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RESUMO

A espécie Licania rigida Benth pertence a familia (Chrysobalanaceae), popularmente
conhecida como “oiticica” é muito utilizada na medicina popular no tratamento de diabetes e
inflamacgdes. Suas sementes apresentam acdo antioxidante e antibacteriana, além de serem
indicadas no tratamento de diarreias e na cicatrizante de feridas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade anti-inflamatoria sistémica e tdpica do extrato hidroalcodlico das folhas de
Licania rigida em camundongos. O perfil quimico quantitativo de acidos fenolicos e
flavonoides foram realizados pela técnica de Cromatografia liquida de Alta eficiéncia
(CLAE), identificando a presenca de acidos fendlicos como acido galico, acido clorogénico e
acido cafeico e os seguintes flavonoides epicatequina, rutina, quercetina, caempferol e
catequina, revelando como constituintes principais desta analise o acido clorogénico (1.16%)
e Caempferol (0.81%). Foi verificado a DLsy do extrato e seus efeitos em nivel de Sistema
Nervoso Central (SNC) através do screening hipocratico proposto por Malone, (1977). A
DLso estimada foi > 5000 e o screening hipocratico sugere que o extrato possivelmente atua
promovendo efeitos estimulantes e ndo depressores do SNC. Foi investigada a acdo anti-
inflamatoria sistémica do extrato através dos modelos experimentais de edema de pata
induzido por carragenina e dextrana. Os mecanismos de acdo sistémica foram elucidados
pelos ensaios de edema de pata induzido por histamina e &cido araquiddnico, peritonite e
permeabilidade vascular. E seu efeito topico foi analisado através do modelo de triagem
edema de orelha induzido por 6leo de créton e seu mecanismo de acdo elucidado nos modelos
de edema de orelha induzido por histamina, &cido araquidénico, capsaicina e fenol. Quanto a
atividade anti-inflamatdria sistémica e topica, o0 EHFLR apresentou uma melhor resposta nos
testes de triagem na dose de 25 mg/kg. A partir desses resultados, esta dose foi escolhida para
avaliar o possivel mecanismo de acdo. O EHFLR demonstrou efeito antiedematogénico
significante sobre o0 edema de pata induzido por histamina e por &cido araquidénico na 3° hora
do teste com um percentual de inibicdo de 46,64% e 18,33%, respectivamente. O EHFLR
também reduziu a permeabilidade vascular e migragdo leucocitaria. Para avaliacdo topica, o
extrato apresentou um efeito anti-inflamatorio significante nos modelos agudo e crénico. Foi
avaliado o mecanismo de a¢do por via topica e 0 mesmo apresentou uma reducdo do edema
nos modelos de edema de orelha induzido por acido araquidénico e fenol, com percentual de
reducdo do edema de 39,48% e 56%, respectivamente. O EHFLR n&o demonstrou reducéo
significativa do edema na orelha do animal quando induzido por capsaicina e histamina.
Conclui-se que o EHFLR exerce uma acdo anti-inflamatoria sistémica, possivelmente por
inibir a acdo das aminas vasoativas, além de provavelmente intervir na via de metabolizacdo
do &cido araquidénico. Os resultados também sugerem que o extrato pode estar inibindo a
migracdo e adesdo leucocitaria, evidenciada pela reducéo de neutréfilos e mondcitos e desse
modo, contribuindo para a redugdo do edema. O EHFLR também apresenta um efeito topico
possivelmente por agir inibindo a producdo de metabdlitos do acido araquidonico, além de
promover uma possivel inibicdo da acdo dos queratinocitos. Os resultados do trabalho
mostraram que o EHFLR possui um potencial biotecnol6gico podendo ser uma ferramenta
para estudos mais especificos e eficazes sobre efeito anti-inflamatério no desenvolvimento de
futuros medicamentos no tratamento da inflamacao.

Palavras - chave: Licania rigida. Inflamagdo. Flavonoides. Acidos fendlicos.



ABSTRACT

The species Licania rigida Benth belongs to the family Chrysobalanaceae, popularly known
as "oiticica" and widely used in folk medicine in the treatment of diabetes and inflammation.
Its seeds have antioxidant and antibacterial action, besides being indicated in the treatment of
diarrhea and wound healing. The objective of this work was to evaluate the systemic and
topical anti-inflammatory activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of Licania rigida
in mice. The quantitative chemical profile of phenolic acids and flavonoids was performed by
the High Efficiency Liquid Chromatography (HPLC), technique, identifying the presence of
phenolic acids, such as gallic acid, chlorogenic acid and caffeic acid, and flavonoids e
epicatechin, rutin, quercetin, caempferol And catechin, revealing chlorogenic acid (1.16%)
and Caempferol (0.81%) as the main constituents of this analysis. The LD50 of the extract
and its effects on the Central Nervous System (CNS) level were verified through the
Hippocratic screening proposed by Malone, (1977). The estimated LD50 was > 5000 and the
Hipocratic screening indicated that the extract possibly acts to promote stimulant and non-
depressant effects of the CNS. The systemic anti-inflammatory action of the extract was
investigated through the experimental models of paw edema induced by carrageenan and
dextran. The mechanisms of systemic action were elucidated by paw edema tests induced by
histamine and arachidonic acid, peritonitis and vascular permeability. And its topical effect
was analyzed through the crony oil-induced ear edema screening model and its elucidated
mechanism of action in the ear edema models induced by histamine, arachidonic acid,
capsaicin, and phenol. As for the systemic and topical anti-inflammatory activity, the EHFLR
presented a better response in the 25 mg / kg screening tests. From these results, this dose was
chosen to evaluate the possible mechanism of action. EHFLR demonstrated a significant anti-
infective effect on histamine and arachidonic acid induced paw edema at the 3rd hour of the
test with a percentage of inhibition of 46.64% and 18.33%, respectively. EHFLR also reduced
vascular permeability and leukocyte migration. For topical evaluation, the extract presented a
significant anti-inflammatory effect in the acute and chronic models. It was evaluated the
mechanism of action by topical route, which presented a reduction of edema in the models of
ear edema induced by arachidonic acid and phenol, with a percentage of edema reduction of
39.48% and 56%, respectively. EHFLR did not demonstrate a significant reduction of edema
in the animal's ear when induced by capsaicin and histamine. It is concluded that EHFLR
exerts a systemic anti-inflammatory action, possibly by inhibiting the action of vasoactive
amines, besides probably intervening in the pathway of arachidonic acid metabolism. The
results also suggest that the extract may be inhibiting leukocyte migration and adhesion,
evidenced by the reduction of neutrophils and monocytes and thus, contributing to the
reduction of edema. EHFLR also has a topical effect possibly by acting to inhibit the
production of arachidonic acid metabolites, in addition to promoting a possible inhibition of
the action of keratinocytes. The results of the study showed that the EHFLR has a
biotechnological potential and can be a tool for more specific and effective studies on anti-
inflammatory effect in the development of future medicaments in the treatment of
inflammation.

Keywords: Licania rigida. Inflammation. Flavonoids. Phenolic acids.
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Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016)
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INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas desde os tempos remotos pela populagio
como forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2003).
Trata-se do uso diversificado que esta relacionado a tradi¢cdes vivenciadas e repassadas de
geracdo a geracdo pelos povos ancestrais. Sua busca objetivava o tratamento, cura ou
prevengdo de doengas (MACIEL et al., 2002). Essas plantas sdo utilizadas desde as regides
mais pobres do pais até grandes centros urbanos, sendo encontradas em feiras livres,
mercados populares ou quintais residenciais (VEIGA JUNIOR, 2002).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) cerca de 90% da populacao
mundial faz uso de plantas medicinais como tnica forma de acesso aos cuidados basicos de
satde. No Brasil, essa porcentagem ¢ de 82% (RAHMAN; SINGHAL, 2002; WHO, 2011). O
uso dessas plantas foi disseminado principalmente pela cultura indigena (RODRIGUES;
SIMONI, 2010).

O Brasil é um pais rico em termos de biodiversidade, cujo territdrio possui cinco
principais biomas, Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Caatinga. Ele
apresenta-se como rica fonte de produtos terapéuticos (VEIGA JUNIOR; MELLO, 2008). A
procura por plantas com finalidade terap€utica ¢ decorrente da caréncia econdmica e
dificuldade de assisténcia médica ou farmacéutica vivida pela populacdo (SCHENKEL;
MENGUE; PETROVICK, 2004). Nos paises desenvolvidos, também ocorre uma pratica
continua da populacdo em utilizar as plantas medicinais, por razdes histdricas e culturais,
mesmo em um pais que apresenta grande disponibilidade de medicamentos alopaticos
(CALIXTO, 2003).

A busca por plantas medicinais despertou os pesquisadores e a industria farmacéutica a
investirem mais nas pesquisas de novos farmacos e investigarem substancias envolvidas em
sua acdo terapéutica (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003; SOARES et al., 2006).

A agdo terapéutica das plantas medicinais estd relacionada a presenca de alguns de
seus constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, entre outros, que
através de testes pré-clinicos, suas agdes farmacologicas podem ser comprovadas. Por esse
motivo, essas substdncias tém sido objeto de incessantes estudos envolvendo dareas
multidisciplinares, que enriquecem os conhecimentos sobre a fonte medicinal natural
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

As plantas medicinais contém substancias bioativas que podem apresentar beneficios a

satde e também efeito toxico, quando usados de maneira errada (AMOROZO, 2002). Por
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isso, sua a¢do terapéutica, bem como suas doses, devem ser devidamente esclarecidas e
informadas (CARNEIRO et al., 2014).

E importante, portanto, que sejam feitas as sele¢des de espécies vegetais com estudos
etnofarmacoldgicos, os quais auxiliam no desenvolvimento de novas pesquisas. A seguranca
de uma droga ¢ fator determinante, por isso a preocupagdo com relacdo ao uso dessas plantas,
que advém do fato de que muitas pessoas idealizam erroneamente que elas ndo apresentam
toxicidade por serem ‘“naturais”. Seus efeitos adversos, nao obstante, podem ocorrer dos
proprios constituintes da planta. A identificagdo erronea das espécies vegetais, forma incorreta
de preparo e uso indiscriminado podem apresentar sérios riscos a saude (BALBINO; DIAS,
2010).

Dentre os medicamentos mais comercializados mundialmente, cerca de 40% tem
origem de fontes naturais, com 78% para medicamentos de acdo antibacteriana e, 74%, de
acdo antitumoral desencadeadores dessa agao fitoterapica (SIANI; MICHELIS, 2005).

A fitoterapia ¢ um tratamento realizado por meio de plantas (BETTEGA et al., 2011).
Os chamados medicamentos “fitoterapicos” sdo preparagdes vegetais padronizadas que
consistem em uma mistura complexa de algumas substancias presentes na planta, as quais sdo
preparadas adequadamente e posteriormente prescritas como manda a legislagdo vigente (DI
STASI, 2007). Quando utilizados de forma correta, os fitoterapicos sao eficazes e seguros. Os
compostos fitoterapicos podem ser utilizados nas mais variadas féormulas, como cépsulas,
comprimidos, géis, pomadas, solu¢des aquosas, solucdes hidroalcoodlicas e infusdes
(FRANCISCO, 2010).

O mundo vegetal contribui para a farmacoterapia por ser uma fonte abundante de
moléculas e genes extremamente importantes a farmacopeia (MACHADO; OLIVEIRA,
2014). H4, no entanto, poucos estudos que buscam validar o potencial farmacoldgico em
algumas espécies vegetais, como ocorrem com as plantas do género Licania. Os relatos
existentes sobre a espécie Licania rigida, por exemplo, resumem-se, na maioria das vezes, nas
propriedades anti-inflamatorias e hipoglicemiante (FARIAS et al., 2013).

A inflamacdo ¢ definida como uma resposta de defesa de um tecido vivo vascularizado
a um estimulo nocivo seja por micro-organismos, toxinas, células necroticas, entre outros,
podendo também estar associado a doengas infecciosas, imunoldgicas, vasculares ou traumas
(LARSEN; HENSON, 1983). O processo inflamatorio desencadeia uma série de eventos,
vasculares e celulares e, dependendo da persisténcia da lesdo e sinais clinicos, podem ser
caracterizados como uma inflamag¢ao aguda ou cronica (HENSON, 2005).

Existem diversas drogas sintéticas utilizadas no tratamento da inflamacao. Entre elas,
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estdo os Anti-Inflamatorios Nao Esteroidais (AINES) e os Glicocorticoides (AIES). Contudo,
essas drogas apresentam alguns efeitos colaterais. Os AINES sdo inibidores da enzima ciclo-
oxigenase (COX) e podem produzir reagdes adversas, como gastrite, Ulceras gastricas,
perfuracdo gastrointestinal, disfuncdo plaquetaria, hemorragia € comprometimento renal
(BATLOUNI, 2010). Ja os Glicocorticoides causam alguns sintomas indesejaveis, como
irritabilidade e insOnia, que ocorrem com administragcdes curtas. Outros efeitos mais graves
podem ser desencadeados com o uso continuo dessa droga (PAULI et al., 2006).

Segundo Feitosa (2012), a espécie Licania rigida ¢é utilizada com fun¢do medicinal em
algumas regides do Nordeste, com o uso de suas folhas, no tratamento de processos
inflamatorios. Além disso, essa espécie ¢ utilizada popularmente no tratamento de diarreia,
epilepsia e malaria.

Em outros estudos, feitos por Gomes e colaboradores, mostram que algumas espécies
do género Licania sdo utilizadas no tratamento de inflamacdes do sistema reprodutor
masculino e feminino, além do tratamento de verminoses. Costumam utiliza-las em forma de
chés, a partir das suas folhas secas. J4 as sementes, sdo utilizadas contra diarreias e para
cicatrizagdo de ferimentos.

Tendo como base as atividades demonstradas na literatura, suas propriedades anti-
inflamatoérias e poucos estudos relatando suas atividades bioldgicas correlacionadas com a sua
composicdo quimica, surgiu o interesse no desenvolvimento deste trabalho, na intenc¢do de
agregar novas descobertas a respeito da acdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania
rigida na inflamagao sistémica e topica, na perspectiva de oferecer maiores subsidios para a
complementacao das informacdes cientificas sobre a espécie, podendo, assim, descobrir nessa
planta, um poderoso fitoterdpico aliado ao desenvolvimento de novas terapias e, a0 mesmo

tempo, salientar a importancia de sua conservagao.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Definicéo de inflamacéo

A inflamacdo é uma resposta de defesa que ocorre apos dano celular causado por
micrdbios, agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substancias
causticas), necrose tecidual ou reacdes imunoldgicas, cujo objetivo é promover a cura ou
reparo tecidual. Trata-se de processo regulado por fatores pr6 e anti-inflamatérios (SILVA;
MACEDO, 2011).

As células do sistema imunologico desenvolvem uma resposta de defesa contra micro-
organismos infecciosos ou substancia estranha logo apds sofrer uma injuria tecidual. Essas
células estdo presentes em praticamente todos os tecidos do corpo (ABBAS et al., 2011), e,
como resposta a injaria tecidual, a area inflamada revela os cincos sinais cardinais da
inflamac¢ao, como rubor, calor, edema, dor e perda da funcdo (CRUVINEL et al., 2010).

O processo inflamatdrio € benéfico e necessario para o organismo, uma vez que, em
conjunto com a agdo de hormoénios e outras moléculas sinalizadoras, a inflamacdo ¢
responsavel pela regeneragdo e reparo das estruturas danificadas. Entretanto, se a inflamacao
ocorrer de forma prolongada e extensiva, pode tornar-se prejudicial ao organismo

(CRUVINEL et al., 2010).

1.1.1 INFLAMACAO AGUDA E CRONICA

O principal objetivo da resposta inflamatoria gerada pelo sistema imunologico ¢
remover o estimulo que desencadeou a resposta e iniciar rapidamente uma recuperagao
tecidual do local lesionado (CRUVINEL et al., 2010). Durante esse processo, ocorre o
aumento da permeabilidade vascular e também do fluxo sanguineo direcionado para o local da
inflamacdo. Em decorréncia da dilatagdo dos vasos e aumento da pressdo hidrostatica do local
inflamado, ocorre o aparecimento do calor e do edema. Outro evento que ocorre € o rubor,
devido a estase de hemacias, formando um exsudado de agua e proteinas. Quando a resposta
inflamatoria ndo consegue recuperar a lesdo, pode ocorrer a perda da fungdo das células
lesionadas (QUERICHELLI; RICCO, 2017).

ApOs a lesdo tecidual, ocorre a evolucao do processo inflamatorio. Inicia-se com uma
vasodilatacdo no local e aumento da permeabilidade capilar, devido a ag¢do das aminas

vasoativas (Histamina e Serotonina). A histamina ¢ uma amina de baixo peso molecular
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biossintetizada e armazenada principalmente nos mastocitos e basofilos a partir do
aminoacido L-histidina (His) e seu grupo carboxila ¢ removido pela agdo da enzima L-

histidina descarboxilase (Figura 1) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

Figura 1. Modificacdo enzimatica da L.histidina
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Fonte: Adaptado de: Parsons e Ganellin (2006).

As acdes fisiologicas da histamina sdo desempenhadas a partir de sua ligagdo com um
de seus quatro receptores de membrana H;R, H;R, H3R e H4R, sendo esses acoplados a
proteina G (GPCR) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). As funcdes realizadas
pela histamina estdo relacionadas a secrecdo de fons H* a partir de células parietais gastricas
para a formacéo de acido cloridrico (HCI), modulacéo do ciclo de sono e vigilia, respostas de
hipersensibilidade, imunomodulacdo, manutencdo do processo inflamatério, dentre outras
(THURMOND; GERFAND; DUNFORD, 2008).

Os H;R encontram-se presentes, predominante, no cérebro e nas células endoteliais, e
estdo relacionados ao papel da histamina frente a respostas alérgicas (THURMOND et al.,
2004). Ja os H2R estdo presentes principalmente nas células parietais da mucosa gastrica
(BASMABUM et al., 2009), e sdo encarregados pela secrecdo de ions H* para a formagéo do
acido cloridrico, levando a diminuicdo do pH gastrico (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2012).

Os outros receptores histaminérgicos, H3R e H4R estdo presentes, majoritariamente, no
sistema nervoso central (SNC) e em células imunitarias, respectivamente, sendo que o
primeiro, um auto-receptor pre-sinaptico, controla a sintese e liberacdo de histamina que age
como feedback negativo, e de outros neurotransmissores, como a 5-HT, dopamina e o acido vy-
aminobutirico (GABA), além de estar relacionado a desordens vestibulares, aos transtornos do
ciclo sono-vigilia e, ainda ndo bem estabelecido, h4 relatos do envolvimento deste receptor

com aspectos da fisiopatologia de doencas, como Alzheimer e esquizofrenia (TILIGADA et
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al., 2009). J& o segundo, o H4R, promove efeitos de quimiotaxia induzida por histamina das
células da linhagem hematopoiética (TILIGADA et al., 2009; KISS; KESERU, 2014).

O receptor H4R, quando expresso na membrana das células imunitarias, como 0s
linfocitos T e B, neutrofilos, células dendriticas, basofilos, mondcitos e mastdcitos, atua
regulando eventos quimiotéticos induzidos por histamina, sendo, dessa forma, um alvo
potencial para a pesquisa e desenvolvimento de novos protétipos a serem empregados no
tratamento de doencas inflamatdrias crénicas (KISS; KESERU, 2014).

A histamina e serotonina sao liberadas por mastocitos € monocitos, respectivamente, e
permitem o extravasamento de um exsudado rico em proteinas e agua para o espaco
extravascular. Para que os leucocitos possam migrar para o local da lesdo e promover sua
fungdo de defesa, o endotélio ¢ ativado, passando a expressar moléculas de superficie que
promovem a aderéncia e migracdo dessas células para tecido, incluindo as moléculas de
adesdo, como as selectinas e integrinas (figura 2). Além disso, as aminas vasoativas ativam a
sintese de 6xido nitrico (NO), componentes do sistema complemento, do sistema de cininas e
do sistema de coagulagdo. A interleucina-1 e o TNF-a sdo responséaveis por ativar as células
do endotélio promovendo a produgdo das selectinas para, em seguida, iniciar o processo de

adesdo (PAIVA, 2013).

Figura 2. Mecanismos de migracdo dos leucocitos para o sitio inflamatério e acdo das
moléculas de adesdo
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Fonte: Totes (2011).

Logo no inicio do processo inflamatorio, para que ocorra a resposta celular para
defender o organismo do agente agressor, é necessario que esse antigeno seja apresentado. As
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Células Apresentadoras de Antigenos (CAA) sdo os macrdfagos teciduais e as células
dendriticas. Quando se trata de um micro-organismo patégeno, o reconhecimento da-se pelos
receptores especificos de membrana denominados de Toll ou TLR (do inglés Tolllike-
Receptors, ou receptores semelhantes ao Toll) presentes nas Células apresentadoras de
antigenos (CAA). Os TLR interagem com estruturas especificas de membrana altamente
conservadas em bactérias, virus e fungos, denominadas de padrdes moleculares associados ao
patdgeno (PAMP, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns). Quando ocorre uma
interacdo entre PAMP e TLR de macrdfagos ou de células dendriticas, ocorre posteriormente
uma transducdo de sinais para ativar a liberacdo imediata de quimiocinas, que sao
responsaveis pela quimiotaxia de neutrofilos (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Na inflamacdo aguda, as primeiras células que chegam ao local inflamado sdo os
polimorfos nucleares (neutréfilos e monaocitos). Eles sdo recrutados para o local da lesdo, para
desempenharem um papel fundamental no desenvolvimento do processo inflamatério. Sua
acdo ocorre a partir da liberacdo de fatores sollveis de regulacédo, caracteristica desta fase que
sdo denominados de citocinas (QUERICHELLI; RICCO, 2017).

Citocinas sdo mediadores proteicos sintetizados a partir de uma resposta inflamatéria
ou antigénica. Elas participam da imunidade inata e adquirida, desempenhando um importante
papel no combate ao processo inflamatério gerado, dentre elas, a de ativacdo e regulacdo das
células inflamatorias, como os fagdcitos mononucleares, neutréfilos e eosinéfilos. Ela pode
ser diferenciada em interferons (INF), quimiocinas e interleucinas (IL). O INF é uma citocina
que desempenha um papel central na resposta inata e inflamatdria por serem os mediadores
iniciais de um processo inflamatério. Esta citocina é produzida por macréfagos e exerce sua
funcdo de fagocitose e destruicdo de células tumorais pela mediacdo de seus receptores
TNFR1 e TNFR2 (CASTRO, 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-1 é produzida inicialmente por macr6fagos e mondcitos, assim como por células
ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas durante lesdo celular,
infeccdo, invasdo e inflamacdo. Ela participa do processo inflamatorio por induzir febre,
ativar linfocitos e neutrofilos, indugéo a proliferacdo de células T, além de induzir a producao
de varias citocinas importantes nesse processo. Possuem dois tipos conhecidos de subclasses
IL-1a. e IL-1B. A IL-lo esta associada a membranas celulares e age através de contatos
celulares; ja a IL-1B, produz inflamagdo sistémica através da ativacdo da ciclooxigenase
(COXy), com a formacdo de PGE, desencadeando a febre. Além disso, produz substancia-P
(SP), 6xido nitrico e moléculas de adesdo endotelial (WOLF et al., 2008).
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A IL-6 é uma glicoproteina secretada por muitos tipos de células, como macrofagos,
mondcitos, eosindfilos e hepatdcitos. E uma citocina pré-inflamatoria que promove maturagio
e ativacdo de neutrofilos, macréfagos e diferenciacdo de células T citotoxicos exercendo
propriedades anti-inflamatorias durante uma lesdo (RAEBURN et al., 2002).

As quimiocinas sdo um tipo de citocinas quimiotaticas responsaveis pelo recrutamento
de leucocitos em condigdes fisioldgicas ou patoldgicas. Sdo exemplo de familia de
quimiocinas as CXC e as CC, que sdo quimioatrativos para monaocitos, basofilos, eosinéfilos e
linfocitos (RITTER; KORNER, 2002).

Outras moléculas envolvidas durante o processo inflamatério sdo os peptideos do
sistema complemento. Eles sdo liberados como produtos finais das cascatas enzimaticas
proteoliticas. Os peptideos C3a e Cba tém acdo de ativarem o0s mastocitos para liberar
histamina, que além de promover vasodilatacdo, também funcionam como substancias
quimioatrativas, recrutando leucécitos para o local inflamado. A C3b é uma opsonina que
adere a superficie de micro-organismos para facilitar a fagocitose pelas células de defesa. De
modo simultaneo a esse processo, também sdo produzidos mediadores lipidicos derivados do
acido araquidonico (AA) (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

O é4cido araquidonico é um acido graxo bastante importante na producdo dos
eicosanoides, como os tromboxanos (TXA2), leucotrienos (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) e
prostaglandinas (PGE2, PGD2, PGF2a). Sua producdo ocorre em consequéncia da ativagao de
fosfolipases, que hidrolisam os fosfolipidios constituintes da membrana celular liberando o
acido araquiddnico, sofrendo acdo da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) e gerando
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. A funcdo das prostaglandinas, durante o
processo inflamatorio, é induzir a febre, hiperalgesia e a vasodilatagdo (MESQUITA JR et al.,
2008).

As prostaglandinas (PG) s@o produzidas em neurdnios e vasos do SNC. Elas
desempenham diversas fungdes importantes como reguladores do ciclo do sono e do
despertar, da origem da febre e na transmissdo da dor. Além disso, de promove a
permeabilidade vascular, agregacdo plaquetaria, cicatrizacdo, entre outros (KAWAHARA et
al., 2015).

Quando uma leséo afeta a membrana celular, a enzima fosfolipase A2, que se encontra
presente nos leucdcitos e plaquetas, é ativada por citocinas pro-inflamatérias, como a
interleucina IL-1, levando a degradagdo dos fosfolipidios e, desse modo, resultando na
producdo de &cido araquidonico. Quando esse acido é metabolizado, ocorre a formacdo dos

leucotrienos, pela acdo da enzima lipo-oxigenase, e também a formacédo das prostaglandinas,
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prostaciclinas e tromboxanos, pela acdo da enzima ciclo-oxigenase (HILARIO; TERRERI;
LEN, 2006).

Durante a fase aguda da inflamacéo ocorre a reparacdo tecidual. Esse processo é
caracterizado pela regeneracao e organizacdo do tecido. Ocorre uma substituicdo das células
mortas ou lesadas por novas células, idénticas as originais, promovendo a restituicao total e a
funcionalidade do tecido (MESCHER; NEFF, 2005).

A transicdo para a fase inflamatdria crénica é evidenciada pelo desenvolvimento da
resposta humoral especifica e da resposta imune celular. Ela é caracterizada por conter
histologicamente um exsudado celular de macrofagos e linfocitos ao lado das &reas de
regeneracdo tecidual (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Além disso, durante esse
processo, ocorre a proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (FIGIWARA,
KOBAYASHI, 2005). Esse processo tem duracdo prolongada e pode levar de semanas ou até
mesmo anos. Ele pode ser observado na fisiopatologia de algumas doencas, como artrite
reumatoide e tuberculose (LUCETT], 2010).

1.2 Inflamacéo cutanea

Para uma abordagem mais satisfatoria sobre inflamacao cutanea, € pertinente discorrer
sobre a pele. Segundo Sampaio e Rivitti (2000), a pele € caracterizada como o maior 6rgao do
corpo humano e tem 15% do peso corporal. Ela tem varias fungdes, e uma delas ¢ a
capacidade de promover o isolamento da estrutura interna do corpo com o meio externo,
desenvolvendo uma fun¢ao de protegdo. A pele ¢ dividida em trés camadas: a epiderme (parte

superior), a derme (parte intermediaria) e a hipoderme (parte inferior), (figura 3).

Figura 3. Estrutura da Pele

Disponivel em: < http://livrozilla.com/doc/104699/a-pele-como-org%C3%A3o0.-
estrutura--fisiologia-e-fun%C3%A7%C3%B5es> . Acesso: 22 fev. 2017.
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A pele ¢ a primeira linha natural de defesa que o organismo possui. Ela o protege
contra diversos microrganismos. A maioria das fun¢des de defesa da epiderme localiza-se no
estrato corneo, uma parte que limita a colonizagdo por patdogenos por possuir baixo teor de
agua, um pH acido e ter lipidios e peptideos antimicrobianos na superficie (ELIAS, 2007).

Dentre as células localizadas na epiderme, os queratindcitos sdo os principais tipos de
células envolvidos na manutencdo da integridade de sua estrutura. Elas expressam
quimiocinas, citocinas € moléculas do complexo do sistema imunologico, que colaboram com
o processo de reparagdo no tecido cutaneo. Outras células encontradas na epiderme sao os
melandcitos (responsavel pela pigmentagdo da pele), células de Langerhans (captura o
antigeno e funciona como CAA), células de Merckel (atua como mecanorreceptores). Na
derme, ocorrem a passagem do fluxo sanguineo, que permitem que ocorra a infiltragdo de
células migratorias do processo de resposta de defesa inata ou imune e de cicatrizagdo,
importantes para a defesa da pele. A hipoderme ¢é caracterizada como a camada mais profunda
da pele e é composta, exclusivamente, por tecido adiposo. Desempenha a fungdo de
isolamento térmico para protecdo mecanica do organismo, frente as pressdes e traumas
externos (SAMPAIO; RIVITTI, 2000).

Quando se tem uma injdria externa, o organismo comeg¢a a desenvolver um processo
inflamatério local. Como resposta natural, esse processo comeca a estimular a producao de
citocinas pelos queratinocitos, que vao ajudar na defesa da pele contra o agente agressor. Apos
ruptura aguda da barreira epidérmica, comeca a expressdo de mediadores pro-inflamatorios,
como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL6).
Eles sdo potentes mitdgenos epiteliais (substancia que estimula a proliferacdo celular) e
estimuladores da sintese de lipidios, fundamentais para o reparo da barreira cutanea.
Entretanto, se a ruptura da barreira for prolongada, comecard uma producdo prolongada de
citocinas, o que ¢ prejudicial para o processo de defesa, desencadeando uma inflamagao

topica cronica (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008).

1.3 Farmacologia dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)

Os AINEs representam compostos organicos desencadeador de acdo analgésica,
antipirética e anti-inflamatéria (LONGUI, 2007). Sdo drogas de primeira escolha no
tratamento de doencas reumaticas ou ndo reumaticas, como artrite reumatoide e osteoartrite,
assim como nas sequelas de traumas, contusdes e para tratamento pos-operatorio. Dentre os

farmacos mais utilizados na terap€utica dos processos inflamatérios estdo os AINES e os
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corticosteroides. Eles sdo divididos em farmacos seletivos da COX2 (Inflamatéria) e farmacos
nao seletivos. Sdo exemplos de AINES nao seletivos o acido acetilsalicilico, a indometacina,

o naproxeno ¢ seletivos Celecoxib, Rofecoxib (BATLOUNI, 2010).

1.3.1 MECANISMO DE ACAO DOS ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS
(AINES)

Esse mecanismo (figura 4) baseia-se na inibi¢do de um grupo de enzimas denominadas
ciclooxigenases (COXs), responsaveis pelo metabolismo do 4cido araquidénico em
prostaglandinas, o que confere a estes farmacos duas a¢des farmacoldgicas determinantes para
o seu uso na inflamagdo. Os AINEs sdao usados no tratamento da dor leve e moderadas, devido
as suas propriedades analgésicas serem prolongadas. Eles agem inibindo a enzima
ciclooxigenase (COX1 e COX2) e, dessa forma, consegue diminuir a produgdo de
prostaglandinas combatendo a inflamagdo e, consequentemente, dor e febre (HILARIO;
TERRERI; LEN, 2006).

A cascata do 4cido araquidonico déa-se quando os fosfolipidios sofrem acdo da
fosfolipase A2 dando origem ao 4cido araquidonico, o qual € derivado acido linoleico e sofre
oxidagdo, sendo dividido em duas vias: a da ciclooxigenase (COX) e a da lipooxigenase
(LOX).

Sua acdo anti-inflamatéria e analgésica ocorre devido a inibi¢do da sintese das
prostaglandinas pro-inflamatorias que favorecem a vasodilatacdo prolongada, aumentam o
fluxo sanguineo e a a¢do de substancias, como bradicinina, histamina e serotonina, que sao
capazes de aumentar a permeabilidade vascular e ativar as terminagdes nervosas
(GONZALEZ, 2007).

A COXI1 ¢ denominada constitutiva e confere uma citoprote¢do epitelial gastrica e
hemostasia local. J4 a COX2, ¢ induzida por citocinas, importantes para a formagdo de
prostanoides no processo inflamatorio. De acordo com as fung¢des fisioldgicas das isoformas
da COX, sabe-se que AINEs inibidores especificos da COX-2 impedem o processo
inflamatorio sem causar os efeitos colaterais gastricos resultantes da inibicdo da COX-1,
(FELDMAN; MAHON, 2000). Os principais efeitos terapéuticos dos AINEs derivam da sua
capacidade de inibir a producao de PG. A primeira enzima na via sintética das PG ¢ a COX,
que converte o AA nos intermediarios PGG2 e PGH2, além de promover a producao de TXA2
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

A prostaglandina E2 (PGE2) esta predominantemente no tecido cutaneo, onde modula
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varios eventos inflamatorios, como o aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo,
contribuindo, assim, na formag¢do do edema e na adesdo e diapedese dos neutrédfilos e

mondcitos (LEE, 2003).

Figura 4. Mecanismo de acdo dos Anti-inflamatérios N@o Esteroidais (AINES) e
Glicocorticoides
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1.3.2 EFEITOS COLATERAIS DOS AINES

Os efeitos adversos que os AINES apresentam muitas vezes sdo decorrentes do seu
mecanismo de acdo. Os AINES nao seletivos geram inibicdo da sintese de prostaglandinas, as
quais apresentam grande importancia para uma série de atividades fisioldgicas que mantem a
homeostasia do organismo. Eles diminuem a producdo do muco estomacal e o torna
susceptivel a acdo do acido cloridrico, produzido pelas células parietais do estémago,
podendo gerar dores e, posteriormente, leses gastricas e hemorragicas. Os AINEs também
geram diminuicdo da sintese de tromboxano A2 e impedem que ocorra agregacao plaquetaria.
Sédo contraindicados com anticoagulantes, ou outros medicamentos, que também prejudiquem
0 processo de agregacdo plaquetaria. Deve-se ter, pois, cuidado com o uso de AINES em
casos de dengue, que é uma doenca que reduz a atividade das plaquetas, visto que 0 uso

nessas condigdes acarretaria uma hemorragia no paciente (BATLOUNI, 2010).
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Essa classe de medicamentos ndo é indicada em pacientes asmaticos. 1sso se deve ao
fato de que os AINEs, ao inibir a COX e impedir a conversdao de acido-araquidénico em
prostaglandinas, passam a acumular o acido-araquidbnico, que se desvia para a via da
lipooxigenase e se converte em leucotrieno. Os leucotrienos (principalmente LTC4, LTD4 e
LTE4) ativam receptores Cys-LT1 presentes nas vias aéreas e na musculatura lisa brénquica.
Isso gera a exacerbacdo na producdo de muco e contragdo da musculatura lisa brénquica.
Logo, aumenta-se o risco de precipitacdo de crise asmatica em pessoas com asma.
(VARALDA; MOTTA, 2009).

1.4 Farmacologia dos Glicocorticoides

Os glicocorticoides sdo anti-inflamatorios esteroidais bastante utilizados no tratamento
de dor e inflamagao. Eles sdao capazes de interferir no processo inflamatorio, minimizando os
danos e desconforto provocados durante este processo (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009). Esse grupo de farmaco caracteriza-se como esteroides lipofilicos, muito utilizados em
tratamento de rejei¢do de transplantes e processos imunoldgicos. Sdo exemplos de
glicocorticoides a dexametasona e hidrocortisona. Elas exercem a inibicdo do processo
inflamatério nas manifestagdes agudas ou cronicas (ANTONOW; MONTEIRO; SANTOS,
2007).

Os glicocorticoides estdo envolvidos em diversas funcdes fisioldgicas do organismo. O
cortisol ou hidrocortisona € o principal glicocorticoide natural circulante no ser humano. Sua
sintese ¢ regulada pelo hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH), secretado pela hipofise
anterior em resposta a liberagdo, pelo hipotdlamo. O hormonio antidiurético (ADH), a
ocitocina e as catecolaminas podem influenciar o ritmo circadiano da secre¢do de ACTH. O
proprio cortisol atua sobre os receptores dos glicocorticoides presentes no hipotdlamo e na
hipofise por meio de mecanismo de feedback, inibindo a liberagdo de CRH e ACTH. Além
disso, em situagdes de ansiedade, dor excessiva, infecgdes, traumatismos graves, entre outros
traumas, os corticosteroides sdo secretados pela regido cortical das glandulas suprarrenais e
atuam reduzindo a expressdo da COX; e aumentando os niveis de histaminas e interleucinas

(ANT et al., 2008).

1.4.1 MECANISMO DE ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

A atividade anti-inflamatoria dessa classe de fArmaco ocorre devido a sua capacidade
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de controlar a expressdo génica favorecendo a inibigdo da fosfolipase-A2 e, desse modo,
interrompe a cascata do acido araquidonico. Como consequéncia, ocorre uma interrup¢ao na
propagacao da dor e da inflamagdo. Essa classe de medicamentos apresentam importantes
efeitos anti-inflamatoérios € imunossupressores no tratamento de numerosos distirbios
inflamatoérios, alérgicos e hematologicos (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).

Os glicocorticoides também possuem efeitos nas respostas imunologicas e
inflamatoérias. Na frequéncia das infecgdes, assim como sua severidade, leva ao uso cronico
de glicocorticoides decorrentes da supressdo das respostas imunologica e inflamatdria. As
alteragdes da resposta inflamatoria sdo devido a inibigdo da produgdo de agentes vasoativos,
do movimento de leucdcitos e da fungdo de células imunocompetentes no local da inflamagao

(SKINNER, 2005).

1.4.2 EFEITOS COLATERAIS DOS GLICOCORTICOIDES

O uso continuo dos glicocorticoides frequentemente desencadeia efeitos colaterais
severos e muitas vezes irreversiveis, incluindo a atrofia cutinea, hipertricose, alteracdes no
processo de cicatrizacao, hiperglicemia e Sindrome de Cushing (PAULI et al., 2006).

A Sindrome Cushing ¢ uma reacdo adversa cléassica resultante do uso cronico de
glicocorticoides, presente em paciente que apresentam como sintomas: uma redistribui¢do da
gordura corporal, “cara de lua”, crescimento aumentado de pelos, acne, insonia e aumento do
apetite (HARVEY; CHAMPE, 1998). Além disso, passa a ter hipertensdo, hiperlipidemia e
intolerancia a glicose, (Sindrome Metabdlica). Esta doenca, quando ndo tratada, tem taxa de
mortalidade quatro vezes maior por complicagdes vasculares (PAULI et al., 2006).

Outros efeitos colaterais desencadeados pelos glicocorticoides sdo osteoporose,
ulceras pépticas, hipertensdo, diabetes, artrite, insuficiéncia cardiaca, glaucoma e outros

(ANTONOW; MONTEIRO; SANTOS, 2016).

1.5 Familia Chrysobalanaceae e o0 género Licania

A familia Chrysobalanaceae possui 17 géneros, Acioa, Atuna, Bafodeya,
Chrysobalanus, Couepia, Dactyladenia, Exellodendron, Grangeria, Hirtella, Hunga,
Kostermanthus, Licania, Magnistipula, Maranthes, Neocarya, Parinari e Trichocarya e 525
espécies, dentre elas a espécie licania rigida, objeto de estudo deste trabalho (FEITOSA;
XAVIER; PERRELLI, 2012). As plantas desta familia sdo do tipo lenhoso, arbustivo ou
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arbéreo, e podem ser encontradas nas regides tropicais e subtropicais, principalmente nos
tropicos da América Latina e Africa (YAKANDAWALA; MORTON; PRANCE, 2010).

Elas apresentam, como caracteristicas botanicas, folhas inteiras, duras, de disposicdo
alterna, disticas, com estipulas (figura 5). Suas flores sdo pequenas e, em geral, branco-
esverdeadas, ciclicas, zigomorfas, diclamideas, com receptaculo desenvolvido. As sépalas e
pétalas livres, geralmente, pentdmeros; ovario stpero, unilocular, em geral, com um s6 6vulo
e fruto drupéceo. Na regido do Cerrado brasileiro e nas matas da Amazoénia ocorrem espécies
arboreas do género Licania, algumas delas conhecidas como oiticicas produtoras de 6leo. As
espécies do Cerrado apresentam-se com troncos muito retorcidos. As espécies dos géneros
Licania e Moquilea sdo popularmente conhecidas como oiti, no Nordeste do Brasil
(FEITOSA; XAVIER; PERRELLI, 2012).

Figura 5. Arvore da espécie Licania rigida
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Fonte: Arquivo pessoal.

As espécies desta familia sdo bastante utilizadas pela populacdo para diversas
finalidades, dentre elas, para malaria, epilepsia, diarreia, inflamacdes e diabetes. Esse género
é conhecido por ter uma maior quantidade de espécies utilizadas para fins terapéuticos e
profilaticos (CALIXTO, 2003). Miranda e colaboradores (2002) mostraram em seus estudos
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que a espécie Licania tomentosa, pertencente a esta familia, apresenta também uma atividade
inibitoria para o virus herpes-simples.

Mesmo com o relato popular da atividade terapéutica desta planta, ainda ndo sdo
muitas as confirmacOes cientificas sobre a acdo farmacoldgica das plantas desse género.
Desse modo, as espécies desse género podem ser promissoras para estudos pré-clinicos e
confirmatdrios de suas acdes mais reportadas pela populagdo como o tratamento para diabetes
e potentes anti-inflamatorios naturais (FEITOSA; XAVIER; PERRELLI, 2012).

1.6 Licania rigida (Oiticica)

A espécie Licania rigida (Benth) pertence & familia Chrysobalanaceae, conhecida
popularmente como “oiticica”, pode ser encontrada nos estados do Piaui, Rio Grande do
Norte, Ceara (tipica de matas ciliares do Sertdo nordestino) e Paraiba.

Apresenta-se como uma planta de copa densa e tronco curto, com altura de
aproximadamente 15 metros. Possui folhas simples com cor esbranquicadas na face inferior
delas. Tem inflorescéncia paniculada com frutos drupas de forma oblonga e, as vezes,
arredondados, contendo uma Unica semente. Esta planta é oriunda do Brasil, encontrada a 50
até 500 m de altitude, nos aluvibes marginais dos rios e riachos. Sua ramificacdo aparece
pouco acima do chdo e a copa pode atingir até 15 ou 20 m de circunferéncia. Ela armazena
nutrientes em seu caule e raizes na forma de agua, hidratos de carbono, acidos organicos entre
outras substancias (MAIA, 2004).

Os frutos da oiticica possuem uma forma ovoide, alongada, podendo medir de 4 a 6
cm de comprimento (figura 6). Seu peso é de cerca de 4 a 7 g, em média, com espessura de
até 2 cm de didmetro (DINIZ et al., 2008). Segundo Beltrdo e Oliveira (2008), suas améndoas
possuem uma composi¢do mineral com teores de calcio (Ca), fosforo (P), sodio (Na), potassio
(K). A oiticica é perene e, comumente, ela esverdeada e com 6tima produgéo de sementes, de
onde se extrai um alto teor de 6leo, aproximando-se de 54% de 6leo na améndoa. O dleo
extraido desta planta é utilizado como biodiesel e sabdo; além disso, a industria farmacéutica
utiliza-o na producdo de cosméticos (VIEIRA et al., 2010). A época de colheita dos frutos
sucede entre os meses de dezembro a fevereiro (QUEIROGA et al., 2013).

O dleo de oiticica contém, em sua composi¢do, compostos quimicos, como acidos
licanico (70 a 80%), linolénicos (10 a 12%), com pequenas quantidades de acido oleico,

palmitico e estearico. Devido a essas caracteristicas, ganha destaque no mercado industrial,
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com sua capacidade secativa para a fabricacdo de tintas em automoveis e outras (SILVA et
al., 2014).

Figura 6. Especie licania rigida.

*A- Flores; B-Folhas; C-frutos; D-Arvore.
Disponivel em: < http:/livrozilla.com/doc/104699/a-pele-como-org%C3%A30.-estrutura--
fisiologia-e-fun%C3%A7%C3%B5es> . Acesso: 22 fev. 2017.

A oiticica ¢ muito utilizada na medicina popular. Suas folhas sdo utilizadas no
tratamento de diabetes e inflamagdes (ALVES; NASCIMENTO, 2010). Ja as sementes desta
espécie, segundo estudos de Farias et al. (2013) apresentam acdo antioxidante e antibacteriana
para Staphylococcus aureus, além de terem uma acdo terapéutica contra diarreias e na
cicatrizante de ferimentos. A casca seca desta planta desempenha uma acdo antidiarreica e
antiespasmadica. Essa atividade, possivelmente, deve-se a presenca de taninos, flavonoides e
saponinas e quinonas em sua composi¢do (GOMES et al., 2006).

1.7 Metabolitos secundarios

Sdo substéncias produzidas pelas plantas em resposta as suas interagdes com o
ambiente e com 0s demais organismos vivos, podendo atuar como protecdo para parte
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reprodutiva da planta. Também, atuam como polinizadores e disseminadores de sementes
(SILVA, 2013). Existem trés grupos de metabdlitos secundarios que sdo muito importantes na
natureza por ter acdo na defesa contra estresses bioticos e abidticos. Sdo eles: compostos
fenolicos, terpenos e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Apesar destas substancias terem origem distintas, todas desempenham uma funcgéo
essencial para as plantas (figura 7). Os compostos fendlicos tém derivacdo do 4&cido
chiguimico e do acido mevaldnico. Os terpenos sdo produzidos a partir do acido mevaldnico
(no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Ja os alcaldides sdo
provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido
chiquimico e de aminodcidos alifaticos (ornitina, lisina) (PERES, 2004).

Figura 7. Vias de biossintese dos metabolitos secundarios

Piruvato + 3PGA T
: :

Via do Mevalonato »
> FENOIS
: M Aminoacidos
Via do Ac. Chiquimico — sromaticos > ALCALOIDES

Fonte: Peres (2005).

1.7.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos originam-se do metabolismo secundario das plantas,
essenciais para seu crescimento e reproducdo. Eles tém a capacidade de se originar em meio a
estresse, como radiacbes UV, infeccbes e ferimentos (NACZK; SHAHIDI, 2004). Estas
substancias sdo largamente encontradas na natureza e podem estar presente em todo o vegetal
ou somente em uma parte localizada da planta (SOARES, 2002). Quimicamente, esses
compostos possuem pelo menos um anel aroméatico, em que um hidrogénio é substituido por
um grupamento hidroxila (OH-). A maioria desses compostos encontra-se complexado a

carboidratos (mono e polissacarideos), proteinas e outros componentes vegetais (ROBBINS,
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2003), resultando em uma grande diversidade de compostos fendlicos na natureza
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os flavonoides constituem um dos principais grupos dos compostos fendlicos. Séo
metabolitos secundarios encontrados abundantemente em frutas e vegetais. Suas funcdes estao
relacionadas & defesa contra virus, bactérias e fungos, e na atracéo de polinizadores (SIMOES
et al., 2010). Estes compostos apresentam uma estrutura quimica formada por C6-C3-C6, que
consiste de dois anéis aromaticos (A e B) unidos por um anel heterociclico oxigenado (C)
(Figura 8). As substituicdes dos anéis A e B é que originam diferentes compostos desta classe
(ANGELO; JORGE, 2007).

Figura 8. Unidade estrutural representativa da classe dos flavonoides

Fonte: Simdes et al. (2010).

Os flavonoides apresentam diversidades estruturais e sdo subdivididas em classes de
acordo com o grau de oxidacdo e substituicdo do seu anel (PIETA, 2000). S&o exemplos de
flavonoides as antocianidinas, flavonas, flavonois, achados largamente na natureza (figura 9).
Em pequenas quantidades, tém-se as auronas, calconas e isoflavonas, representando essa
classe. S&o amplamente distribuidos pelo reino vegetal e desempenham diversas acoes
bioldgicas, dentre elas, a capacidade de agir sobre a inflamacg&o e sobre o sistema imunoldgico
(SOARES, 2002).

A atividade anti-inflamatdria promovida pelos flavonoides ocorre devido a sua acao
moduladora de células envolvidas com o processo inflamatdrio. Elas atuam inibindo a
proliferacdo de linfécitos T, a producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-o e IL-1),
modula a atividade das enzimas da via do acido araquidonico (fosfolipase A2, ciclo-oxigenase
e lipooxigenase, além de modularem a enzima formadora de Oxido nitrico (iNOS)
(CAZAROLLI et al., 2008).
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A quercetina e catequina sdo tipos de flavonoides que, de acordo com alguns estudos,
inibem algumas funcdes desencadeadas pelos neutrofilos, os quais contribuem para o
processo inflamatorio. Além disso, apresentam-se como inibidores da agregacdo plaquetaria e
sdo capazes de dispersar trombos plaquetarios pré-formados. O efeito antioxidante dos
flavonoides pode estar relacionado com sua acdo antitrombdtica e vasoprotetora por
possuirem habilidades de se ligarem a membrana de plaquetas e eliminar radicais livres. Os
flavonoides também atuam na liberacdo de acido araquiddnico dos fosfolipidios presentes nas
membranas celulares, por acao da fosfolipase A2. Esta classe de metabdlitos secundarios esta
presentes na dieta humana e sdo consumidos diariamente em fontes especificas, como vinho
tinto, cha preto, cerveja, frutas (macd, uva, morango), vegetais (cebola, couve, vagem,

brécolis), graos, nozes, sementes e especiarias (SILVA et al., 2002).

Figura 9. Representantes estruturais de diversas classes de flavonoides
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Fonte: Simdes et al. (2010).
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Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatdria sistémica e topica do extrato hidroalcodlico das
folhas de Licania rigida Benth (oiticica) em camundongos

2.2 Objetivos especificos

e Preparar o extrato das folhas de Licania rigida,

e Quantificar acidos fenolicos e flavonoides presentes no extrato pela técnica da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Identificar os efeitos toxicos do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida
(EHFLR), assim como sua dose letal média (DL50);

e Estudar o efeito anti-inflamatério sistémico do EHFLR através dos modelos de edema
de pata, peritonite e permeabilidade vascular;

e ldentificar seu possivel mecanismo de acdo através do modelo de edema de pata

induzido por histamina e &cido araquidoénico;

e Auvaliar o efeito anti-inflamatorio sistémico do EHFLR sobre a migragéo de leucécitos

no modelo de peritonite e permeabilidade vascular;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do EHFLR por via topica através do modelo de

edema de orelha;

e Sugerir os possiveis mecanismos de a¢ao anti-inflamatéria do EHFLR por via tépica.



METODOLOGIA

Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016)
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

3.1.1 COLETAS DO MATERIAL E IDENTIFICACAO BOTANICA

O material vegetal (folhas de Licania rigida) foi coletado no Sitio Coqueiro, no
municipio de Missdo Velha, Ceara, a orientacdo Sul “07°17°29.8” e a oeste “039°10°42.4” ¢
altitude de aproximadamente 377 metros (figura 10), estando de acordo com a Instrucéo
Normativa n° 154/2009, sob licenca n® 54896-1 do Ministério do Meio Ambiente (MMA)/
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade (ICMbio) (Anexo A).

Figura 10. Localizacdo geogréafica do local de coleta do material vegetal

Google

Fonte: Google Earth. Acesso em: 26 de fevereiro de 2016.

Uma amostra representativa da espécie (figura 11) contendo o fruto foi encaminha
para identificacdo junto ao Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima (HCDAL) da
Universidade Regional do Cariri — URCA, catalogada sob o registro de n°12.544 (Anexo B).
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Figura 11. Exsicata do material vegetal

Fonte: Santos (2014).

3.1.2 DROGAS E REAGENTES

Todas as drogas e reagentes obtidas estdo listados na tabela 1, as quais foram

submetidas a condi¢Ges de armazenamento conforme as informacdes dos fabricantes.
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Tabela 1. Drogas e reagentes utilizados na pesquisa

DROGAS E REAGENTES PROCEDENCIA
Acetona (Dinamica, Brasil)
Acido araquidonico (Dinamica, Brasil)
Carragenina (Sigma-Aldrich, USA)
Fenol 10% (Sigma-Aldrich, USA)
Azul de Evans (Sigma-Aldrich, USA)
Indometacina (Merck Sharp & Dohme, Brasil)
Capsaicina (Dinamica, Brasil)
Oleo de créton (Sigma, USA)
3.1.3 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados nos ensaios camundongos (Mus
musculus), albinos, cepa Swiss, adultos, machos, com massa corporea entre 20-30g
provenientes do Biotério do Programa de Pds-graduacdo em Bioprospeccdo Molecular da
Universidade Regional do Cariri, mantidos ambientalizados por no minimo 24 horas em
caixas plésticas forradas com serragem. Os animais receberam 4gua e racdo ad libitum e
foram mantidos em ambiente controlado com ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como
temperatura (22 + 2 °C) e umidade (70%).

O trabalho foi realizado de acordo com as normas de Bioética reconhecidas pela lei
Federal: 11.794/08, que regulamenta o uso de animais para procedimentos cientificos, bem
como cria as comissfes de ética para uso de animais em instituicdes de pesquisa
(GOODWIN; BUNNEY, 1971).

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Experimentagdo e Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob parecer de processo n°
00030/2016.2 (Anexo C).

Com o fim dos experimentos, os animais foram eutanasiados e acondicionados em
sacos pléasticos sob refrigeracdo — 20°C e posteriormente recolhidos pela Flamax-Ambiental
Servigos e Transportes LTDA.

3.2 Métodos

3.2.1 OBTENCAO DO EXTRATO VEGETAL
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As folhas secas de Licania rigida (1452 g) foram previamente trituradas em partes
menores com o objetivo de aumentar a superficie de contato com o solvente extrator. Logo
apos foram submetidas a extracdo exaustiva em etanol e dgua (1:1), a temperatura ambiente,
por 72 h. Em seguida, a solucdo extrativa foi filtrada e submetida a destilacio em um
evaporador rotativo para retirar o etanol. A solucéo resultante foi congelada e submetida a
liofilizacdo para obter o EHFLR (Extrato Hidroalcoodlico das Folhas de Licania rigida)

(fluxograma 1) com rendimento de 27,14%.

Fluxograma 1. Fluxograma da preparacdo do extrato vegetal.

Folhas de Licania rigida Benth (14529)

@ Secas a sombra e maceradas

Extracdo em solucdo hidroalcodlica (1:1)

vV 72h
Filtracao :> Rotaevaporador e Banho- |:> Congelado
(-20°C)

maria

U

Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida <:| Liofilizado
Benth (EHFLR) (3949)

3.2.2 PROSPECCAO QUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE

Licania Rigida.

O extrato foi submetido a testes quimicos qualitativos de acordo com a metodologia de
Matos (1997). Os testes foram baseados na observacdo visual da mudanca colorimétrica e/ou
acumulo de precipitado apds a adigdo de reagentes especificos para cada classe quimica

presente no extrato.

3.23 QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLICOS E FLAVONOIDES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE-DAD)
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A anélise cromatografica foi realizada no Laboratério de Quimica Analitica,
Departamento de Quimica Industrial da Universidade Federal de Santa Maria.

A CLAE foi realizada em um aparelho Shimadzu Prominence LC-20AT, com bombas
alternadas ao desgaseificador DGU 20A5, integrador SPD-M20A Detector de Arranjo de
Diodo (DAD) e solucéo de software SP1 LC 1,22.

As andlises cromatogréficas de fase reversa foram realizadas em condicGes de
gradiente usando coluna Cig (4,6 mm x 250 mm) embaladas com particulas de 5 pm de
diametro; na fase movel, utilizou-se agua contendo 2% de &cido acético (A) e acetonitrila
(B), e o gradiente de composic¢do era: 5% (B) durante 2 min; 25% (B) até 10 min; 40, 50, 60,
70 e 80% (B) a cada 10 min; seguindo o método descrito por Bitencourt et al. (2016) com
pequenas modificacbes. O extrato de Licania rigida e a fase mdvel foram filtrados em
membrana de 0,45 pm (Millipore), desgaseificados por banho ultrassénico, sendo o extrato
analisado em concentracdo de 15 mg/mL. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min e o volume de
injecdo foi de 40 pL. As solugdes padroes foram preparadas na fase movel de HPLC em
intervalo de concentracdo de 0,030 a 0,500 mg/mL. A quantificacdo foi realizada pela
integracdo dos picos utilizando o método padrdo a 254 nm para acido galico, 280 nm para
catequina e epicatequina, 326 nm para acidos clorogénicos e cafeicos e 365 para quercetina,
rutina, caempferol. Os picos de cromatogréaficos foram confirmados comparando com o tempo
de retencdo dos padrdes de referéncia e os espectros DAD (200 a 600 nm). Todas as analises

cromatograficas foram realizadas em temperatura ambiente e em triplicata.

3.2.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os Protocolos experimentais foram realizados em um mesmo horario para
padronizacdo (9 h as 17 h), no Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais (LFPN) da
URCA, em condic¢des controladas de temperatura (23 = 1°C) e em um ambiente silencioso,
com baixa incidéncia de luz (Iampada vermelha de 15 W), simulando o ambiente natural do
animal, com vistas a evitar alteragdes comportamentais dos animais. Em cada protocolo, eles
foram divididos em grupos, 24 h antes da realizacdo dos experimentos. Os animais foram
separados por caixas, cada uma contendo seis animais, exceto no teste da DLsp (4 animais por
grupo). Inicialmente foi investigada a toxicidade e DLsy do EHFLR. A DLsg serviu como
parametro na escolha das doses utilizadas neste trabalho, sendo a maior dose correspondente a
10% da DLso. Apds, foram executados protocolos referentes a atividade anti-inflamatéria

sistémica e topica do material vegetal (Fluxograma 2). Os animais receberam tratamento com
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salina, a droga de referéncia e EHFLR, todos por (v.0), volume de 0,1 mL/10g de peso
corporal do camundongo, depois de passarem de 3 a 4 horas de jejum (MONTANA;
AZEVEDO, 2004).

O grupo tratado com salina foi denominado de grupo controle, recebendo solugédo
fisioldgica a 0,9%. O grupo controle positivo, foi administrado a droga padrdo com eficécia
comprovada, administrada por via oral, variando em funcéo do teste, e 0 EHFLR em doses
diferenciadas, de acordo com o teste realizado, todos administrados por via oral.

Estudos sobre a toxicidade com plantas do género Licania foram feitos utilizando a via
oral (PESSOA, 2015) o que, também, influenciou a escolha da via administrada nessa
pesquisa. Todas as doses do extrato foram diluidas em agua destilada. Ap6s 1 h de cada

tratamento, as cobaias foram submetidas aos experimentos descritos a seguir (figurals).



Fluxograma 2. Fluxograma dos métodos experimentais

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EHFLR

DLso E TESTE

HIPOCRATICO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO SISTEMICO

EFEITO TOPICO

EDEMA DE ORELHA
EDEMA DE PATA
Agudo Crénico
: ) Mecanismos
Carragenina Dextrana Mecanismo
Azul de
Evans Acido Histamina Capsaicina Fenol
: ; Araquidonico -
Histamina Acido Araquiddnico

Peritonite
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3.2.5 DETERMINACAO DA DL, e Screening HIPOCRATICO

A DLs, do extrato hidralcodlico de Licania rigida (EHFLR) por via oral seguiu uma
adaptacdo da diretriz OECD 2008 (Organisation for Economic Cooperation and
Development) para o teste de classe de dose aguda tdxica (Acute Toxic Class Method - OECD
425, 2008) e com base nas diretrizes da Portaria 116/96, do Ministério da Saude, para
avaliacdo da toxicidade aguda de substancias quimicas e estudos de toxicidade de dose Unica
de novas drogas, além de se enquadrar nas exigéncias da Resolucdo da Diretoria Colegiada —
RDC, n° 17, de 24 de fevereiro 2000, da ANVISA/MS.

Iniciou-se essa avaliacdo a partir da determinacdo da DLsp, que forneceu subsidio para
determinar as doses a serem utilizadas na pesquisa. Concomitante a determinacao da DLsg, foi
feito o screening hipocratico de acordo com a tabela de Malone (1977), objetivando
identificar o perfil farmacoldgico do extrato e seus efeitos no sistema nervoso central (SNC).
Para isso, foi separado grupos de animais (n=4), os quais foram tratados por via oral (v.0),
com salina (solucdo fisiolégica 0,9%-0,1 mL/10g) e EHFLR (1,75, 5,5, 17,5, 55, 175, 550,
2000 e 5000 mg/kg) (Tabela 2). O extrato foi administrado na sequéncia, da dose maior para a
menor. Os animais foram observados em intervalos regulares apds a administracdo de 10, 20,
30 min; depois, passou-se a serem observados em 1, 2, 4 h. A partir de entdo, diariamente, até
0 décimo quarto dia. Todos os sinais de toxicidade, a época do aparecimento, intensidade,
duracdo e coloracdo da urina, diametro da pupila, diarreia, erecdo da cauda, fasciculacdes,
gruninhos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha (ciandtica, hiperémica ou
palida), passividade, reacdo de fuga, sialorreia, tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese e
coma, além de morte. Observacbes comportamentais sistematicas através do screening
hipocratico também foram realizadas. A intensidade do evento foi tabulado de 0, + e ++,
correspondendo, respectivamente a: efeito ausente, efeito presente, efeito presente intenso. As
alteracdes foram registradas em protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados
(Anexo D).
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Tabela 2. Grupos experimentais selecionados para avaliacdo da toxicidade aguda e screening
hipocratico da administracdo oral do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida.

GRUPOS TRATAMENTO - VIA
(N=4) (Administracdo aguda- v.0)
I Salina (solc.fisiol. 0,9%-0,1mL/10g)
I EHFLR 2000 mg/kg
1l EHFLR 550 mg/kg
\Y] EHFLR 175 mg/kg
\ EHFLR 55 mg/kg
VI EHFLR 17,5 mg/kg
VIl EHFLR 5,5 mg/kg
VIl EHFLR 1,75 mg/kg

Doses substancias utilizadas para a analise.

3.2.6 METODOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO ANTI-INFLAMATORIA
SISTEMICA

3.2.6.1 Edema de pata induzido por carragenina ou dextrana

Inicialmente os animais foram separados em 5 grupos, cada um contendo 6
camundongos, sendo avaliados as medidas basais das patas no hidropetismémetro. Uma hora
antes da aplicacdo dos agentes inflamatdrios (0,1 mL de carragenina 1% (p/v), e 0,1 mL de
dextrana 0,1% (p/v), os animais foram tratados, por via oral, com EHFLR nas doses de 25, 50,
100 mg/kg, indometacina (10 mg/kg, diluida em &gua destilada) para edema de pata induzido
por carragenina e com prometazina ( 6 mg/kg) para edema de pata induzida por dextrana, em
volume final de 0,1mL/100g de peso do animal. Uma hora ap6s o tratamento, foi
administrado uma injecdo do agente flogistico (20uL) na regido intraplantar da pata direita
traseira do animal e igual volume de solucéo salina na pata esquerda. O volume em mL da
pata foi medido imediatamente apos intervalos de 1, 2, 3 e 4h da injecdo de carragenina e,
imediatamente, apds a administracdo de dextrana e solugéo salina, a cada hora até completar
4h (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

3.2.6.2 Edema de pata induzido por Acido Araquidénico

Os animais foram divididos em dois grupos, cada um contendo seis animais. Os
camundongos foram pré-tratados por via oral com salina 0,9%, indometacina 10 mg/kg e o
EHFLR nas doses de 25 mg/kg, 1h antes da injeccdo do agente flogistico. Foi administrado

uma injecdo intra-plantar de 20 uL de AA a 1% na pata direita traseira do animal e veiculo na
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pata esquerda. O volume da pata foi medido utilizando um pletismémetro, que registrou o
volume da pata de cada animal durante 15 min, 30 min, 45 min e 60 min apds a aplicacdo
(KUNNAJA; WONGPALEE; PANTHONG, 2014).

3.2.6.3 Peritonite Induzida por Carragenina

Os animais foram divididos em quatro grupos de seis animais. Trés grupos foram
tratados com dexametasona 5 mg/kg, salina 0,9% e EHFLR na concentragdo de 25 mg/kg,
todos por via oral, e 0 grupo naive, que ndo recebeu tratamento nem inducéo de carragenina.

Uma hora ap0s tratamento, os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de
carragenina. Passados 4h, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
receberam uma injecdo de PBS heparinizado (3 mL) no peritdnio. Em seguida, foi realizada
uma leve massagem no abdome e uma amostra do lavado peritoneal foi analisada no aparelho
de ABX Micros 60 (LAPA et al., 2008). O parametro avaliado foi a contagem de diferencial

de leucocitos.

3.2.6.4 Permeabilidade vascular por extravasamento de Azul de Evans

Os animais foram divididos em grupo de 6 animais, tratados com salina 0,9%,
dexametasona 5 mg/kg e EHFPC (25 mg/mL), sendo que um grupo ndo recebeu nenhum
tratamento, o grupo naive. Apos 60 min, os animais receberam uma injecao intraperitoneal de
carragenina a 1%. Em seguida, foi administrado 200 pL de Azul de Evans pela via intraocular
e, apds 4 h, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e administrado 3 mL de
solugédo tampdo de PBS e o fluido peritoneal coletado para analise. Em seguida as amostras
foram centrifugadas por 2 min a 6000 rpm, para posterior leitura do sobrenadante por
espectroscopia (LAPA et al., 2008).

3.2.7 METODOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO ANTI-INFLAMATORIA
TOPICO

3.2.7.1 Edema de orelha induzido pela aplicagdo Unica de 6leo de croton

Esse modelo € utilizado para avaliar a atividade de agentes anti-inflamatorios de uso

topico. O TPA (acetato de tetradecanoil-forbol) é um dos componentes responsaveis pela
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acdo irritante do oOleo de croton que, ao ser aplicado no animal, parece desencadear a agdo
exercida entre outros mediadores, pelos produtos da ciclooxigenase, histamina e serotonina
(LAPA et al., 2008). Grupos de seis animais tiveram suas orelhas direitas tratadas com
20 pL de salina, dexametasona 4 mg/mL e EHFLR (5, 25, 50, 100, 200, 400 e 500 mg/mL),
por via topica. Apds 60 min, para absor¢do, foi aplicado 20 pL de 6leo de créton 5% (v/v)
em acetona na orelha direita para indugdo do edema e 20 pL do veiculo acetona na
orelha esquerda. O edema foi avaliado 6 horas apds a aplicacéo do 6leo de créton (TUBARO
et al., 1985). Para isso, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e as orelhas
foram cortadas (fragmentos de 6 mm de didmetro), para medida do edema (TUBARO et al.,
1985).

3.2.7.2 Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

O processo inflamatério cronico foi induzido pela aplicacdo de 20 uL de 6leo de
créton 5% (v/v) em acetona em dias alternados. Foram separados camundongos Swiss (n =
6/grupo), que ficaram sendo observados durante 9 dias. O tratamento foi feito com o EHFLR
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg e a dexametasona (4 mg/mL) por via tépica durante 4 dias (2
vezes ao dia). A partir do 5° (quinto) dia do experimento, o edema foi avaliado diariamente
através de medicdo da espessura da orelha direita por um paquimetro. No 9° (nono) dia do
experimento, os animais foram eutanasiados e circulos de 6 mm de tecido das orelhas foram
coletados para avaliacdo do edema (STANLEY et al., 1991).

3.2.7.3 Edema de orelha induzido pela injecdo subcutanea de histamina

O modelo de edema de orelha induzido por histamina visa a avaliagdo do efeito do
EHFLR na reacdo de hipersensibilidade imediata. No teste, foram usados camundongos
(n=6/grupo) que foram tratados topicamente com 20 pL de salina 0,9%, Prometazina (6
mg/mL), e a dose de 25 mg/kg do extrato. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
guetamina (0,02 mL, i.p.) e cloridrato de xilazina (0,01 mL, i.p.). Apés 30 min, foi
administrado um volume de 5 pL de uma solugdo de histamina (100 mg/mL de salina), via
intradérmica, na regido ventral da orelha direita dos camundongos com o auxilio de uma
agulha hipodérmica, enquanto que a orelha esquerda foi submetida ao mesmo volume de
salina, também via intradérmica. Logo apds 2h desse procedimento, os animais foram

eutanasiados e retirados discos de suas orelhas para analise do edema (BRAND et al., 2002).
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3.2.7.4 Edema de orelha induzido por Acido Araquidénico

Esse modelo avalia o processo inflamatorio pela producdo de eicosanoides que sdo
mediadores da inflamacdo (prostaglandinas e leucotrienos). Os AINEs (anti-inflamatorios
ndo-esteroidais) sdo drogas que demonstram reducdo significativa no percentual de
inflamacéo induzido neste modelo. No teste, foram utilizados camundongos (n=6/grupo). Os
animais tiveram suas orelhas direitas tratadas topicamente com 20 puL de solugéo salina 0,9%,
indometacina (10 mg/mL), e 0 EHFLR (25 mg/kg). Apds 15 min para absorcdo, foi aplicado
20 pL de acido araquidénico (0,1 mg/uL) dildido em acetona na orelha direita e 20 pL do
veiculo acetona na orelha esquerda. Apdés 1 hora, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical para a retirada de discos de 6 mm de didmetro das orelhas para
avaliacdo do edema (CRUMMEY et al., 1987).

3.2.7.5 Edema de orelha induzido por Capsaicina

A capsaicina induz a liberacdo de varios mediadores pré-inflamatorios neurogénicos,
como a substdncia P e taquicininas, quando é aplicada por via tdpica, promovendo
vasodilatacdo e vermelhiddo, como resposta inflamatéria imediata e posteriormente a
formagéo de edema. Nesse teste, foram utilizados camundongos (n=6/grupo) que tiveram suas
orelhas direitas tratadas com 20 pL de salina 0,9%, Dexametasona (4 mg/mL), e o extrato na
dose de 25 mg/kg. Apds 1h para absorc¢do, foram aplicados 20 pL de capsaicina (0,01 mg/uL)
diluida em acetona na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona na orelha esquerda. Apos 30
min (pico maximo do edema), os animais foram eutanasiados para a remocéo de discos de 6
mm de didmetro das orelhas para analise do edema (GABOR; RAZGA, 1992).

3.2.7.6 Edema de orelha induzido por Fenol

Esse modelo experimental permite desencadear uma inflamacéo no animal semelhante
a dermatite de contato irritativa quando é aplicado topicamente um agente irritante como o
fenol. Foram separados camundongos (n=6/grupo), os quais receberam tratamento de suas
orelhas direitas topicamente, com 20 pL de solucéo salina 0,9%, Dexametasona (4 mg/mL), e
25 mg/kg do EHFLR. Apds 60 min para a absor¢do, administrou-se 20 pL de fenol 10% (v/v)
na orelha direita do camundongo e 20 pL do veiculo acetona na orelha esquerda. Passados 1
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hora desse procedimento, os animais foram eutanasiados para a retirada dos discos de 6 mm

de didmetro de suas orelhas para analise do edema (GABOR, 2000).

3.2.7.7 Quantificacdo do edema de orelha e do efeito inibitério médio

A quantificagdo do edema foi realizado apds a obtengdo dos discos de 6 mm de
diametro da orelha de cada animal: um da orelha direita (tratada com agente flogistico) e
outro da orelha esquerda (tratada com veiculo do agente flogistico). Cada disco obtido teve
sua massa mensurada em uma balanca analitica. O edema de orelha, expresso em percentual
de aumento da massa da orelha, foi calculado utilizando a formula: onde M(od) é a massa em
gramas do disco obtido da orelha direita e M(oe) é a massa em gramas do disco obtido da
orelha esquerda: Percentual do edema (%) = M(od) — M(oe) / M(oe) x 100.

3.3 Analise estatistica

Para analise estatistica, foi empregado o programa “Software GraphPad Prism”
versdo 5.0, e os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para
comparacdo de procedimentos, foi utilizado ANOVA, de uma via ou de duas vias, seguindo-
se do teste de Bonferroni para ambos os casos. Foram consideradas diferencgas significativas

valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccdo quimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida (EHFLR)

O extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida obteve rendimento de 27,14%.
A base para o célculo foi a relacdo entre a massa do extrato isento de solvente e o material
vegetal seco submetido a extracgéo.

Os testes quimicos realizados com o EHFLR permitiram identificar a presenca e

auséncia de algumas classes de metabolitos secundarios demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Prospeccdo quimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida

METABOLITOS SECUNDARIOS EHFLR
Antocianidinas Ausente
Antocianinas Ausente
Auronas Presente
Catequinas Presente
Chalconas Presente
Flavonas Presente
Flavonois Presente
Flavononas Presente
Leucoantocianidina Presente
Taninos catéquicos Presente
Xantonas Presente
Alcaldides Ausente

As classes quimicas identificadas nessa analise assemelham-se, em parte, com 0s
resultados obtidos por Lonrenze (2002), que ao avaliar o perfil quimico da mesma espécie
identificaram a presenca de acidos graxos, taninos, terpenos e flavonoides. Braca e
colaboradores (2003) também demonstram que estudos quimicos das espécies desse género
apresentam principalmente flavonoides em sua composi¢do, corroborando com o presente
estudo que compartilha da presenca de diversos tipos de flavonoides.

Outros estudos realizados por Castilho, Oliveira e Kaplan (2005) compartilham em
parte dos mesmos achados ao revelar que espécies do género Licania, apresentam como
principais classes de metabolitos secundarios, os flavonoides e triterpenos (ndo identificados
do presente trabalho). Esta classe de metabdlitos encontra-se amplamente distribuida em todo
0 reino vegetal, possuindo muitas a¢Ges bioldgicas, dentre elas a acdo antitumoral, antidlcera,
antioxidade, antiviral e anti-inflamatéria (COUTINHO et al., 2009).

Braca e colaboradores. (2002) realizaram essa analise com diferentes espécies do

género Licania (L. apetalada, L. licaniaeflora, L. densiflora, L. heteromorpha, L. pittieri, L.
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pyrifolia e L. carii), e mostraram que as mesmas possuiam a presenca de alguns derivados dos
flavonoides como caempferol, quercetina e miricetina.

Os metabolitos secundarios, embora ndo sejam necessariamente essenciais para 0
organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da
espécie em seu ecossistema (SIMOES et al., 2010). Sendo que o modo evolutivo dessas
substancias, explica a provavel diversidade de atividades bioldgicas dos vegetais e seus
metabolitos (COLETA, 2008).

Segundo Villas-Boas (2007), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma
técnica mais apropriada para investigar esses compostos. Trata-se de uma técnica de
separacdo que possui um alto desempenho para quantificar e detectar a presenca desses
compostos em um periodo menor de tempo. O EHFLR foi submetido a analise quantitativa de

alguns metabdlitos secundarios, especificamente a quantidade de flavonoides.

4.2 Quantificacdo de Acidos fendlicos e Flavonoides por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE/DAD)

A analise quantitativa do EHFLR foi realizada pelo método do CLAE, apresentando
como resultado a presenca de é&cidos fenodlicos (&cido galico, clorogénico, cafeico) e
flavonoides (epicatequina, rutina, quercetina e caempferol e catequina) (figura 12) sendo

também quantificados (Tabela 4).

Figura 12. Cromatograma por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE-DAD) do perfil de compostos fenolicos e
flavonoides do extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida
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*Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), &ci
do cafeico (pico4), epicatequina (pico5), Rutina (pico 6), quercetina (pico
7) e caempferol (pico 8).
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Tabela 4. Quantificacdo dos compostos fendlicos e flavonoides do
extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Extrato Hidroalcodlico

Compostos
mg/g %

Acido galico 4.29 +£0.012 0.42
Catequina 0.18 £ 0.01b 0.01
Acido Clorogénico 11.65 + 0.03c 1.16
Acido cafeico 4.37 +0.04a 0.43
Epicatequina 2.03 +0.02d 0.20
Rutina 0.86 + 0.05° 0.08
Quercetina 4.39 + 0.02a 0.43
Caempferol 8.15 £ 0.01f 0.81

*QOs resultados sdo expressos em média + desvio padrdo de trés
determinagdes. Médias seguidas por letras diferem pelo teste de Tukey a
p<0,001.

Esses dados corroboram com o trabalho de Bezerra (2011) que realizou essa técnica
para identificar os compostos das folhas da mesma espécie e obteve como resultado a
presenca de flavonoides, entre eles campferol, epicatequina e quercetina.

Outro estudo realizado por Bezerra (2011) utilizando a técnica CLAE na quantificacdo
de metabdlitos secundarios das raizes, caules, folhas e flores da mesma espécie, onde foram
identificadas e isoladas substancias inéditas das folhas de Licania rigida como os seguintes
flavonoides: afzelina, miricetina-3-raminosideo e miricetina-3-glicosideo.

Os flavonoides possuem diversas atividades bioldgicas atribuidas a essa classe de
polifendis. A importancia farmacoldgica dos flavonoides tem relacéo, entre outras fungGes, na
atividade anti-inflamatéria (YOON; BAEK, 2005).

4.3 Determinacéo da DL, e Screening Hipocratico

De acordo com os resultados apresentados na técnica de CLAE o EHFLR apresenta
substancias com importantes efeitos anti-inflamatérios, no entanto, como nédo ha na literatura
relatos especificos acerca da toxicidade do estrato hidroalcoolico das folhas de Licania rigida
e sua acdo sobre 0 SNC, se fez necessario, antes de iniciar 0s ensaios experimentais, avaliar

sua toxicidade aguda pela determinacdo da dose letal 50% (DLs;) concomitantemente ao
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screening hipocratico. Com base nessa dose determinar as doses seguras a serem usadas na
pesquisa.

O teste de toxicidade aguda e a dose letal mediana (DLsp) € um dos primeiros testes
realizados a fim de se obter a dose tdxica de qualquer substancia vegetal. Concomitante ao
teste de toxicidade aguda foi realizado o screening hipocratico, onde os animais tratados com
0 EHFLR, por via oral (v.0), nas doses de 1,75, 5,5, 17,5, 55, 175, 550, 2000 e 5000 mg/kg,
ndo apresentaram nenhum efeito depressor do Sistema Nervoso Central (SNC). No entanto,
todas as doses analisadas, mostraram que o0 extrato apresenta possivel efeito estimulador do
SNC. A dose de 1,75 mg/kg ndo apresentou diferenca em relagcdo ao grupo controle (salina),
entre os intervalos variados. De acordo com a tabela de Malone, aparentemente, o EHFLR
apresentou partir da dose de 17,5 mg/mL, caracteristicas indicativas para estimulacdo do SNC
(Tabela 5),por apresentar sinais como o aumento da frequéncia respiratéria, reacao de fuga e
aumento da motilidade (BRASIL, 2004).

Apesar de o0 extrato apresentar alguns que caracterizam uma toxicidade, 0 mesmo nédo
desencadeou mortes em nenhum grupo observado. A partir desse resultado percebeu-se que o
extrato possui uma DLsg > 5.000 mg/kg quando administrado por via oral em camundongos.
Estudos realizados por Pessoa (2015) mostra que as sementes desta espécie apresenta uma
toxicidade aguda quando observado em extrato etanodlico de Licania rigida (EHFLR). O
presente estudo também ndo apresentou mortes em camundongos, quando avaliada em uma
dose ainda maior, obtendo uma DLsp> 5.000 mg/kg.

De acordo com Silva (2015) o extrato das folhas de Licania rigida e Licania
tomentosa ndo induzem alteracdes bioquimicas e nem toxicidade oral, no teste da DLso. Esse
estudo ndo revelou nenhuma morte durante os 14 dias de observacdo, em que foi observado
até a dose de 2000 mg/kg e obteve uma DLsy > 2000 mg/kg. Tal fato corrobora como o
presente trabalho que avaliou a dose letal do EHFLR e obteve resultados semelhantes ao nao
evidenciar mortes durante 0 mesmo periodo de acompanhamento. O presente estudo verificou
até a dose de 5000mg/kg no intuito de analisar uma margem maior de seguranca da droga, de
acordo com as normas éticas. Concomitantemente ao teste da DLsg foi realizado o screening
hipocratico através da tabela adaptada de Malone. Este teste fornece uma estimativa
quantitativa de toxicidade aguda da substancia, possibilitando avaliar algumas manifestacoes
clinicas e toxicoldgicas que o extrato possa apresentar. Trata-se de um suporte para iniciar
experimentos pré-clinicos dispondo do conhecimento da seguranca de uma droga (BRASIL,
2004). Os resultados dos efeitos toxicos do EHFLR séo descritos na tabela 6.
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Tabela 5. Principais alteracbes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da
administracdo do extrato hidroalcoolico das folhas de Licania rigida (EHFLR) via oral

| GRUPOS | TEMPO (min) / EFEITOS OBSERVADOS EM CAMUNDONGOS
10 20 30 60 120 180 240
| SALINA | - | - . - ! -7 -7 - 1 -
EHFLR 1,75 - - - - - - -
| EHFLR55 | | | | . - 1 - 1 -

EHFLR17,5 (HAM  (#9)AM (1) AM

| EHFLR55 | ({)AM | (+) AM | (+) AFR | - | - | - ] -

EHFLR 175  (+) AM (++) AM

| EHFLR550 | (++) AM | (++)AM | (+)-AM | - | - [ - ] -

EHFLR 2000  (++) AM (#)AM  (+) AFR - - - -

EHFLR 5000 (++) AM (+) AM (++) AM | (+) AFR | (+)AFR | (+)AM | (++)AM

*Auséncia de Alteragcbes Comportamentais (-); Presenca de alteragbes comportamentais (+);
AlteracGes comportamentais intensificadas (++); Aumento da Motilidade (AM); Aumento da
Frequéncia Respiratdria (AFR); Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).

O fato de que o extrato apresenta alguns efeitos toxicos, mas esses ndo proporcionam
mortes em animais, pode ser explicado pela via de administracdo, uma vez que a mesma foi
realizada por via oral. Quando uma droga é administrada por via oral sofre metabolizacdo
hepética de primeira passagem proporcionando uma baixa toxicidade sistémica (PEREIRA,
2007; GOODMAN; GILMAN, 2012).

Com o screening hipocratico foi possivel perceber que o extrato ndo apresenta sinais
de depressao do Sistema Nervoso Central (SNC), mas apenas sinais excitatorios.

O presente estudo apoia e corrobora com os de Stopper e colaboradores (2005), que
descrevem a importancia de estudar a toxicidade dos vegetais, uma vez que 0s mesmos podem
evidenciar efeitos toxicos que em sua maioria sdo negligenciados pela sociedade. Ao avaliar a
toxicidade do EHFLR, comprovou-se que o preparo vegetal ndo esta isento de toxicidades ao
ser testado em animais, no entanto, por ndo evidenciar efeitos bruscos de toxicidade, nem
mortes nos animais, este foi utilizado em doses menores que 10% da DLsy . Essas doses
corresponderam a 25, 50, 100, 200 e 500 mg/kg. As doses menores correspondentes a 1, 5, 10
mg/kg, ndo apresentaram atividade significativa em testes pilotos, por isso ndo foram

expressos no presente trabalho.

4.4 Atividade anti-inflamatoria sistémica

4.4.1 EDEMA DE PATA INDUZIDA POR CARRAGENINA
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A injecéo intraplantar de carragenina a 1% na pata traseira direita dos animais induz
aumento agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema é proporcional a
intensidade da resposta inflamatoria constituindo um parametro Util na avaliacao da atividade
anti-inflamatoria de drogas (GILLIGAN et al., 1994). O edema inflamatorio induzido pela
carragenina é resultante da acdo sequencial e integra varios mediadores inflamatérios. Para
medir o volume das patas, cada uma delas € imersa at¢ o maléolo lateral em um
hidropletismdmetro digital modelo descrito por Winter et al. (1962).

A atividade anti-inflamatéria do EHFLR foi analisada através da reducdo do edema da
pata induzido por carragenina, comparando-0s ao grupo controle. O teste foi observado nas
seguintes horas: 12, 22 32 e 42 hora. Ap0s a administracdo da carragenina 1% na pata direita
traseira do animal ocorre um processo inflamatério agudo resultante da liberacdo de
mediadores pro-inflamatério. Apds a administracdo de carragenina ha extravasamento de
proteinas plasmaticas e recrutamento de neutréfilos para o local inflamado. De inicio é
observado a liberacdo de aminas vasoativas caracterizando a fase inicial da inflamacdo e
posteriormente na fase tardia sdo liberadas citocinas e prostaglandinas, em especial PGE2 no
processo inflamatorio. Esse processo € intensificado durante a 3° hora do teste, caracterizado
como o pico maximo de inflamag8o (GILLIGAN et al., 1994).

Apobs esse tempo, a inflamacdo vai reduzindo sua resposta e consequentemente o
edema, o que justifica a escolha em enfatizar os valores estatisticos do presente trabalho ao
pico da 3° hora. A porcentagem e o0 volume do edema referente a 12, 22 e 42 do teste de edema
de pata induzido por carragenina, dextrana, histamina e acido araquiddnico de cada dose estao
ilustrados no (APENDICE A, B, C, D) respectivamente.

A administracdo do EHFLR foi realizada nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg por via oral
(v.0). Os resultados mostram que o extrato foi capaz de reduzir o edema induzido pela
carragenina 1% na terceira hora do teste, em todas as doses analisadas, mostrando
significancia estatistica com um percentual de 29,09%; (35,1 + 2,1), 29,4%; (34,9 £ 3,6) e
22,26%; (38,5 + 0,9) respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 13).

A indometacina ¢ um farmaco da classe dos anti-inflamatdrios ndo-esterdides, que
inibem a cicloxigenase, reduzindo a biossintese de prostaglandina (FARSAM et al., 2000).
Como esperado, a indometacina foi eficaz em reduzir o edema significativamente em todos os
tempos analisados, enfatizando o percentual de inibi¢éo apresentado na terceira hora (34,89%;
32,2+1)9).
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Figura 13. Efeito anti-inflamatério do Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Licania rigida
(EHFLR) no teste de edema de pata induzido por carragenina (Apéndice E-Coluna Estatistica;
E1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
duas vias, seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a; = p <0,01; a; = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Indometacina (10
mg/kg) e o EHFLR ( 25, 50 e 100 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da
injecéo subplantar de carragenina.

Estudos classicos de Mendez et al. (1995) mostram que as folhas de outra espécie do
mesmo género Licania pyrifolia apresentou efeito anti-inflamatorio e hipoglicemiante tendo
em sua composicdo quimica a presenca de caempferol e quercetina. Este resultado vai de
encontro aos achados quimicos da Licania rigida avaliada no presente estudo que também
compartilha de substancias quimicas semelhantes. De forma semelhante, Santos e
colaboradores (2006) mostram que o acido clorogénico pertencente as espécies dessa familia
desempenhou inibicdo do edema de pata desencadeado pela carragenina em ratos. Esse efeito
corrobora com o presente trabalho que realizou 0 mesmo teste em camundongos e demostrou
0 mesmo efeito sobre a reducdo do edema possivelmente por altos niveis desse composto em
sua composicao quimica.

Estudos de Krakauer (2002) revelam que o acido clorogénico atua inibindo a secrecéo
de citocinas e derivados do acido araquidénico, além da expresséo do 6xido nitrico (NO) que
¢ um importante vasodilatador. Além disso, atua sobre a expressdao de moléculas de adesé&o,
importantes para o processo de transmigragdo dos polimorfos nucleares. Esses estudos
condizem com os resultados do presente trabalho que mostram uma acéo efetiva do EHFLR
na reducdo do edema, uma vez que 0 mesmo possui esses dois constituintes majoritarios em
sua composi¢do quimica. Desse modo, 0 extrato possivelmente pode estar agindo de forma

semelhante na inibicao de citocinas e derivados do AA.
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4.4.2 EDEMA DE PATA INDUZIDA POR DEXTRANA

A dextrana, ¢ um polissacarideo utilizado em testes de inflamacéo por promover a
liberacdo de histamina e serotonina dos mastocitos durante a formacdo do edema. Essas
substancias alteram o tonus e a permeabilidade vascular do vaso, contribuindo para o
extravasamento de fluidos (ANDRADE et al., 2007).

Os resultados mostram que o EHFLR reduziu o edema induzido por dextrana de forma
significativa na dose de 25mg/kg (Figura 14) em todos os tempo analisados, apresentando um
percentual de inibicdo do edema na terceira hora de 44,51%; (36,1 £ 1,1). A dose de 25
mg/kg apresentou-se estatisticamente significante a partir da terceira hora, com um percentual
de inibicdo 19,3%; (52,5 £ 2,1) e a dose de 100 mg/kg ndo apresentou uma inibicdo
significativa do edema (59,4 * 3,2).

A prometazina 6 mg/kg, utilizada como droga padréo foi capaz de inibir o edema a
partir da primeira hora de avaliacdo até a quarta hora apresentando um percentual de reducéo
do edema na terceira hora de 47,7%; (34,1 + 1,5), quando comparado com 0 grupo que
recebeu apenas solucdo salina (65,1 = 1,9).

Semelhantemente ao edema de pata induzido por carragenina, a inducdo do edema
com dextrana provoca aumento na permeabilidade vascular, porém, quando o agente
florgistico é a dextrana, esse aumento ocorre devido a desgranulagdo dos mastécitos e
liberacdo das aminas vasoativas. Além disso, a dextrana promove um rapido extravasamento
de fluido com poucas proteinas e células, diferentemente da inducdo do edema por
carragenina (BADILLA et al., 2007). Segundo a Sociedade Brasileira de Plantas Medicinais
(2003), a resposta edematogénica quando induzido com dextrana, € mais curta.

O extrato possui em sua composi¢do varias substancias quimicas que podem agir por
varios mecanismos e atingir uma resposta farmacoldgica. Os resultados demonstram que o
EHFLR apresenta uma possivel acdo antiedematogénica a partir da primeira hora de avaliacao,
apresenta-se com um potencial anti-inflamatdério nos dois modelos de inflamacdo. Desse
modo, os testes posteriores para avaliar o0 mecanismo de acdo do extrato foi analisada com a

dose minima e mais efetiva de 25 mg/kg.
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Figura 14. Efeito anti-inflamatério do Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Licania rigida
(EHFLR) no teste de edema de pata com dextrana (Apéndice F-Coluna Estatistica; F1
Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
duas vias seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a; = p <0,001; a, = p <0,0001 vs salina. Indometacina (10
mg/kg) e o EHFLR ( 25, 50 e 100 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da
injecdo subplantar de dextrana.

Segundo Gaind e Gupta (1972) o extrato bruto aquoso liofilizado das folhas de
Bryophillum calycinum possuem em sua composi¢do quimica a presenca de flavondides que
desempenham atividade anti-inflamatoria sobre o modelo de edema de pata induzido por
dextrana em ratos na dose de 0,5 g/kg. No presente estudo o EHFLR apesar de pertencer a
familia e espécie diferente, apresenta diversos flavonoides como componentes majoritarios
semelhantemente a espécie citada e pode justificar o efeito apresentados em nossos resultados
no momento do pico da inflamagdo desencadeado pela dextrana. Mostrando que o extrato
pode estar atuando na reducgédo da expressdo de citocinas e liberagdo de histamina e serotonina,
assim como a droga padréo prometazina.

A prometazina pertence a classe dos anti-histaminicos que promovem um efeito anti-
inflamatorio, possivelmente por diminuir a expressdo de aminas vasoativas e desse modo
contribuindo para a diminui¢do do edema (CHEN et al., 2003; SIMONS, 2002).
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4.4.3 EDEMA DE PATA INDUZIDA POR HISTAMINA

As aminas vasoativas estdo disponiveis em reservas pré-formadas para serem liberadas
no momento do processo inflamatorio. A histamina é considerada o principal mediador na
fase inicial apd6s a lesdo, aumentando a permeabilidade vascular e atuando sobre a
microcirculacdo (RANG et al.,, 2007). A serotonina, outra substancia envolvida nesse
processo, induz o edema e extravasamento do plasma durante uma inflamacgéo aguda, sendo
liberada principalmente pelos mastécitos e plaquetas (TING et al., 2007).

A dose de 25mg/kg do EHFLR reduziu o edema na pata no animal de forma
significativa em todos os tempos analisados, tendo um maior percentual de inibigdo na
terceira hora 46,64%; (35,8 + 2,4). Corroborando com os resultados no modelo de edema de
pata induzido por dextrana.

A prometazina 6 mg/kg, reduziu o edema de forma significante como ja se esperava
(droga anti-histaminica) em todas as horas analizadas, com um percentual de inibi¢cdo do

edema de 49,26%; (25,5 £ 2,1), quando comparado com o grupo controle (Figura 15).

Figura 15. Efeito anti-inflamatério do Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Licania rigida
(EHFLR) no teste de edema de pata com Histamina (Apéndice G-Coluna Estatistica; G1
Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da media (EPM), analisados através da ANOVA de
duas vias seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a3 = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Prometazina (6
mg/kg) e o EHFLR ( 25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da injecdo
subplantar de Histamina.

A espécie Aniba riparia (Ness) possui flavonoides em sua composic¢ado quimica e foi

testado o efeito anti-inflamatorio de seu componente majoritario em modelo de edema de pata
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induzido por histamina, resultando em um efeito antiedematogénico dessa espécie ao mostrar
reducdo do edema na pata do animal (CARVALHO, 2011). Esse fato corrobora em partes
com o presente trabalho que apesar de utilizar espécie de familia distinta, por existir
flavonoides na composicdo de ambas, estas desempenham a funcdo anti-inflamatoria em

modelos experimentais semelhantes.

4.4.4 EDEMA DE PATA INDUZIDA POR ACIDO ARAQUIDONICO (AA)

O &cido araquidénico (AA) é um &cido graxo que desempenha uma importante fungéo
na fisiologia celular. Ele € liberado quando ha lesdo a partir de fosfolipidios de membrana
através da enzima fosfolipase A2, que pode ser ativada por diversos estimulos quimicos,
inflamatérios ou traumaticos, além de ativarem citocinas pro-inflamatérias (HILARIO;
TERRERI; LEN, 2006).

Em resposta a algum estimulo, a fosfolipase hidrolisa os fosfolipideos de membrana,
liberando &cido araquiddnico. O &cido araquiddnico dard origem a mediadores inflamatérios
pela via das cicloxigenases (COX), produzindo prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e
tromboxanos (TXs), e pela via das lipoxigenases (LOX), levando a formacao de leucotrienos
(LTs). O conjunto dessas células é denominado prostandides e possuem um papel
fundamental no processo inflamatorio (CASTRO, 2011).

Apds 60 min da aplicacdo do AA a 1% na pata dos camundongos, foi realizado uma
analise para identificar o possivel efeito antiedematogénico do extrato. Os resultados mostram
que o EHFLR apresentou uma redugdo significativa do edema na dose analisada (25mg/kg)
em todos os tempos, com excecdo do ultimo. Apresentando um percentual de inibicdo mais
significativo apds 60min de analise 18,33%; (86,3 + 2,6).

A Indometacina 10 mg/kg, utilizada como droga padréo inibiu o edema a partir dos
primeiros min de avaliagéo, tendo um percentual de reducdo do edema em 60min de 44,71%;
(58,4 £ 1,3) em comparacgéo ao grupo salina (Figura 16).
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Figura 16. Efeito anti-inflamatério do Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Licania rigida
(EHFLR) no teste de edema de pata com &cido araquidénico (Apéndice H-Coluna Estatistica;
H1 Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
duas vias seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6)./ Valores
significativos de a; = p <0,05; a; = p <0,01; a; = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Indometacina (10
mg/kg) e o EHFLR ( 25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da injecdo
subplantar de Acido araquiddnico.

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais, como a indometacina, inibem a Ciclooxigenase,
reduzindo a biossintese de prostaglandinas, diminuindo o processo inflamatério (MURI;
SPOSITO; METSAVAHT, 2009). No presente estudo, o extrato testado apresentou acao
semelhante aquela da indometacina, utilizada como droga padrdo, em duas e trés horas apos a
administracdo da carragenina. Os resultados deste modelo corroboram com os resultados do
edema de pata induzido por carragenina que inibiu o edema na terceira hora da inflamacao

com uma melhor eficacia na dose de 25 mg/kg.

445 PERITONITE

Em continuidade ao estudo da atividade anti-inflamatdria do EHFLR foi realizado o
teste de peritonite induzido por carragenina, objetivando verificar se a atividade
antiedematogénica do extrato era concernente a inibicdo do recrutamento leucocitario.

A peritonite € um modelo de inflamagdo que permite avaliar a migracao de leucécitos
para a cavidade peritoneal durante um processo inflamatério (BOZZA et al., 1994). Os
neutrofilos denominados de polimorfonucleares (PMN), bem como os macréfagos séo as

principais células fagociticas do sistema imune. Durante o processo inflamatorio os



70

neutrdfilos sdo recrutados para o foco inflamatério desempenhando uma funcdo de defesa
para o organismo (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997).

A inflamacdo foi induzida neste ensaio pela administracdo intraperitoneal de
carragenina no peritonio do camundongo. Apds quatro horas da administracdo de carragenina
foram feitas as analises do lavado peritoneal. Este modelo avalia uma inflamagdo aguda,
permitindo a quantificagdo de leucocitos que migram para a cavidade peritoneal. Essa
migracdo ocorre sob acdo de agentes quimiotaticos, principalmente leucotrienos e
interleucinas (BROOKS; DAY, 1991).

O processo de migracdo e passagem dos leucocitos para o local inflamado é
dependente da expressdo de moléculas de adesdo (E, P, e L-selectinas). Essas moléculas
regulam a adesdo leucocitaria que medeiam mediada por imunoglobulinas ¢ B-2-integrinas.
Esse evento é determinado pela acdo de mediadores quimiotaticos como fragmentos
peptidicos do sistema complemento (C3a, C4a e Cba), histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, tromboxano e o PAF (WAGNER; ROTH, 2000).

4.4.5.1 Granuldcitos e Mondcitos

O extrato reduziu a migracdo dos polimorfosnucleares de forma significativa. A
reducdo do recrutamento de granuldcitos para o local inflamado obteve um percentual de
reducdo de 47,8% (45,20 + 2,37) em relacdo ao grupo controle (86,60 = 0,70) (Tabela 6). Da
mesma forma, o extrato promoveu a reducdo da migracdo dos monacitos (Tabela 7), obtendo
um percentual de reducdo na migracao dessas células de 43,83% (2,46 + 0,12) em relacdo ao
grupo controle (4,38 £ 0,17), (Figura 17).

A dexametasona 5mg/kg apresentou significancia estatistica na reducdo da migracéo
das duas células, Neutréfilos e Mondcitos com um percentual de reducédo de 59,29% (34,82 +
1,87) e 68,94% (1,36 £ 0,07), respectivamente. A dexametasona pertence a classe dos
glicocorticoides que atuam inibindo a fosfolipase A, e desse modo interferindo na expressao
das ezimas inflamatorias. Ela foi escolhida como droga padrédo para este modelo por interferir
o0 recutamento de neutrdfilos, diferentemente dos AINES que ndo afetam a mobilizacdo dos
mesmos (RANG et al., 2007).
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Figura 17. Efeito do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR) sobre a
migracdo de Granuldcitos e Mondcitos no teste de peritonite induzida por carragenina
(Apéndice I e J - Coluna Estatistica; 11e J1 Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de uma via
seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores significativos de a; = p
<0,05; a, = p <0,01; az = p <0,001; a;= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona (5 mg/kg) e 0 EHFLR ( 25 mg/kg).
Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da injecdo subplantar de carragenina. (A) Percentual de
Granuldcitos e (B) percentual de Mondcitos.

Tabela 6. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato
Hidroalcoodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no teste de Peritonite.

Tratamento Granuldcitos

média + E.P.M/ Inibicéo (%)

Salina (Grupo controle) 86,60 + 0,70 -
Naive (Branco) 43,80 £ 0,58 -
EHFLR 25 mg/kg 4520 + 2,37 47,8%
Dexametasona 5 mg/kg 34,82 + 1,87 59,79%

*Qs valores sdo médias + EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela anélise de
Variéncia (ANOVA). Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR)

Tabela 7. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato
Hidroalcoolico das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no teste de Peritonite.
Tratamento Mondcitos

média + E.P.M/ Inibig&o (%)

Salina (Grupo controle) 4,38 +0,17 -
Naive (Branco) 1,68 +0,10 -
EHFLR 25 mg/kg 2,46 £0,12 43,83%
Dexametasona 5 mg/kg 1,36 £ 0,07 68,94%

*Qs valores sdo médias = EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA). Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).
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A inflamacdo induzida por carragenina envolve a migracdo celular e a exsudacao
plasmética. Esse processo é mediado pela producdo de mediadores inflamatorios tais como
histamina, serotonina, bradicinina, o6xido nitrico, interleucina (IL) -1p e IL-6, factor de
necrose tumoral (TNF) e prostaglandinas. A acdo desses mediadores leva ao processo de
recrutamento leucocitario, onde as principais células recrutadas durante uma inflamacéo
aguda sdo os neutrdfilos e mondcitos (SALVEMINI et al., 1996), relata que além desses
mediadores a prostaglandina E2 é uma das principais prostaglandinas responsaveis pela
migracdo celular e desenvolvimento do edema na pata do animal. Esse edema é melhor
visualisado a partir de trés horas do teste devido a um processo intenso da inflamacéo que
ocorre nesse periodo pela ativacdo da COX; (RIBEIRO et al., 2015).

Nesse modelo o extrato atuou de forma semelhante a dexametasona (farmaco
imunossupressor), inibindo a migracdo de leucdcitos induzida pela injecdo de carragenina na
dose de 25 mg/kg. Isso sugere que a acdo do EHFLR na reducdo da migracdo celular esteja
associada com a inibicéo da biossintese do mediador inflamatorio mencionado anteriormente.

A acdo farmacoldgica do extrato pode estar relacionada a presenca de constituintes
quimicos que possuem efeitos ja descritos na literatura, sendo caracteristicos em algumas
espécies dessa familia. Essas substancias fazem parte da classe dos polifenois derivados
metabolicamente pela via do acido chiquimico. So largamente encontrados nos reino vegetal,
possuindo acdo farmacoldgica no combate a hipertesdo e diabetes, tumores e processos
inflamatorios.

Li e colaboradores (2007) demonstraram em seus estudos que o cha verde possui
efeito anti-inflamatério em camundongos por protegé-los contra a endotoxina letal LPS
durante seus experimentos. Os autores relatam que esta atividade pode esta relacionada aos
seus constituintes quimicos, onde um deles sdo as catequinas. Esse fato corrobora com o
presente estudo que possui a mesma substancia quimica e que apesar de avaliar o efeito anti-
inflamatorio em modelos diferentes, atuou de modo semelhante na inibicdo e reducdo do
processo inflamatodrio induzido em camundongos.

Além disso, Carvalho et al. (2005) descreve que a atividade biologica dos flavonoides
esta relacionada principalmente, com a inibicdo de mediadores inflamatorios. Isso justifica 0s
resultados do presente estudo que mostra em varios modelos de inflamacdo que o EHFLR
possivelmente atua de modo sisttmico diminuindo a expressdo das aminas vasoativas, na
inibicdo da enzima cicloxigenase, além disso, reduzindo a quimiotaxia dos

polimorfonucleares para o local da inflamacao.
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Os leucocitos sdo as principais células efetoras participantes da inflamacdo aguda. A
resposta imune € mediada pelos polimorfonucleares e os macrofagos, enquanto os linfocitos
sdo células que se encontram presentes na resposta adaptativa (KREIMERL et al, 2005).
Linfocitos sdo glébulos brancos presentes no sangue. Eles desempenham um papel importante
na defesa do corpo contra a invasdo ou proliferacdo de qualquer agente estranho como virus,
bactéria, toxina ou fungo (COELHO et al., 2005). A presencga dessas células na resposta
tecidual é caracteristico de uma inflamagdo crbnica, uma vez que esse processo €
desencadeado por um periodo mais longo. A migracdo dessas celulas para o local afetado
proporciona a ativagdo de moleculas ativas como as citocinas (ESTRADA et al., 2011). Essas
células desempenham um papel bastante inportante durante o processo inflamatério por
ativar a expressao das moléculas de adesdo, contribuindo dessa forma, para a migracdo e
ativacdo de leucdcitos, além de serem responsaveis pela expressdo de gene que codificam
enzimas como a COX;, fosfolipase A, e INOS (WITKAMP; MONSHOUWER, 2000).

O resultado para a contagem de linfécidos mostra que houve uma redugdo do
percentual destas células na dose analisada, apresentando uma reducdo do potencial de
inibicdo dessas células de 18,26% (54,60 = 5,0). O grupo Naive ndo recebeu nenhum
tratamento ou inducdo (30,22 + 1,8). Este grupo é um controle padrdo para avaliar a
efetividade do teste (Tabela 8).

A dexametasona desempenhou um efeito estatisticamente significante, reduzindo esse
percentual em 64,73% (23,56 = 1,0) em relacdo ao grupo controle (66,80 + 1,7) (Figura 18).

Os resultados mostram que a administracdo de carragenina levou a formacdo de um
infiltrado celular expressivo de leucdcitos, e que o pré tratamento com o EHFLR
semelhantemente a dexametasona, usada como droga padrdo, causou uma diminuicdo do
namero de leucdcitos na cavidade peritoneal quando comparado ao grupo controle. Segundo
Saleh e Medeiros, (1999) os polimorfos nucleares sdo as principais células a migrarem para o

peritdnio na fase inicial da inflamac&o.
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Figura 18. Efeito do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR) sobre a
migracdo de Linfocitos no teste de peritonite induzida por carragenina (Apéndice K - Coluna
Estatistica; K 1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a; = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona (5
mg/kg) e o EHFLR ( 25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da injecdo
subplantar de carragenina.

Tabela 8. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato Hidroalcoolico
das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no teste de Peritonite.

Tratamento Linfocitos

média + E.P.M/ Inibig&o (%)

Salina (Grupo | Grupo 66,80 £ 1,7 -
controle) controle

Naive (Branco) 30,22+1,8 -
EHFLR 25 mg/kg 56,60 £ 5,0 18,26%
Dexametasona 5 mg/kg 64,73+ 1,0 64,73%

*Qs valores sdo médias £ EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA). Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).

De acordo com os resultados apresentados, 0 EHFLR apresenta uma acéo anti-
inflamatoria ao inibir de forma significativa na dose de 25 mg/kg a migracéo de leucécitos no

liquido peritoneal, sugerindo uma agéo na inibicdo da expressao de citocinas.
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4.4.6 AZUL DE EVANS

Este teste permite avaliar quantitativamente a permeabilidade vascular durante um
precesso inflamatorio. Essa avaliacdo é feita através da administracdo intravenosa do corante
azul de evans, o qual desempenha uma forte afinidade pela albumina, o que permite o avaliar
a permeabilidade vascular. Se o endotélio encontra-se lesionado, consequentemente maior
sera a concentracao de albumina no lavado peritoneal (JANCAR et al., 1988).

De acordo com a (figura 19), os resultados mostram que o EHFLR inibiu 0 aumento
da permeabilidade vascular induzida por carragenina em um percentual de 57,14% (0,27 *
0,013), em relacdo ao grupo controle (0,63 = 0,019). O grupo Naive é representado pelo grupo
de animais que ndo receberam tratamento, nem mesmo foi induzido uma injuria tecidual. Ele
serve de pardmetro pra assegurar que 0s animais estdo em boas condicdes de uso e evitar
resultados falsos negativos. A dexametasona reduziu o processo de permeabilidade vascular

com um percentual de inibicdo de 61,90% (0,24 + 0,015) em relagéo ao controle (tabela 9).

Figura 19. Efeito do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR) sobre o
extravasamento de azul de Evans no lavado peritoneal de camundongos (Apéndice L - Coluna
Estatistica; L 1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a3 = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona (5
mg/kg) e o EHFLR ( 25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0) 60 min antes da injecao
subplantar de carragenina.
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Tabela 9. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatorio do Extrato Hidroalcodlico
das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no teste de Azul de Evans.

Tratamento Azul de Evans

média = E.P.M/ Inibicdo (%)

Salina (Grupo controle) 0,63 £ 0,019 -
Naive (Branco) 0,23+ 0,020 -
EHFLR 25 mg/kg 0,27 £ 0,013 57,14%
Indometacina 10 mg/kg 0,24 + 0,015 61,90%

*Qs valores sdo médias + EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de Variancia
(ANOVA). Extrato Hidroalcoodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).

Os resultados demostram que o EHFLR reduziu a permeabilidade vascular,
consequentemente por inibir a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, estimulados pela
inducdo de carragenina. Desse modo, diminuindo o extravasamento de proteinas para o local
inflamado.

No modelo de peritonite, por exemplo, os resultados aparecem significantes na
inibicdo do recrutamento dessas células para o lugar inflamado, o que corrobora com o
presente modelo, que ao avaliar essa inibicdo confirma a acdo farmacolédgica do EHFLR que
foi capaz de inibir a migragdo de neutrdfilos e mondcitos para a cavidade peritoneal
provavelmente através da reducdo da vasodilatacdo dos capilares da membrana peritoneal,
bem como inibindo a formacdo de edema induzidos por outros agentes experimentados no
presente estudo como, dextrana e histamina no modelo de edema de pata.

Ferreira (2011) testou a atividade anti-inflamatdria do extrato metandlico das partes
aereas da Cleome spinosa, rica em flavonoides, no teste de pleurisia induzida por carragenina
em camundongos. Esse teste promove uma migragdo leucocitaria e extravasamento proteico
para cavidade pleural. Como resultado ele percebeu que seu extrato inibi essa acdo e reduz a
concentracdo dos leucocitos de modo significavelmente. Tais relatos corroboram, em parte,
com os resultados demonstrados no presente estudo, que apesar de se tratar de espécies
diferentes, elas possuem compostos quimicos semelhantes, sugerindo que essa acao seja
oriunda dos mesmo.

Todos os resultados aqui apresentados mostram que o EHFLR apresentam
perspectivas favoraveis para o conhecimentos cientifico da espécie L. rigida, visto que, a
mesma possuem dados escassos na literatura ndo so da especie em estudo, mas tambeém do

género Licania.
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4.5 Atividade anti-inflamatoria Tépica

4.5.1 EDEMA DE ORELHA AGUDO INDUZIDO PELA APLICACAO UNICA DE OLEO
DE CROTON 5%

Ap0s analisar os efeitos do EHFLR em modelos de inflamac&o sistémica, seguiu-se 0
estudo para avaliar seus efeitos anti-inflamatorios tdpicos, assim como seu possivel
mecanismo de acao.

O efeito anti-inflamatorio topico do EHFLR foi determinado através do modelo de
edema de orelha induzido por diferentes agentes irritantes como o Oleo de créton, Acido
araquidénico, Histamina, Capsaicina e Fenol. Essas substancias promovem uma acdo
edematogénica por mecanismos distintos.

Segundo Medeiros e colaboradores (2009), o 6leo de créton é bastante utilizado em
ensaios de inflamacdo. Sua aplicacdo topica € um método que permite avaliar a atividade dos
AINES ou os anti-inflamatérios esteroidais. O 6leo possui como principal agente irritante o
acetato de tetradecanoil-forbol (TPA), possuindo uma acdo exercida por produtos da
cicloxigenase, histamina, serotonina, entre outros mediadores. O TPA induz uma resposta
inflamatoria por ativar diretamente a proteina cinase C (PKC), que desencadeia a ativagdo da
fosfolipase A2, induzindo a expressdo da COX-2 e ativacdo da LOX e desse modo, ativa a
sintese e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios (MURAKAWA et al., 2006).

Apds 6 horas da administracdo do 6leo de crdton, observou-se que o extrato obteve
um resultado significante em reduzir o edema e o eritema na orelha do animal. A andlise foi
feita em comparacdo ao grupo controle. O percentual de inibicdo do edema foi de 25,55%
(64,78 £ 3,28; p<0,001) na dose de 100 mg/kg; 24,72% (65,50 + 1,75; p<0,001) na dose de
200 mg/kg e 22,31% (67,60 + 2,7; p<0,01) na dose de 500 mg/kg em comparagdo com a
salina (87,02 + 4,83). A dose de 25e 50 mg/kg, apresentou um melhor efeito com um
percentual de inibicdo de 31,14% (59,92 + 3,43; p<0,0001) e 47,5% (45,63 + 3,18; p<0,0001),
respectivamente.

A Dexametasona 4 mg/mL reduziu o edema provocado pelo 6leo de créton com uma
maior significancia em 70,45% (25,71 + 3,8; p<0,0001).

As doses de 5(87,02 + 4,83) e 10(82,74 + 2,08) mg/kg ndo demonstraram significancia
na reducdo do edema de orelha. J& as doses de 25, 50 e 100 mg/kg apresentou um efeito anti-
inflamatério observado na figura 20.



78

Figura 20. Efeito anti-inflamatério topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha agudo induzido por 6leo de créton (Apéndice M
- Coluna Estatistica; M 1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a; = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona (4
mg/mL) e o EHFLR ( 5, 10, 25, 50, 100, 200, 500 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60
min antes da injecdo subplantar do 6leo de créton.

O extrato avaliado em modelos de inflamacdo tépica também apresenta uma melhor
resposta anti-edematogénica na dose de 25 e 50 mg/kg e uma resposta semelhante entre as
doses de 100, 200 e 500 mg/kg, em relagdo ao grupo controle. Desse modo, segue-se com a
avaliacdo do mecanismo de agdo topica com a dose de 25 mg/kg, tendo em vista ser a menor
dose efetiva.

O TPA parece induzir também a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias nos tecidos
queratinizados da pele, desencadeando o processo inflamatdrio tépico (PASSOS et al., 2013;
REDONDO et al., 1997). Os Glicocorticoides atuam inibindo o edema gerado a partir do
bloqueio da acéo de enzimas pro-inflamatorio (CARLSON et al., 1985).

Os resultados mostram que o efeito antiedematogénico do extrato esta ocorrendo
possivelmente pela presenca de seus componentes quimicos. Um composto marcante da
espécie € o acido clorogénico pertencente a classe de compostos fendlicos. Essas substancias
possuem acdo antioxidante e anti-inflamatoria (SPENCER et al., 2008). Segundo Archivio e
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colaboradores (2007) esses compostos atuam na modulagdo da atividade de enzimas como a
lipoxigenase e cicloxigenase, assim como fazendo interagdes receptores e vias de tranducgao
de sinais.

Motta e colaboradores (2013) realizaram o mesmo teste em camundongos com as
folhas de Mucuna pruriens (L.), as quais, apresentam componentes quimicos semelhantes a
espécie em estudo e observaram que esta planta uma atividade anti-inflamatoria na dose de
100 mg/ kg , o que corrobora com os achados do presente estudo que testou a mesma dose,
obtendo efeito semelhante.

Apos a realizagdo da triagem sobre o efeito anti-inflamatério agudo, seguiu-se com
experimentos que investigassem também seu possivel efeito diante de uma inflamacéo

cronica.

4.5.2 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO MULTIPLA DE OLEO DE
CROTON

Diferentemente da aplicacdo unica de 6leo de croton que fornece dados sobre o
processo inflamatdrio agudo, a aplicacdo mdaltipla de 6leo de créton, em dias alternados,
avalia a atividade antiedematogénica assemelhando-se a uma inflamagdo crénica. Esse
modelo promove uma reacdo inflamatdria de forma persistente acompanhada do aumento da
massa das orelhas. Também ocorre uma intensa migracdo de neutréfilos, macréfagos e
principalmente de linfécitos T (CD4+ e CD8+) (STANLEY et al.,1991).

As doses testadas foram 25, 50 e 100 mg/kg que obtiveram um percentual de inibi¢ao
do edema de 6,4% (111,1 + 6,4); 21,5% (84,6 + 6,4) e 41,59% (100,5 £3,9), respectivamente
no primeiro dia de tratamento. No segundo dia de tratamento o percentual de inibicdo dessas
doses foram de 28,69% ( 148,4 * 8,9); 43,7% (1245 + 7,2) e 59,09% (92,7 + 2,8)
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. No terceiro dia de tratamento o extrato nas
doses testadas diminuiu o edema com um percentual de inibi¢do de 46,79% (143,1 + 11,4);
68,08% (112,9 + 4,4) e 68,74% (82,1 £ 3,9), respectivamente. No quarto dia de tratamento
observou-se um percentual de inibicdo do edema de 38,28% (115,8 £ 4,3); 59,75% (69,5
3,1) e 78,15% (69,9 * 4,6) respectivamente, em comparacdo ao grupo salina. No nono dia, foi
avaliado o edema final pela pesagem da massa das orelhas dos animais.

A dexametasona apresentou uma agao antiedematogénica significante em todos os dias
de tratamento com um percentual de inibicdo de 55,68% (104 * 3,2), 75,16% (70,3 = 5,1),
76,24% (49,8 + 3,4) e 78,95% (51,7 + 1,4), respectivamente quando comparados ao grupo
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controle (salina). Esse efeito é confirmado através dos dois modelos de edema topico
apresentados no presente trabalho (agudo e cronico), que mostram que a dexametasona teve
reducdo significativa, com um maior acdo antiedematogénica em comparacdo ao grupo

controle, demostrados na figura 21.

Figura 21. Curva tempo-resposta do efeito do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) por 9 dias sobre o0 edema de orelha induzido por éleo de créton (Apéndice N
- Coluna Estatistica; N 1 Analyse).

250 -
200 A
© —— Salina
E 1504
! —#— Dexametasona 4 mg/mL
1]
= —+— EHFLR 25mg/k
° 100+ 97kg
> —— EHFLR 50mg/kg
50 - —— EHFLR 100 mg/kg
0
X - - X - - - - -
06\ 06\ 06\ 06\ 06\ Qé\ Oé\ 06\ 06\
N N % ™ % © A ® o

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
duas vias seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a3 = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona
(4 mg/mL) e 0 EHFLR ( 25, 50 e 100mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min antes da
injecdo subplantar do 6leo de croton.

No final do experimento caracterizado ao nono dia, as orelhas dos camundongos
foram cortadas e pesadas. Os resultados mostraram que 0 extrato apresenta uma agéo
atiedematogénica ao apresentar um percentual de inibicdo do edema nas doses 25, 50 e 100
mg/kg de 33,65% (84,86 + 6,01); 43,95% (71,68 + 3,15); 55,085(57,45 + 3,53)
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (127,9 £ 1,91). A Dexametasona 4 mg/mL
reduziu o edema com uma maior significancia em 58,63% (52,91 + 3,59).

A avaliagdo das massas das orelhas (Figura 22) confirmam os resultados apresentados
no gréafico da curva tempo/resposta mostrados na figura 18.

Diferentemente da aplicacdo Unica de 6leo de croton que fornecem dados quanto a

atividade antiedematogénica de uma substancia num processo inflamatério agudo, a aplicacao
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maltipla de O6leo de créton, em dias alternados, avalia essa atividade num processo
inflamat6rio previamente estabelecido, assemelhando-se a uma inflamagdo cronica. A
aplicacdo multipla de o6leo de créton na orelha do animal promove uma reacdo inflamatoria
persistente acompanhada do aumento da massa das orelhas. Desse modo, ocorre uma intensa
migracdo de leucocitos para o local inflamado.

Crummey e colaboradores (1987) relatam em seus estudos que a aplicacdo local de
oOleo de créton para estimular o processo inflamatorio, promove uma vasodilatacdo imediata e
eritema nos 5 primeiros minutos, seguida por desenvolvimento de edema apds 40-60 minutos
e até 1 hora. Esse processo foi evidenciado no primeiro dia da inducéo do 6leo de créton. A
partir do quinto dia em que os animais comegaram a ser tratado, esse edema foi reduzindo e

consequentemente o processo inflamatério local.

Figura 22. Efeito anti-inflamatério topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha cronico induzido por dleo de créton (Apéndice
O- Coluna Estatistica; O 1 Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da media (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a; = p <0,001; a;= p <0,0001 vs salina. Dexamentasona (4
mg/mL) e o EHFLR ( 25, 50 e 100mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min antes da
injecdo subplantar do éleo de croton.
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Uma vez realizada a triagem para o efeito anti-inflamatério na forma aguda e crénica,
foram realizados experimentos que melhor caracterizam os possiveis mecanismos pelos quais

0 extrato esta agindo diante de uma inflamacéo aguda.

4.5.3 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR HISTAMINA

Para se avaliar a influéncia da histamina em um processo inflamatorio por via tdpica
seguiu-se com o modelo de edema de orelha induzido por essa substancia.

Esse modelo consiste em avaliar o efeito do extrato frente a uma hipersensibilidade
imediata. A histamina é uma amina vasoativa liberada pelos mastocitos e desempenham um
importante papel na alteracdo do ténus e permeabilidade vascular, com acdo vasodilatadora, o
que contribui para um extravasamento de liquidos (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).
Os glicocorticoides apresentam reducdo do edema nesse modelo, o que se confirma com a
acao antiedematogénica do extrato no grupo tratado com dexametasona.

No entanto, notou-se que o EHFLR ndo desempenhou uma acdo anti-inflamatdria
topica, apresentando um percentual de inibicdo ndo siginificante estatisticamente de 13,52%
(37,08 + 4,52; p>0,05) em relagdo ao grupo controle (42,88 + 3,25) (Figura 23).

A Dexametasona 4 mg/mL, demonstrou um efeito estatisticamente significante ao
apresentar um percentual de inibicdo do edema de 87,52% (5,35 * 1,82) em relacdo ao grupo

controle que recebeu apenas salina.

Figura 23. Efeito anti-inflamatdrio topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha induzido por Histamina (Apéndice P - Coluna
Estatistica; P 1 Analyse).
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As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a; = p <0,001; a,= p <0,0001 vs salina. Prometazina (6
mg/mL) e o EHFLR (25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min antes da injecdo
subplantar de Histamina.

Os resultados mostram que o mecanismo de acao pelo qual o EHFLR desempenha
uma acdo anti-inflamatoria topica ndo esta associado a inibicdo da resposta imediata expressa
pelas aminas vasoativas, sugerindo que seu possivel mecanismo seja pela inibicdo das
enzimas pro-inflamatdrias. Desse modo, segue-se com a investigacdo usando outro modelo de

inflamacéo tdpica que é o edema de orelha induzido por acido araquidénico.

454 EDEMA DE ORELHA [INDUZIDO PELA APLICACAO DE ACIDO
ARAQUIDONICO

Nesse modelo é utilizada a administracdo topica do &cido araquidénico na orelha do
animal. Este &cido € o precursor de eicosanoides inflamatdrios que induzem a vasodilatagdo,
quimiotaxia, aderéncia leucocitaria e agregacdo plaquetaria, originando um edema visivel
(MARCHIONNI; PAGNONCELLI; REIS 2006). Sua inducdo também desencadeia a sintese
de prostaglandina PGE, que aumenta a resposta vascular contribuindo para a formacdo de
edema (OPAS et al., 1985).

Os resultados mostram que o EHFLR aplicado por via topica demonstrou reducao
significativa no percentual de inibicdo do edema de orelha apds 1 hora em contato com acido
araquidénico, comparada com o grupo controle que recebeu apenas com salina. Seu
percentual inibitorio foi de 39,48% (35,40 £+ 2,11) (Figura 24).

A indometacina também aplicada topicamente, demonstraram resultados
estatisticamente significativos com um percentual de reducdo de 85,70% (8,36 + 3,25), em
relacdo ao grupo controle (58,50 + 1,16; p<0,0001). Nesse modelo a indometacina é a mais
indicada por se tratar de uma droga pertencente a classe dos AINES. Segundo Feldman e
Mahon (2000), a indometacina, assim como a maioria dos AINES inibe de forma variavel as
duas isoformas da COX em suas dosagens terapéuticas. Além disso, antagonizam o0s
receptores de PG, o que contribui para a reducdo da permeabilidade capilar, edema e
vermelhiddo (FELDMAN; MAHON, 2000).
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Figura 24. Efeito anti-inflamatério topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha induzido por acido araquidénico (Apéndice Q-
Coluna Estatistica; Q1 Analyse).

80 -

Sh
=
1

% de Edemna
.
T

20 1

As colunas representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; az = p <0,001; a, = p <0,0001 vs salina. Indometacina (10
mg/mL) e o EHFLR (50 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min antes da injecdo
subplantar de Acido araquiddnico.

Lee (2003), afirmam que os flavonoides, principalmente rutina e quercetina também
atuam como inibidores do processo inflamatério por via semelhante a dos AINES. Esse fato
vai de encontro com o presente estudo que apresenta um mesmo efeito, possivelmente pela
presenca dessas substancias em sua composi¢do quimica.

Outro estudo realizado com modelo semelhante ao do presente trabalho foi de Saraiva
(2009), o qual avalia o efeito anti-inflamatério tépico de uma espécie da familia
Caryocaraceae, que apesar de pertencer a familia diferente da espécie aqui analisada,
compartilha em partes de seus componentes quimicos, onde em seus estudos mostra que em
seus estudos sua espécie, assim como o EHFLR ndo apresentam efeito anti-inflamatorio
guando induzido o edema com histamina. Sugerindo que semelhantemente a espécie estudada
por Saraiva, 0 EHFLR nédo possui acdo anti-inflamatdria topica, relacionadas com a via da

histamina.
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4.5.5 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO DE CAPSAICINA

A capsaicina possui em estrutura quimica 8-metil-N-vanilil-6-nonenamida. Trata-se de
um alcaloide extremamente irritante e estd presente em plantas do género Capsicum
(pimentas). Elas sdo responsaveis pelo sabor picante dos frutos dessas espécies (INOUE;
NAGATA; KOSHIHARA, 1995).

A aplicagdo topica dessa substancia causa uma sensibilizacdo nos receptores
vaniloides (TRPV1), localizados em fibras nociceptivas do tipo Ad ¢ C sendo responsaveis
pela transmissdo nociceptiva da dor até o SNC. Essa substancia também promove a liberacéo
de neuropeptideos como os relacionados ao gene da calcitonina (CGRP), substancia P (SP),
desencadeando a inflamacdo (RICHARDSON; VASKO, 2006). Esse estimulo aumenta a
resposta inflamatoria neurogénica imediata, caracterizada por vasodilatacdo das arteriolas,
aumento do fluxo sanguineo e em consequéncia um extravasamento plasmatico e
sensibilizacdo a dor (GABOR, 2000).

O EHFLR demonstrou nesse modelo de inflamacdo topica que ndo houve reducgdo
significativa no percentual de inibicdo do edema de orelha apds 30 min apds o contato com a
capsaicina com um percentual de inibicdo do edema de 24,83% (61,63 = 2,3) (Figura 25)
comparada com o grupo controle (70,91 + 2,85).

A dexametasona demonstrou resultados estatisticamente significativos com um

percentual de reducdo de 54,23% (32,45 + 3,55) em relagdo ao grupo controle.
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Figura 25. Efeito anti-inflamatério topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha induzido por Capsaicina (Apéndice R - Coluna
Estatistica; R 1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Bonferroni. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6). Valores
significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; a3 = p <0,001; a;= p <0,0001 vs salina. Dexametasona (4
mg/mL) e o EHFLR (25 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min antes da injecdo
subplantar de Capsaicina.

De acordo com os resultados acima o EHFLR ndo demostrou efeito anti-inflamatorio

guando induzido por capsaicina.

4.5.6 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO DE FENOL

O fenol ou acido carbdlico (C6H50H) caracteriza-se como cristais em forma de
agulhas e possui uma coloracdo que varia de incolor a rosado. Essa substancia torna-se liquida
quando aquecida, e a partir dai libera um vapor inflamavel passando a mostrar-se uma
coloragé@o escura na presenca da luz (VELASCO et al., 2004). O modelo de edema orelha
induzido por fenol tem como objetivo simular uma dermatite de contato e dessa forma avaliar
a acdo da droga testada sobre os mediadores quimicos produzidos pelos queratindcitos. Apos
do contato do fenol com a pele ocorre a liberacdo desses mediadores (IL-1a, TNF-a e I1L-8) e

consequentemente uma irritacdo primaria de contato na pele (LIM; PARK; KIM, 2004).
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Essas citocinas produzidas atuam diferentemente do mecanismo que ocorre na
inflamac&o induzida pelo 6leo de croton. O processo inflamatdrio nesse modelo causa uma
ruptura na membrada plasmatica dos queratinocitos resultando na liberagédo da citocina IL-1a
pré-formada. Além disso, outros mediadores inflamatdrios participam desse processo como 0s
EROS (Espécie reativa de oxigenio) formados por consequéncia do estresse oxidativo e
metabdlitos do AA (MURRAY et al., 2007).

O EHFLR demonstrou uma reducéo significativa no percentual de inibicdo do edema
na orelha de camundongos apo6s 1 hora da aplicacdo topica de fenol 10% (v/v) em acetona
em 56% (18,55 = 1,8; p<0,0001), quando comparados com o0 grupo controle que foram
tratados apenas com salina (Figura 26). A dexametasona foi significante em reduzir o edema
com um percentual de 81,90% (45,10 + 6,6; p<0,0001) em relacdo ao grupo controle (102,5 +
7,9).

Figura 26. Efeito anti-inflamatério topico do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania
rigida (EHFLR) no teste de edema de orelha induzido por Fenol (Apéndice S - Coluna
Estatistica; S 1 Analyse).
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As colunas representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA de
uma via seguido por Student-Newmans-Keuls. Utilizando camundongos machos swiss adulto (n = 6).
Valores significativos de a; = p <0,05; a, = p <0,01; az = p <0,001; a, = p <0,0001 vs salina.
Dexametasona (4 mg/mL) e o EHFLR (50 mg/kg). Todos administrados por via oral (v.0), 60 min
antes da injecdo subplantar de Fenol.
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De acordo com os modelos de inflamacdo tdpica testados, observa-se que o EHFLR
demostra uma acao anti-inflamatoria semelhantemente aos farmacos que atuam inibindo a
producdo de metabdlitos do &cido araquidonico, assim como os AINES. Dessa forma, o
extrato age possivelmente atuando na inibicdo da producdo dos eicosanoides sugerindo que o

extrato possivelmente podera ser usado em dermatites irritativas de pele.
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Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016).
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5 CONCLUSOES

* O extrato hidroalcodlico das folhas de Licania rigida (EHFLR) apresentou varios
constituintes quimicos oriundos do metabolismo secundario que sdo: acidos (clorogénico,

cafeico e gélico), epicatequina, rutina, quercetina e caempferol.

« O EHFLR néo exibiu toxicidade relevante, sendo a DLsq por via oral superior a 5000 mg/kg

em camundongos por via oral.

* O EHFLR apresentou efeito anti-inflamatorio sistémico em modelos de triagem como

edema de pata induzida por carragenina e dextrana.

* Percebeu-se que o extrato pode estar agindo possivelmente por inibir a acdo das aminas

vasoativas, além de provavelmente intervir na via de metabolizag¢&o do acido araquiddnico.

* O EHFLR apresentou uma reducdo da migracdo leucocitaria no modelo de peritonite e
permeabilidade vascular, indicando que sua acdo estd vinculada a inibi¢cdo da producdo de
eicosanoides e citocinas. Desse modo, inibindo a migracdo e adesdo leucocitaria, evidenciada
pela reducdo de neutréfilos e mondcitos no lavado peritoneal.

* O EHFLR também apresentou uma possivel acdo anti-inflamatéria tépica em modelos de

triagem como o edema de orelha agudo e cronico.

N

producdo de metabolitos do acido araquidonico;

* A aplicacdo do extrato em dermatites de contato irritativas demonstrou ser eficaz pela

reducdo de edema induzido por fenol;

» Os resultados obtidos sugerem potencial biotecnolégico do EHFLR, podendo ser uma
ferramenta estudos mais especificos e eficazes sobre o efeito anti-inflamatdrio na construgédo

de futuros medicamentos no tratamento de inflamag&o.



92

PRODUCOES CIENTIFICAS DURANTE O PERIODO DO MESTRADO

ARTIGOS PUBLICADOS

e SANTOS, E. S.; SANTOS, F. I. F. ; CARVALHO, E. S. ; FERNANDES, C. N,;
LACERDA, G. M. ; DELMONDES, G. A. ; LEMOS, L. C. S. ; ALVES, D. A. ;
KERNTOPF, M. R. ; CABRAL, F. R. . Pregnant women with syphilis: a
epidemiological assessments. Imperial Journal of Interdisciplinary Research, v. 3, p.
990-993, 2017.

e MENEZES, C. D. A. ; GARCIA, F. A. O. ; VIANA, G. S. B. ; PINHEIRO, P. G. ;
FELIPE, C. F. B. ; ALBUQUERQUE, T.R. ; Moreira, A.C. ; GARCIA, T. R. ;
CAVALCANTE, M R. ; SANTOS, E. S. ; SILVA, T.F. ; COUTINHO, H. D. M. ;
MENEZES, 1. R. A. . Murraya paniculata (L.) (Orange jasmine): Potential
Nutraceutical with Ameliorative Effect in Alloxan-Induced Diabetic Rats.
PHYTOTHERAPY RESEARCH icr, v. 32, p. 915, 2017.

e LIMA, VALERIA N. ; OLIVEIRA-TINTINO, CICERA D.M. ; SANTOS, ENAIDE
S. ; MORAIS, LUIS P. ; TINTINO, SAULO R. ; FREITAS, THIAGO S. ;
GERALDO, YURI S. ; PEREIRA, RAIMUNDO L.S. ; CRUZ, RAFAEL P. ;
MENEZES, IRWIN R.A. ; COUTINHO, HENRIQUE D.M. . Antimicrobial and
enhancement of the antibiotic activity by phenolic compounds: Gallic acid, caffeic
acid and pyrogallol. Microbial Pathogenesisicr, v. 99, p. 56-61, 2016.

e LEMOS, L. C. S. ; DELMONDES, G. A. ; SANTOS, A. D. F. ; SANTOS, E. S. ;
OLIVEIRA, D. R. ; FIGUEIREDO, P. R. L. ; ALVES, D. A. ; BARBOSA, R. ;
MENEZES, 1. R. A. ; COUTINHO, HENRIQUE D.M. ; KERNTOPF, M. R. ;
FERNANDES, G. P. . ETHNOBIOLOGICAL SURVEY OF PLANTS AND
ANIMALS USED FOR THE TREATMENT OF ACUTE RESPIRATORY
INFECTIONS IN CHILDREN OF A TRADITIONAL COMMUNITY IN THE
MUNICIPALITY OF BARBALHA, CEARA, BRAZIL. African Journal of Traditional
Complementary and Alternative Medicines icr, v. 13, p. 166-175, 2016.

e DE CARVALHO, JOSE; VIANA, GLAUCE; DA COSTA, JOSE ; MARQUES,
THYCIARA ; MOREIRA, ALISSON ; DE SOUSA, URSULA ; LACERDA, JOAO ;
SANTOS, ENAIDE ; MOREIRA, ITALO ; LOPES, MARIA ; DE SOUZA, MARIA .
Morinda citrifolia 1. treatments (noni) reduce glycemia in the model of aloxan-induced
diabetes in rats. Diabetology & Metabolic Syndromecr, v. 7, p. A45, 2015.


http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743

93

APRESENTACAO DE TRABALHOS:

e CORREIA, D. B. ; ROSA, A. G. S. ; ALENCAR, C. D. C. ; COSTA, M. H. N. ;
HONORATO, R. L. ; MONTEIRO, A. B. ; LIMA, C. N. F. ; SANTOS, E. S. ;
TINTINO, S. R. ; KERNTOPF, M. R. . AVALIACAO DA ATIVIDADE
MICROBIOLOGICA E CITOPROTETORA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DAS FOLHAS DE Licania rigida Benth (oiticica). In: Reunido Regional da SBPC,
2017, crato. Anais da Reunido Regional da SBPC URCA- CRATO/CE, 2017.

e ARAUIJO, I. M.; SANTOS, E. S.; ALENCAR, C. D. C.; SOUSA, J. P.; LEMOS, 1. C.
S.; MONTEIRO, A. B. ; KERNTOPF, M. R. . Efeito Anticonvulsivante das Folhas de
Annona coriacea Mart. possivelmente via complexo receptor GABAa/canal de cloreto.
In: Congresso Regional da Sociedade Brasileira de Biofisica, 2017, Fortaleza. Anais
do Congresso Regional da Sociedade Brasileira de Biofisica, 2017.

e SANTOS, E. S.; CARLOS, M.; LOPES, M. J. P; VIANA, G. S. B.; GARCIA, F. A.
O. . AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA DO DECOCTO DA RAIZ DE Myracrodruon urundeuva FR. ALL.
CULTIVADA (AROEIRA-DO-SERTAO). In: XVI Semana de Iniciacio Cientifica da
FMJ, 2016, Juazeiro do Norte. Anais da XVI Semana de Iniciacdo Cientifica da FMJ,
2016.

e SANTOS, E. S.; DELMONDES, G. A.; KERNTOPF, M. R.; LIMA, L. A.; ROSA, A.
G. S. . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MODULADORA DOS EXTRATOS
ETANOLICO E HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Licania rigida EM
BACTERIAS MULTIRRESISTENTES. In: XIX Semana de Iniciagio Cientifica da
URCA, 2016, crato. Anais da XIX Semana de Iniciacao Cientifica da URCA, 2016.

e CORREIA, D. B.; SOUSA, M. F.; SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R. . ANALISE
DA TOXICIDADE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
LICANIA RIGIDA BENTH SOBRE A ARTEMIA SALINA,. In: XIX Semana de
Iniciacao Cientifica da URCA, 2016. Anais da XIX Semana de Inicia¢do Cientifica da
URCA, 2016.

e ALENCAR, C. D. C.; HONORATO, R. L.; SOUZA, J. S.; SANTOS, E. S.;
KERNTOPF, M. R. . AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA DE LICANIA RIGIDA BENTH (OITICICA) EM ROEDORES.
In: XIX Semana de Iniciagdo Cientifica da URCA, 2016. Anais da XIX Semana de
Iniciagdo Cientifica da URCA, 2016.

e SOUSA, M. F; CAMILO, C. J.; LIMA, C. N. F,; SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R.
. ANALISE TOXICOLOGICA DO EXTRATO DAS FOLHAS DE DUGUETIA


http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743

94

FURFURACEA SOBRE ARTEMIA SALINA. In: XIX Semana de Iniciacdo
Cientifica da URCA, 2016. Anais da XIX Semana de Inicia¢do Cientifica da URCA,
2016.

CORREIA, D. B. ; VERAS, H. N. H. ; SANTOS, E. S. ; KERNTOPF, M. R. ;
CORREIA, D. B. . JOGO DA MEMORIA COMO METODO DO PROCESSO DE
ENSINO E APRENDIZAGEM NO ENSINO DE HEMATOLOGIA BASICA PARA
DISCENTES STRICTO SENSU DA UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI -
URCA. In: XIX Semana de Iniciagao Cientifica da URCA, 2016. Anais da XIX
Semana de Iniciag¢do Cientifica da URCA, 2016.

MACHADO, S. T. S. ; NASCIMENTO, J. B. ; CORREIA, D. B. ; SANTOS, E. S. ;
KERNTOPE, M. R. . PLANTAS MEDICINAIS: CONHECIMENTO EMPIRICO
SOBRE A ACAO FARMACOLOGICA DA LICANIA RIGIDA (OITICICA). In: XIX
Semana de Iniciacao Cientifica da URCA, 2016, crato. Anais da XIX Semana de
Iniciagdo Cientifica da URCA, 2016.

SANTOS, E. S.; MACIEL, 1. E. F. ; MENDES, R. C. ; LIMA, C. N. F. . AVALIACAO
DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DO MEDICAMENTO GENERICO
DIPIRONA SODICA. In: Semana Nacional de Ciencia e tecnologia - Luz, Ciéncia e
Vida, 2015, crato. Anais da Semana Nacional de Ciencia e tecnologia, 2015.

MACIEL, I. F. F. ; SANTOS, E. S. ; MACEDO, I. ; LOPES, M. J. P. ; GARCIA, T. R.
; CARVALHO, P. M. M. . AS EXPERIENCIAS NO ESTAGIO DE FARMACIA NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE(SUS). In: Semana Nacional de Ciencia e tecnologia -
Luz, Ciéncia e Vida, 2015, crato. Anais da Semana Nacional de Ciencia e tecnologia,
2015.

GOMES, A. D. S. ; SANTOS, E. S. ; LIMA, C. N. F. ; VANDESMET, V. C. S.
ANALISE MICROBIOLOGICA EM EQUIPAMENTOS ATLETICOS DE
ACADEMIAS NA CIDADE DE CRATO-CE. In: Semana Nacional de Ciencia e
tecnologia - Luz, Ciéncia e Vida, 2015, crato. Anais da Semana Nacional de Ciencia e
tecnologia, 2015.

SANTOS, E. S.; GONCALVES, A. C. G.; DANTAS, W. F; LELIS, C..
ABORDAGEM DO SETOR DE CONTROLE MICROBIOLOGICO DE UMA
INDUSTRIA FARMACEUTICA EM BARBALHA CEARA. 2016.


http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743

95

CURSOS DE CURTA DURACAO MINISTRADOS

SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R. Hematologia Bésica e Técnica de coleta de
sangue venoso. 2017.

SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R.; Vivenciando rotinas de um laboratorio de
farmacologia cirurgica, manuseio de vidrarias e utilizacao de equipamentos. 2017.

SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R. Praticas laboratoriais em imuno-bioquimica e
rotina ambulatorial em doencas cronico-degenerativas. 2017.

SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R. Hematologia com énfase em leucemia e
interpretagao de hemograma. 2017.

SANTOS, E. S.; KERNTOPF, M. R. Aplicacdo de vias de administra¢ao nas linhas de
nocicepc¢ao e inflamagao. 2016.


http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743
http://lattes.cnpq.br/1450218871513743

REFERENCIAS

Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016)



97

REFERENCIAS

ABBAS, A. K. et al. Imunologia celular e molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011.

ALVES. J. J. A.; NASCIMENTO, S. S. Levantamento fitogeografico das plantas medicinais
nativas do cariri paraibano. Revista Geografica Académica, v. 4, n. 2, p. 73-85, 2010.

AMOROZO0, M. C. M. A perspectiva etnobotanica na conservacao de biodiversidade. In: X1V
CONGRESSO DA SOCIEDADE BOTANICA DE SAO PAULO. Anais...Sédo Paulo: Rio
Claro, 2002, p. 1-2.

ANDRADE, S. F. et al. Anti-inflammatory and antinociceptive activities of extract, fractions
and populnoic acid from bark wood of Austroplenckia populnea. Journal of
ethnopharmacology, v. 109, n. 3, p. 464-471, 2007.

ANGELDO, P. M.; JORGE, N. Compostos fendlicos em alimentos: uma breve revisdo. Revista
Instituto Adolfo Lutz, v. 66, n. 1, p. 1-9, 2007.

ANTI, S. M. A. et al. Antiinflamatdrios hormonais: glicocorticéides. Einstein, v. 6, n. Supl 1,
p. S159-S65, 2008.

ANTONOW, D. R.; MONTEIRO, G. A.; SANTOS, A. M.C. Glicocorticoides: uma meta-
andlise. Disciplinarum Scientia| Saude, v. 8, n. 1, p. 51-68, 2016.

ARCHIVIO, M. et al. Polyphenols, dietary sources and bioavailability. Annali-Istituto
Superiore di Sanita, v. 43, n. 4, p. 348, 2007.

BADILLA, B. et al. Determination of topical anti-inflammatory activity of the essential oil
and extracts of Lippia alba (Mill.) NE Brown (Verbenaceae), using the model of mouse ear
edema induced by TPA and AA. Pharmacognosy Magazine, v. 3, n. 11, p. 139, 2007.

BALASUNDRAM, N.; SUNDRAM, K.; SAMMAN, S. Phenolic compounds in plants and
agri-industrial by-products: antioxidant activity, occurrence, and potential uses. Food
Chemistry, v. 99, n. 1, p. 191-203, 2006.

BALBINO, E. E.; DIAS, M. F. Farmacovigilancia: um passo em dire¢do ao uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos. Rev. Bras. Farmacogon., v. 20, n. 6, p. 292-100, dez.
2010.

BASMABUM, A. I. et al. Cellular and Molecular Mechanisms of Pain. Cell, v. 139, p. 267-
284, 2009

BATLOUNI, M. Anti-inflamatorios Nao Esteroides: efeitos cardiovasculares,
cerebrovasculares e renais. Sao Paulo: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, 2010.

BELTRAO, N. E. M.; OLIVEIRA, M. I. P. Oleaginosas potenciais do nordeste para a
producéo de biodiesel. Campina Grande: Embrapa Algodao, 2008.

BETTEGA, P. V. C. et al. Fitoterapia: dos canteiros ao balcdo da farmacia. Archives of Oral
Research, v. 7, n. 1, p. 89-97, jan./abr. 2011.



98

BEZERRA, J. N. S. Estudo Fitoquimico de Licania rigida Benth (Chrysobalanaceae). 2011.
157 f. Tese (Doutorado em Quimica) - Centro de Ciéncias, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, 2011.

BOZZA, P. T. et al. Lipopolysaccharide-induced pleural neutrophil accumulation depends on
marrow neutrophils and platelet-activating factor. Eur. J. Pharmacol., v. 270, n. 3, p.143-9,
1994.

BRACA, A. et al. Biochem. Syst. Ecol., v. 30, p. 271, 2002.

BRAND, C. et al. Tea tree oil reduces histamine-induced oedema in murine ears.
Inflammation Research, v. 51, p. 283289, 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-
clinica de fitoterapicos. Brasilia: Ministério da Saude, 2004.

BRACA, Alessandra et al. Chemical and biological studies on Licania genus. Studies in
natural products chemistry, v. 28, p. 35-67, 2003.

BROOKS, P. M.; DAY, R.O. Nonsteroidal antiinflammatory drugs—differences and
similarities. New England Journal of Medicine, v. 324, n. 24, p. 1716-1725, 1991.

BRUNTON, L. L.; CHABNER, B. A.; KNOLLMANN, B. C. (Orgs.). As bases
farmacoldgicas de Goodman e Gilman. Porto Alegre: AMGH, 2012.

BRUNTON, L. L.; LAZO, J. S.; PARKER, K. L. Goodman e Gilman: as bases
farmacoldgicas da terapéutica. 11. ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill Interamericana do Brasil,
2007.

CALIXTO, J. B. Biodiversidade como fonte de medicamentos. Cienc. Cult., v. 55, n. 3, p.
37-9, 2003.

CARLSON, R. et al. Modulation of mouse ear edema by cicloxygenase and lipoxygenase
inhibitors and other pharmacologic agents. Agents Actions, v. 17, p. 197-204, 1985.

CARNEIRO, F. M. et al. Tendéncias dos estudos com Plantas Medicinais no Brasil. Rev.
Soc. Sab. Prat. Educ., v. 3, n. 2, p. 44-75, 2014.

CARVALHO, M. G. et al. Chromones from Licania arianeae (Chrysobalanaceae). Natural
Product Research, v. 19, n. 1, p. 7-12, 2005.

CARVALHO, W.A.; LEMONICA, L. Mecanismos Celulares e Moleculares da Dor
Inflamatoria. Modulacéo Periférica e Avancgos Terapéuticos. Revista Brasileira de
Anestesiologia, v. 48, p. 137-158, 1998.

CASTILHO, R. O.; OLIVEIRA, R. R.; KAPLAN, M. A. C. Licanolide, a new, triterpene
lactone from licania tomentosa. Fitoterapia, v, 76, n. 6, p. 562-6, set. 2005.



99

CASTRO, R. A. Avaliacéo do potencial analgésico e antiinflamatorio do composto
pirazolico 1,5- difenil-3-hidrazinopirazol (a) — DHP. 2011. 82f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 2011.

CECHINEL FILHO, V. C.; YUNES, R. A. Estratégias para a obtencao de compostos
farmacologicamente ativos a partir de plantas medicinais. conceitos sobre modificacdo
estrutural para otimizacéo da atividade . Quimica nova, v. 1, n. 1,1998.

CHEN, C. et al. P-glycoprotein limits the brain penetration of nonsedating but not sedating
H1-antagonists. Drug Metabolism and Disposition, v. 31, n. 3, p. 312-318, 2003.

COELHO, L. P. et al. Antinociceptive properties of ethanolic extract and fractions of
Pterodon pubescens Benth. seeds. Journal of Ethnopharmacology, v. 98, n. 1, p. 109-116,
2005.

COLETA, M. Caracterizagdo fitoquimica e neurofarmacolégica de plantas usadas na
medicina tradicional pelas suas propriedades sedativas. 2008. 309p. Tese (Doutorado -
Area de Concentragdo em Farmacognosia e Fitoquimica) - Universidade de Coimbra,
Coimbra, 2008.

COUTINHO, H. D. M. et al. In vitro phototoxic activity of Eugenia jambolana L. and Hyptis
martiusii Benth. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 96, n. 1, p.
63-65, 2009.

COUTINHO, M. A. S.; MUZITANO, M. F.; COSTA, S. S. Flavonoides: Potenciais agentes
terapéuticos para o processo inflamatdrio. Rev. Virtual Quimica, v. 1, n. 3, p.241-256
jul./set. 20009.

CRUMMEY, A. et al. Inhibition of arachidonic acid-induced ear oedema as a model for
assessing topical antiinflammatoty compounds. Agents Actions, v. 20, p. 69-76, 1987.

CRUVINEL, W. M. C. et al. Sistema imunitario — parte | Fundamentos da imunidade inata
com énfase nos mecanismos molecuares e celulares da resposta inflamatdria. Rev. Bras.
Reumatologia, v. 50, n. 4, p. 434-461, 2010.

CUNHA, P.; SILVA, A. P.; ROQUE, O. R. Plantas e produtos vegetais em fi toterapia.
Lisboa: Calouste Gulbenkian, 2003.

DI STASI, L.C. Plantas medicinais: verdades e mentiras: 0 que 0s usuarios e os profissionais
de salde precisam saber. Sdo Paulo: UNESP, 2007.

DINIZ, F. O. et al. Influéncia da luz e temperatura na germinacdo de sementes de oiticica
(Licania rigida, Benth). Revista Ciéncia Agrondmica, Fortaleza, v. 39, n. 3, p. 476-480,
2008.

ELIAS, P. M. The skin barrier as an innate immune element. Seminars in
Immunopathology, v. 29, p. 3-14, 2007.

ESTRADA, H. A. et al. Antiinflamatoria de productos Naturales. Boletin Latinoamericanoy
del Caribe de Plantas Medicinas y Arométicas, v. 10,p. 182-217, 2011.



100

FARIAS, D. F. et al. Antibacterial, antioxidante, and anticholinesterase activities of plant seed
extractes from brazilian semiarid region. Biomed Reserach international, v. 2, p. 510736,
jan. 2013.

FEITOSA, E. A,; XAVIER, H. S.; PERRELLLI, K. Chrysobalanaceae: Tradicional uses,
Phytochemistry and Pharmacology. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 5,
p.1181-1186, 2012.

FEITOSA, E. A. Caracterizacdo botanica, prospecc¢ao fitoquimica e atividades biolégicas
preliminares de Hirtella racemosa Lam.(Chrysobalanaceae). 2012. 181f. Dissertacéao
(Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco, 2012.

FELDMAN, M.; MAHON, A. T. Do cyclooxygenase-2 inhibitors provide benefits similar to
those of traditional nonsteroidal anti-inflammatory drugs, with less gastrointestinal
toxicity?. Annals of Internal Medicine, v. 132, n. 2, p. 134-143, 2000.

FERREIRA, R. T. Efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato metandlico das
partes aéreas da Cleome spinosa Jacqg.(St. hil.)(mussambé) e de compostos flavonoides
isolados. 2011. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 2011.

FIGIWARA, N.; KOBAYASHI, K.; Macrophages in inflammation. Current drug targets.
Inflammation and Allergy, v. 4, n. 3, p. 281-286, 2005.

FRANCISCO, K. S. F. Fitoterapia: Uma opcao para o tratamento odontoldgico. Revista
Saude, v. 4, n.1, p. 18-24, 2010.

GABOR, M. Mouse ear inflammation models and their pharmacological applications.
Budapeste: Akadémiai Kiadd, 2000.

GABOR, M.; RAZGA, Z. Development and inhibition of mouse ear oedema induced with
capsaicin. Agents Actions, v. 36, p. 83-86, 1992.

GAIND, K. N.; GUPTA, R. L. Alkanes, alkanols, triterpenes and sterols of Kalanchoe
pinnata. Phytochemistry, v. 11, n. 4, p. 1500-1502, 1972.

GILLIGAN, J. P. et al. Modulation of carrageenan-induced hind paw edema by substance
P. Inflammation, v. 18, n. 3, p. 285-292, 1994.

GOMES, M. L. et al. Usos medicinais e compositor quimica das folhas de Licania
macrophylla Benth. (Chrysobalanaceae). Rev. Bras. Farm., v. 87, n. 1, 2006.

GONZALEZ, C. A. Guia farmacolégica de analgésicos. Espanha: Aran Ediciones, 2007.

GOODWIN, F. K.; BUNNEY, W. E. Depressions followins reserpine: a reevaluation. Sem
Psychiatry, v. 3, p. 435-48, 1971.

HARVEY, R. A.; CHAMPE, P. Farmacologia llustrada. Porto Alegre: Artmed, 1998.



101

HENSON, P. M. Dampening inflammation. Nature Immunology, v. 6, n. 12, p. 1179-1181,
2005.

HILARIO, M. O. E.; TERRERI, M. T.; LEN, C. A. Antiinflamatdrios no-hormonais:
inibidores da ciclooxigenase 2. Jornal de Pediatria, v. 82, n. 5, p. 206-212, 2006.

INOUE, H.; NAGATA, N.; KOSHIHARA, Y. Profile of capsaicin-induced mouse ear
oedema as neurogenic inflammatory model: Participation of serotonin in capsaicin-induced
mouse ear edema. Japanese Journal of Pharmacology, v. 69, p. 61-68, 1995.

JANCAR, S. et al. Immune complex induced pancreatitis: effect of BN 52021, a selective
antagonist of platelet-activating factor. Prostaglandins, v. 35, n. 5, p. 757-770, 1988.

KAWAHARA, K. et al. Prostaglandin E 2-induced inflammation: Relevance of prostaglandin
E receptors. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular and Cell Biology of Lipids,
v. 1851, n. 4, p. 414-421, 2015.

KINDT, T. J.; GOLDSBY, R. A.; OSBORNE, B. A. Imunologia de Kuby. 6. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2008.

KISS, R.; KESERU, G. M. Novel histamine H4 receptor ligands and their
potential therapeutic applications: na update. Expert Opinion on Therapeutic
Patents, v. 24, n. 11, p. 1-13, 2014.

KRAKAUER, T. The polyphenol chlorogenic acid inhibits staphylococcal exotoxin-induced
inflammatory cytokines and chemokines. Immunopharmacology and immunotoxicology, v.
24,n.1, p. 113-119, 2002.

KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; FAUSTO, N. Robbins e Cotran: Patologia-bases patologicas
das doengas. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2005.

KUNNAUJA, P.; WONGPALEE, S. P.; PANTHONG, A. Evaluation of anti-inflammatory,
analgesic, and antipyretic activities of the ethanol extract from Murdannia loriformis (Hassk.)
Rolla Rao et Kammathy. Biolmpacts: Bl, v. 4, n. 4, p. 183, 2014.

LAPA, A. J. et al. Plantas medicinais- metodos de avaliacdo da atividade farmacologica.
Sé&o Paulo: SBPC, 2008.

LARSEN, G. L.; HENSON, P. M. Mediators of inflammation. Annual Review of
Immunology, v. 1, n. 1, p. 335-359, 1983.

LEE, P. Pharmacology of drugs used to treat osteoarthritis in veterinary
practice. Inflammopharmacology, v. 11, n. 4, p. 385-399, 2003.

LI, W. et al. A major ingradient of green tea rescues mice fron lethal sepsis partly by
innibiting HMGBL. Plos One, v. 2, n. 11, p. 1153, 2007.

LIM, H.; PARK, H.; KIM, H.P. Inhibition of contact dermatitis in animal models and
suppression of proinflammatory gene expression by topically applied flavonoid, wogonin.
Archives of Pharmacological Research, v. 27, n. 4, p. 442-448, 2004.



102

LONGUI, C. A. Corticoterapia: minimizando efeitos colaterais. Jornal de Pediatria, v. 83, n.
5, p. 163-171, 2007.

LUCETTI, D. L. Avaliacdo das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do acetato
de lupeol isolado de Himatanthus drasticus (MART)Plumel Apocynaceae (Janaguba).
2010. 101f. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Ceara, 2010.

MACHADO, A.C.; OLIVEIRA, R.C. Medicamentos Fitoterapicos na odontologia: evidéncias
e perspectivas sobre o uso da aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Allemé&o). Rev.
Bras. Pl. Med., Campinas, v. 16, n. 2, p. 283-289, 2014.

MACIEL, M. A. M. et al. Plantas medicinais: a necessidade de estudos
multidisciplinares. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 429-438, 2002.

MAIA, G. N. Caatinga: Arvores e arbustos e suas utilidades. S&o Paulo: D & Z, 2004.

MALONE, M. H. Pharmacological approaches to natural product and evoluating. In:
WASNER, H.; WALFF, L. P. Natural products and plant drugs with pharmacological
biological or terapeutical activity. Berlin: Spring Verlag, 1997, p. 23-56.

MARCHIONNI, A. M. T.; PAGNONCELLLI, R. M.; REIS, S. R. A. Influéncia do meloxicam
e da dexametasona no processo inflamatdrio e no reparo tecidual. Revista Odonto Ciéncia,
PUCRS, v. 21, n. 51, jan./mar. 2006.

MARZOCCHI-MACHADO, C. M.; LUCISANO-VALIM, Y. M. Clearance de
imunocomplexos: papel do complemento e dos polimorfonucleares neutréfilos. Medicina,
Ribeirdo Preto, v. 30, n. 2, p. 234-242, 1997.

MATOQOS, F. J. A. Introducéo a fitoquimica Experimental. 2. ed. Fortaleza: UFC, 1997.

MENEZES-DE-LIMA, O. et al. Lipoxin A 4 inhibits acute edema in mice: implications for
the anti-edematogenic mechanism induced by aspirin. Prostaglandins e Other lipid
Mediators, v. 80, n. 3, p. 123-135, 2006.

MESCHER, A. L.; NEFF, A. W. Regenerative capacity and the developing immune system.
Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., n. 93, p. 39-66, 2005.

MESQUITA JR, D. et al. Aspectos celulares e moleculares da inflamagdo. Sinopse de
Reumatologia, Sao Paulo, p. 66 - 81, ago. 2008.

MENDEZ, J. et al. Phytochequimal investigations of licania genus. Flavonoids and
Triterpenoids and Triterpenoids fron licania pittiere. Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 70,
n. 3, p. 23-226, 1995.

MEDEIROS, R. et al. Reduced skin inflammatory response in mice lacking inducible nitric
oxide synthase. Biochemical Pharmacology, v. 78, p. 390-395, 2009.

MIRANDA, M. M. F. S. et al. Anti-herpes simplex virus efect of a seed extract from the
tropical plant Licania tomentosa (Benth) Fritsch (Chrysobalanaceae). Phytomedicine



103

International Jornal of Phytotherapy and Phytopharmacology, v. 9, n. 7, p. 641-5, out.
2002.

MONTANA, F. P.; AZEVEDO, M. G. P. Drup administration: advantages and
disadvantagens of diferente ways. Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria,
n. 20, 2013.

MOTTA, E. V. S. et al. Atividades antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatéria das folhas
de Mucuna pruriens (L.) DC. Rev. Bras. Pl. Med., v. 15, n. 2, p. 264-272, 2013.

MURAKAWA, M. et al. Involvement of necrosis factor (TNF)-a in phorbol ester 12-o-
tetradecaoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced skin edema in mice Biochemical.
Pharmacology, v. 71, p.1331-1336, 2006.

MURRAY, A. R. et al. Phenol-induced in vivo oxidative stress in skin: evidence for enhanced
free radical generation, thiol oxidation, and antioxidant depletion. Chemical Research
Toxicology, v. 20, n. 12, p. 1769-1777, 2007.

MURI, Estela Maris Freitas; SPOSITO, Maria Matilde M.; METSAVAHT, Leonardo.
Antiinflamatérios ndo-esteroidais e sua farmacologia local. Acta fisiatrica, v. 16, n. 4, p. 186-
190, 2009.

NACZK, M.; SHAHIDI, F. Extraction end analysis of phenolics in food. Journal
Chromatografy, v. 1, n. 10, p. 95-111, 2004.

NATUREZA BELA. Qiticica - Licania Rigida. 2014. Disponivel em:<
https://belezadacaatinga.blogspot.com.br/2014/09/oiticica-licania-rigida.htmL > . Acesso em:
20 jan. 2017.

OLIVEIRA, C. M. B. et al. Citocinas e dor. Revista Brasileira de Anestesiologia, v. 61, n. 2,
p. 255 — 265, 2011.

PAIVA, D. C. C. Atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do extrato hidroalcodlico
da entrecasca de pseudobombax marginatum (st. hill) rob. proveniente da caatinga
potiguar. 2013. Dissertacdo (Mestrado Mestre em Ciéncias Naturais) - Faculdade de Ciéncias
Exatas e Naturais da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, MOSSORO — RN,
2013.

PARSONS, M. E.; GANELLIN, C. R. Histamine and its receptors. British Journal
of Pharmacology, v. 147, p. 127-135, 2006.

PASSOS, G. F. et al. O papel da PKC/ sinalizagdo ERK1/ 2 em o efeito anti-inflamatério de
euphol triterpeno tetraciclico sobre a inflamacao da pele induzido por TPA em ratos. Eur. J.
Pharmacol., v. 698, p. 413-420, 2003.

PAULL, J. R. et al. Glicocorticbides e sindrome metabdlica: aspectos favoraveis do exercicio
fisico nesta patofisiologia. Rev. Port. Cien. Desp., v. 6, n. 2, p. 217-228, 2006.



104

PERES, L. E. P. Metabolismo secundario das plantas. 2005. Disponivel em:
<http://www.oleosessenciais.org/metabolismo-secundario-das-plantas/#introducao> . Acesso
em: 24 fev. 2017.

PERES, L. E. P. Metabolismo Secundario. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, 2004.

PEREIRA, M. M. Constituintes quimicos e estudo bioldgico de aspidosperma nitidum
(Apocynaceae). Rev. Bras. Planta Med., Botucatu, v. 8, p. n. 3, p. 1 — 8, 2007.

PESSOA, I. P. Caracterizacdo Quimica, Atividade antioxidante e seguranca de uso de
sementes de licania rigida BENTH. 2015. 92f. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade
Federal do Cear4, Fortaleza, 2015.

PIETA, P. G. Flavonoids as antioxidants. Journal of Natural Products, v. 63, p. 1035-1042,
2000.

PROKSCH, E.; BRANDNER, J. M.; JENSEN, J. M. The skin: an indispensable barrier.
Experimental Dermatology, v. 17, p. 1063-1072, 2008.

QUEIROGA, V. P. et al. Composicao quimica e mineral de améndoas de oiticica em trés
tempos de armazenamento . Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento
Sustentavel, Mossor6 — RN - Brasil, v. 8, n. 2, p. 173 — 177, abr./ jun. 2013.

QUERICHELLI, A.F. A.;RICCO, G. A. L. A. E proibida a utilizagio total ou parcial
deste resumo sem prévia autorizacdo. 2017. Disponivel em: <
www.disciplinas.famerp.br/patologia > . Acesso: 20 fev. 2017.

RAEBURN, C. D. et al. Cytokines for surgeons. The American Journal of Surgery, v. 183,
n. 3, p. 268-273, 2002.

RAHMAN, S. Z.; SINGHAL, K. C. Problems in pharmacovigilance of medicinal products of
herbal origin and means to minimize them. Uppsalla Reports, v.17, 2002.

RANG, H. P. et al. Farmacologia. 6. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2007.

REDONDO, P. et al. Differential modulation of IL-8 and TNF-alpha expresion in human
keratinocytes by buflomedil chlorhydrate and pentoxiflylline. Experimental Dermatology, v.
6, p. 186-194, 1997.

RIBEIRO, D. et al. Proinflammatory pathways: the modulation by flavonoids. Medicinal
Research Reviews, v. 35, n. 5, p. 877-936, 2015.

RICHARDSON, J. D.; VASKO, M. R. Cellular mechanisms of neurogenic
inflammation. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 302, n. 3, p.
839-845, 2006.

RITTER, U.; KORNER, H. Divergent expression of inflammatory dermal chemokines in
cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunology, v. 24, n. 6, p. 295-301, 2002.


http://www.disciplinas.famerp.br/patologia

105

ROBBINS, R. J. Phenolic Acids in Foods: An Overview of Analytical Methodology. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 10, p. 2866-2887, 2003.

RODRIGUES, A. G.; SIMONI, C. Plantas Medicinais no contexto de politicas publicas.
Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 31, n. 255, p.7-12, mar./abr. 2010.

SALVEMINI, D. et al. Nitric oxide: a key mediator in the early and late phase of
carrageenan-induced rat paw inflammation. British Journal of Pharmacology, v. 118, n. 4,
p. 829-838, 1996.

SAMPAIQ, S. A. P.; RIVITTI, E. A. Dermatologia. 2 ed. Sdo Paulo: Arte Médica, 2000.

SCHENKEL, E. P.; MENGUE, S.S.; PETROVICK, P. R. Cuidados com os medicamentos.
4. ed. Porto Alegre: UFRGS, 2004.

SCHMITTA, E. M. M. et al. Genotoxic activity of four metabolites of the soy isoflavone
daidzein. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, V.
542, p. 43-48, 2003.

SIANI, A. C.; MICHILES, E. Medicamentos de origem vegetal: cenério atual de
desenvolvimento, producdo e mercado. Farmacos e Medicamentos, v. 37, p. 14-18, 2005.

SIELGEL, P. S. A simple electronic device for the measurement of gross bodily activity of
small animals. J. Psychol., v. 21, p. 227-236, 1946.

SILVA, A. A. L. et al. Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas do 6leo de semente verde
de oiticica e producdo do seu biodiesel, utilizando iodo como catalisador. Quimica Ciéncia,
Tecnologia e Sociedade, v. 3, n. 2, 2014.

SILVA, C. M. A. Metabdlitos secundarios de plantas do semi-arido de Pernambuco —
uma inovacao no controle de fitopatdgenos. 2013. 109f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2013.

SILVA, F. O. C.; MACEDO, D. V. Exercicio fisico, processo inflamatdrio e adaptacdo: uma
visdo geral. Revista Brasileira de Cineantropometria e Desempenho Humano, v. 13, n. 4,
p. 320-328 , 2011.

SILVA, G. A. Avaliacao de atividades farmacoldgicas e toxicidade de plantas medicinais
do semiarido do Nordeste brasileiro. 2015. 190f. Tese (Doutorado em Desenvolvimento e
Inovagéo Tecnoldgica em Medicamentos) - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Natal, 2015.

SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: Da planta ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre:
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2010.

SIMONS, F. E. R. Histamine and H1-antihistamines in allergic disease. 2. ed. New York:
Marcel Dekker, 2002.

SOARES, A. K. A. et al. Avaliacdo da seguranca clinica de um fitoterapico contendo Mikania
glomerata, Grindelia robusta, Copaifera officinalis, Myroxylon toluifera, Nasturtium



106

officinale, propolis e mel em voluntarios saudaveis. Rev. Bras. Farmacogn, v. 16, p. 447-
454, 2006.

SOARES, S. E. Phenolic acids as antioxidants. Revista de Nutricéo, v. 15, n. 1, p. 71-81,
2002.

SPENCER, J. P. E. et al. Biomarkers of the intake of dietary polyphenols: strengths,
limitations and application in nutrition research. British Journal of Nutrition, v. 99, n. 01, p.
12-22, 2008.

STANLEY, P. L. et al. Mouse skin inflammation induced by multiple topical application of
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate. Journal of Pharmacological and Biophysiological
Research, v. 4, n. 4, 1991.

STOCKER, R.; KEANEY, J. F. Role of oxidative modifications in
atherosclerosis. Physiological Reviews, v. 84, n. 4, p. 1381-1478, 2004.

STRUMEYER, D. H.; MALIN, M. J. Condensed tannis in grain sorghum: isolation,
fractionation, and characterization. Jornal of Agricultural and Food Chemistry, Washington
DC, v. 23, n. 5, p. 909-914, 1975.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 4. ed. Porto Alegre: Artmed. 2009.

TAVARES, M. S. Influéncia do cortisol na coagulacéo sanguinea. 2012. Disponivel em: <
https://corticoides.wordpress.com/2012/06/01/influencia-do-cortisol-na-coagulacao-
sanguinea/ > . Acesso: 23 fev. 2017.

TEAM, R. C. R. A language and environment for statistical computing. Austria: R
Foundation for Statistical Computing, 2014.

THURMOND, R. L.; GERFAND, E. W.; DUNFORD, P. J. The role of histamine H1
and H4 receptors in allergic inflammation: The search for new antihistamines.
Nature Reviews Drug Discovery, v. 7, p. 41-53, 2008.

THURMOND, R. L. et al. A potent and selective histamine H4 receptor antagonist with anti-
inflammatory properties. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.
309, n. 1, p. 404-413, 2004.

TILIGADA, E. et al. Histamine H3 and H4 receptors as novel drug targets. Expert
Opinion on lvestigational Drugs, v. 18, n. 10, p. 1519-1532, 20009.

TJALSEN, A. et al. The formalin test: na evaluation ofthe method. Pain, v. 51, p.5-17. 1992.

TOTES, R. Inflamagéo: eventos essenciais. 2011. Disponivel em: <
https://pt.slideshare.net/raytostes/aula-de-inflamacao> . Acesso: 21 fev. 2017.

TUBARO, A. et al. The créton oil test revisted. Agents Actions, v. 17, p. 347-349, 1985.



107

UNIVERSIDADE CASTELO BRANCO. A pele como 6rgao, estrutura, fisiologia e
funcgdes. 2017. Disponivel em: < http://livrozilla.com/doc/104699/a-pele-como-
0rg%C3%A30.-estrutura--fisiologia-e-fun%C3%A7%C3%B5es> . Acesso: 22 fev. 2017.

VARALDA, D. B.; MOTTA, A. A. Reacdes adversas aos antinflamatorios ndo
esteroidais. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol, v. 32, p. 27-33, 20009.

VEIGA JUNIOR, V. F. Estudo do consumo de plantas medicinais na Regido Centro-Norte do
Estado do Rio de Janeiro: aceitacdo pelos profissionais de satde e modo de uso pela
populagéo. Rev. Bras. Farmacogn, v. 18, n. 2, p. 308-13, 2002.

VEIGA JUNIOR, V. F.; MELLO, J. C. As monografias sobre plantas medicinais. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 18, p. 464-471, 2008.

VILLAS-BOAS, L. B. Estudo dos constituintes quimicos ansioliticos e sedativos de
Passiflora actinia Hook., Passifloraceae. 2017. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Federal do Parand, 2007.

VIEIRA, J. M. A. et al. Caracterizacdo fisico-quimica e reoldgica do 6leo de oiticica para
producéo de biodiesel. IV CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA E | SIMPOSIO
INTERNACIONAL DE OLEAGINOSAS ENERGETICAS, 1, 2010, Jodo Pessoa. Inclusdo
Social e Energia: Anais... Campina grande: Embrapa Algodao, 2010. p. 55-59.

VELASCO, M. V. R. et al. Rejuvenescimento da pele por peeling quimico: enfoque no
peeling de fenol Facial skin rejuvenation by chemical peeling: focus on phenol peeling. An.
Bras. Dermatol., v. 79, n. 1, p. 91-99, 2004.

WAGNER, J. G.; ROTH, R. A. Neutrophil migration mechanisms, with an emphasis on the
pulmonary vasculature. Pharmacological Reviews, Bethesda, v. 52, n. 3, p. 349-374, 2000.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. The world medicine situation 2011:
traditional medicines: global situation, issues and challenges. Geneva: WHO, 2011.

WITKAMP, R.; MONSHOUWER, M, Signal transduction in inflammatore processes, current
and future therapeutic targets: a mini review. Veterinary Quarterly, v. 22, n. 1, p. 11-6,
2000.

YAKANDAWALA, D.; MORTON, C. M.; PRANCE, G. T. Phylogenetic Relationships of
the Chrysobalanaceae inferred from chloroplast, nuclear, and morphological data. Ann
Missouri Bot. Gard, v. 97, p. 259-281, 2010.

YOON, Joo-Heon; BAEK, Seung Joon. Molecular targets of dietary polyphenols with anti-
inflammatory properties. Yonsei Medical Journal, v. 46, n. 5, p. 585-596, 2005.



http://livrozilla.com/doc/104699/a-pele-como-org%C3%A3o.-estrutura--fisiologia-e-fun%C3%A7%C3%B5es
http://livrozilla.com/doc/104699/a-pele-como-org%C3%A3o.-estrutura--fisiologia-e-fun%C3%A7%C3%B5es

ANEXQOS

Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016).



ANEXO A

a ‘ Ministénio do Meio Ambiente - MMA
=% Instituto Chico Mendes de Conservaclo da Biodiversidade - ICMBio
!6 ¢ Sistema de Autorizasio e Informagio em Bodversikiade - SISBIO
-
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 54898-1 l Dats da EmissBo: 12007/2018 12:11 I Data para RevalidacSo®: 11/08/2017

* De acordo com ¢ &rt. 28 da IN 03/2014, esta aworizacio tem prazo de validade equivalents ao previsto no gr de athvidsdes do progeto,
mas deverd ser revalidada anvalmente mediante a apresentacSo do reistdrio da athvidades a ser enviado por meio do Sisbio no praze de alé 30 dise

@ contar da data do aniversdno da sus emiss3o.

Dados do tituiar
Nome: Enside Scares Sentos lcw: D14.374.333-32
Titulo da Projeto: AVALIAGAC DA ATIVIDADE ANTHNFLAMATORIA DE Licani= rigida Benlh (olticica) EM ROEDORES

Noma da Instituigiio : Universidade Regional do Carirl ]CNPJ: 06.740.884/0001-26

Cronograma de atividades
I DescricEs da elvidsde JW
|7_[colea das Tolhos de ficania rigada |

uwﬁnaw@mMMmmm mwouﬂgﬂo‘bﬂ.“nﬁme‘ = slo de
1 | maderiaia, tands por abjeto coletar dados, R amm-mmmemﬁ

G du'hhémdecsm-ﬂ’ ok’

2 o do da poia drea, pdblica cu privads, onds serk & atividade, inclush b&’ngﬂw&mhﬂbs‘m*
e e Gl dictrital ou icipal, ou do propri chadieri ou do drea dentro dos limiles de wridade de comsanacio
| |fedenl de 0 fundifiris escontra-se em
Podars S0t WIIZBA0 P 05 NS POVIEIOE B3 INSIg0 NOMTRIvS I 1° Oa/2014 G ha IRinagse ICABn n° 2010, no Goe |
sapecifica esaa Autorizagdo, ndo podendo ser uliizado pars ou o L e g0 pars
clentTicas ou diddtoas no dmbito do entino e,
Anwﬁmwmmw = PO MO 0 erUerecs SWHTBNED Wi Bems, 0oV BT (Servigos on-ine -

£

Atividades X Téxons

1 Abvidade 1 Taxons

[ Comtatmnsporte de baldnicc, o Ucaes

Este documento {Autorizacie pare atividades com finalidade cientifica) for expedico com base na Instruc@o Normativs n® 03/2014. Através do codigo
ca autenticacio sbaxo, qualquer cidadio poderd verificar & sutenticidade ol regularidade deste documento, por meio da pégine do SisbieICMBIo ne

Internat (wiw ismbio gov. brisisbio).

Cédigo de autenticagdo: 42268788 IIII.I'“

L Pégina 113 ]

109




110

ANEXO B

Herbario Caririense Dardano de Andrade — Lima
Universidade Regional do Cariri - URCA

Nitmero de Herbario

Remetents: K" 163046

HERBARID CARIRIENSE DARDANO DE AMDRADE-LIMA (HCDALIURCA)
Gontato: Dra. Maria Asdene Pessoa da Silva (herbariofiurca.br)
Universidade Regional do Cariri - URCA

Degartamanto ds Ciéneias Biekgies

Rua: Cel, Antaniz Luiz, 1161

Campus Piments

Cralo— Ceara - Brasil

CEF 83, 105-100

Destinatario: Dtz 20.08.2076

Contatg; Engitle Scares santes )

Universidade Reglonal do Carlri

Lahorattrio de Fanmacelogla e Quimica Molecul ar

N° Amoatras: 01 " Tipo de Oparagie: Numia de Herbare

ne NOME POPLILAR FAMILIA NOME CIENTIFICO RESPONSAVEL

HERBARIO

01 17584 Otz e Chryashalonassne Kicania rigida Baath Adia Morais Mendoiga

Dra’ Maria Arlene Pessca da Silva
Curadara do HCDAL

Herbibrio Carirignipa Dirdano e Andrads - Lima / Wniversdade Regiona | deo Cariri - UACA
fua Col antdnio Luiz, 1161 - Pimenta - CEP: §3.105:100 « Cratm/Cears
Telz[88) 3102 1212 = Fax: 3102 1291
E-mafl; hesbario@urca b



ANEXO C

111

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE AD E PESQUISA
COMISSAD DE EXPERIMENTAGAD E USO DE ANIMAIS
Rua Cel, Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (086) 3102.1201 / Fax ‘(on) 31021201
CEP 83105-000 — Crato - CE - Brasil
propg@urca. br - www uros,briceus

DECLARAGCAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado "AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA DE Licania rigida Benth (olticice) EM ROEDORES" Processo
N.* 00030/2016.2 foi APROVADO pela Comissfio de experimentacio e Uso de

Animais = CEUA/URCA,

Rosali %arbosa

Presidenta do CEUA/URCA

CRATO-CE
2016



112

ANEXO D

TABELA DE MALONE ADAPTADA PARA TESTE HIPOCRATICO

Data:

Mestrando: Enaide Soares Santos
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Marta Regina Kerntopf

/ Substéancia: ( ) EHFLR ( ) Salina

Concentracao da dose:

administracao:

Via de

N° do Amimal:

0 = Ausente

(-) = Efeito diminuido

(+) = Efeito presente

(++) = Efeito presente intenso

Acéo Parametros 10’ 20’ 30° 1h 2h 3h 4h 24h
Estimular | 1. Aumento da
SNC motilidade

2. Aumento da FR

3. Piloerecéo

4. Exoftalmia

5. Movimentos
estereotipados
(tremores, bater a
cabeca, morder-se)

6. Lamber patas

7. Cocar focinho

8. Morder cauda

9. Convulsao clénica

10. Convulséo tonica

11. Tremores finos
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12. Tremores
grosseiros

Acéo

Parametros

10’

20

30’

1h

2h

3h

4h

24h

Depressor
SNC

1. Diminuic&o da
motilidade

2. Diminuigdo da FR

3. Catatonia

4. Ptose palpebral

5. Analgesia

6. Anestesia

7. Perda do reflexo
corneano

8. Ataxia

9. Dispneia

10. Alienagéao ao
ambiente

11. Ténus das costas

12. Perda de
apreensdo da pata

Acéo

Parametros

10°

20’

30’

1h

2h

3h

4h

24h

Qutros

1. Orelha:
Palidez

Cianose

Hiperemia

2. Miccgéo:
Aumentada




114

Diminuida

Coloracéo

3. Diarreia

4. Contorgao
abdominal

5. Reacéo de fuga

6. Passividade

7. Agressividade

8. Grunhidos

9. Sialorréia

10. FasciculagBes

11. Midriase

12. Erecéo de cauda

13. Tremor de cauda

14. Piloerecéo

15. Amontoados no
canto (Hipotermia)

16. Cromodacriorréia

17. Secrecgao
brénquica

18. Sudorese (sinal
colinérgico)

19. Letargia

20. Coma
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21. Catalepsia

22. Morte

)SIM

NA

)SIM

NA

()SIM
()NAO

()SIM
()NAO

OBSERVACOES:




APENDICE

Fonte: Desenhado por NASCIMENTO, J.B. (2016).
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Apéndice A. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato
Hidroalcoodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no modelo de edema de pata induzido
com carragenina em relacéo ao grupo controle.

Carragenina

Tratamento Inibicdo (%)/ media £ E.P.M
T1 T2 T3 T4
Salina (controle) (27,1£1,1) (43,1+ 3,9) (49,5 £ 2,6) (43,7+£1,2)
25 mg/kg 7% (252+2,6) | 23,8% (32,7£1,8) | 29,1%(35,12,1) 30,77%
EHFLR 50 mg/kg 1% (28,1+ 6) 14,32%(36,8+3,8) 29,4(34,9+3,6) (30,2%3,5)
100mglkg | 2 49(26,4+4,9) | 18,629%(35,143,3) | 22,26(38,5£0,9) | 30,73(30,2+2,9)
'”dl%%egt?r%'lr_‘a ) 4419%(15,1435) | 34,82(28,146,0) | 34,89(32,2+1,9) | 19,88(35,1%0,8)

32,17(29,6+ 2,9)

*Qs valores sdo médias + EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA) de duas vias. Tempo (1,2,3,4); Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Licania

rigida (EHFLR).
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Apéndice B. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatdrio do Extrato Hidroalcoolico
das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no modelo de edema de pata induzido com Dextrana
em relacdo ao grupo controle.

Prometazina - 6mg/mL

78,1% (9,6+0,4)

70,4% (18,3+0,6)

47,7% (34,1+1,5)

Dextrana
Tratamento Inibicdo (%)/ media £ E.P.M
T1 T2 T3 T4
Salina (controle) (43,8£1,9) (62,0£ 2,5) (65,1 +1,9) (54,3+2,8)
25mg/kg | 62,3% (16,5+ 1,1) | 52,4% (29,4t 1,6) | 44,5%(36,1+1,1) | 41,2% (31,9 1,8)
EHFLR 50 mg/kg | 14,7% (37,3£2,4) | 26,19% (45,8 £2,6) | 19,3% (52,5+2,1) | 10,3% (48,7+2,7)
100 mg/kg | 37,8% (27,2£0,9) | 37,8% (38,5+1,3) 8,7% (59,4+ 3,2) 2,9% (52,7+2,8)

49,17% (27,6 + 1,4)

*Qs valores sdo médias £ EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA). Tempo (1,2,3,4); Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR)
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Apéndice C. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato
Hidroalcoodlico das Folhas de Licania rigida EHFLR, no modelo de edema de pata induzido
com Histamina em relacdo ao grupo controle.

Histamina
Tratamento Inibicdo (%) / media £ E.P.M
T1 T2 T3 T4
Salina (controle) (44,6% 0,8) (60,8+ 2,7) (50,3+1,5) (24,6 £ 0,8)

EHFLR 25 mg/kg 19,71%(35,8+2,4) 39,14% (37,0 £ 1,8) | 46,64% (35,8+2,4) | 5,34% (23,3+0,8)
Prometazina - 36,29% (28,4+1,8) | 46,26% (32,7+2,1) | 49,26% (25,5+ 2,1) | 18,42% (20,1+1,3)
6mg/mL

*Qs valores sdo médias + EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA). Tempo (1,2,3,4); Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).
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Apéndice D. Resultado em porcentagem do efeito anti-inflamatério do Extrato
Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR), no modelo de edema de pata induzido
com Acido araquidénico em relacdo ao grupo controle.

Acido araquiddnico

Indometacina -
10mg/mL

22,85% (41,4+1,7)

52,229 (43,2+0,4)

44,71% (58,4+ 1,3)

Tratamento Inibigdo (%) / media = E.P.M
T1 T2 T3 T4
Salina (controle) (53,7 4,6) (90,4+ 2,7) (105,7 £1,2) (43,7+£1,2)
EHFLR 25 mg/kg 16,83% (44+2,1) | 12,49% (79,1 +2,0) | 18,33% (86,3+2,6) -% (43,4+1,1)

32,17% (29,6+2,9)

*QOs valores sdo médias + EPM de 6 animais por grupo. Analises estatisticas obtidas pela analise de
Variancia (ANOVA). Tempo (1,2,3,4); Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Licania rigida (EHFLR).
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APENDICE E1 - Analyse do teste de edema de pata induzido por carragenina

¥ 2way ANOVA A B c D
Multiple comparsons Data Set-A Data Set-B Data Set-C | Data Set-D
o meciuecrantli Rl v Y
d 50mg/kg vs. 100mgikg 0.0 -8.741 10 8,741 No ns
20
2T
22 salina vs. indometacina 10 mg/kg 11.95 13.20910 2069 Yes w
23 salina vs. 25mg/kg 1.900 -6.841 10 10.64 INo ns
24 salina vs. 50mg/kg -1.035 -9.776 to 7,706 |No ns
25  salina vs. 100mg/kg 06662 -8.075 to 9.408 INo ns
26 |ndometacina 10 mg/kg vs. 25mglkg -10.05 -18.79 to -1.309 Yes )
27 indometacina 10 mg/kg vs. 50mgikg -12.99 -21.73 10 -4.244 Yes
28 |ndometacina 10 mg/kg vs, 100mg/kg -11.28 -20.03 t0 -2.543 Yes .
29 | 25mg/kg vs. 50mglkg -2.935 -11,68 to 5,806 No ns
30 25mgkg vs. 100mgkg -1.234 -9.975 to 7,507 INo ns
31 50mg/kg vs. 100mgkg 1.701 -7.040 to0 10.44 INo ns
u 2way ANOVA A 8 S| [
Multipls compansons Data Set-A Data Set-8 Data Set-C | Data Set-D
w EREN A Y
32
3|12
34 | salina ve. Indometacina 10 mgikg 14.98 6236102372 Yes v
35 | salina vs. 25mgkg 10.24 1.49510 18.98 Yes v
36  sainavs. S0mgikg 16.168 -2.576 10 14,91 |No |ns
37 | satina vs. 100mg/kg j8.012 0.72911016.75  |No |ns
38 | indometacina 10 mg/kg vs. 25mg/kg -4.741 -13.48 to 4.001 No |ns
| 39 | indometacina 10 mg/kg vs. 50mg/kg -8.812 -17.5510-0.07076  |Yes i
40  indometacina 10 mg/kg vs. 100mgikg -6.965 157110 1.777 No |ns
41 | 25mg/kg vs. 50mgrkg -4.072 -12.81 10 4670 No |ns
42 | 25mg/kg vs. 100mgikg -2.224 -10.97 10 6.517 No |ns
43 | 50mg/kg vs. 100mg/kg 1.847 6,894 10 10.59 No ns
44
45 T3
46  salina vs indometacina 10 mg/kg 17.30 |8.556 1o 26.04 Yes .
47  salina vs. 25mghg 1442 [56821023.16 Yes -
48  salina vs 30mgkg 1459 1584702333 Yes -
49  salina vs. 100mg/kg 11.04 2293101978 Yes oo
50  incometacina 10 mgkg vs. 25mg/kg 2874 1162 t0 5.867 Ins
51  indometacina 10 mg/kg vs. 50mg/kg 2,709 -11.45 10 6.032 INo Ins
indometacina 10 mg/kg vs. 100mg/kg 5257 -15.00 to 2. 484 INo Ins
53 25mg/kg vs. 50mgikg 10.1651 -8.576 to 8.906 INo Ins
54  25mg/kg vs. 100mg/kg -3.383 -12.12 t0 5.359 INo Ins
55  50mgkg vs. 100mgkg 3548 1229105193 INo ns
56

Continua...
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Continuacéo...

ST T4
S8 | saiina vs. indometacina 10 mgkg 1406 5323102281 Yes e
SO | saiina vs. 25mgikg 1345 4.7111022.18 Yes PR
60  saina vs. SOmgikg 13.43 4694102218 Yes ey
61  saina vs. 100mgg -0.05102t0 17.43 |ns
62 | incometacina 10 mg/kg ve. 25mgig 06124 9354108129 INo Ins
63 | indometacing 10 moikg vs. SOmg/kg 06297  |-93T1108.112 INo Ins
84 | indometacing 10 mgig vs. 100mghg 5374 -14.12 10 3.367 INo Ins
85 | 2Smghg vs. 50mgkg 001736  |-8759t08.724 INo Ins
66 | 25mghg vs. 100mgig 4762 -13.50 10 3979 INo Ins
67 | Somgig vs. 100mgg 4745 1349103997  INo Ins
68

Conclusdo.
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N A ¢
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APENDICE F-1 - Analyse do teste de edema de pata induzido por dextrana

- 2wary ANOVA A 8 0
Mutiple Compansons Data Set-A Dato Set-8 Dats Set-C | Data Set-D
Y Yo
Within each row, compare columns (simple effects within rows
2
3 Number of familles s
| 4 INumber of comparisons per family 10
S Apha 08
)
7 Bonferroni's multipie comparisons test [Mean Dift.  [95% Ci of ot Significant? | Summary
8
% | T0
10 | SALINA vs. Prometazing Smg/kg j0.0 -5.845 10 6.845 |No ins
11 | SALINA vs. 25mg/kg 0.0 -5 845 10 6.845 |No Ins
12 | SALINA vs. 50mg/kg 0.0 -65.845 10 6.845 |No ins
| 13 | SAUNAvs. 100mpkg 0.0 684510 6.845 [No ns
14 | Prometazina 6mg/kg vs. 25mgikg 0.0 -6.845 10 6.845 |No ins
15 | Prometazina 6mg/kg vs. 50mg/kg 0.0 5,845 t0 6.845 |No ns
16 Prometazna m vs. 1mmg 0.0 6,845 t0 6.845 No ins
17 | 25mgikg vs. Somg/kg 0.0 -6.845 10 6,848 No |ns
18 | 25mg/kg vs. 100mg/kg 0.0 6,845 10 6,848 No |ns
| 19 | 50mg/kg vs. 100mglkg l0.0 -6.845 t0 6.845 No Ins
20 |
21T
22 | SALINA vs. Prometazina 6mg/kg 34.24 27.39 10 41.08 Yes s
23 | SALINA vs. 25mgikg 27.32 20.48 10 34,17 Yes o
24 | SALINA vs. 50mg/kg 16.444 -0.4015to 13.29 No Ins
25 | SALINA vs. 100mgikg 16.58 9.737 10 2343 Yes
26 Prometazina 6mg/kg vs. 25mg/kg 6916 13.7610-0.07122  |Yes .
27 | Prometazina 6mgikg vs. 50mgikg -27.79 -34.64 10 -20.95 Yes .
28 | Prometazina 6mgikg vs. 100mg/kg -17.66 -24.50 10 -10.81 Yes oz
29 | 25mgikg vs. 50mgikg -20.88 -27.7210-14.03 Yes e
30 | 25mgikg vs. 100mg/kg -10.74 -17.58 to -3.894 Yes
31 | 50mgikg vs. 100mg/kg 10.14 3.293 to 16.98 Yes -
32

Continua...
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Continuacéo...

. 2way ANOVA A 8 ¢ L)
» Multipla comparisors | Data Set-A Data Set-8 Data Set-C | Dota Set-D
i S — -
32
3 T2
34 | SALINA vs. Prometazina 6mg/kg 4374 36.89 to 50,58 Yes
35 | SALINA vs. 25mg/kg 3259 25.75 10 39.44 Yes
| 36 | SALINA vs. 50mg/kg 16.26 9.416 10 2311 Yes
37 | SALINA vs. 100mg/kg 2349 166510 30.34 Yes e
38 | Prometazing Bmg/kg vs. 25mg/kg -11.18 +17.99 to -4,300 Yos
39 | Prometazina mgikg vs. 50mgikg .27 48 -34.32 10 -20.63 Yes o
40 | Prometazina 6mg/kg vs. 100mg/kg -20.25 -27.09 10 -13.40 Yeos
41 | 25mg/kg vs. 50mg/kg -16,33 -23,18 to -9.487 Yes -
42 | 25mg/kg vs. 100mg/kg -9.101 -15.95 to -2.256 Yes fae
43 | 50mg/kg vs. 100mg/kg 7231 0.3860 to 14.08 Yes .
“
5T
46 | SAUNA vs. Prometazina 6mg/xg 3108 2422103791 Yes e
47  SAUNAvs 28mghg 2900 22 1510 36 84 Yeos e
48  SALINA vs. 50mg/kg 1259 |5.780 10 19.44 Yes ors
49  SALINA vs. 100mgikg |5.708 -1.140 10 12.55 |No ins
50 Prometazine 6mg/kg va. 25mgikg -2.067 8912104.778 |No Ins
51 Prometazing 6mg/g vs 50mgig -18.47 253110-1162  |Yes s
52  Prometazine 6mg/kg vs. 100mg/kg -25.36 -32.20 10 -18 51 Yes o
53 | 25mgikg vs. SOmg/kg -16.40 -23.28 10 -9.555 Yes o
84 | 28mgikg vs. 100mgikg 2329 .30.14 10 -16 45 Yeos owve
| 55 | s0mgig vs. 100mgikg 5,890 137310-004468  |Yes .
56
57 | T4
58  SALINA vs Prometazina 6mgikg 2667 19.8210 33 51 Yes o—
50 | SALINA vs. 25mgikg 2241 1556102925 Yes e
60 | SALINA vs. S0mgkg |5.602 -1.243 10 1245 INo Ins
61 SALINA vs. 100mg/kg 1.581 5264108425 [No ns
62 | Prometazina 6mg/kg vs. 25mgkg -4 260 -11.11 t0 2 585 Ino
63 | Prometazina Smg/kg vs. S0mgikg -21.07 -27.91 10 -14.22 Yes pass
64  Prometazina 6mgikg vs. 100mgkg -25.09 -319310-1824 Yes s
65 | 25mgig vs. SOmg/kg 1681 236510 -9.961 Yes —
66 | 25mgikg vs. 100mg/kg -20.83 -27.67 10 -13.98 Yes oee
67 | 50mgikg vs 100mgkg 4021 -10.87 10 2.824 INo ns

Concluséo.
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APENDICE G - Coluna Estatistica da reducéo do edema de pata induzido por
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0.000

0.898
278
1519
0898

Histamina
8
Mean  SEM
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APENDICE G-1 Analyse do Teste de Edema de Pata induzido por Histamina

e A s - °
Ll w:bwm Deta Set-A |  Dota Set-8 Dats Se¢-C | Data Set-D
| A — Y v \
WIthin e8ch row. COMPAre columns (simpie eflects within rows)
|2
3 Number of famises s
i| 4 Number of comparisons per family |3
| 5 Apna |0.08
e [
| 7 Bonferronts muttple comparisons test [Mean Dt [95% Ciofaft  |Signficant?  |Summary
®  To0
salina va prometazine 6mg'g lo0 4741104741 [No ns
11 | seline vs. 25mohg |00 4741104741 INo |ns
12 | prometazina 6mg/kg vs. 25mgkg loo 474104741 [No ns
" T
15 | salina vs. prometazing 6mghg 1622 11.48 to 20.96 Yos ==
16 | saline va 25mohg |8.806 4.085 t0 13.58 Yeos e
17 | prometazing 6mgg vs. 25mgkg 741 1215802670  [Yes s
=  Dway ANOVA A L ¢ o
Mufige m | Data Set-A |  Dota Se3 Dats Set-C | Data Set-D
e — v -
1. T2
saling vs. prometazine Emg/g 28.16 [2342103290  [Yes e
| 29 | saline vs 25mg/kg 2382 19.08 10 28 56 o poye
__g prometazina Smg/kg vs. 25mgkg 4,338 -9.077 1004046 N0 |ns
ERRE)
|!l salina vs. prometazing Smgg 2481 20.07 10 29.55 Yeos —
| 26 | saine vs 25mgg 1448 (9740101922  [Yes v
| 27 | prometazine 6mg/kg vs. 25mghg -10.33 1507 10-5593  [Yes ey
28
22 T4
salina vs. prometazina 6mghg 4,550 01907109291  INo ns
31 | seiine vs 25mgig 1321 3419106062  [No |ns
prometazina Smokg ve. 25moikg 3229 7969101512  |No |ns
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APENDICE H - Coluna Estatistica da reducio do edema de pata induzido por Acido

Araquidonico

' A | B ! < [
» caima indometacina 10 mg/hg | 25mgkg #
4 7| Mean | sEm | N Mean = SEM | N [ Mean | SEM | N |
| 1 7o 0.000 0.000 0.000 0.000 5 0.000 0.000

2 M 53772 4505 41480 1716 5 447285 2176 3
[ 3 72 90,488 2723 43228 0415 8 79185 2019 )
I 4 13 105722 1228 3 58456 1387 8 86344 2694 [
[ffin 43705 1292 29640 23905 5 43454 1120

0 l |
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APENDICE H1 Analyse do Teste de Edema de Pata induzido por Acido Araquidénico

u 2wity ANOVA A L ¢ o
Multipls comparisons | Data Set-A Data Set-B Data Sat-C | Data Set-0
- R Sy . - v 7 v
1 |Within each row, compare columns (simple effects within rows
2
3 Number of familles 5
4 Number of comparisons per family 3
5 Apha 0.05
s
7 |Bonferronts multiple comparisons test Mean Dift. [98% Ciofdit.  |Significant?  [Summary
.
e,
0 | salina vs. Indometacing 10 mg/kg 0.0 -5686105686 |No |ns
11 | saiina vs. 25mg/kg 0.0 5686105686  |No |ns
12 | indometacina 10 mg/kg vs. 25mg/kg 0.0 5686105686  |No |ns
13
14T
15 | salina vs. Indometacina 10 mg/kg 1229 [6605t017.98  |Yes
18 | salina vs. 25mg/kg 9.046 3360101473 |Yes
17 | Iindometacina 10 mg/kg vs. 25mglkg -3,.246 -8.932 10 2.441 No |ns
. 2wiry ANOVA A s c o
Multple CompansOns | Data Set-A | OstaSet3 | Oata Set-C | Data Set-D
= v = = >
18
" T2
salina vs. indometacing 10 moikg 4724 4155105293  |Yes -
21 | saina vs 25mgig 11.30 616101699  |Yes oo
22| indometacing 10 mgikg vs_ 25moikg -35.94 -416210-3025  |Yes -
23
24 T3
| 25| salina vs. indometacina 10 mog 4727 4158105295  |Yes "
26 | sabna vs. 25mgikg 19.38 136910 25.06 Yes iz
indometacing 10 mgkg vs. 25mghg -27.89 -315710-2220  |Yes racad
2
EJRL .
30 | satna vs. incometacina 10 mgkg 14.06 [83781019.75  |Yes v
31 | saina va. 25mgig 2507 54361005937  |No ins
32 indometacina 10 mp'g vs. 25mghg [-13.81 -195010-8.128  |Yes e
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APENDICE I - Coluna Estatistica do teste de peritonite - Contagem de Granuldcitos

A B c
b |
= Col. stats Salina Dexamentasona 5 mg/kg| EHFLR 25mg/kg
d Y Y Y
1 |Number of values 5 5 5
2
3 [Minimum 84.20 30.00 40.00
4 |25% Percentile 85.10 30.60 40.95
5 [Median 86.90 35.00 42.20
6 |75% Percentile 87.95 38.95 50.95
7 |Maximum 88.00 39.00 51.00
8
9 |Mean 86.60 34.82 45.20
10 |Std. Deviation 1.570 4.198 5.316
11 |Std. Error of Mean 0.7021 1.877 2.378
12
13 |Lower 95% CI of mean|84.65 29.61 38.60
14 |Upper 95% CI of mean|88.55 40.03 51.80
15
16 |Sum 433.0 1741 226.0




B

IL_

132

APENDICE I 1 Analyse do Teste de peritonite - Contagem de Granuldcitos

Tway ANOVA
MuUltiple cornparisons

Number of families

1

1

2 |Number of comparisons per family 2

3 |Alpha 0.05

4

5 |Bonferroni's multiple comparisons test/Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary
6

7 | Salina vs. Dexamentasona 5 mg/kg [51.78 45.28 to 58.28 Yes o

8 | Salinavs. EHFLR 25mg/kg 41.40 34.90t0 47.90 Yes e
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-2 Col. stats A - ¢ P
Naive salina Dexametasona 5 mg/kg| 25mg/kg
d Y Y Y Y

1 |Number of values 5 5 5 5

2

3 |Minimum 1.400 3.900 1.100 2.200
4 |25% Percentile 1.450 4.000 1.200 2.250

9 |Median 1.700 4.400 1.400 2.300

6 |75% Percentile 1.900 4.750 1.500 2.750

7 |Maximum 1.900 4.900 1.500 2.900

8

9 |Mean 1.680 4.380 1.360 2.460
10 |Std. Deviation 0.2280 0.3962 0.1673 0.2881
11 |Std. Error of Mean 0.1020 0.1772 0.07483 0.1288
12

13 |Lower 95% CI of mean|1.397 3.888 1.152 2.102
14 |Upper 95% CI of mean|1.963 4.872 1.568 2.818
15

16 |Sum 8.400 21.90 6.800 12.30
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APENDICE J1 Analyse do Teste de peritonite - Contagem de Mondcitos

g 1'_way ANOVA
Multiple comparisons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 2
3 |Alpha 0.05
4
5 |Bonferroni's multiple comparisons test/Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | salina vs. Dexametasona 5 mg/kg |3.020 2.536 10 3.504 Yes -
8 | salina vs. 25mg/kg 1.920 1.436 to 2.404 Yes i
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APENDICE K - Coluna Estatistica do teste de peritonite - Contagem de Linfdcitos

H Col. stats A - ¢
Salina Dexametasona 5 mg/kg| 25mg/kg
P Y Y Y
1 |Number of values 5 5 5
2
3  |Minimum 60.00 20.60 40.00
4 |25% Percentile 63.20 21.00 43.20
5 |Median 68.80 24.80 58.80
6 |75% Percentile 69.40 25.50 63.90
7 |[Maximum 69.80 26.00 68.80
8
9 |Mean 66.80 23.56 54.60
10 |Std. Deviation 4.007 2.397 11.39
11 |Std. Error of Mean 1.792 1.072 5.094
12
13 Lower 95% CIl of mean|61.82 20.58 40.46
14 |Upper 95% Cl of mean|71.78 26.54 68.74
15
16 |Sum 334.0 117.8 273.0
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APENDICE K1 Analyse do Teste de peritonite - Contagem de Linfdcitos

s 1way AN OV_A
Multiple comparisons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 2
3 |Alpha 0.05
4
5 |Bonferroni's multiple comparisons test|Mean Diff. 95% ClI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | Salina vs. Dexametasona 5 mg/kg |43.24 31.73t0 54.75 Yes i
8 | Salina vs. 25mg/kg 12.20 0.69151t023.71 |Yes *




APENDICE L Coluna estatistica do Teste de Azul de Evans
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= Col. stats A S c D
Control NAIVE Dexametasona 5 mg/kg| 25 mg/kg
d Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 6
2
3 [Minimum 0.5608 0.1750 0.2175 0.2417
4 |25% Percentile 0.5950 0.1975 0.2199 0.2455
5 |Median 0.6290 0.2225 0.2472 0.2629
6 |75% Percentile 0.6740 0.2965 0.2743 0.2902
7 |Maximum 0.7028 0.3010 0.2760 0.3292
8
9 |Mean 0.6321 0.2368 0.2470 0.2701
10 |Std. Deviation 0.04864 0.05050 0.03001 0.03184
11 |Std. Error of Mean 0.01986 0.02061 0.01225 0.01300
12
13 |Lower 95% Cl of mean|0.5810 0.1838 0.2155 0.2367
14 \Upper 95% Cl of mean|0.6831 0.2898 0.2785 0.3035
15
16 Sum 3.792 1.421 1.482 1.621




APENDICE L 1 Analyse do Teste de Azul de Evans
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% l_way ANOV_’A
tultiple comparisons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 2
3 |Alpha 0.05
4
5 |Bonferroni's multiple comparisons test/Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | Control vs. Dexametasona 5 mg/kg |0.3850 0.3307 t0 0.4393 |Yes e
8 | Control vs. 25 mg/kg 0.3619 0.3076 to 0.4162 |Yes e
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APENDICE M- Coluna Estatistica da reducéo do edema de orelha induzido pela
aplicacdo Unica de 6leo de créton

'. P A | & | ¢ o £ F e
; ' saina s Smokg | 10mgkg | 2Smghg | SOmghg | 100mghg | 200mghg
‘ Y Y Y Y Y \ H Y
Number of values |6 10 6 6 G 6
- Minmum joaos ez I lesss  lso% (3625 lse72  [enit
25% Percentie 8129 1864 78 68 7268 |51.67 3782 158.14 182,02
‘Mecian 190.18 24.77 180.90 8258 160.76 4526 16197 18504
75% Paccentile |94.31 3468 |88.94 18734 16759 18326 7382 |67.97
‘Maximum |97.35 37.86 |89.42 9515 |68.10 186 52 7647 7329
|8 Mean ooz las7i B 132 sz lse it -
0 ‘s Devaton (118 o3t a1 ooer [sae [rrer  lsoz  fa3os
11 Sid Error of Mean |4 831 3.801 2 089 3711 3430 3.183 3283 1.758
13 Lower 35% Ci of mean| 74 60 1594 7737 7178 (8110 3745 26,34 le0.98
14 Upper 95% Cl of mean(99 44 35 49 |88 11 90 86 168.73 |38 7322 70.02
1. M [s22.1 1543 4964 la879 lases 2738 1887 3830
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APENDICE M 1 Analyse do Teste de Edema de orelha induzido pela Gnica aplicacdo do

0leo de créton

* Iway ANO\.{A
Multiple cormparisons
4

2 |Number of comparisons per family 8

3 |Alpha 0.05

4

5 |Bonferroni's multiple comparisons testiMean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary

6

7 | salina vs. dexametasona 61.30 47.79t0 74.82 Yes e

8 | salinavs. 5Smg/kg 4277 -9.238t0 17.79 No ns

9 | salina vs. 10mg/kg 5.694 -7.8211t0 19.21 No ns
10 | salina vs. 25mg/kg 27.10 13.59 to 40.62 Yes b
11 | salina vs. 50mg/kg 41.38 27.87 to 54.90 Yes b
12 | salina vs. 100mg/kg 22.24 8.722t0 35.75 Yes bl
13 | salina vs. 200mg/kg 21.52 8.002 to 35.03 Yes bl
14 | salina vs. 500mg/kg 19.42 5.902 to 32.93 Yes e




APENDICE N - Coluna estatistica da curva tempo-resposta do EHFLR em modelo crénico de edema de orelha
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A 3 ¢ L D E
x =
i Sairz Derametzsona 4 mghg EHLR Zmglg EHFLR S0mgkg EHLR 100 mghg
| * e Mezn Mean 4 = Mean Mean
1ireg 00 000 § 000 00 § 0000 000 §| 1 1°da 0.000 0.000 6 0.000 0.000 5
T § &m 280 § &8s 6 §| 2 2dd 7038 399 § 5068 374 5
BT (S I 83 Fad  wmo 9 § 8538 039 5
Ileed w9 56 § %8 8 T i 4 v 98883 10398 6 %7 7806 §
5iPd M2 &M § wm  aw § MM 6 §| 5 Pdd 8462 64 § 10055 3969 5
Spe w9 § B 610 § 184 835 8| 6 ©dd 1457 728 § ®nE 287 5
1/red M8 916 § s B 1M 1 8| 7 Pad 112983 4407 § 82089 395 8
Sleed B8 8 § S 143 B MEES 43 8/ 8 #°ad 6953 3185 5 83T 454 8
8 lpad T 90 T B 18%5 66 8| 9 wad 7S 57 6§ 211 3317 5
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APENDICE N 1- Analyse da curva tempo-resposta do EHFLR em modelo crénico de

edema de orelha

B 2way ANOVA LA LR .S [ |
Multple compansons Data Set-A Data Set-B Data Set-C | Data Set-D
. Y v e
Within each row, compare columns (simple effects within rows|
2
3 Number of families 9
4 |Number of comparisons per family 10
5 |Aipha 0.05
6
7 |Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff.  |95% ClI of diff. Significant?  |Summary
8
9 | 1°dia
10 | Salina vs. Dexametasona 4 mg/kg 0.0 1479101479  |No ns
11 | Salina vs. EHLR 25mg/kg 0.0 1479101479 |No ns
12 | Salina vs. EHFLR 50mg/kg 0.0 1479101479 |No ns
13 | Salinavs EHLR 100mghkg 0.0 147910 1479 |No ns :
14 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EMLR 25mgfkg 0.0 14.79 10 14.79 No ns
15 | Dexametasona 4 mg/kg vs, EHFLR 50mg/kg 0.0 1479101479 |No ns
16 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 0.0 1479101479 [No ns
17 | EHLR 25mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg 0.0 -147910 1479  [No ns
18 | EHR R 26mg/kg vs. EHLR 100 mokg 0.0 1479101479 |No ns
19 EHFLR 50mg/kg vs. EH!.R 100 mg/kg |0.0 147910 1479 [No |ns
20
21 2°dia
22  Salina vs. Dexametasona 4 mg/kg 1.373 -13.4210 16.16 No ns
23  Salina vs EHLR 28mg/kg 7.558 7232102235  [No |ns
24  Salina vs. EHFLR 50mg/kg -2.584 -17.34101224  |No |ns
25  Salina vs. EHLR 100 mg/kg 17.75 2956103254  |Yes =
26 Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 28mg/kg |6.185 -8.604 1o 20,97 No |ns
27  Dexametasona 4 mgkg vs. EHFLR 50mgikg -3.926 1872101086  |No |ns
28 Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 1637 1.584 10 31.16 Yes %
29 EHLR 28mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg -10.11 2490104678  [No |ns
30  EHLR 28mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 10.19 4601102498  [No Ins
31 EWFLR 50mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 20.30 5510103509  |Yes | 5
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( Continuacdo ) APENDICE N 1- Analyse da curva tempo-resposta do EHFLR em

modelo crénico de edema de orelha

2

33 | dia —
34 | Salina vs. Dexametasona 4 mg/kg -5.870 -20.66 10 8.919 No ns
35 | Salina vs. EHLR 25mg/kg -0.02159  |-14.811014.77  |No ns
36 Salina vs. EHFLR 50mg/kg -3.379 -18.1710 1141 |No ns
37 | Salina vs. EHLR 100 mg/kg 4.333 -10.4610 19.12  [No ns
38 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 25mg/kg 5848 -8.941102064  [No ns

39 | Dexametasona 4 mgikg vs. EHFLR 50mgikg 2.491 -123010 1728 [No ns
40 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 11020 4586102499  |No ns
41 EHLR 25mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg -3.357 1815101143 [No ns
42  EHLR 25mg/kg ve. EHLR 100 mg/kg 4,355 -10431019.14  |No ns
43 | EHFLR 50mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 7.713 7077102250 |No ns
44
45 o

48 | Saiina vs. Dexametasons 4 mokg [1165  [-2648%03097  [No ™

47 | Saina vs. EHLR 25mghg (01764 1497101461 [No jos
48  Salina vs. EHFLR 50mgkg -7.907 -22.70 t0 6.883 No ns

‘49 Saiina vs. EHLR 100 mg/kg 0.7097 140810 1550  |No [ns
50  Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 25mg'kg 11.582 -3274102631  |No ns
51 Dexametasona 4 mg/kg vs. EHFLR 50ma/kg 3.785 -11.0010 1857  [No Ins
52  Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 12.40 -23881027.19  [No Ins
53  EHLR 25mgikg vs. EHFLR 50mg/kg -7.730 .2252107.059  [No ns
54  EHLR 25mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 0.8861 139010 1568  [No ns
55  EHFLR 50mgikg vs. EHLR 100 mgikg 8616 £173102341  |No ns
56
57 | 5°dia
58 | salina vs. Dexametasona 4 mg/kg 5.923 8855102071  [No ns
59 | Salina vs. EHLR 25mg/kg -0.8779 1567101381  |No ns
60 | Salina vs. EHFLR 50mgrkg 26565 10.86 to 40.44 Yes
61 | Salina vs. EHLR 100 mg/kg 9.736 5053102453  |No ns
62 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 25mg/kg -6.801 -21.59 10 7.988 No ns
63 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg 19.73 4.941 to 34.52 Yes a

64 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 3.813 1098101860  [No ne
65 | EHLR 25mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg 26.53 11.741041.32  |Yes
66 | EHLR 25mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 10.61 4176102540  |No ns
67 | EHFLR 50mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg -15.92 -30.71t0-1.128  |Yes "
68

Continua...
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Continuagéo...

69 | 6°dla |
70 | Salina vs. Dexametasona 4 mg/kg 188.41 7362101032  |Yes pade
71 | Salina vs. EHLR 25mg/kg 10.28 4505102507 |No ns
72 | salina vs. EHFLR 50mg/kg 34.17 19.38 t0 48.96 Yes pend
73 | Salina vs. EHLR 100 mg/kg 166.03 |5124108082  |Yes Anda
74 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 25mg/kg -78.12 9291106333  |Yes P
75 | Dexametasona 4 mg/kg ve. EHFLR 50mgkg -54.24 -69.0310-39.45 |Yes ek
1 76 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg .22 .37 -37.1610-7.585 |Yes e
77 | EHLR 25mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg 23.88 19.095t0 38.67 Yes fpaiy
78 | EHLR 25mg/kg vs. EHLR 100 mgikg 5575 4096107054  |Yes e
79 | EHFLR 50mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 31.87 1708104666  |Yes e
80
81 de
82  Salina vs. Dexametasona 4 mg/kg 150.8 135010 1656 Yes s
83  Salina vs. EHLR 25mgikg 57.58 4279107237  |Yes
84  Salina vs. EHFLR 50mg/g 87.70 7291101025  |Yes
85  Salina vs. EHLR 100 mgikg 1188 1038101334  |Yes —
86  Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 25mg/kg 9324 -108010-7845  |Yes
87 | Dexametasona 4 mghg vs. EHFLR 50mgig. (8313 |7792104834  [Ves i
88 | Dexametasona 4 mgikg vs. EHLR 100 mgikg 13226 |47.0510-1747  |[Yes
89 | EHLR 25mg/kg vs. EHFLR S0mg/kg _ o 1532104490  |Yes bl
90  EHLR 25mgikg vs. EHLR 100 mghg 60 99 4520107578 |Yes =
91  EHFLR 50mgkg vs. EHLR 100 mg/kg 3087 1608104586  |Yes -
2
9 g I -
94 | Saiina vs Dexametasona 4 mgkg 166.1 1513101809 |Yes o
95 | Saiina vs. EHLR 25mg/kg 1020 37 1610 116.7 Yes e
96 __Safina vs. EHFLR 50mg/kg 1483 qmsm&a_ Yes 2
97 | Saiina vs. EHLR 100 mg/kg ; 1489 1341101637 |Yes =3
98 Dexametasona 4 mgikg vs. EHLR 25mghg 64,14 |-78.931049.35 *_vn =
99 | Dexametasona 4 mg/kg vs. EHFLR S0mgkg A7.76 225510-2973  |Yes ol
100  Dexametasona 4 mg/kg vs. EHLR 100 mgikg -17.18 319810-2398  |Yes »
101 EHLR 25mgikg vs. EHFLR 50mgikg 46.37 3158106116  |Yes puns
102 EHLR 25mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 46 95 3216106174  |Yes —
103 EHFLR 50mg/kg vs EHLR 100 mgkg 0.5755 1421101536  [No ns
= . s ; :
105 | 9° dia
106 Saiina vs. Dexametasona 4 mgikg 182.2 11374101670 |Yes ] o
107 | Salina vs. EHLR 25mgikg 73.80 (5901108859  |Yes i
108 | Salina vs. EHFLR 50mg/kg 1182 1004101300  |Yes i o
109 | Salina vs. EHLR 100 mglkg 1506 1359101654 |Yes o] o
110 Dexametasona 4 mikg vs. EHLR 28mg/kg 7838 |931710-6360 |Yes e
111  Dexametasona 4 mg/kg vs. EHFLR 50mg/kg 3700 [517910-2221  |Yes
112 oozumtmm 4 mg/kg vs, EHLR 100 mg/kg -1.539 11_9.33 101325 |No ns
113 | EHLR 28mgikg vs. EHFLR 50mg/kg 4138 2659108617  |Yes
114 EHLR 25mgikg vs. EHLR 100 mg/kg 76.85 |6206109163  |Yes
115 | EHFLR 50mg/kg vs. EHLR 100 mg/kg 36,46 [2067105026  |Yes

Conclusdo.
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APENDICE O - Coluna Estatistica da reducéo da massa das orelhas em modelo crénico

de edema de orelha

Col stats l | J | .
Controle |Dexametasona 4 mg/mLIEHFLR EHFLR 50mg/kg/EHFLR 100mg/kg|
y 1 [ L B

1 Numberofvalues |6 6 5 13 6

- 2l

3 Minimum 1213 38 53 [56.71 16294 41.55

4 25% Percentiie 1236 4372 78.40 16363 52.00

5 Median 128.1 |s7.32 18664 72.16 5907

6 75% Percentie 1323 |59.35 96.39 77.33 164.25

7 Maximum 1339 59.54 97 56 83.75 |65.76

8 |

9 Mean 1278 5291 |84 88 7168 57.45
10 Std. Deviation 4687 8.803 1473 7.734 8659
11 Std Emorof Mean  [1.913 3594 l6.014 3.157 3535
12

13 |Lower 95% Ci of mean 123.0 4367 169 40 16356 4836
14 Upper 95% Cl of mean( 1328 |62.15 100.3 79.79 |65.53

15

d&m 7675 3175 509.2 430.1 3447
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APENDICE O 1 - Analyse da reducéo da massa das orelhas em modelo cronico de
edema de orelha

s 1j.vay AN OYA
tultiple cormparisons
4

1 |Number of families 1

2 |Number of comparisons per family 4

3 |Alpha 0.05

4

5 |Bonferroni's multiple comparisons test |Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary

6

T | Controle vs. Dexametasona 4 mg/mL|75.01 60.24 to 89.77 Yes i

8 | Controle vs. EHFLR 25mg/kg 43.05 28.29to 57.81 Yes i

9 | Controle vs. EHFLR 50mg/kg 56.24 41.48 t0 71.00 Yes i
10 | Controle vs. EHFLR 100mg/kg 70.47 55.711t0 85.23 Yes i




APENDICE P - Coluna Estatistica da reducdo do edema de orelha induzido por

Histamina
e Col. stats A - ¢
Salina Prometazina 6mg/kg|EHFLR 25 mg/kg
p Y Y Y
1 |Number of values 7 7 7
2
3  [Minimum 30.00 1.143 28.08
4 |25% Percentile 36.96 1.818 29.73
5 |Median 44 .89 3.871 34.00
6 [75% Percentile 50.86 9.146 36.22
7 |Maximum 54.29 14.37 63.39
8
9 |Mean 42.88 5.352 37.08
10 [Std. Deviation 8.599 4.822 11.96
11 |Std. Error of Mean 3.250 1.823 4,522
12
13 |Lower 95% CI of mean|34.93 0.8917 26.01
14 |Upper 95% Cl of mean|50.84 9.812 48.14
15
16 |Sum 300.2 37.46 2595

147
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APENDICE P 1 - Analyse da reducéo do edema de orelha induzido por Histamina

¥ 1'_way ANOV_A
tultiple comparisons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 2
3 |Alpha 0.05
4
5 |Bonferroni's multiple comparisons test|Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | Salina vs. Prometazina 6mg/kg 37.53 25.831049.23 Yes i
8 | Salina vs. EHFLR 25 mg/kg 5.808 -5.890 to 17.51 No ns




149

APENDICE Q - Coluna Estatistica da reducéo do edema de orelha induzido por Acido
Araquidonico

= Col. stats A - c
salina Indometacina 10 mg/kg| 50mg/kg
p Y Y Y

1 |Number of values 6 6 6

2

3 [Minimum 55.07 1.626 29.13
4 |25% Percentile 56.55 1.953 31.75

5 [Median 58.26 6.802 34,52

6 |75% Percentile 59.97 13.36 38.99

7 |Maximum 63.64 2267 44.44

8

9 |Mean 58.50 8.369 35.40
10 |Std. Deviation 2.857 7.983 5170
11 |Std. Error of Mean 1.166 3.259 2.111
12

13 |Lower 95% CI of mean|55.50 -0.008060 29.98
14 |Upper 95% CI of mean|61.50 16.75 40.83
15

16 |Sum 351.0 50.21 212.4




B
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APENDICE Q 1- Analyse da reducéo do edema de orelha induzido por Acido

d

Araquidonico

1way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families

1

1

2 Number of comparisons per family 2

3 Alpha 0.05

4

S Bonferroni's multiple comparisons test{Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary
6

7 salina vs. Indometacina 10 mg’kg  |50.13 41.89 to0 58.38 Yes i

8 salina vs. 50mg/kg 23.10 14.86 10 31.34 Yes i

9




APENDICE R - Coluna Estatistica da reducdo do edema de orelha induzido por

151

Capsaicina
= Col. stats A - c
Salina Dexametasona 4 mg/mLUEHFLR 25 mg/kg
d Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6
2
3 |Minimum 64.04 15.67 52.21
4 |25% Percentile 64.51 26.51 57.76
5 |Median 70.30 36.93 62.72
6 |75% Percentile 77.20 37.46 64.63
7 |Maximum 79.84 37.61 69.50
8
9 |Mean 70.91 3245 61.63
10 |Std. Deviation 6.981 8.700 5.640
11 |Std. Error of Mean 2.850 3.552 2.303
12
13 |Lower 95% CI of mean|63.58 23.32 55.71
14 |Upper 95% Cl of mean|78.24 41.58 67.55
15
16 |Sum 425.5 194.7 369.8
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APENDICE R 1- Analyse da reducio do edema de orelha induzido por Capsaicina

1way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families

1

1

2 Number of comparisons per family 2

3 Alpha 0.05

4

5 Bonferroni's multiple comparisons testMean Diff. 95% CI of diff. Significant?  [Summary
6

7 Salina vs. Dexametasona 4 mg/mL |38.46 28.09to 48.84 Yes i

8 Salina vs. EHFLR 25 mg/kg 9.280 -1.094 to 19.65 No ns
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APENDICE S - Coluna Estatistica da reducéo do edema de orelha induzido por Fenol

A B o
= Col. stats Salina Dexametasona 4 mg/mUEHFLR 25 mg/kg
P Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6
2
3 |Minimum 85.56 15.48 26.67
4 |25% Percentile 87.57 15.71 31.35
5 |Median 93.36 17.02 43.57
6 |75% Percentile 125.8 20.88 56.53
7 |Maximum 130.0 27.27 72.73
8
9 [Mean 102.5 18.55 45.10
10 |Std. Deviation 19.47 4.486 16.22
11 |Std. Error of Mean 7.947 1.831 6.621
12
13 |Lower 95% Cl of mean|82.05 13.85 28.08
14 |Upper 95% Cl of mean|122.9 23.26 62.12
15
16 |Sum 614.9 111.3 270.6
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APENDICE S 1 - Analyse da reducéo do edema de orelha induzido por Fenol

% 5 153 & 8-
- B =anahvze B & = o B IUXx2x, @ b~
* 1way AN OV_A
Multiple comparisons
4

1 |Number of families 1

2 |Number of comparisons per family 2

3 |Alpha 0.05

4

5 |Bonferroni's multiple comparisons test/Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?  |Summary

6

7 | Salina vs. Dexametasona 4 mg/mL |83.93 62.57 to 105.3 Yes b

8 | Salina vs. EHFLR 25 mg/kg 57.38 36.03 to 78.74 Yes




