivamente (CARVALHO et al., 2009; ESPINDOLA et al., 2004; ITOKAWA et
al., 1990). Isto sugere que 0s picos com espectro no UV com Apax = 221-228 ou 231-
238 nm sao diterpenos do tipo das casearinas. Além disso, cinco diterpenos do tipo
das casearinas foram isolados e identificados no extrato das folhas de C. sylvestris e
seus picos apresentaram tg na faixa de 10-30 min, nas mesmas condi¢Oes de CLAE
(SANTOS, 2008). Os diterpenos clerodancos foram identificados através da andlise

dos espectros no UV obtidos por CLAE-DAD tanto no extrato EEtCs como na fragéo
EFSCs2. Através destas andlises realizou-se a identificacdo de padrbes (casearina
B, X e caseargrewiina F) pela comparacéo do tempo de retencéo (tg) e espectros no

UV. Nas figuras 9, 10, 11, 12 e 13 encontram-se 0s cromatogramas do EEtCs,
EFSCs2, caseargrewiinaF, casearina X e casearina B, repectivamente.

Figura 9: Cromatograma do EEtCs e espectro no UV da caseargrewiina F.
Condic¢Bes de andlise descritas no item 4.4.2.2.
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Figura 10: Cromatograma da fracdo EFSCs2 e espectro no UV da caseargrewiina F.
Condic¢Bes de andlise descritas no item 4.4.2.2.
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Figura 11: Cromatograma do padrdo de caseargrewiina F e seu espectro no UV.
Condic¢Bes de andlise descritas no item 4.4.2.2.
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Figura 12: Cromatograma do padrédo de casearina X e seu espectro no UV.
Condic¢Bes de andlise descritas no item 4.4.2.2.
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Figura 13: Cromatograma do padrédo de casearina B e seu espectro no UV.
Condic¢Bes de andlise descritas no item 4.4.2.2.
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A curva analitica da caseargrewiina F (Figura 14) foi construida a partir de
suas concentracfes versus valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela
4). As concentracdes das solugcbes padrdes de caseargrewiina F foram corrigidas
considerando-se sua pureza meédia cromatogréfica (97,2%).
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Figura 14: Curva analitica para solucdo padrdo de caseargrewiina F em metanol.

curva analitica da caseargrewiina F
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentragio (mg/mL)
Equacéo (3): ——  , onde r* = 0,9987.

Tabela 4: Dados das analises em CLAE-DAD da caseargrewiina F para a
construcdo da curva analitica.

Concentragédo Concentragédo
inicial (mg/mL) tg" (min) Area dos picos®  Pureza'? (%) corrigida®
(mg/mL)
0,035 16,8 2090560,0 97,1 0,034
0,070 17,4 4161704,5 97,3 0,068
0,140 17,0 7910669,0 97,3 0,136
0,280 16,7 15882679,0 97,3 0,272
0,560 16,8 29559941,0 97,4 0,545

'média de 3 andlises

pureza cromatografica calculada a partir da porcentagem relativa da area do pico da
caseargrewiina F em relagdo a area total dos picos, para cada analise.

3concentracdo de caseargrewiina F calculada considerando-se o valor médio de sua pureza
cromatogréfica (97,2%).

A quantificacdo de diterpenos do tipo das casearinas em relacdo a
casergrewiina F foi realizada considerando-se 0s picos dos cromatogramas com
banda no espectro no UV semelhante a observada para estas substancias (Figura
8), com Anax = 231-235 nm, sendo que ndo foram observadas bandas com Ansx =
221-228 nm. Devido a dificuldade em obterem-se padrdes cromatograficos dos
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diversos diterpenos clerodanicos em folhas de C. sylvestris (cerca de 30), um deles
foi selecionado como marcador para quantificar os diterpenos do tipo das
casearinas. Portanto, utilizamos a soma das areas de todos 0s picos com uma
banda com Amnsx = 231-235 nm para o calculo da concentragcdo no extrato de
diterpenos do tipo das casearinas. A partir da equacéo da reta (Equacao 3) da curva
analitica e dos dados obtidos da andlise do extrato etanolico (EEtCs) e fracdo
(EFSCs2) em triplicata (Tabela 5 e Figuras 9 e 10) calcularam-se as concentragdes
de caseargrewiina F e de diterpenos do tipo das casearinas expressos como
caseargrewiina F no EEtCs e EFSCs2, cujos valores foram 27,4% e 50,6%,
respectivamente. As porcentagens de caseargrewiina F calculada no EEtCs e na
EFSCs2 foram 1,1 e 1,4 %, respectivamente.

Tabela 5: Dados obtidos na quantificacdo de diterpenos do tipo casearinas em
relagé@o a casergrewiina F no extrato etandlico EEtCs e fracdo EFSCs2.

Massa % ] tg (Min)”
Amostra inicial Area total® diterpenos Area' Casgw F CasgwF % CasgwF
(mg) (p/p) (p/p)
EEtCs 7,3 106970025 27,4 4621870 16,55 11
EFSCs2 8,9 240274256 50,6 7183455 16,61 1,4

'média de 3 andlises (desvio padréo); area total de picos de diterpenos do tipo das casearinas

5.3.3 Fracionamento de EFSCs2 por CC de fase normal
Todas as fragOes obtidas de EFSCs2 por CC de fase normal foram analisadas
por CCD e reunidas segundo semelhanca do perfil cromatografico. O balanco das

massas de cada fracdo esta representado na Tabela 6.
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Tabela 6: Dados obtidos das massas de cada fracdo (mg) e suas respectivas
porcentagens em EFSCs2.

Nas

condicdes

CCCs m (mg) %
1 137,3 3,43
2 93,4 2,34
3 262,5 6,56
4 42,7 1,07
5 44,8 1,12
6 36,2 0,91
7 101,2 2,53
8 229,8 5,75
9 138,4 3,46
10 105,0 2,63
11 145,4 3,64
12 112,0 2,80
13 91,8 2,30
14 74,6 1,87
15 60,6 1,52
16 61,8 1,55
17 69,6 1,74
18 94,5 2,36
19 97,4 2,44
20 78,2 1,96
21 61,2 1,53
22 44,0 1,10
23 36,0 0,90
24 38,4 0,96
25 31,3 0,78
26 32,6 0,82
27 45,4 1,14
28 41,5 1,04
29 43,9 1,10
30 41,9 1,05
31 33,8 0,85
32 39,4 0,99
33 43,6 1,09
34 52,4 1,31
35 56,3 1,41
36 72,4 1,81
37 81,5 2,04
38 64,3 1,61
39 57,0 1,43
40 60,5 1,51
41 67,4 1,69
42 62,6 1,57
43 50,6 1,27
44 42,2 1,06
45 44,3 1,11
46 48,5 1,21
47 46,5 1,16
48 154,9 3,87
49 39,3 0,98
50 34,2 0,86
51 29,4 0,74
52 26,4 0,66
53 134,5 3,36
54 79,0 1,97
55 28,2 0,71

Soma 3899,0 97,47

de analise

pré-estabelecidas, a comparacdo das

cromatoplacas das fragbes CCCsl1-54 (Figura 15) verificou-se que as manchas

apresentaram perfil cromatografico simples (a maioria com 1 a 3 manchas

principais).
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Figura 15: Cromatoplaca (silica gel) das fracbes CCCsl1-54 em duas fases moveis
distintas: CCCs1-18 (FM I: hexano:acetato de etila:isopropanol 70:28:02) e CCCs16-

54 (FM II: hexano:acetato de etila:isopropanol 60:37,3:2,7).

FM I
Hex:AcOEt:i-PrOH (70:28:02)

Fracdes 1-18

Fracdes 16-54

FM Il
Hex:AcOEt:i-PrOH (60:37,3:2,7)

A andlise dos cromatogramas (Figuras 16) permitiu concluir que muitas destas

fragcbes constituem-se de misturas de 1 a 3 picos ou de substancias semi-

purificadas, mostrando-se adequadas para separagdo em CLAEprep.

Figura 16: Cromatogramas das fragbes CCCs nas condi¢bes descritas no item

4.4.3.
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5.3.4 Determinacao estrutural da substancia purificada CCCs11

Os dados de RMN de *3C e 'H da fracdo CCCs11 (Tabela 7) foram coerentes
com os obtidos para a casearina J por Morita et al. (1991). A casearina J foi obtida
como um pé branco. Seu espectro de RMN de *3C apresentou 31 sinais similares
aqueles ja relatados na literatura para outras casearinas (CARVALHO et al., 1998;
ITOKAWA et al.,, 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2010). As
multiplicidades de sinais dos carbonos foram determinadas com base na analise dos
espectros DEPT 135 e 90. Todos os espectros de RMN obtidos séo apresentados
nos Anexos 4 a 17.

A banda de absor¢do com Anax €m 235 nm no espectro no UV (Anexo 1) é
caracteristica do dieno conjugado da cadeia lateral das casearinas (CARVALHO et
al., 1998; ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2010), cuja
presenca foi confirmada pelos sinais observados na regiao olefinica do espectro de
RMN de *H mostrando os acoplamentos cis/trans dos hidrogénios da ligacdo dupla
terminal monosubstituida [65,10 (d, J = 11,1 Hz; H-15,), 5,25 (d, J = 17,2 Hz; H-15})]
com o hidrogénio vicinal [0 6,68 (dd, J = 17,2 e 11,1 Hz; H-14)], além de outro sinal
em 05,55 (d, J = 9,0 Hz; H-12) que pbde ser atribuido ao hidrogénio da ligacao
dupla trissubstituida do dieno conjugado. A estrutura parcial formada pela cadeia
lateral ligada em C-9 foi confirmada pelas correlagdes observadas no mapa de
contornos HETCOR-LR entre C-12 e H-11, C-13/C-16 e H-12, C-16 e H-14, C-13 e
H-15, e C-13 e H-16 e, bem como pelas correlagcdes do mapa de contornos COSY
apresentadas na Tabela 7. A configuragdo Z da ligacdo dupla em C-12 foi
determinada com base no efeito nuclear Overhauser (NOESY2D) observado entre
H-16 [61,73 (sl)] e H-12 [65,55 (d; J = 9,0 HZ)].
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Tabela 7: Dados espectrométricos de RMN obtidos para a casearina J a 300 MHz
para *H e a 75 MHz para **C, em piridina-d5.

C &8C*  §'HIH2)* §13C 8'H J (Hz) HETCOR-LR  COSY NOESY
2.2m (a) 2,78; 3,98
1 26 26,7t 20m@ 7 3,98 3,98; 4,26
2 726 3,90 sl 73.4d 3,081 (4.2) 2.00.3.40 200,638 2022 3.40: 6,38
3 1235 608d(39  1237d  6384dl(33) 2,20 3.08 3,40,3,98; 7,42
4 1429 1446s 426,724 ——
5 538 550s - 220.2.78.638  — -
6 752  365d(1L0)  748d 426d(10,5)  278:564:880 564 2.0; 8,80
7 754  498t(11,0)  765d 5,641 (10,5) 4,26 2.05: 4.26 1.02:7.24
8 411 41,9d 2,05 m 0.97 104564
9 394 403s - 097 — =
10 358 222dd(23133) 37,1d 278dd (132,300 - - 2.0 2.2; 3,40; 5,55
_ 1,08 m 2,67
11303 251dd(162:9.0) it Lo i oo 097 L9858 Toa
12 1258 528d(52)  127,7d 5,55 d (9,0) 1,73 1,73 2.67 173: 2.78
13 1339 1357s - -
14 1334 662dd (11,0.17,1) 1344d 668dd (17.2,11,0) - 5.10; 5,25 5.10
5.11d (11,0) 510d (11,1) 6,68
15 1146 5o0qary MY sasq72) 0000 T 6,68 1,73
16 202 1,795l 20,6 q 173l 555 525, 5,55
17 111 092d(7.2) 11,9q 1,04d (6,9) 0.97 2,05 2,67 3.40
18 956 6,731 (L,7) 97,3d 7421(L6)  —— - 6,38
19 975 6,56 S 99,3d 724l 426 5.64
20 254 087s 26,14 097s - =
OMe 57,0 3435 5714 3.40s 220638 1,04; 2.78: 3,98, 6.38
OAc 21,3 1,985 22,0 192s - = 1,04: 555: 7,24: 8.80
OAc 1690 - 1699s 192724 —
OBu 135 0,941 (7,4) 14,04 0831(75) 1,60: 2.35 1,60: 2.35
OBu 13,7 0,961 (7,4) 1434 0891(75) 1,60: 2.35 1,60: 2.35
OBu 183 - 19,0t 160m e 0'823%89; 0,83/0,89: 2,35
OBu 186 - 19,3t 160m e 0'8233;;)893 0,83/0,89; 2,35
OBu 363 - 36,9t 235m e 0'813356893 0,83/8,89; 1,60
OBu 364 - 37,0t 235m e 0'813356893 0,83/8,89; 1,60
OBu 1728 - 1736s -
OBu 1743 - 1738s - - - =
OH —— 880s - 1,02; 4,26

*Dados de RMN da casearina J obtidos em CDCl; & 400e 100 MHz, respectivamente para'H e °C

(MORITA et al., 1991).

A estrutura decalinica (anéis A e B, C-1 a C-10) também foi confirmada a

partir de correlagdes observadas nos mapas de contorno HETCOR-LR e COSY

(Tabela 7 e Figura 17), além da comparacéo com dados de RMN de *3C da literatura
(MORITA et al., 1991). Outro sinal de hidrogénio olefinico em 66,38 (dl, J = 3,3 Hz;

H-3) foi atribuido a ligacdo dupla em C-3 (0 123,7 d), também caracteristica das
casearinas (CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991,
SANTOS et al., 2007). Na regido de menor frequéncia de absorcao dos espectros de
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RMN de *C e DEPT 135, 6 sinais foram atribuidos a metilas, sendo: 2 do anel
decalinico, nas posicoes 8 [611,9 (g; C-17)] e 9 [6 26,1 (g; C-20)]; 1 da cadeia lateral
[6 20,6 (g; C-16)]; 2 dos grupos butanoato [6 14,0 (q) e 14,3 (9)]; e 1 do grupo
acetato [0 22,0 (q)].

Figura 17: Estrutura quimica da casearina J e principais correlacdes observadas nos
mapas de contornos COSY (setas duplas) e HETCOR LR (setas simples).

Os sinais de carbonos metinicos oxigenados em 6 97,3 (d; C-18) e 99,3 (d; C-
19), além de 2 hidrogénios em 67,24 (sl; H-19) e 7,42 (t, J = 1,6 Hz; H-18) indicaram
a existéncia do sistema diacetalico no anel C. Os sinais nos espectros de RMN de
13C em 6169,9 (s), 173,6 (s) e 173,8 (s) sugerem a presenca de 1 grupo acetato e 2
grupos butanoato na estrutura quimica (Tabela 7). A correlagdo observada no mapa
de contornos HETCOR-LR (Figura 17) entre H-19 [§ 7,24 (sl; H-19)] e a carbonila do
grupo acetato [0 169,9 (s)] definiu a posicdo deste substituinte. Os sinais nos
espectros de RMN de *C e 'H em §74,8 (d, C-6) e §4,26 (d, J = 10,5 Hz; H-6),
respectivamente, indicaram a presenca de um grupo hidroximetinico na molécula,
sendo a presenca da hidroxila ligada a C-6 confirmada pelas correlagbes observadas
nos mapas de contornos HETCOR-LR, entre C-6 [0 74,8 (d)] e o hidrogénio da
hidroxila [d 8,80 (s)]), e COSY entre H-6 [0 4,26 (d, J = 10,5 Hz)] e o hidrogénio da
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hidroxila [0 8,80 (s)]) (Tabela 7 e Figura 17). Os sinais observados nos espectros de
RMN de *C e *H em 657,1 (q) e 3,40 (s), respectivamente, foram atribuidos a uma
metoxila ligada a C-2, conforme confirmado pela correlagdo observada no mapa de
contornos HETCOR-LR entre C-2 [0 73,4 (d)] e os hidrogénios da metoxila [d 3,40
(s)]. Os grupos butanoatos foram atribuidos aos carbonos metinicos oxigenados
restantes com sinais em ¢ 97,3 (d; C-18) e ¢ 76,5 (d; C-7). As correlacdes
observadas nos mapas de contornos HETCOR-LR e COSY permitiram a inequivoca
atribuicdo dos grupos substituintes para a casearina J.

A estereoquimica relativa dos 8 centros estereogénicos foi determinada a
partir dos valores de & obtidos do espectro de RMN de **C, dos valores de J (RMN
de 'H) e das correlages observadas no experimento de NOESY2D (Tabela 7). A
configuragdo cis na juncdo dos anéis A e B pode ser deduzida a partir do valor de &
26,1 observado para a metila em C-20, conforme descrito na literatura (KHAN et al.,
1990b; MANABE; NISHINO, 1986; VIJAYAKUMAR et al., 2002). Os deslocamentos
guimicos de C-5 e C-10 (¢ 55,0 e 37,1, respectivamente) foram semelhantes aos
descritos para as casearinas e compostos andlogos (ITOKAWA et al., 1990;
MORITA et al., 1991; SHEN et al., 2004a; SHEN et al., 2004b). Além disso, 0s
valores de J = 3,0 e 13,2 Hz para 62,78 (dd) sugerem que H-10 possui orientacéo o-
axial. Finalmente, o efeito nuclear Overhauser (NOESY2D) entre H-10 e H-12
indicou a mesma orientacdo « para a cadeia lateral em C-9.

Em geral, diterpenos cis-clerodanicos sem substituintes nas posi¢des C-7, C-
8, C-10, C-11 e C-12 apresentam valores para Me-17 e Me-20 com relag&o trans em
torno de 6 15,0 e 26,0, respectivamente (ETSE et al., 1989; KANOKMEDHAKUL et
al., 2005; NOGUEIRA et al., 2001), enquanto para a configuragdo cis os valores
observados sdo de cerca de 0 16,0 e 18,0, respectivamente (BILLET et al., 1976;
BLAS; ZAPP; BECKER, 2004; GEIS et al., 1999; SANTOS et al., 2007). As
casearinas ja isoladas apresentaram valores de cerca de 11,0 e 26,0 para C-17 e
C-20 e a absorcao em menor frequéncia observada para C-17 pode ser explicada
pelo efeito y de blindagem produzido pelo substituinte oxigenado presente em C-7
sobre a metila C-17. No caso da casearina J, as absor¢fes em ¢16,1 e 25,5 (Me-17
e Me-20, respectivamente) indicam relacdo trans entre estas metilas.

O valor de ¢ 73,4 para o carbono oximetinico C-2 e a constante de

acoplamento observada para o hidrogénio alilico H-2 [ 3,98 (tl,J = 4,2 Hz)] séo
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consistentes com a orientacdoS-pseudoequatorial de H-2 (ESPINDOLA et al., 2004;
KANOKMEDHAKUL et al., 2005). Adicionalmente, o efeito nuclear Overhauser
observado (NOESY2D) entre H-2 e H-15[6 2,0 (m)], e H-6 e H-1gsugere que estes
hidrogénios possuem mesma orientagdo (f). Segundo Guittet et al. (1988) nos
diterpenos do tipo das casearinas o acoplamento homoalilico (°J) entre H-18 [ 7,42
(t, J = 1,6 Hz)] e H-2 necessita de certa sobreposi¢céo dos orbitais 7 da ligacdo dupla
com os orbitais 1s dos atomos de H, o que indica orientacdo S para H-18; sendo
assim, o grupo butanoato ligado a C-18 possui orientagdo ¢. Finalmente, o efeito
nuclear Overhauser entre H-19 e H-7 confirmou a orientagdo « para o grupo acetato
em C-19.

5.3.5 Quantificagdo da casearina J no extrato EEtCs

A curva analitica da casearina J (Figura 18) foi construida a partir de suas
concentragdes versus valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela 8).
As concentragbes das solugdes padrbes foram corrigidas considerando-se sua
pureza média cromatografica (91,5%), que foi calculada a partir da area do pico da
casearina J no cromatograma em relacao a area total dos picos (Anexo 2).

Figura 18: Curva analitica para solucdo padrdo de casearina J em metanol.

curva analitica da casearina J
25000000
50000000 y =43.175.114,8176x - 171.280,4975
R2 = 0,9998
15000000
g
"< 10000000
5000000
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
concentrag¢do )mg/mL)
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Tabela 8: Dados das andlises em CLAE-UV da casearina J para a construcdo da
curva analitica.

Concentragédo Concentragédo
inicial (mg/mL) tg" (min) Area dos picos® corrigida® (mg/mL)
0,034 19,63 1104895,7 0,031
0,063 19,46 2277595,7 0,058
0,125 19,56 4777521,5 0,114
0,250 19,67 9888138,0 0,229
0,500 19,64 19521297,0 0,458

"média de 3 andlises;
%concentracao de casearina J calculada considerando-se o valor médio de sua pureza
cromatografica (91,5%).

A média dos valores das areas dos picos com tr igual ao da casearina J no
cromatograma do extrato EEtCs (Anexo3) aplicada na equacdo do gréfico (Figura
18), forneceu um valor de 2,35% (p/p) de casearina J no extrato analisado (Tabela
9).

Tabela 9: Dados obtidos na quantificacdo da casearina J no extrato EEtCs.

Amostra Massa tr (Min) Area’ % casearina J
inicial (mg) casearina J (p/p)
EEtCs 6,25 19,53 6186020,2 2,35

"média de 3 andlises.

5.4 Ensaios Bioldgicos

5.4.1 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria aguda do extrato etandlico,
fracdes e substancias isoladas de C. sylvestris utilizando o modelo de edema
de pata (baseado em WINTER et al., 1962)

Em uma primeira andlise exploratéria das medidas da espessura das patas
pudemos observar, ao longo do tempo, a formacdo do exsudato inflamatério das
mesmas em todos 0s animais do grupo controle carragenina (n= 6) através de uma
analise longitudinal dos dados. A injecdo subplantar de carragenina nas patas
direitas dos ratos causou edema significativo quando comparada ao t=0 e aos
animais que receberam somente injecéo subplantar de solucdo salina (Figura 19) da
12 até a 5% hora. Por outro lado, todos os animais do grupo controle salina que
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receberam o mesmo volume de solugcdo salina (Figura 20) ndo apresentaram

inchaco significativo.

Figura 19: Andlise longitudinal do grupo controle que recebeu inje¢cdo subplantar de
solucao de carragenina (0,1 mL/pata).

Controle (carragenina)

_. 6,50

€ 6,00 ¢ ¢

- .4 ®ratol

m 5,50 i [ |

© |

2 5,00 X ﬁ X Mrato 2

o o

-‘; 4,50 g 6 Q Arato3

é 4,00 Q Xrato 4

g 3,50

:' Xrato 5
3,00

0 60 120 180 240 300 360 420 ®ratob

tempo (min)

Figura 20: Andlise longitudinal do grupo controle que recebeu inje¢cdo subplantar de
solucao salina (0,1 mL/pata).
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A sequir as Figuras 21 e 22 apresentam duas diferentes doses de extrato que
foram testadas: EEtCs 10 e 100mg/Kg. Porém, nenhuma delas apresentou
significativa reducdo da inflamagdo quando comparadas ao AINE de referéncia,

Indometacina (10mg/Kg) e ao grupo controle (carragenina).
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Figura 21: Efeito da administracdo de EEtCs (10mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 22: Efeito da administracdo de EEtCs (100mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.

6,50

- 1 L

] . T —o—controle (carragenina)
%%

4,50 *—H—H —#—Indometacina 10mg/Kg

«— EEtCs 100mg/Kg

8

8

Espessura da pata (mm)
>
8

HIR 3

3,50

3,00 °
0 60 120 180 240 300 360

tempo (min)




Resultados e Discusséo | 64

Os valores absolutos da espessura da pata direita do rato (mm) estdo

expressos na Tabela 10 como média + erro padrao.

Tabela 10: Valores absolutos da espessura da pata direita do rato (mm) expressos
como média = erro padrao para os grupos Controle (carragenina), Indometacina
10mg/Kg, EEtCs 10 e 100mg/Kg.

Espessura média da pata (mm) £ Erro Padrdo

Tempo Controle Indometacina EEtCs EEtCs1
(min) carragenina 10mg/Kg 10mg/Kg 100mg/Kg
0 4,00£0,06 3,91+0,15 * 4,020,13 3,97+0,08
60 4,65+0,21 4,38+0,22 * 4,7340,26 4,73+0,28
120 5,32+0,39 4,31+0,21 * 5,28+0,26 5,20+0,65
180 5,28+0,51 4,31+0,22 * 5,48+0,37 5,33+0,66
240 5,08+0,46 4,20+0,26 * 5,14+0,52 5,17+0,64
300 4,83+0,36 4,19+0,22 * 5,11+0,45 5,00+0,55
360 4,62+0,19 4,10£0,22 * 4,7040,26 4,94+0,49

*valores significativos para p <0,05 em relag&@o ao controle (carragenina).

As mesmas comparacdoes foram realizadas em relacdo aos grupos EFSCs1 e
EFSCs2 (10 e 50mg/Kg) (Figuras 23, 24, 25 e 26); CasgwF e CasB nas doses de
0,5; 2,5 e 5,0mg/Kg (Figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32).

A seguir estdo os graficos referentes a avaliacdo anti-inflamatoria realizada
em animais dos grupos tratados com EFSCsl nas doses de 10 e 50mg/Kg,

respectivamente.
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Figura 23: Efeito da administragdo de EFSCsl (10mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 24: Efeito da administracdo de EFSCsl (50mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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A fracdo EFSCsl 10mg/Kg (Figura 23) ndo apresentou resultados
significativos em relag&o a diminui¢céo do exsudato inflamatério quando comparada a

acdo anti-inflamatéria da indometacina 10mg/Kg e ao controle (carragenina), mas
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para EFSCs1 50mg/Kg (Figura 24) os valores apresentados foram estatisticamente

iguais a acdo anti-inflamatoria apresentada pelo farmaco padrao.

Figura 25: Efeito da administragdo de EFSCs2 (10mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 26: Efeito da administracdo de EFSCs2 (50mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto &
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Ao contrario do que nos revelou as doses testadas para o extrato e fracdo
EFSCsl 10mg/Kg, a fragdo EFSCs2 exibiu atividade anti-inflamatoria
estatisticamente semelhante ao farmaco padrao, indometacina (Figuras 25 e 26). Os
estudos revelam também que ndo ha diferenca estatistica entre as doses testadas
de EFSCs2 (10 e 50mg/Kg) com relagao a diminuicdo do inchago das patas. Mas,
guando comparadas ao grupo controle (carragenina), 0S mesmos apresentam

diferenca estatistica (Tabela 11).

Tabela 11: Valores absolutos da espessura da pata direita do rato (mm) expressos
como média = erro padrao para os grupos Controle (carragenina), Indometacina
10mg/Kg, fracbes EFSCs1 e EFSCs2 10 e 50mg/Kg, respectivamente.

Espessura média da pata (mm) £ Erro Padrdo

Tempo Controle Indometacina EFSCs1 EFSCs1 EFSCs2 EFSCs2
(min) carragenina 10mg/Kg 10mg/Kg 50mg/Kg 10mg/Kg 50mg/Kg

0 4,00£0,06 3,91+0,15 * 4,070,12 3,90+0,15* 3,700,16* 3,94 +0,04*
60 4,65+0,21 4,38+0,22 * 4,98+0,56 4,33+0,21* 3,62+0,38* 4,10+ 0,14*
120 5,32+0,39 4,31+0,21 * 5,08+0,54 4,22 +0,21* 3,38+0,32* 3,95+ 0,07*
180 5,28+0,51 4,31+0,22 * 5,08+0,62 4,20 +0,21* 3,41+0,35* 3,83 +0,12*
240 5,08+0,46 4,20+0,26 * 4,33+0,48 4,060,18* 3,330,24* 3,78+ 0,09*
300 4,83+0,36 4,19+0,22 * 4,67+0,41 4,07 +0,17* 3,29+0,26* 3,82 +0,07*
360 4,62+0,19 4,10£0,22 * 4,63+0,40 4,05 +0,19* 3,24+0,21* 3,86 +0,06*

*valores significativos para p <0,05 em relacdo ao controle (carragenina)

As figuras a seguir mostram as andlises realizadas para as substancias
isoladas CasgwF e CasB nas mesmas doses de 0,5; 2,5 e 5,0mg/Kg,

respectivamente.



Resultados e Discusséo | 68

Figura 27: Efeito da administragdo de CasgwF (0,5mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 28: Efeito da administragdo de CasgwF (2,5mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 29: Efeito da administragdo de CasgwF (5,0mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.

6,00

5,50

3

—&— controle (carragenina)
4,50
—@— Indometacina 10mg/Kg

&
8

Espessura da pata (mm)

3,50 CasgwF 5,0mg/Kg

3,00
0 60 120 180 240 300 360

tempo (min)

Figura 30: Efeito da administracdo de CasB (0,5mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Figura 31: Efeito da administracdo de CasB (2,5mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como media + erro padrdo da medida da pata direita (mm) (n= 6).
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Figura 32: Efeito da administracdo de CasB (5,0mg/Kg, v.0.) e indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata) em
ratos. Os resultados representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto €
expresso como média + erro padrao da medida da pata direita (mm) (n= 6). Sendo
p<0,05.
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Os valores obtidos para as substancias isoladas CasgwF e CasB (Tabela 12)
nas trés dosagens testadas (0,5; 2,5 e 5,0mg/Kg) revelaram atividade anti-
inflamatoria equivalente destas substancias quando comparadas a indometacina

10mg/Kg, demonstrando o potencial anti-inflamatério da planta Casearia sylvestris
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Swartz, considerando que estas duas substancias foram identificadas no EEtCs e
EFSCs2.

As diferentes doses testadas das substancias isoladas ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre elas em relagdo a diminuigdo do inchaco das patas dos

animais avaliados.

Tabela 12: Valores absolutos da espessura da pata direita do rato (mm) expressos
como média = erro padrao para os grupos Controle (carragenina), Indometacina
10mg/Kg, CasgwF e CasB, ambas nas dosagens de 0,5; 2,5 e 5,0mg/Kg,
respectivamente.

Espessura média da pata (mm) £ Erro Padrdo

Tempo Controle Indometa CasgwF CasgwF CasgwF CasB CasB CasB

(min) carrageni cina 0,5mg/Kg 2,5mg/Kg 5,0mg/Kg 0,5mg/Kg 2,5mg/Kg 5,0mg/Kg
na 10mg/Kg

0 4,00:0,06  3,91#0,15*  4,00:0,17*  4,12+0,16*  4,010,26*  3,94+0,10*  3,94+0,06*  3,89+0,15*
60 4,650,221 4,380,222 *  4,46%0,19*  4,53+0,19*  4,34%0,29*  4,26%0,27*  4,31%0,05*  4,43+0,83*
120 532+0,39  4,31+0,21*  4,40+0,24*  4,64+0,34*  4,24%0,29*  4,18+0,30*  4,36+0,12*  4,25+0,72*
180 5,28+0,51  4,3130,22 *  4,230,20%  4,52+0,21*  4,1440,24*  4,05:0,26*  4,49+0,14*  4,18+0,78*
240 5,08+0,46  4,20%0,26 *  4,15+0,14*  4,37+0,17*  4,06%0,20*  3,97+0,20*  4,34+0,06*  4,05%0,61*
300 4,83:0,36 4,190,222 *  4,06+0,15*  4,33+0,12*  4,070,19*  3,86:0,12*  4,24+0,10*  4,020,56*
360 4,62+0,19 4,100,222 *  4,03+0,15*  4,13+0,15*  4,00£0,07*  3,84+0,10*  4,08+0,05*  3,89+0,43*

*valores significativos para p <0,05 em relag@o ao controle (carragenina)

Modelos experimentais usando a carragenina como agente inflamatério sao
amplamente utilizados para investigacdo da fisiopatologia da resposta inflamatoria,
como também para a caracterizacdo de novas drogas anti-inflamatorias (WINTER et
al., 1962; TOBACMAN, 2001). O edema de pata induzido por carragenina foi
utiizado neste trabalho a fim de avaliar atividade anti-inflamatéria do extrato
etandlico, fracdes e substancias isoladas de C. sylvestris.

O agente flogistico carragenina utilizado neste experimento, é um
polissacarideo sulfatado que desencadeia uma inflamacdo aguda associada a
hiperalgesia que se caracteriza por edema, sensibilidade a estimulos térmicos e
mecanicos exacerbada em funcdo de uma acdo sequencial de varios mediadores
(histamina, 5-hidroxitriptamina(5-HT), cininas e prostaglandinas), incluindo o sistema
complemento (FERREIRA et al.,, 2004). Neste modelo pode ocorrer elevacdo dos
niveis de COX-2, com um aumento concomitante da producédo de prostaglandinas
(NANTEL et al., 1999).
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Os anti-inflamatoérios, de uma maneira geral, apresentam limitacdes em
relacdo a sua poténcia, eficacia e efeitos adversos. Os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES), por exemplo, apresentam reacdes gastrointestinais adversas e
os AINEs seletivos para COX-2 foram associados a alteragbes cardiovasculares
(PARENTE, 2000; FIORUCCI et al., 2001). Os AIE, devido a acdo comum aos
esteroides, apresentam grandes problemas com seus efeitos adversos. No caso dos
inibidores de citocinas ou moduladores (anti-IL-13 e anti-TNF-a) a limitacdo é seu
alto custo e a via de administracdo (subcutédnea 2 x semana), fator limitante a
adesao ao tratamento (CALIXTO et al., 2004).

Neste contexto, as industrias buscam substancias naturais com potencial anti-
inflamatoério que possam dar origem a novos farmacos de baixo custo e com efeitos
adversos reduzidos.

Dados da literatura mostram que as plantas inibem, frequentemente, mais de
uma via de acdo melhorando a acédo anti-inflamatéria e diminuindo os efeitos
adversos (SCHMITZ e BACHER, 2005). Isto pode ocorrer pelo simples fato da planta
apresentar em sua constituicdo uma mistura de substancias que podem agir
sinérgica ou antagonicamente através de diferentes mecanismos de acdo (CALIXTO
eta al., 2004).

5.4.1.1 Teste de gastrotoxicidade

Os estbmagos dos animais tratados com extrato, fracdes e substancias
purificadas analisados macroscopicamente ndo apresentaram grau de lesdo gastrica
ao contrario dos animais tratados com indometacina no qual encontramos grau 5

(méaximo) pelo indice de ulceracao (Figura 33).
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Figura 33: Fotografia dos estdbmagos dos ratos tratados e ndo tratados em aumento
de 8 vezes em microscopio-estereoscopio Leica MZAPO. (a) Grupo Controle
Negativo; (b) Grupo Indometacina 100 mg/Kg; (c) Grupo EEtCs 100 mg/Kg.
Encontramos lesdes com quadro hemorragico em (b). No detalhe esta circulada a
lesdo hemorragica provocada pela indometacina.

Tabela 13. Efeito ulcerogénico da indometacina.*

Composto Numero | (Grau 1) | (Grau 2) | (Grau 3) | (Grau 4) (Grau 5)
de
ulceras
indometacina | 48 + 11 376 £+53(14 + 34|31 +61[36 = 42|23 = 21
(100 mg/ Kg) (78,3%) | (2,9 %) (6,4 %) (7,6 %) (4,8 %)
indometacina | 29 + 8 6 + 1,05|11,7+5,1|11,3+6,7 | - -
(10 mg/ Kg) (20,8 %) | (40,2 %) | (39%)

*Os extratos, fracdes e substancias purificados ndo foram apresentados na tabela por ndo encontrarmos les&o
macroscopica na mucosa gastrica.

5.4.2 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoéria cronica do extrato etandlico de C.
sylvestris através de modelo anti-artrite reumatéide (baseado em TRENTHAN et
al., 1977)

O experimento observado em nosso laboratério com a utilizacdo dos agentes
irritantes articulares (colagenase tipo Il e reagente completo de Freund) demonstrou
reprodutibilidade do padrdo de acometimento articular para o processo inflamatorio
cronico (modelo de artrite).

Em todos os animais que foram induzidos para o teste, quando comparado
com as escalas qualitativas e quantitativas envolvidas na analise (controle térmico,
padrao de deambulacéo, eritema/edema local e alteragcdo da estrutura articular)
encontramos valores de escalonamento maximo com pontuagdo de 3 para analise
isolada da articulagdo mais afetada (SEIDEL, KECK & VETTER, 1997), sem reduc¢ao

de peso patolégico.
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Outra forma de avaliar a severidade gradual da doenca (AR) nos ensaios pré-
clinicos foi a utilizacdo da somatéria dos pontos nas patas acometidas, sendo 0s
valores atribuidos de:

0 = nenhuma mudancga,;

1 = edema e eritema plantar;

2 = edema e eritema do membro;

3 = grave edema e eritema plantar;

4 = deformidade grave e incapacidade de usar o membro.

Com pontuacao total ndo ultrapassando a atribuicdo igual a 16 para cada
animal (KHALIFEH, 2008). Utilizando este critério nosso experimento recebeu
pontuacdo média de 8, com predominio da resposta inflamatoria nas patas traseiras.

Os animais que em sua totalidade receberam a administracdo do agente
irritante  subcutaneo apresentaram febre apdés o dia de inoculacdo (DO),
permanecendo em toda fase inicial (D0O-D4), com reducédo ou auséncia na fase de
instalacao (D5-D9). Picos febris retornaram no D12 (fase sistémica — D10-D14), e na
fase artritica (D15-D25) podemos observar a presenca de febricula no grupo de
animais nao tratados.

Quando utilizamos uma segunda intervencédo no D7 com o0s agentes irritantes
(forma pela qual garantimos que todos os animais mantenham-se doentes), o
controle térmico que deveria ser proximo do normal neste dia, devido a fase de
instalacdo, se altera novamente com padréo febril devido ao novo estimulo
inflamatoério.

Os dados apresentados foram obtidos nos momentos pelo qual houve
intervencdo experimental seguindo uma sequéncia cronologica para o dia da
inoculacdo do agente irritante (DO), no sétimo dia com o reforco da agresséao (D7),
no dia que antecede o tratamento (fase crénica D14), apdés 5 dias de tratamento
(D20) e apds 10 dias de tratamento (D25). Os resultados estdo representados

abaixo (Figura 34).
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Figura 34: Temperatura retal dos ratos medida ao longo do experimento.
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De acordo com a Figura 35, houve redugcdo do peso corporal de 10 % no
grupo tratado com AIE via oral, com pelo menos uma articulacdo afetada ao término
do experimento. No grupo tratado com o extrato via oral houve redugcdo do peso
corporal de 5 %. No grupo controle negativo para a doenca (ratos sadios) o peso
corporal médio foi de 400 g tendo um ganho médio ao longo do experimento de 70
g, correspondente a 2,8 g / dia. No grupo controle positivo para a doenca (ratos com
AR) o peso corporal foi estatisticamente igual, sendo esperados os valores de

reducdo de até 10 % pela prépria evolugdo da doenca.

Figura 35: Medida do peso corporal ao longo dos dias, demonstrando perda de até
10 % para o grupo tratado com AIE e 5 % para o grupo tratado com o extrato no final
do experimento.
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Para as alteracdes no peso / volume das patas (Figura 36), a dexametasona e
0 extrato testados foram efetivos tanto na interrupg¢éo do curso da doenga quando
administrados no inicio da indugdo com o agente irritante, como para reduzir o
processo inflamatério crénico (D15) e consequente peso e o volume das patas,

trazendo a condigBes proximas da normalidade.

Figura 36: Medida das patas traseiras ao final do experimento em cm (Dorso/Ventral
[seta preta] x Latero/Medial [seta azul] x Antero/Posterior [seta vermelha]).
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No processo de cronificacdo temos um remodelamento 0sseo por ativacao
osteoclastica induzida pela presenca de mediadores como o fator de necrose
tumoral (TNF-a), e o fator de crescimento transformante (TGF-B) no intuito de
reestabelecer o padrdo O&sseo-articular, porém, apés a formacdo do panus
inflamatdrio ocorre uma alteracao irreversivel da estrutura e relacdo 6ssea.

Temos um padrdo de remodelamento 0sseo que altera a relacdo articular

tibio-tarsal em maior amplitude no sentido antero-posterior e latero-medial, esta
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dltima devido destruicdo 6Ossea dos maléolos. Abaixo temos na Figura 37 a

discriminacéo das areas em cm® visualizando a medida o volume das patas.

Figura 37: Medida da &area das patas traseiras ao final do experimento em cm?®
(Dorso/Ventral x Latero/Medial x Antero/Posterior) (*p < 0,05 em relacdo ao controle
positivo para a doenca AR, **p < 0,05 em relagdo ao controle negativo para a
doenca AR [ratos saudaveis] — ANOVA).
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Na evolucdo da doenca, o fluido inflamatério sinovial € rico em interleucina-12
(IL-12), IL-23, IL-6 e fator de crescimento transformante (TGF), e, como tal, promove
a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares 1 (Thl) e células Thl7. As células T
reguladoras, embora presentes, ndo podem exibir atividade de regulagdo capaz de
vencer a cascata inflamatoria (McINNES; SCHETT, 2007).

A evolucao pode ser lenta ou rapida, e flutuar ao longo dos anos, em geral 10
% dos pacientes apresenta um inicio agudo com envolvimento poliarticular instalado
dentre poucos dias, como a rigidez matinal, mas em ambos, os danos de maior
extensao ocorrem entre os primeiros 5 anos (WEISBERG, 2006).

Em modelos de roedores, as células T reguladoras estdo presentes em
nameros elevados em articulagdes, enquanto que na doenga de humano a
contribuicdo relativa destes subconjuntos permanece desconhecida. As células T
ativadas mediam a funcéo efetora da doenca AR por meio da libertacéo de citocinas,
gue promovem a ativagdo de leucdcitos, células mesenquimais, células B e células T

CD8+ efetoras da atividade citotoxica. Este processo também retro-alimenta a
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ativacdo de macrofagos, fibroblastos e células endoteliais através do contato direto
com células e fatores: estimulante de colbnias; de necrose tumoral (TNF); interferon
(IFN); osteopontina e receptor ativador do fator nuclear relacionado a célula B.
(McINNES & SCHETT, 2007).

Para analise microscopica realizamos a parceria com o Instituto de Patologia
Clinica (IPC) de Araraquara, no qual demonstrou um padréo de inflamacéo crbnica
nas patas analisadas, em comparagdo com os animais sadios. A seguir pode ser
encontrado o perfil histopatoldgico de nosso experimento (Figura 38).

Figura 38: Fotografia dos cortes histolégicos em HE, das patas traseiras, dos
animais ao término do experimento em microscoépio - Leica MZAPO. Aumento de 40
e 200x.

A) Articulagdo com AR (doente) B) Espaco articular com AR C) Musculo com AR
(Tratado com AIE) (Tratado com AIE) (Tratado com AIE)

?-':h 5‘-",,;

A) Articulagio com AR (doente) B) Espaco articular com AR C) Musculo com AR
(Tratado com extrato) (Tratado com extrato) (Tratado com extrato)
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Podemos observar redugéo do espaco articular de 50 % dos animais doentes
em relacdo aos sadios, e um reestabelecimento das proporgdes articulares para o
grupo tratado com AIE de 80 % e de 75 % para o grupo tratado com o EEtCs (Figura
38-B).

A andlise do tecido muscular revela atividade inflamatoria crénica com células
apresentando padrao morfolégico de macréfagos e histiécitos tanto no grupo doente
€ em menor propor¢do ao grupo tratado com AIE. No grupo tratado com extrato
observamos um padrdo celular crénico com presenca de células agudas,
demonstrando tecido inflamatério crénico agudizado.

Podemos observar que o extrato apresentou papel importante como
controlador da doenca inflamatoria crénica, ndo sendo evidenciada toxicidade nos

orgaos analisados apds término do experimento.

5.4.3 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato etandlico e substancia
isolada de C. sylvestris

Avaliou-se a atividade cicatrizante do gelcreme EEtCs 2,0% e do gelcreme
CasgwF 0,06% em feridas cutaneas de ratos, comparadas com as feridas controle
tratadas com gelcreme base.

O exame macroscopico realizado apés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento com
EEtCs e CasgwF apresentou, nas feridas controle (lado esquerdo), aspecto
avermelhado e crostas Umidas. As feridas tratadas (lado direito) com o extrato e
substancia isolada apresentavam-se com crosta de coloragcdo marrom escura,
aparentemente seca. A Figura 39 ilustra o fechamento e o0 aspecto macroscopico da
ferida em rato ao longo do tempo tratado com gelcreme de caseargrewiina F 0,06%.

Figura 39: Ferida no dorso de rato Wistar durante o tratamento. Esquerda: ferida
tratada com gelcreme base; direita: gelcreme de caseargrewiina F 0,06%. (A) inicio
do tratamento; (B) 7° dia de tratamento; (C) 10° dia de tratamento e (D) 14° dia de
tratamento.
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O aspecto irregular das bordas e regido central das feridas dos grupos
tratados e controle devem-se, provavelmente, devido a presenca da crosta
leucocitaria coincidindo com as observagfes feitas por Contran (1989). Segundo
este, um tecido ao sofrer agressdes € isolado do meio ambiente apés ser preenchido
por coagulos, fibrina e exsudato, formando uma crosta.

A andlise qualitativa do infiltrado inflamatério foi realizada classificando-o
como: agudo (presenca de neutréfilos), cronico (presenca de células
mononucleares) ou misto (presenca de neutréfilos e células mononucleares).
Também foi observada a intensidade do infiltrado inflamatério, sendo classificado em
leve, moderado e intenso. Foram preparadas duas laminas por animal para o0s
grupos controle e tratado, contendo quatro cortes semi seriados cada uma.

A analise da resposta inflamatéria observada ao longo do tempo nos grupos
controle e tratado foi variavel e ndo demonstrou um padrédo consistente (Tabelas 14
e 15).

A andlise estatistica do tipo de resposta inflamatéria observada néao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos controle e Extrato 2%, mas a
analise na intensidade da resposta inflamatéria apresentou diferenga estatistica
(teste de Mann-Whitney, amostra ndo pareada) entre os grupos controle e Extrato
2% apenas para o tratamento de 7 dias (p= 0,0172). Entretanto, verificou-se uma
tendéncia de cronificacdo e reducdo da intensidade da resposta inflamatéria nos
grupos tratados com gelcreme CasgwF 0,06%.
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Tabela 14: Tipo e intensidade de inflamac&o para os animais do grupo controle

(gelcreme base) e tratado (gelcreme Extrato 2%).

GRUPO CONTROLE 42 DIA 7° DIA 102 DIA 142 DIA
INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE
R1 aguda moderada cronica forte cronica forte cronica leve
R1 aguda moderada cronica forte cronica forte cronica leve
R2 aguda moderada mista forte mista forte cronica leve
R2 aguda moderada mista forte mista forte cronica leve
R3 aguda moderada mista forte cronica moderada cronica moderada
R3 aguda moderada cronica forte cronica moderada cronica moderada
R4 mista moderada mista moderada cronica moderada cronica moderada
R4 mista moderada cronica moderada cronica moderada cronica moderada
RS mista leve cronica forte cronica moderada cronica forte
R5 mista leve cronica forte cronica moderada cronica forte
GRUPO EXTRATO 2% 42 DIA 7° DIA 102 DIA 142 DIA
INFLAMAGCAO INTENSIDADE INFLAMAGCAO INTENSIDADE INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE
R1 aguda forte cronica moderada cronica forte cronica moderada
R1 aguda forte cronica moderada cronica forte cronica moderada
R2 aguda moderada mista moderada cronica forte cronica leve
R2 aguda moderada mista moderada cronica forte cronica leve
R3 aguda moderada mista moderada mista moderada cronica leve
R3 aguda moderada mista moderada mista moderada cronica leve
R4 aguda moderada cronica leve cronica moderada cronica leve
R4 aguda moderada mista leve cronica moderada cronica leve
R5 mista moderada cronica moderada mista moderada cronica moderada
R5 mista moderada cronica moderada mista moderada cronica moderada

Tabela 15: Tipo e intensidade de inflamac&o para os animais do grupo controle
(gelcreme base) e tratado (gelcreme CasgwF 0,06%).

GRUPO CONTROLE 42 DIA 72 DIA 102 DIA 142 DIA
INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE
R1 mista leve mista moderada mista moderada crénica leve
R1 mista leve mista forte mista moderada crénica leve
R2 mista leve cronica forte crénica forte crénica moderada
R2 mista leve mista forte crénica forte crénica moderada
R3 mista moderada mista forte crénica leve crénica leve
R3 mista moderada mista forte crénica leve crénica leve
R4 mista moderada mista moderada crénica leve crénica moderada
R4 mista moderada mista forte crénica moderada crénica forte
R5 aguda moderada cronica forte mista leve crénica leve
R5 aguda moderada cronica forte mista leve crénica leve
GRUPO CasgwF 0,06% 4° DIA 72 DIA 102 DIA 142 DIA
INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMAGAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE INFLAMACAO INTENSIDADE
R1 mista moderada mista moderada crénica moderada crénica leve
R1 mista moderada cronica moderada crénica moderada crénica leve
R2 mista moderada mista moderada crénica moderada crénica leve
R2 mista moderada mista moderada crénica moderada crénica leve
R3 mista moderada mista forte crénica moderada crénica leve
R3 mista moderada mista forte crénica moderada crénica leve
R4 aguda moderada mista moderada crénica leve crénica moderada
R4 aguda moderada mista moderada crénica leve crénica moderada
R5 mista moderada mista moderada crénica leve crénica leve
R5 mista moderada mista moderada crénica leve crénica leve

A Figura 40 ilustra a andlise do indice mitético onde as células bloqueadas em

metafase nas camadas basal e supra basal do epitélio neoformado foram

contabilizadas.
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Figura 40: Corte transversal da ferida cutdnea no dorso do rato Wistar coradas em
HE (aumento de 10x). As setas indicam células bloqueadas em metafase na lingua
de reepitelizacdo onde, (A): grupo controle (gelcreme base); (B): grupo tratado
(gelcreme EEtCs 2% ou gelcreme CasgwF 0,06%).

A Figura 41 ilustra como foram realizadas as medidas de espessura e

perimetro do epitélio neoformado (lingua de reepitelizacdo).

Figura 41: Lingua de reepitelizacdo mostra como foram realizadas as medidas de
espessura e perimetro do epitélio neoformado.

A Figura 42 descreve as médias das areas de reepitelizacdo (um?) e seus
respectivos desvios padrées além de permitir verificar a presenca da mediana nos
grupos controle e tratado com CasgwF 0,06%. Como pode ser observado,
verificamos diferenca estatistica nas areas de reepitelizacdo no periodo de 10 dias,
com o grupo tratado com CasgwF 0,06% apresentando maiores éareas de

reepitelizagéo.
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Figura 42: Andlise da area de reepitelizacdo (um?) da ferida dos animais tratados
com gelcreme CasgwF 0,06%.
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Na analise do perimetro, embora se perceba na Figura 43 valores no periodo
de 10 dias, esta diferenca néo foi significativa.

Figura 43: Andlise do perimetro de reepitelizacdo (um) da ferida dos animais
tratados com gelcreme CasgwF 0,06%.
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Quando analisamos a espessura da area de reepitelizacdo em trés pontos
distintos, verificamos diferenga estatistica tanto no periodo de 7 quanto de 10 dias.
Importante notar que o grupo tratado com CasgwF 0,06% apresentou médias de

espessura menor do epitélio. De maneira interessante, quando analisamos a espessura
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da area de reepitelizacdo em trés pontos distintos, verificamos diferenca estatistica
tanto no periodo de 7 quanto no periodo de 10 dias. Também é importante notar que o
grupo tratado com CasgwF 0,06% apresentou médias de espessura do epitélio menor
no periodo de 7 dias e maior no periodo de 10 dias (Figura 44).

Figura 44: Analise da espessura de reepitelizacdo (um) da ferida dos animais
tratados com gelcreme CasgwF 0,06%.
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Do mesmo modo, quando analisamos o indice mitético nos diferentes
periodos de andlise verificamos diferenca estatistica nos periodos de 7, 10 e 14
dias, com a importante verificacdo de que, no periodo de 7 dias o grupo controle
apresentou maiores indices mitéticos e nos periodos de 10 e 14 dias o grupo tratado
com CasgwF 0,06% apresentou maiores indices mitoticos (Figura 45).

Figura 45: Andlise do indice mitotico realizada em 10 campos de 400x da ferida dos
animais tratados com gelcreme CAsgwF 0,06%.
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De maneira semelhante ao grupo anterior, a anélise da area de reepitelizacao
no estudo com o Extrato 2% demonstrou diferencas estatisticas com o grupo
controle, neste caso de forma mais acentuada, podendo ser identificada diferenca
estatistica desde o periodo de 4 dias de andlise da area de reepitelizacdo (um?).
Entretanto, nota-se que o efeito foi inverso, pois nos trés periodos identificados com
diferenca estatistica, verificou-se que o grupo controle apresentou maiores areas de

reepitelizacéo (Figura 46).

Figura 46: Andlise da area de reepitelizacdo (um?) da ferida dos animais tratados
com gelcreme Extrato 2%.

Areas totais de reepitelizagdo - Extrato 2%

15000001
*p< 0.0001
* p=0,0014
**%p =0,0678
1000000
~ T
€
3
= *kk
5 —_
pt *kk
)
. = T
500000
= I
* *
. = = =
L) L) L) L) L) L) L) L)
22 . . 2 N 5
& K4 & & 5 & 5 &
N2 N2 o ) ~
& & & & £ & & &
< [ex & & < < & <&
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Também pudemos observar que, quando analisado o perimetro de
reepitelizacdo do grupo tratado com o Extrato 2%, este apresenta diferencas
estatisticamente significantes nos periodos de 7 e 10 dias. Igualmente ao que foi
descrito para a &rea, 0 grupo controle apresentou maiores perimetros que o grupo

tratado com Extrato 2% (Figura 47).
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Figura 47: Andlise do perimetro de reepitelizacdo (um) da ferida dos animais
tratados com gelcreme Extrato 2%.
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Do mesmo modo, mas agora identificada apenas no periodo de 4 dias de

tratamento, verificou-se que o grupo controle apresenta maiores médias de

espessura que o grupo tratado com Extrato 2% (Figura 48).

Figura 48: Analise da espessura de reepitelizacdo (um) da ferida dos animais
tratados com gelcreme Extrato 2%.
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Entretanto, quando se analisa o indice mitético dos dois grupos, nao se

verifica diferenca estatistica entre os mesmos (grupo controle e grupo Extrato 2%)

(Figura 49).
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Figura 49: Andlise do indice mitético realizada em 10 campos de 400x da ferida dos
animais tratados com gelcreme Extrato 2%.
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6 CONCLUSOES

Mediante a proposta inicial deste trabalho os resultados obtidos permitiram
concluir que, para a droga vegetal pulverizada constituida por folhas de Casearia
sylvestris Swartz as metodologias empregadas para estabelecer parametros de
qualidade, tais como: teor de umidade, teor de cinzas, teor de extrativos, andlise
granulométrica do p6, mostraram-se adequadas sendo que algumas sofreram
adaptacdes. Baseado no trabalho de Santos (2008) o rendimento do extrato seco
em relacdo a droga vegetal foi de 11,8% semelhante a resultados encontrados na
literatura. Ao fracionarmos o extrato etandlico obtivemos trés fracdes com
composi¢cdo quimica distinta, onde somente a EFCs2 (fracdo acetato de etila)
através dos valores de Ry indicou a presenca de diterpenos do tipo clerodanico. A
analise em CCD realizada para esta fracdo demonstrou a presenca de casearina X,
B e caseargrewiina F. Na quantificacdo por CLAE-DAD encontramos valores como
27,4 e 50,6% (p/p) para diterpenos clerodanicos do tipo casearinas no extrato e
fracdo, respectivamente. Por CLAE-UV a caseargrewiina F foi quantificada
resultando teores de 1,1 e 1,4% no extrato e fracdo, respectivamente.

As fragOes obtidas de EFSCs2 por CC de fase normal foram analisadas por
CCD e reunidas segundo perfil cromatografico e, em condi¢cdes de analise pré-
estabelecidas, verificou-se que as manchas apresentaram perfil cromatogréafico
simples (presenca de 1 ou 2 manchas). Das anélises em CLAE-UV do perfil destas
fragbes concluimos que, algumas delas que apresentaram de 1 a 3 picos,
mostraram-se adequadas para posterior separacdo em CLAEprep. Dentre elas, a
fracdo CCCsl11 (91,5% de pureza cromatografica) foi submetida a anélise por RMN
de **C e 'H onde identificamos a caserina J, conhecida na literatura. A casearina J
foi quantificada no extrato EEtCs através de analise em CLAE-UV apresentando teor
de 2,35%.

Para os ensaios biolégicos a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria aguda
apresentou resultados significativos em relagdo a indometacina e, tanto fracdes
(EFSCs 1 e 2) e substancias purificadas (Casgw F e Cas B) ndo apresentaram grau
de lesdo gastrica nos estbmagos dos animais quando analisados
macroscopicamente, ao contrario da indometacina que apresentou grau 5 (maximo)
de lesdo pelo indice de ulceracdo. Pode-se sugerir que os diterpenos clerodanicos
sejam marcadores quimicos para a atividade anti-inflamatéria para a espécie C

sylvestris, apesar dos dados sugerirem que outros metabdlitos secundarios possam
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ser responsdveis por tal acdo também. Na atividade anti-inflamatéria crénica (artrite)
0 reestabelecimento das proporc¢des articulares para o grupo tratado com AIE foi de
80 % e 75 % para o grupo tratado com o extrato (EEtCs) que apresentou papel
importante de controlador da doenca inflamatéria crénica, ndo sendo evidenciada
toxicidade nos 6rgaos analisados apos término do experimento.

Para o tratamento de feridas cutaneas em rato Wistar a avaliagao da atividade
cicatrizante do gelcreme EEtCs 2% os resultados ndo foram muito promissores,
embora para o grupo tratado com gelcreme de CasgwF 0,06% tenha apresentado
relevancia estatistica, onde sugere-se que os diterpenos clerodanicos possam estar

envolvidos na acao cicatrizante apresentada pela espécie.
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ANEXO 1

Figura: Espectro de absorgéo no UV para casearina J
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ANEXO 2

Figura: Cromatograma do padréo de caserina J (CasJ) obtida em CLAE-UV.
CondicGes de analise descritas no item 4.4.2.2.
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ANEXO 3

(uiw) odwa)

14 oy SE 0€ T4 0z
L S R Y N o ey e O e e T e £ B I F

1 oL
(1R L

uRu 189

Ui 6¥6FZ {7 :
U E90'LlE yuw cLe'ee
ulw GGzl

uw QES’ L ulw Gge'cE

ulw Zoy'LE

Ul 0FS6L

1
‘Sl

uw /L
Ul GEG'/L

U gL/'6

\'
uiw Q9oL L

unBLLTL
) ¢ Ui ggg'g

ulw 800t
U p/g'e

unw 1292 |

uIw zg'L

EE R VAR

-

——

| : | Joj083e( : | SooleiXd

Figura: Cromatograma do extrato etandélico de folhas de C. sylvestris (EEtCs) obtido

em CLAE-UV. Condi¢cbes de analise descritas no item 4.4.2.2.

(ML) BIOUBAIOSAY



Anexos | 108

ANEXO 4

Figura: Espectro de RMN de 'H da casearina J em piridina-d5 obtido a 300 MHz.




Anexos | 109

ANEXO 5

Figura: Expansoées do espectro de RMN de 'H da casearina J em piridina-d5 obtido

a 300 MHz.
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ANEXO 6

Figura: Expansoées do espectro de RMN de 'H da casearina J em piridina-d5 obtido
a 300 MHz.
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ANEXO 7

Figura: Espectro de RMN de *3C da casearina J em piridina-d5 obtido a 75 MHz.
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ANEXO 8

Figura: Expansdes do espectro de RMN de *3C da casearina J em piridina-d5 obtido
a 75 MHz.
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ANEXO 9

Figura: Espectro de DEPT135° (incluindo expansdo abaixo) da casearina J em
piridina-d5 obtido a 75 MHz.
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ANEXO 10

Figura: Expansdo do espectro de DEPT135° da casearina J em piridina-d5 obtido a

75 MHz.
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ANEXO 11

Figura A: Espectro de DEPT90° da casearina J em piridina-d5 obtido a 75 MHz.
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Figura B: Expansdo do espectro de DEPT90° da casearina J em piridina-d5 obtido

a 75 MHz.
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ANEXO 12

Figura A: Mapa de contornos COSY da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Figura B: Expansao do mapa de contornos COSY da casearina J (piridina-d5, 11,7
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ANEXO 13

Figura: Expansdes do mapa de contornos COSY da casearina J (piridina-d5, 11,7
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ANEXO 14

Figura: Mapa de contornos HETCOR-LR da casearina J, 8 e 10 Hz (piridina-d5, 11,7
T).
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ANEXO 15

Figura: Mapa de contornos HETCOR-LR da casearina J, 6 Hz (piridina-d5, 11,7 T).
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ANEXO 16

Figura: Expansfes do mapa de contornos HETCOR-LR da casearina J (piridina-d>5,
11,7 T).
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ANEXO 17

Figura: Mapa de contornos NOESY2D da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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ANEXO 18
(A)Formulagéo do gelcreme de EEtCs 2,0 %
EELCS. .o 2,00%
Carbopol 940.........ccceviiiiiiieiiiiieeeeeeiis 1,00%
Trietanolamina.........ccooeeeeeeiiiiiiiiiieiinns g.s. pH 6,0
Oleo de améndoas............cc.covevveuenen. 4,00%
N[ o=V | 1S 0,15%
AQUAL....ccoviveieeeeeeceeeeee e q.S.p. 100,00%
(B) Formulagéo do gelcreme de CasgwF 0,06 %
CasgWF ..., 0,06%
Carbopol 940........cccceeeiiieieeeeeiieeeeeeiiins 1,00%
Trietanolamina.........ccccoeeeeeeeeviviveeennnns g.s. pH 6,0
Oleo de améndoas............cc.covevveueenen 4,00%
[T oF=To || o T 0,15%
AQUAL ..o g.s.p. 100,00%
(C)Formulacéo do gelcreme base
Carbopol 940........ccceiiiiiiieeiiiiieeeiis 1,00%
Trietanolamina.........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiniinns g.s. pH 6,0
Oleo de améndoas............cc.covevveunnen. 4,00%
N[ o=V | 1S 0,15%
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Protocolo CEUAIFCF/CAr nQ2312011

Pesquisador: ELAISE GONCALVES PIERRI

Orientador: Profa. Ora. Chung Man Chin

Projeto: Avaliacdo das atividades cicatrizantes e anti-inflamatéria de
Casearia sy/vestris Swartz em animais e identificagdo dos
marcadores quimicos.

Experimento: Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria eulcerogénica do

extrato, fragbes e diterpenos purificados de Casearia

sy/vestris Swartz.

Parecer n° 10/2012 — Comissio de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
considerou o protocolo para uso de animais na pesquisa "Avaliagdo das
atividades cicatrizantes e anti-inflamatéria de Casearia sy/vestris Swartz em
animais e identificacdo dos marcadores quimicos", apresentado pela pos-
graduanda Elaise- Gongalves Pierri sob orientagdo da Profa. Ora. Chung Man
Chin do Departamento  de Farmacos e Medicamentos desta Faculdade,
estruturado dentro dos. principios éticos. na experimentagdo animal do
Conselho Nacional' de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA,
manifestando-se FAVORAVEL 4 sua execugdo.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue

em dezembro - de 2013, em formulario - proprio para esse fim.

Argraquara, 12de/abril de 20

“Prof. Dr. CARLOSCESAR CRESTANI
“Coordenador da CEUA



Universidade Estadual de Maringa
_‘/A(. Pro-Reitoria de Pesquisa e PGs-Graduagéo QQ
’ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentac&o G
Parecer emitido apos reunido realizada em: 6/6/2013 Parecer n° 067/2013
Pesquisador:  Luzmarina Hernandes Setor: DCM
Titulo: Protocolo n®  030/2013

Avaliacdo das atividades cicatrizantes e anti-inflamatéria de Casearia sylvestris
Swartz em animais e identificacdo dos marcadores quimicos

Entrada: 13/5/2013 Inicio: 23/6/2013 Término: 24/6/2014

Situagado do Projeto: Aprovado

Relatoério Final:
ATENCAO: este parecer, quando a situacio do projeto constar " aprovado”, autoriza os proponentes
a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apés apreciacao do relatério final.

Consideracdes e Parecer:

Quanto ao mérito da pesquisa em relagdo as normas previstas na Lei no 11.794/08, Decreto 6.899/09, Resolugédo n
01/2010 — CONCEA (DOU no 131, de 12/07/10, p. 10), Lei Estadual no 14.037/03 e Resolu¢do UEM no 032/2006-CEP,
verifica-se que o projeto atende a todos 0s requisitos necessarios para aprovagao do uso dos animais na pesquisa
proposta.

Aparentemente a pesquisadora utilizou um modelo de formulério diferente do constante no site da PPG, uma vez que os
itens 1.1, 1.3, 1.4, de Identificagdo do Experimento séo diferentes.

Sendo assim, prop6e-se que o presente projeto figue APROVADO na forma do artigo 10, inciso |, da Resolu¢cao UEM no
032/2006-CEP, uma vez que ndo se constatam Obices legais para o desenvolvimento dos procedimentos, nos moldes
propostos no protocolo, em relacéo a legislacéo vigente, exigindo-se, entretanto, as informagdes, no Relatério Final, do
titulo do projeto em inglés (formulario) e a descri¢do das doses de anestesia e eutanasia em mg/kg, como explicado no
Check List do site do CEAE/PPG/UEM.

Prof. Dr. Alexandre Ribas de Paulo,
Presidente do CEAE

Artigo 10 da Resolucéo n° 032/2006-CEP: Os projetos analisados serdo enquadrados em uma das seguintes categorias:
| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porém com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendacgao de uma reviséo especifica, ou solicitacdo de modificagdo ou
informacéo relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, apds o recebimento da comunicagéo, pelo coordenador
do projeto;

11l - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apds o prazo previsto no Inciso Il do
recebimento da comunicacgao;

1V - ndo aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br
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