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RESUMO

O processo inflamatério € um evento fisioldgico, cujas respostas geradas
nesse processo sdo ocasionados pela liberagao de mediadores inflamatérios, com
0 objetivo de restaurar a homeostase. Para o tratamento das inflamagbes séo
utilizados farmacos anti-inflamatérios, no entanto, a terapia prolongada leva ao
aparecimento de reacdes adversas que podem ser danosas ao paciente, e diante
disso a busca por novas alternativas mais seguras e eficazes se faz relevante.
Nesse contexto, as plantas medicinais, como as espécies vegetais Jatropha
gossypiifolia (Jg) e Ipomoea pes-caprae (Ipc) podem ser destacadas como fortes
candidatas, ja que na medicina tradicional sdo utilizadas popularmente para os
mais variados fins curativos, incluindo condi¢des inflamatérias. Nesse sentido, no
presente estudo foi realizado a obtengdo de géis contendo os extratos vegetais
dessas espécies e a avaliagdo de sua atividade anti-inflamatdria topica, utilizando
os modelos de edema de orelha induzido por aplicagao unica de 6leo de créton e
edema de pata induzido por carragenina (inflamagédo aguda) e edema de orelha
induzido por aplicagdo multipla de 6leo de créton (inflamagéo cronica). Os géis
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e mostraram-se estaveis
durante 30 dias de observacdo, ndo apresentando nenhuma alteragdo na cor,
odor ou aspecto. Os géis apresentaram pH semelhante ao pH cutaneo,
minimizando dessa forma o aparecimento de irritacdo ou alteracdo cutanea,
resultados que corroborarram com os do teste de irritagdo cutanea in vivo, onde
0S geéis ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade entre os 14 dias de
observagéo, indicando a seguranga do produto desenvolvido para uso topico. Os
géis de Jg demonstraram atividade anti-inflamatoria aguda significativa no edema
de orelha, e esta atividade foi aumentada de forma significante quando
quantidades equivalentes de extrato foram aplicadas incorporadas nos géis
desenvolvidos, além disso, também reduziram os niveis de edema, nitrito e
enzima MPO nas orelhas de camundongos, com intensidade semelhante a
dexametasona (padrdo antiinflamatorio). O extrato de Ipc ndo apresentou
atividade no modelo de edema de orelha aguda, mesmo apds incorporagdao no
gel, no entanto, inibiu significativamente o edema de pata durante todo a durag&o
do experimento semelhante a dexametasona. Os géis de Jg 1,0% e Ipc 5%
também mostraram significativo efeito anti-inflamatorio no teste de inflamagéo
cronica, reduzindo o edema (observado também na andlise histopatologica) e
oxidativos (peroxidacgao lipidica e a deplecdo de glutationa reduzida) similarmente
a dexametasona. Dessa forma, este estudo demonstrou a potencialidade anti-
inflamatoéria dos géis com os extratos das espécies J. gossypiifolia e I. pes-
caprae, podendo servir como ponto inicial para o desenvolvimento de produtos
fitoterapicos para o tratamento de processos inflamatérios.

Palavras chaves: Fitoterapicos. Inflamagdo. Formulagcdo tdpica. Jatropha
gossypiifolia. Ipomoea pes-caprae.



ABSTRACT

The inflammatory process is a physiological event, whose events
generated in this process are caused by the release of inflammatory mediators,
aiming to restore homeostasis. Anti-inflammatory drugs are used for the treatment
of inflammations, however, prolonged therapy leads to the appearance of adverse
reactions that may be harmful to the patient, and the search for new, safer and
more effective alternatives becomes relevant. In this context, medicinal plants,
such as the plant species Jatropha gossypiifolia (Jg) and Ipomoea pes-caprae
(Ipc) can be highlighted as strong candidates, since in traditional medicine they
are popularly used for a wide range of curative purposes, including inflammatory
conditions. In this sense, in the present study the obtain of gels containing the
vegetal extracts of these species and the evaluation of their topical anti-
inflammatory activity were carried out, using the models of ear edema induced by
single application of crton oil and paw edema induced by carrageenan (acute
inflammation) and ear edema induced by multiple application of chrotonic oil
(chronic inflammation). The gels presented adequate physico-chemical
characteristics and were stable during 30 days of observation, showing no change
in color, odor or appearance. The gels had pH similar to the cutaneous pH, thus
minimizing the appearance of irritation or cutaneous alteration, results that
corroborated with the in vivo skin irritation test, where the gels showed no clinical
signs of toxicity between the 14 days of observation, indicating product safety
developed for topical use. Jg gels demonstrated significant acute anti-
inflammatory activity in ear edema, and this activity was significantly increased
when equivalent amounts of the extract were applied incorporated into the
developed gels, and also reduced the levels of edema, nitrite and MPO enzyme in
the gels. ears of mice, with intensity similar to dexamethasone (anti-inflammatory
pattern). The Ipc extract showed no activity in the acute ear edema model, even
after gel incorporation, however, it significantly inhibited paw edema throughout
the duration of the dexamethasone-like experiment. Gels of 1.0% and Ipc 5% also
showed a significant anti-inflammatory effect in the chronic inflammation test,
reducing edema (also observed in the histopathological analysis) and oxidative
(lipid peroxidation and reduced glutathione depletion) dexamethasone. Thus, this
study demonstrated the anti-inflammatory potential of the gels with the extracts of
the species J. gossypiifolia and I. pes-caprae, and can serve as starting point for
the development of herbal products for the treatment of inflammatory processes.

Keywords: Herbal medicines. Inflammation. Topical Formulation. Jatropha

gossypiifolia. Inpomoea pes-caprae.
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1 INTRODUGAO

O processo inflamatorio € um evento fisiologico gerado apés uma lesao
tecidual causada por diferentes tipos de agentes etioldgicos (CALIXTO et al.,
2004). Nesse processo, uma série de eventos € gerada com o objetivo de reparar
o tecido lesado e levar a homeostase (LAWRENCE; FONG, 2010; PEREZ et al.,
2014). Esse processo inicialmente agudo, com curta duragéo, pode evoluir caso
haja a persisténcia do agente causador levando a cronificagdo da inflamagao
(NETEA et al.,, 2017). Varios mediadores estdo envolvidos no processo
inflamatdrio, agindo de forma conjunta para combater o agente causador do dano.
No entanto, quando em excesso, podem acabar agredindo tecidos saudaveis do
hospedeiro (MEDZHITOV, 2010).

Para inibir os efeitos danosos que podem ser desencadeados no decorrer
do processo inflamatoério sdo utilizados farmacos anti-inflamatérios, tais como os
anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e os glicocorticoides, que atuam
inibindo a formacdo de mediadores inflamatérios e o desencadeamento da
cascata da inflamagdo (ANTMAN et al.,, 2005). No entanto, o uso prolongado
desses farmacos pode levar ao desenvolvimento de algumas reagbes adversas,
muitas vezes graves, podendo levar a complicagdes sérias a vida do paciente,
tornando dessa forma a busca por alternativas mais seguras e eficazes constante
(JHA et al., 2018; MCKAY; CIDLOWSKI, 2003).

Diante desse contexto, as plantas medicinais sdo grandes aliadas, visto
que o uso delas na medicina tradicional para tratamento de enfermidades e
prevencdo de doencas é uma das praticas mais antigas da espécie humana
(AHMED; MURTAZA, 2015), além de ser uma alternativa de maior acesso a
populacdo e de baixo custo, tornando assim importantes estudos utilizando
espécies vegetais (HAYTAA; POLATB; SELVIC, 2014).

Dentre as diversas espécies vegetais que apresentam amplo uso popular
medicinal como anti-inflamatoérias, destacam-se neste trabalho Jatropha
gossypiifolia e Ipomoea pes-caprae, conhecidas popularmente como “pinhao-
roxo” e “salsa-da-praia”, respectivamente. Essas espécies sao utilizadas na

medicina tradicional para o tratamento de desordens inflamatdrias, tratamento de
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feridas cutaneas, além do uso como analgésico e cicatrizante, dentre outras
propriedades (FELIX-SILVA et al., 2014a; MEIRA et AL., 2012).

Tomando como base essas informagbes, o objetivo desse estudo foi
avaliar a eficacia de géis desenvolvidos contendo como principio ativo os extratos
das espécies vegetais J. gossypiifolia e I. pes-caprae em diferentes modelos de
atividade anti-inflamatéria, contribuindo assim para elucidagado do uso popular das
espécies, assim como para o desenvolvimento de possiveis novos produtos

fitoterapicos no mercado.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatorio € um evento fisiologico gerado apés uma lesao
tecidual causada por diferentes tipos de agentes (CALIXTO et al.,, 2004;
MEDZHITOV, 2010). Nesse processo, uma série de eventos complexos locais e
sistémicos sdo desencadeados, onde varios mediadores inflamatorios, endégenos
e exogenos, estao envolvidos levando ao desenvolvimento dos sinais classicos da
inflamacéo (rubor, calor, dor edema e perda de fung¢do). Todos esses eventos sédo
gerados para permitir a cicatrizagdo e reparo do tecido lesado e o retorno a
homeostase (LAWRENCE; FONG, 2010; PEREZ et al., 2014).

A infiltracdo de neutrdfilos € citada como evento inicial da inflamagéo
(MULLER, 2003). A partir do momento que ocorre o dano tecidual, células em
sentinela, como mastdcitos e macrofagos, também séo ativadas e possuem papel
fundamental no desenvolviemento do processo inflamatério. Os mastécitos agem
na liberagdo de histamina, eicosandides, fator de necrose tumoral (TNF) pré-
formado, citocinas recém-sintetizadas, triptases, outras proteases e quimiocinas.
A histamina, eicosandides e triptase causam vasodilatacdo (responsavel pelo
rubor e pelo calor) e extravasamento de liquido (causando edema). As triptases
de mastdécitos auxiliam na ativagcao de receptores acoplados a proteina G em
mastocitos, terminagdes nervosas sensoriais, endotélio e neutrdfilos, levando a
ativacdo de mais mastdcitos. A partir disso, interagdes entre células endoteliais e
leucécitos ocorrem, bem como citocinas sdo liberadas para aumentar
permeabilidade vascular e facilitar a entrada de células imunes nos tecidos no
local da lesdo (NATAN, 2002; MEDZHITOV, 2008; SERHAN et al., 2008).

A inflamagdo aguda é originada logo apos a lesédo, desencadeada por
uma resposta rapida, na qual ocorre um aumento do fluxo sanguineo para o local
e da permeabilidade capilar, além da migracao leucocitaria, onde a presenca dos
neutrofilos € marcante, objetivando a remogao dos invasores (NUCCI et al., 2012;
CIEMNIECK et al., 2016).

Durante o processo inflamatorio ocorre a participacdo, além dos

leucdcitos, das células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais e plaquetas,
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entre outras, agindo de forma conjunta na resposta inflamatéria (CRUVINEL et al.,
2010).

Para a resolucdo da inflamacgao € necessario o término da sinalizacao de
vias pro-inflamatérias e eliminacdo de células inflamatérias, permitindo a
restauracdo da funcdo do tecido normal. Uma falha destes mecanismos pode
levar a cronificacdo da inflamacédo, sendo bem comum em casos de infecgdes
persistentes, exposi¢cao prolongada a agentes potencialmente toxicos, endégenos
ou exoégenos, auto-imunidade, dentre outros (NETEA et al., 2017; LAWRENCE;
FONG, 2010). Participam da inflamagdo cronica os linfocitos, plasmdécitos,
eosinofilos, mastdcitos e neutrofilos, principalmente os mondcitos, os quais sao
recrutados e emigram para o tecido, transformando-se em macréfagos teciduais,
que serao ativados (ABBAS et al., 2008).

A ativagdo dos macrofagos leva a lesdo tecidual, por produzirem
metabalitos toxicos de oxigénio, proteases, fatores quimiotaticos dos neutrdfilos,
fatores de coagulagdo, metabdlitos do acido araquiddnico e 6xido nitrico, além
produzem ainda fatores de crescimento derivado de plaquetas, fator de
transformacdo do crescimento beta, fatores de angiogénese e colagenases de
remodelamento que levam ao desenvolvimento da fibrose. Os macréfagos
produzem ainda citocinas, como interleucina 1 (IL-1) e TNF, por exemplo, que
auxiliam no recrutamento de leucécitos, permitindo uma maior agao inflamatéria,
além de estimularem linfécitos B que se diferenciam em plasmacitos e produzirem
anticorpos especificos e T CD4+, levando a producgao de citocinas como a IL-12
que, por sua vez, estimula a ativagdo de outros macrofagos, amplificando a
resposta (MEDZHITOV, 2008).

2.1.1 Mediadores envolvidos no processo inflamatério

Varios mediadores estao envolvidos no processo inflamatério, que podem
ser divididos nos seguintes grupos, de acordo com suas particularidades e
propriedades bioquimicas: peptideos vasoativos, aminas vasoativas, mediadores
lipidicos, citocinas, fragmentos de componentes do complemento, enzimas

proteoliticas e quimiocinas (SADEGHI et al., 2014).
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As cininas sao peptideos vasoativos formados a partir dos cininogénios
por proteases especificas chamadas calicreinas. As calicreinas clivam os
cininogénios de alto peso molecular para produzir bradicinina. Algumas das acdes
da bradicinina sdo contragées de musculo liso, dilatagdo dos vasos sanguineos e
potente efeito pro-algéico (estimulante da dor), sendo a sensagdo de dor
importante por alertar ao organismo sobre o estado anormal do tecido danificado
(OH et al., 2015). Os neuropeptideos, outro tipo de peptideos vasoativos, como &
o exemplo da susbstancia P e da neurocinina A, sdo secretados por nervos
sensoriais e varios leucocitos, podendo iniciar e regular reagdes inflamatorios,
causando degranulagdo de mastocitos e atuar na transmissdo da dor
(MEDZHITOV, 2008).

As aminas vasoativas, como a histamina e a serotonina, sdo mediadores
pré-formados que ficam armazenados nos mastécitos, baséfilos e plaquetas
sanguineas, sendo os primeiros mediadores a serem liberados nas reacdes
inflamatdrias agudas, levando a aumento da permeabilidade vascular, dilatagao
de arteriolas, contragdo endotelial e aumento dos espagoos interendotelial (OH et
al., 2015), além disso a histamina também leva ao recrutamento de mastocitos e
inducdo da producdo de citocinas contribuindo para amplificacdo do processo
inflamatério (BRANCO; YOSHIKAWA; PIETROBON, 2018).

Dentre os mediadores lipidicos envolvidos no processo inflamatério estao
os eicosandides e fatores ativadores de plaquetas. O acido araquiddnico é
metabolizado para formar eicosandides pelas cicloxigenase-1 (COX-1) e
cicloxigenase-2 (COX-2), que geram prostaglandinas e tromboxanos, ou pelas
lipoxigenases, que geram leucotrienos e lipoxinas (OYEBANJI; SABA; ORIDUPA,
2014). As prostaglandinas, em especial as prostaglandina E;, prostaglandinas D,
e prostaglandina F»a e a prostaciclina |, possuem efeito vasodilatador, levando a
exacerbacido dos efeitos quimiotaxicos e aumento da permeabilidade de outros
mediadores. As prostaglandinas estdo envolvidas na produgdo da febre e da
sensacao dolorosa. Os leucotrienos exercem também agao quimiotatica, atuam
na permeabilidade vascular e ativam as células de defesa na degranulagédo e
producdo de superoxidos, 0os quais cooperam para os danos caracteristicos da
lesao inflamatéria. As lipoxinas inibem a inflamacao e promovem a resolugao da

inflamacéao e reparacédo de tecidos (HUSAIN et al., 2016). Os fatores ativadores
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de plaquetas atuam no recrutamento de leucocitos, vasodilatacdo e
vasoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e ativagdo plaquetaria
(MEDZHITOV, 2008).

As citocinas sdo ativadas por diferentes vias, sendo importantes para
regular as fungdes fisiologicas do organismo em condigdes normais. Estas vias
quando ativadas de maneira excessiva estdo associadas a uma desordem
inflamatoéria e imunolégica (CUONG et al., 2015). As citocinas podem ser
classificadas como pro-inflamatdérias (tais como IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-17, TNF-a)
e anti-inflamatérias (como a IL-4, IL-10, IL-13 e TGFp), colaborando para os
efeitos locais atuando na indugdo da expressdo de moléculas de adesado e de
quimiocinas, assim exercendo importante papel na quimiotaxia de células, além
disso, também provocando efeitos sistémicos como a febre (OLIVEIRA et al.,
2011; KUNDU; SURH, 2008).

Participam também na formacdo dos eventos vasculares as
anafilatoxinas, que sido os fatores C3a, C4a e Cba ativados via sistema
complemento, que agem induzindo a degranulacdo de mastdcitos levando a
liberagédo de histamina (MEDZHITQOV, 2010; KING, 2007).

Decorrente do processo inflamatério, ha aumento da expressédo do gene
oxido nitrico sintetase indutivel (iINOS), com a produg¢ao excessiva de 6xido nitrico
por periodos prolongados, mediante a exposicdo de macréfagos ao
lipopolissacarideo bacteriano. O Oxido nitrico, produzido pela o6xido nitrico
sintetase, € uma molécula reativa e instavel podendo causar lesdo tecidual
localizada pela formag&o de radicais livres, agindo na musculatura lisa
promovendo vasodilatacao, reduzindo a agregacao e adesao plaquetaria, inibindo
o recrutamento de leucécitos e agindo também como inibidor do componente
celular das respostas inflamatérias (PANZARIU et al., 2016).

Diante desse arsenal, vale ressaltar que esses mediadores liberados
buscam combater o agente causador do dano, no entanto, podem acabar
agredindo tecidos saudaveis do hospedeiro em processos inflamatorios
exacerbados, retirando assim o carater primariamente protetor dessa resposta e
transforando-a em uma entidade nosoldgica, o que ocorre, por exemplo, na artrite
reumatoide, arterosclerose, doencas neurodegenerativas, dermatite atopica,
psoriase entre outras (GLASS et al., 2010; NETEA et al., 2017).
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2.1.2 Farmacos anti-inflamatoérios: Anti-Inflamatorios Nao Esteroidais
(AINEs) e Glicocorticoides

Para a inibicdo dos efeitos danosos que podem ser desencadeados no
decorrer do processo inflamatério sdo utilizados na pratica clinica farmacos anti-
inflamatorios. Dentre os farmacos utilizados estdo o grupo dos anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINEs) e os glicocorticéides, que atuam inibindo a formagao de
mediadores inflamatérios e o desencadeamento da cascata da inflamacéao
(ANTMAN et al., 2005).

Os AINEs sao considerados os medicamentos mais prescritos em todo o
mundo. O mecanismo de acao desses farmacos consiste na inibicdo da
cicloxigenase (COX), uma enzima que degrada o acido araquidénico e que é
fundamental para o desenvolvimento da cascata da inflamacdo (BATLOUNI,
2010; ATTIK et al., 2018).

A COX existe em duas isoformas: a isoforma COX-1, que é expressa de
forma constitutiva na maioria dos tecidos, e a COX-2, cuja expressao
€ induzida durante processos inflamatorios. A COX-1 €& essencial para
homeostase do organismo e atua em processos que interferem na protegcdo da
mucosa gastrointestinal, controle do fluxo sanguineo renal, homeostasia,
respostas autoimunes, fungdes pulmonares e do sistema nervoso central,
cardiovasculares e reprodutivas. Ja a COX-2 tem sua expressao induzida durante
proccessos inflamatorios e leva a produgédo de prostaglandinas relacionadas ao
desenvolvimento do edema, rubor, febre e hiperalgesia, e de prostaciclinas que
possuem efeito vasodilatador e provoca relaxamento das células musculares lisas
vasculares (HORVATH et al., 2015). Dessa maneira a inibicdo nao-seletiva dos
AINEs pode levar a pertubagdes no organismo e ao desenvolvimento de reacgdes
graves, de modo que cada vez mais se buscam por inibidores seletivos da
isoforma da COX envolvida mais diretamente nos processos inflamatérios. Porém,
por outro lado, a inibicdo seletiva sobre a COX-2 também pode levar a
consequéncias sérias, devido ao dano cardiovascular que pode ocorrer
(HORVATH et al., 2015). Além disso, os AINEs também sdo conhecidos por

causarem reacbes cutaneas como urticaria, eritrema multiforme, erupcao
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acneiforme, exantema, angioedema dentre outras (AL RAAIE; BANODKAR, 2008;
JHA et al., 2018).

Os glicocorticéides também sdo muito utilizados para o tratamento das
inflamagbes. Estes farmacos agem inibindo n&do sé os efeitos iniciais como
também efeitos tardios da inflamacéao, além de ter acdo imunossupressora. Sua
acao anti-inflamatoria € decorrente de modificagdes na transcrigdo de genes, em
geral, induzindo a expressao de uma proteina conhecida como lipocortina 1, que
inibe a fosfolipase A, (PLA;), assim bloqueando a sintese de eicosandides
derivados do acido araquidénico (prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos e
tromboxanos), além de apresentarem efeito inibitorio na sintese de INOS e de
citocinas como IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, TNF-q, fator estimulador de colénias de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e quimiocinas (UVA et al., 2012;
PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009). Apesar de serem potentes anti-inflamatorios, o
uso desses farmacos pode provocar reagdes graves, levando a alteragdes no
sistema enddcrino-metabdlico, imunolégico e cardiovascular, por exemplo,
quando a terapia € utilizada por longos periodos (MCKAY; CIDLOWSKI, 2003;
KATZUNG, 2010).

Sendo assim, a busca por alternativas mais seguras e eficazes no
tratamento das inflamagdes € relevante, visto que muitos efeitos podem ser
irreparaveis ou até mesmo fatais para o ser humano. Diante disso, as plantas
medicinais podem servir como alternativas nesse processo, sabendo que o0 uso
de plantas no tratamento de doengas ja é uma pratica antiga na medicina
tradicional (ATTIK et al., 2018; CALIXTO, 2000).

2.1.3 Plantas medicinais e Fitoterapicos

As plantas medicinais contribuem de forma muito importante na saude ao
redor do mundo. O uso de plantas medicinais para o tratamento alternativo de
doencas é uma pratica milenar, mais antiga até mesmo que o proprio homem
(AHMED; MURTAZA, 2015). Muitas vezes o unico recurso terapéutico disponivel
para determinada populacdo € o conhecimento sobre plantas medicinais
(MACIEL, 2002; HAYTAA; POLATB; SELVIC, 2014), e segundo a Organizagao

Mundial de Saude (OMS), a populagao dos paises em desenvolvimento fazem o
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uso de plantas medicinais devido a dificuldade ao acesso de medicamentos
prescritos, por residirem em zonas rurais ou aldeias, por exemplo, se tornando,
em muitos casos, a unica forma de acesso a atencdo primaria de saude
disponivel (WHO, 2007).

As plantas medicinais constituem-se de uma mistura complexa de
compostos quimicos que podem ser responsaveis por diferentes atividades
farmacoldgicas, muitas dessas atividades vém sendo avaliadas e confirmadas em
diversos estudos na literatura, também apresentam grande importancia no setor
de desenvolvimento de medicamentos, considerando a utilizagdo de sbstancias
ativas como prototipos de farmacos e servindo como matérias-primas para o
desenvolvimento de fitoterapicos (SIMOES, et al., 2007). Além disso, as plantas
medicinais sdo uma alternativa mais acessivel e bem menos onerosa em relacao
aos medicamentos sintéticos, na grande maioria dos casos (CALIXTO, 2000).

O Brasil sendo um pais que apresenta uma enorme biodiversidade,
abrangendo cerca de 20-22% de todo o planeta, associado ao vasto
conhecimento tradicional referente ao uso de plantas, possui potencial no
desenvolvimento de novos medicamentos para o mercado (DUTRA, 2016;
MARMITT et al., 2015).

Segundo a RDC 26/2014, medicamentos fitoterapicos s&o os obtidos com
emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia
seja baseada em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia
de sua qualidade, ja os medicamentos classificados como medicamentos
tradicionais fitoterapicos sdo os obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade seja baseada em dados de
uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e que sejam
concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um meédico para fins de
diagnostico, de prescrigdo ou de monitorizacdo (BRASIL, 2014).

Em 2006 com o objetivo de garantir a populagdo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, o Ministério da
Saude implementou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos no Sistema Unico de Saude (SUS), além disso essas politicas

também incentivam o desenvolvimento de cadeias produtivas e de industrias
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farmacéuticas e uso sutentavel da biodiversidade (BRASIL, 2006a; BRASIL,
2006b).

Nesse contexto, esse trabalho propde a obtengao de géis contendo como
principio ativo o extrato das espécies vegetais Jatropha gossypiifolia e Ipomoea
pes-caprae e avaliagao da atividade anti-inflamatdria destes, pois sdo importantes
estudos aprofundados visando novas alternativas terapéuticas que utilizem como
principios ativos plantas medicinais as quais possuem baixo custo e maior

facilidade de acesso a populagdo em geral.

2.1.4 Jatropha gossypiifolia L.

2.1.4.1 Informacgdes botanicas

A espécie vegetal Jatropha gossypiifolia L. (Figura 1) é uma planta
medicinal pertencente ao género Jatropha, da familia Euphorbiaceae e subfamilia
Crotonoideae, que possui cerca de 175 espécies. O nome Jatropha deriva das
palavras gregas “jatrés”, que significa “doutor”, e “trophé”, que significa “comida
ou nutricdo”, sendo relacionado com as propriedades medicinais apresentadas
por este género que durante muito tempo tem sido utilizado na terapia medicinal
(DEVAPPA, et al., 2010; FELIX-SILVA et al., 2014a; SABANDAR, et al., 2013).

Figura 1 — Espécie vegetal Jatropha gossypiifolia

Fonte: FELIX-SILVA et al., 2014a.

Conhecida popularmente como “pinh&o-roxo”, “pido-roxo”, “peado-roxo”,
“batata-de-teu”, “erva-purgante”, “jalapdo”, “mamoninha” ou “pido-preto (FELIX-
SILVA et al., 2014a), a espécie J. gossypiifolia possui ampla distribuicdo

geografica devido sua facilidade de adaptagao, estando presente nas regides de
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clima tropical, subtropical, tropical seco e regides semiaridas da Africa e Américas
e nos dominios fitogeograficos Amazénia, Caatinga e Mata Atlantica (FLORA DO
BRASIL, 2018). A espécie tem como sinbnimos botanicos Adenoropium elegans
Pohl, Adenoropium gossypiifolium (L.) Pohl, Jatropha gossypiifolia var. typica
Chodat & Hassl., Manihot gossypiifolia (L.) Crantz (FLORA DO BRASIL, 2018).

J. gossypiifolia € considerada um arbusto de pequeno porte, com folhas
de coloracdo verde-escuras que podem apresentar cor purpuro-avermelhada
escuras, alternas, palmadas, com limbo dividido em Iébulos, grandes, glabras e
estipuladas. Suas flores s&o de cor roxa, unissexuadas, possuem disposicdo em
cimeras paniculadas e com calice de cinco pétalas e nas flores masculinas pode
haver formacdo de um tubo pentaldide. Seus frutos sdo capsulares, sulcados e
contém sementes de coloragdo escura com pintas negras (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002; FELIX-SILVA et al., 2014a).

2.1.4.2 Constituintes quimicos descritos

Dos constituintes quimicos presentes em diferentes partes de J.
gossypiifolia ja foram relatados na literatura acidos graxos, alcaloides, cumarinas,
esteroides, flavonoides, lignanas, proteinas, saponinas, taninos e terpenoides. Os
estudos também relatam os flavonoides como o grupo maijoritario presente nas
folhas, podendo estes ser utilizados como marcadores quimicos da espécie
vegetal (FELIX-SILVA et al., 2014a; FELIX-SILVA et al., 2018; PILON et al.,
2013). Os compostos quimicos presentes na espécie vegetal J. gossypiifolia estao

descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 — Compostos quimicos identificados na espécie vegetal Jatropha gossypiifolia

Planta inteira

Diterpenoides

DAS; VENKATAIAH, 1999

el RAVINDRANATH et al., 2003
atrofonona DAS: VENKATAIAH, 1999
RAVINDRANATH et al., 2003
Cumarinolignoides P . DAS; VENKATAIAH, 2001
ropacina

DAS; VENKATAIAH, 1999

Venkatasina

DAS; VENKATAIAH, 2001
DAS; VENKATAIAH, 1999

Folhas Triterpenoides (130,1483,20S)-2,24,25-
trinidroxilanosta-1,7- TINTO et al., 1992
dien-3-ona
20a,130,14B,20S)-
(2,24,25-trih§droxil)anost- TINTO et al., 1992
7-en-3-ona
Flavonoides 5,7,4’-tri-hidroxi-3’, 5'- TINTO et al., 1992
dimetoxiflavanona
Apigenina SUBRAMANIAN; NAGARAJAN;
SULOCHANA, 1971
Isorientina FELIX-SILVA et al., 2014a
GRANADOS et al., 2015
Isoschaftosideo MARTINS et al., 2018
PILON et al., 2013
Isovitexina SUBRAMANIAN; NAGARAJAN;
SULOCHANA, 1971
, MARTINS et al., 2018
SereiiesieEo PILON et al., 2013
Vitexina SUBRAMANIAN; NAGARAJAN;
SULOCHANA, 1971
Alcaloides Ricinina BULLANGPOTI et al., 2011
FELIX-SILVA et al., 2014a
4'-O-desmetil
Galhos Cumarinolignoides _retrochinensina DAS etal., 2004
Cleomiscosina A DAS et al., 2003
Gossipidieno DAS; ANJANI, 1999
Isogadaina DAS; RAO; SRINIVAS, 1996
Jatrodieno DAS et al., 1996
Prasantalina CHATTERJEE et al., 1988
Raizes Diterpenoides

2a-hidroxijatrofona

TAYLOR et al., 1983

2B-hidroxiisojatrofona

TAYLOR et al.,, 1983

2B-hidroxijatrofona

TAYLOR et al.,, 1983

Citlalitriona

FALODUN et al., 2012

Falodona

FALODUN et al., 2012

Jatrofolona A

TAYLOR et al., 1983

Jatrofolona B

FALODUN et al.,, 2012

Jatrofona

FALODUN et al., 2012

Flavonoides

Naringenina

MUTHEESWARAN et al., 2017
NWOKOCHA et al., 2011
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Quadro 1 — Compostos quimicos identificados na espécie vegetal Jatropha gossypiifolia

(continuagao)

Galhos, Cumarinolignoides Arilnaftaleno DAS; BANERJI, 1988
raizes e Gadaina BANERJI et al., 1984
sementes Jatrofan CHATTERJEE et al., 1981
Latéx Proteinas Ciclogossina A HORSTEN et al., 1996
Ciclogossina B AUVIN-GUETTE et al., 1997
Sementes Esteres 12-desoxi-16-hidroxilforbol ADOLF; OPFERKUCH;

HECKER, 1984

Acidos graxos

Acido araquidico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido caprilico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido estearico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido laurico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido lignocérico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido linoléico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido miristico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido oléico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido palmitico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido palmitoléico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido ricinoléico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acido verndlico

HOSAMANI; KATAGI, 2008

Acucares Arabinose MARIZ et al., 2010
Ramnose MARIZ et al., 2010
Xilose MARIZ et al., 2010
Partes aéreas Lignanas Gossypifan DAS; DAS, 1995
(folhas e Gossypilina DAS; DAS; KASHINATHAM,
1998
galhos)

Fonte: Revisao da literatura.

2.1.4.3 Usos populares

Na medicina tradicional todas as partes da espécie vegetal J. gossypiifolia

(folhas, galhos, raizes, sementes, latéx) sao utilizadas para os mais variados fins

curativos e de diversas formas de preparo (decoccao, infusao, chas, cataplasma,
dentre outras) (COE; ANDERSON, 1996; SANTOS et al., 2012; SABANDAR et

al., 2013). Os usos populares descritos para a espécie sdo descritos no Quadro 2.




Planta

28

Quadro 2 - Usos populares descritos na literatura da Jatropha gossypiifolia

DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002

i Felgestee SABANDAR et al., 2013
Antimicrobiano - SABANDAR et al., 2013
Antitérmico I AUVIN-GUETTE et al., 1997
Cicatrizante - WADANKAR; MALODE;

SARAMBEKAR, 2011
Discrasia (tratamento) - SABANDAR et al., 2013
Disfonia (tratamento) - SABANDAR et al., 2013
Prurido - NEAMSUVAN et al., 2015
Folhas Analgésico E SANTOS et al., 2012
PEDROLLO et al., 2016
Antianamico I JANSEN et al., 2010
SABANDAR et al., 2013
Anticancer - AGYARE et al., 2018
AJOSE, 2007
Antidiabético I COE; ANDERSON, 1996
Antidiarreico - COE; ANDERSON, 1996
AJOSE, 2007
Anti-infeccioso I, E KUMAR et al., 2006
I, E AJOSE, 2007
Anti-inflamatorio COE; ANDERSON, 1996
ADENIYI et al., 2018
BALDE et al., 2016
Antineoplasico - SABANDAR et al., 2013
Antiofidico I KADIR et al., 2015
Antirreumatico - AJOSE, 2007
Antisséptico E DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002
e I JANSEN et al., 2010
Antitérmico DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002
Antiulcerogénico I COE; ANDERSON, 1996
Cicatrizante E COE; ANDERSON, 1996
DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002
Contraceptivo e oxitotoxico - SANTOS et al., 2012
- CARTAXO; DE ALMEIDA
Antitrombdtico SOUZA; DE ALBUQUERQUE,
2010
Doengas hepaticas (tratamento) - KPODAR et al., 2016
Detoxificante - PANDA et al., 2009
Disturbios gastrointestinais (tratamento) I SANTOS et al., 2012

Folhas Doengas de pele (tratamento) - SABANDAR et al., 2013
Doengas sexualmente transmissiveis - SABANDAR et al., 2013
(tratamento) PANDA et al., 2009
Feridas e erupgdes cutaneas (tratamento) E COE; ANDERSON, 1996

Hemostatico

CARTAXO; DE ALMEIDA
SOUZA; DE ALBUQUERQUE,
2010

Maléria (tratamento)

JANSEN et al., 2010

Psicoativo

KUMAR et al., 2006
SABANDAR et al., 2013
SANTOS et al., 2012

Vertigem (tratamento)

SABANDAR et al., 2013
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Quadro 2 - Usos populares descritos na literatura da Jatropha gossypiifolia (continuagéo)

Galhos

RASINGAM; JEEVA; KANNAN,

Analgésico 2012
Antimalarico I YETEIN et al., 2013
Anticancer I, E AGYARE et al., 2018
ASHIDI et al., 2010
Antirreumatico - COELHO-FERREIRA, 2009
Emenagogo I HOSAMANI; KATAGI, 2008
Resfriado (tratamento) | TAYLOR et al., 1996
Raizes Anticancer I, E AGYARE et al., 2018
ASHIDI et al., 2010
- MOLANDER et al., 2012
Antiofidico (tratamento) RIOS; PASTORE JUNIOR,
2011
Anticonvulsivante - QUINTANS JUNIOR et al., 2008
Disfungao erétil - CANO; VOLPATO, 2004
Doencas uterinas (tratamento) I JAIN et al., 2004
Dores urinarias (tratamento) ) PANDA et al., 2009
SABANDAR et al., 2013
Hanseniase (tratamento) - SABANDAR et al., 2013
Latéx Alopecia - AJOSE, 2007
Analgésico E HEBBAR et al., 2004
Anticancer - AJOSE, 2007
- AJOSE, 2007
Anti-hemorragico ODUOLA; AVWIORO;
AYANNIYI, 2005
Anti-infeccioso E AJOSE, 2007
Anti-inflamatdrio - AJOSE, 2007
Antiulcerogénico - AUVIN-GUETTE et al., 1997
Antiofidico (tratamento) E DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002
Antirreumatico - AJOSE, 2007
Cicatrizante E DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002
Diurético I AGRA et al., 2008
Doencas oculares ) CATARINO; HAVIK;
ROMEIRAS, 2016
Feridas infectadas (tratamento) E AUVIN-GUETTE et al., 1997
Furdnculos - WAGH,; JAIN, 2018
Laxante - AGRA et al., 2008
Prurido cuténeo - LANS et al., 2001
Purgativo I AGRA et al., 2008
ALBUQUERQUE et al., 2007
Queimaduras (tratamento) E KOSALGE; FURSULE, 2009

Fonte: Revisdo da literatura. E: via de uso externo. |: via de uso interno. -: ndo especificado.

Além dos usos populares apresentados, J. gossypiifolia também tem

amplo uso ornamental, € empregada como pesticida (FALODUN et al., 2012), e
inseticida (SABANDAR et al., 2013; AGRA et al., 2007), além de também ser
utilizada em rituais religiosos (LEAL; AGRA, 2005).
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2.1.4.4 Estudos farmacoldgicos

Estudos prévios na literatura vém demonstrando a potencialidade da
espécie J. gossypiifolia, apresentando diversas atividades farmacolégicas, como
apresentado no Quadro 3. Muitos estudos utilizando o extrato das folhas vem
sendo desenvolvidos. A atividade anti-inflamatdria reportada na literatura tem
mostrado resultados promissores. Estudos desenvolvidos por nosso grupo de
pesquisa demonstraram o potencial inibitério do extrato aquoso das folhas de J.
gossypiifolia frente o edema de pata induzido por carragenina (FELIX-SILVA et
al., 2014d), dessa maneira, torna-se relevante estudar a atividade anti-inflamatéria
topica do extrato aquoso das folhas em modelos de inflamagédo agudo e crénico,

0s quais ainda nao foram descritos na literatura.

Quadro 3 — Estudos farmacolégicos referentes a espécie vegetal Jatropha gossypiifolia

Planta inteira

Imunomoduladora

DEO; CHAUDHARI; INAM, 2012

Antioxidante

SHAHWAR et al., 2010

Antimicrobiana

RAVINDRANATH et al., 2003

Folhas

Anticolinesterasica

FEITOSA et al., 2011
MARTINS et al., 2018
SALEEM et al., 2016

Anticoagulante

FELIX-SILVA et al., 2014c

Anti-inflamatoria

FELIX-SILVA et al., 2014b

Antimalarica

JANSEN et al., 2010

Antioxidante

FELIX-SILVA et al., 2014c

Antimicrobiana

FELIX-SILVA et al., 2017

Ansiolitica e sedativa

APU et al., 2012

Antiofidica

FELIX-SILVA et al., 2018
FELIX-SILVA et al., 2017 FELIX-
SILVA et al.,, 2014d

Antidiarreica

APU et al.,, 2012

Antifungica

KUMAR et al., 2006

Antiemetica

ISLAM; ISLAM; SALIM HOSSAIN,
2017

Antiulcerogénica

KUMAR et al., 2017

Trombolitica

ISLAM; ISLAM; SALIM HOSSAIN,
2017

Leishimanicida

MARTINS et al., 2018
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Quadro 3 - Estudos farmacolégicos referentes a espécie vegetal Jatropha gossypiifolia
continuacgao

Galhos . . ISLAM; ISLAM; SALIM HOSSAIN,
Antiemetica 2017
Anticolinesterase MARTINS et al., 2018
Antioxidante MARTINS et al., 2018
Hipoglicemiante SALEEM et al., 2016
Leishmanicida MARTINS et al., 2018
Anti-inflamatoéria PUROHIT; PUROHIT, 2011

Raiz Antibacteriana MUTHEESWARAN et al., 2017
Antineoplasica FALODUN et al., 2012
Antiulcerogenica SALEEM et al., 2016
Anticolinesterase SALEEM et al., 2016
Antiofidica REDDI et al., 2014
Hipoglicemiante SALEEM et al., 2016

Latex Antibacteriana ROCHA; DANTAS, 2009
Anticolinesterase MARTINS et al., 2018
Leishmanicida MARTINS et al., 2018

Fonte: Revisao da literatura.

Vale ressaltar que a espécie vegetal J. gossypiifolia esta incluida na
Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), uma lista elaborada pelo Ministério da Saude com o objetivo de
incentivar o estudo de algumas espécies vegetais para uma posterior distribuicao
dessas espécies no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2018). Sendo
assim, se tornam importantes os estudos envolvendo essas espécies de plantas
medicinais devido sua potencialidade como fonte de novas moléculas bioativas
com grande interesse em saude publica, visando a utilizagdo destas como novas

alternativas terapéuticas.

2.1.4.5 Estudos toxicologicos

O género Jatropha é conhecido por apresentar plantas com potencial
toxico. As intoxicagbes ocorrem principalmente pela ingestdo de frutos e
sementes levando a geragéo de eventos gastrointestinais, podendo progredir para
alteragdes cardiovasculares e renais (MARIZ et al., 2010). O latex € considerado
irritante para pele e mucosas e as sementes levam a aglutinagdo de hemacias e
dermatite (SABANDAR et al., 2013).

O estudo pré-clinico de toxicidade aguda realizado por Mariz et al. (2007)
em ratos Wistar relata que a administracdo do extrato etandlico das folhas de J.
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gossypiifolia via oral possui baixa toxicidade aguda. O mesmo extrato foi utilizado
na avaliagao da toxicidade oral crénica sendo administrado por treze semanas e
foi possivel notar sinais de toxicidade significantes que levou a reducdo da
atividade no sistema nervoso central e disturbios digestivos e na analise
histologica alteragdes hepaticas, renais e pulmonares, além de uma letalidade de
46,6% entre os machos e 13,3% em fémeas quando tratados com a dose
experimental mais alta (405 mg/kg) (MARIZ et al., 2012). A avaliagdo in vitro
realizada por Almeida et al. (2015) mostrou que o extrato etandlico e aquoso das
folhas de J. gossypiifolia possui citotoxicidade e genotoxicidade. Apesar de esses
estudos apresentarem a toxicidade de extratos da J. gossypiifolia é relevante se
avaliar a via de administracao, tipo de extrato, parte da planta utilizada, dentre

outras caracteristicas.

2.1.5 Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br

2.1.5.1 Informacdes botanicas

A espécie vegetal Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. pertence ao género
Inomoea e a familia Convolvulaceae, que por sua vez possui cerca de 500-600

” 113 ” “

espécies. Conhecida popularmente como “salsa”, “salsa-da-praia”, “pé-de-cabra”
ou “gléria da manha, possui como sinbnimos boténicos Convolvulus pes-caprae
L., Batatas maritima (R .Br.) Bojer, Inoomoea aegopoda St.-Lag. e Ipomoea biloba
Forssk (CHAN et al., 2016; FLORA DO BRASIL, 2018).

Essa espécie encontra-se amplamente distribuida por todo o mundo,
ocorrendo nas regides tropicais e subtropicais, as margens de estradas, rios,
lagoas, terrenos abandonados, sendo mais comum em regides de praias e dunas,
fato esse que da origem ao nome popular da espécie como “salsa-da-praia”
(CASTELLANI; SANTOS, 2006; MIRYEGANEH et al., 2014).

A |. pes-caprae (Figura 2) € uma planta perene, com caules de ramos
longos, que podem atingir até 40 metros de comprimento que percorrem sob o
solo ficando apenas as folhas e flores eretas. As raizes s&o produzidas nos nos,

grandes, espessas e possuem casca marrom. Suas folhas sdo verdes e grossas,
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podendo atingir cerca de 10 cm de comprimento e se apresentam de forma
arredondada, semelhante a pegada de uma cabra, geralmente dobrado no meio
da veia e pode ser entalhada no apice. As flores sédo atrativas, possuem forma de
sino, coloracdo roxa ou violeta sendo mais escura no centro, no tamanho de
aproximadamente 2 polegadas. As frutas sdo capsulas achatadas com quatro
sementes pretas e densamente peludas. As sementes sdo formadas dentro de
capsulas, sendo uma forma de conferir protecdo a agua salgada, por exemplo
(CHAN et al., 2016; MANIGAUNHA et al., 2010; NILAM; JYOTI; SUMITRA, 2018).

Fonte: Autoria propria. As magens aresentam aé folhas da Ipomoea pes-caprae.

2.1.5.2 Constituintes quimicos descritos

Estudos anteriores demonstraram a presenga de contituintes quimicos
como alcaldides, carboidratos, flavonoides, taninos, esterois e terpenoides na
espécie |. pes caprae (BARTH et al., 2017; VENKATARAMAN et al., 2013).

Alguns dos compostos ja descritos na literatura sdo apresentados no Quadro 4.
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Quadro 4 - Constituintes quimicos identificados na espécie vegetal Ipomoea pes-caprae

Partes
aéreas
(folhas e

caules)

Benzenoides

4.4 7-trimetil-1,4-diidro-2-
hidroxi1- naftalenona

PONGPRAYOON et al., 1991
PONGPRAYOON et al., 1992

4-vinil-guaiacol-8-cedren-13-
ol

PONGPRAYOON et al., 1992
PONGPRAYOON et al., 1991

Eugenol

PONGPRAYOON et al., 1991
PONGPRAYOON et al., 1992

Compostos
fendlicos

Acido 3,4-di-O-
cafeoilquinico (Acido
isoclorogénico A)

TERAMACHI et al., 2005

Acido 3,5-di-O-
cafeoilquinico (Acido
isoclorogénico B)

TERAMACHI et al., 2005

Acido 4,5-di-O-
cafeoilquinico (Acido
isoclorogénico C)

TERAMACHI et al., 2005

Acido galico

BANERJEE et al., 2013

Cumarina

3,4-diidro-8-hidroxi-3- metil
isocumarina

PONGPRAYOON et al., 1992

Meleina PONGPRAYOQOON et al., 1992
Isoprenoides Actinidol PONGPRAYOON et al., 1992
PONGPRAYOON et al., 1992

E-phytol EMENDORFER et al., 2005

MARIE et al., 2007

Trans-B-damascenona

PONGPRAYOON et al., 1992
EMENDORFER et al., 2005

Triterpenos E-nerolidol MARIE et al., 2007
Acido betulinico KROGH et al., 1999
Acetato a-amirina KROGH etal., 1999
Acetato 3- amirina KROGH et al., 1999
Glochidona KROGH etal., 1999
Limoneno MARIE et al., 2007
Flavonoides Acido quinico KROGH etal., 1999
Acido salicilico KROGH etal., 1999
Isoquercetina KROGH et al., 1999
KROGH et al., 1999
Iso tri BANERJEE et al., 2013
quercetrina VIEIRA et al., 2012
DUTRA et al., 2014
Flavonoides . KROGH etal.,, 1999
CLETEENTE SOng BANERJEE et al., 2013
gleaimEnaz] VIEIRA et al., 2012
Quercetina KROGH etal., 1999
Glicolipideos ESCOBEDO_MARTINEZ et

Pescapreinas I-IV

al,, 2010

Pescaprosideos A

ESCOBEDO_MARTINEZ et
al,, 2010

Sesquiterpenoides a —cadinol MARIE et al., 2007
a —copaeno MARIE et al., 2007
a —humuleno MARIE et al., 2007

Terpenos Estigmasterol KUMAR et al., 2014
Germacreno MARIE et al., 2007

Fonte: Revisao da literatura.
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2.1.5.3 Usos populares

A espécie I. pes-caprae é bastante utilizada para diversas finalidades na
medicina tradicional, especialmente em ferimentos cutaneos, processos
dolorosos, desordens gastrintestinais e a pasta das folhas sobre queimaduras
causadas por aguas-vivas (CHAO et al., 2016; MEIRA et al., 2012
MANIGAUNHA et al., 2010), como apresentado no Quadro 5.

Quadro 5 — Usos populares descritos na literatura da Jpomoea pes-caprae

Folhas

Acrtrite

PACKER et al., 2012
SAHOO; JENA; DINDA, 2016

Cicatrizante

CHAN et al., 2016
SAHOO; JENA; DINDA, 2016

Colicas

SAHOO; JENA; DINDA, 2016
KROG et al., 1999

Disenteria

MEIRA et al.,, 2012
MANIGAUNHA et al.,, 2010

Disturbios digestivos
(tratamento)

SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MANIGAUNHA et al.,, 2010

Dor de cabeca

PACKER et al., 2012
SAHOO; JENA; DINDA, 2016

Dor interna e externa

BRAGADEESWARAN et al.,
2010

SOUZA et al., 2000
WASUWAT, 1970

E PACKER et al., 2012
Feridas (tratamento) SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MEIRA et al.,, 2012
Furunculos E SAHOOQO; JENA, DINDA, 2016
Hemostatica - SAHOOQO; JENA, DINDA, 2016
Hipertensao (tratamento) MEIRA et al., 2012
Inchacos E SAHOOQO; JENA, DINDA, 2016
E, I SOUZA et al., 2000
Inflamacdes SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MEIRA et al., 2012
MANIGAUNHA et al.,, 2010
Picadas (tratamento) E SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MEIRA et al., 2012
I CHAN et al., 2016
Reumatismo MANIGAUNHA et al., 2010
SAHOOQO; JENA, DINDA, 2016
Ulceras E SAHOOQO; JENA; DINDA, 2016
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Quadro 5 — Usos populares descritos na literatura da Ipomoea pes-caprae (continuacao)

Raizes

SAHOO; JENA; DINDA, 2016

idliess CHAN et al., 2016
Carsiimsin KROG et al., 1999
MEIRA et al., 2012
Diuretico MEIRA et al., 2012
Febre SAHOO; JENA; DINDA, 2016
Gota WASUWAL, 1970
SAHOO; JENA; DINDA, 2016
R . MEIRA et al., 2012
eumatismo (tratamento) CHAN et al., 2016
Sifilis (tratamento) SAHOO; JENA; DINDA, 2016
Tonico CHAN et al., 2016
Partes Colicas CHAN et al., 2016
. ROGERS; GRICE; GRIFFTHS,
aereas Enxaqueca 2000
(folhas e KROG et al., 1999
caules) Ferimentos cutaneos WASUWAT, 1970

(tratamento)

Gonorréia (tratamento)

MEIRA et al,, 2012

Gota (tratamento)

SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MEIRA et al,, 2012

Processos dolorosos

ROGERS; GRICE; GRIFFTHS,
2000

Queimaduras por agua
viva (tratamento)

ROGERS; GRICE; GRIFFTHS,
2000

Toénica

SAHOO; JENA; DINDA, 2016
MEIRA et al,, 2012

Fonte: Revisao da literatura. E: via de uso externo. | :via de uso interno. -: ndo especificado.

2.1.5.4 Estudos farmacoldgicos

Estudos prévios na literatura tem demonstrado o potencial da [. pes-
caprae, sendo varias atividades farmacoldgicas relatadas na literatura como
apresentado no Quadro 6. Um estudo com 12 pacientes realizado por
Sunthonpalin; Wasuwat (1985) relatou melhora na dermatite causada por agua-
viva utilizando um creme contendo extrato das folhas de Ipomea pes-caprae a
1%, onde cinco pacientes com infecgdes leves foram aliviados da coceira no dia
seguinte e a dermatite desapareceu apos dois dias, e sete pacientes com
infecgbes graves apresentaram melhora de 50% em uma semana e recuperagao
completa apoés 30 a 45 dias, deixando poucas cicatrizes hipertroficas. Além disso,
um estudo clinico desenvolvido no Hospital de Doencas Tropicais da

Universidade de Mahidol, na Tailandia, o qual ndo conseguiu demonstrar a
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eficacia da pomada no tratamento da dermatite, mas foram eficazes na redugéo
da duragéao do prurido (PIYAPHANEE et al., 2015).

Quadro 6 — Estudos farmacolégicos referentes a espécie vegetal Ipomoea pes-caprae

Folhas Antioxidante QASIM et al., 2017
Antimicrobiana KUMAR et al., 2014
MATUNOG; BAJO, 2013
Raiz Anti-hemostatico ROGERS; GRICE; GRIFFTHS, 2000

Antiespasmaotica

PONGPRAYOON et al., 1992

Analgésica

SOUZA et al., 2000

Imunoestimulatoria

PHILIPPI et al., 2010

Antiplasmodial

POTHULA; KANIKARAM, 2015

Partes aéreas Inibigao de sintese de

(folhas e caules) prostaglandinas

PONGPRAYOON; BOHLIN; WASUWAT,
19912

Antinociceptiva

SOUZA et al., 2000
VIEIRA et al., 2013

Anti-inflamatéria

ADRIANO et al., 2014
BARTH et al., 2017
BANERJEE et al., 2013
VIEIRA et al., 2013

Antioxidante BANERJEE et al., 2013
Anti-artritica VENKATARAMAN et al., 2013
Antitumoral MANIGUNHA; KHARYA; GANESH, 2015

Inibicdo do envenenamento
por medusas

PONGPRAYOON; BOHLIN; WASUWAT,
1991b

Antiespasmotica

EMENDORFER et al., 2005

Fonte: Revisdo da literatura.

Diante disso, testar o extrato das folhas para uso anti-inflamatério tépico

pode estar trazendo evidéncias cientificas quanto ao uso popular dessa espécie
vegetal, além de contribuir na geragcédo de possiveis novos produtos fitoterapicos
no mercado como alternativa no tratamento de processos inflamatérios agudos e

croénicos.

2.1.5.5 Estudos toxicologicos

O género Ipomoea possui algumas plantas consideradas téxicas. Em
relacdo a I. pes-caprae ha poucos estudos avaliando a toxicidade de extratos
relatados na literatura, no entanto um estudo desenvolvido por Venkataraman et
al. (2013) avaliou a toxicidade dérmica aguda de uma formulagdo contendo o

extrato das folhas e caules de I. pes-caprae incorporado a base de vaselina e
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relatou ndo ter observados sinais de toxicidade e mortalidade durante os dois
estudos de toxicidade dérmica aguda, enquanto a dose letal mediana (DLsp) do
extrato das folhas, administrado por via tdpica foi maior que 2000 mg/kg,
indicando sua baixa toxicidade. Barth et al., (2014) e Adriano et al. (2014),
realizaram um teste de citotoxicidade in vitro pelo método de agarose overlay e
nao foi observado halos de citotoxicidade de formulagdes contendo o extrato da /.
pes-caprae incorporado a base de Hostacerin®, Aristoflex®, Carbopol® Ultrez ou
Cellozise®.

Nesse contexto, este trabalho visa desenvolver géis contendo como
principio ativo o extrato de Jatropha gossypiifolia e Ipomoea pes-caprae, sabendo
de seu potencial descrito pelo uso popular, e assim esta contribuindo com uma

alternativa terapéutica para o tratamento de desordens inflamatodrias.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar a eficacia anti-inflamatéria de géis

contendo como principio ativo os extratos das espécies vegetais Jatropha

gossypiifolia e Ipomoea pes-caprae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

o))

Preparar extratos das folhas de Jatropha gossypiifolia e Ipomoea pes-
caprae;

Realizar caracterizagdo analise fitoquimica dos extratos de Jatropha
gossypiifolia e de Ipomoea pes-caprae;

Preparar formulacdo semissélida (géis) para a veiculagdo dos extratos de
Jatropha gossypiifolia e Ipomoea pes-caprae;

Caracterizar fisico-quimicamente os géis preparados (avaliagdo de
caracteristicas organolépticas, teste de centrifugacéo e avaliagdo de pH);
Avaliar o potencial de irritagdo cutédnea das formulagdes preparadas;
Avaliar a eficacia anti-inflamatéria in vivo dos géis preparados através de
modelos de inflamacdo aguda (edema de orelha induzido por aplicagcéo
unica de d6leo de croton e edema de pata induzido por carragenina);

Avaliar a eficacia anti-inflamatéria in vivo dos géis preparados através de
modelo de inflamacgéo crénica (edema de orelha induzido por aplicagéo

multipla de éleo de créton).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta do material vegetal e identificagao

As folhas de Jatropha gossypiifolia L. foram coletadas na cidade de Santa
Cruz, Rio Grande do Norte, Brasil (6°13'08,1'S, 36°01'17,8"0O) e as folhas de
Ipomoea pes-caprae no municipio de Natal, Rio Grande do Norte, na Praia do
Forte (5°45°54,3”S, 35°11°46,6370). A coleta do material vegetal foi realizada sob
autorizacao do Sistema Brasileiro de Autorizacio e Informagao em Biodiversidade
(SISBIO) (Processo n° 35017) e do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (Processo n°
A4E8DEOQ de 02/05/2018).

A identificagdo botanica do material foi realizada no Herbario do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte sob o numero de
exsicata UFRN 12561, no caso de J. gossypiifolia e UFRN 431, no caso de /. pes-
caprae.

As folhas foram secas a 45°C em estufa de ar circulante, trituradas e
armazenadas em frascos hermeticamente fechados, protegidos da luz e da
umidade até o preparo do extrato.

4.1.2 Preparo dos extratos

O extrato das folhas de J. gossypiifolia foi preparado pelo método de
decocgao, aquecendo as folhas secas com agua purificada na propor¢ao 1:10
(p/v) por 15 min a 100°C. Apos isto, o extrato aquoso obtido foi filtrado a vacuo,
liofilizado e armazenado a -20°C. O método de extracao foi escolhido de acordo
com a literatura anterior que indica que esta € uma das principais formas de

utilizagdo na medicina popular (decocgao do cha) e em pesquisas anteriores do
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nosso grupo (Félix-Silva et al., 2014a; Félix-Silva et al. al., 2017a; Félix-Silva et
al., 2014d; Félix-Silva et al., 2018).

O extrato das folhas da I. pes-caprae foi preparado pelo método de
maceracgao, utilizando solugdo hidroetandlica 70% na propor¢do 1:10 (droga
vegetal: solvente, p/v) por 48 horas a temperatura ambiente, sendo realizada
também uma remaceracéao por 48 horas. Apds este periodo, parte dos extratos foi
fitrado e utilizado para realizacdao do estudo fitoquimico e a outra parte foi
rotaevaporada, liofilizada e armazenada a -20°C. O método de extracdo foi
escolhido de acordo com a literatura anterior baseada em estudos que utilizaram
o extrato das folhas por via tépica, além de ser um método de melhor rendimento

do processo extrativo e que é utlizado em escala industrial.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS VEGETAIS

4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato aquoso das folhas de J. gossypiifolia foi fracionado por meio de
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, resultando na
obtencdo das fragbes hexano (HEX), diclorometano (CH,Cl;), acetato de etila
(AcOEt), n-butanol (BuOH) e aquosa residual (AR). As fragbes foram
rotoevaporadas para evaporacéao total do solvente organico. Como fases méveis
foram utilizadas duas composi¢cdes de solventes: acetato de etila: acido féormico:
agua (8:1:1, v/viv) e tolueno: acetato de etila: acido férmico (5:5:0,5, v/viv).

Para o extrato das folhas de I. pes-caprae foi utilizada como fase movel a
composicdo de solventes: acetato de etila: acido formico: acido acético: agua
(10:1,1:1,1:2,6 v/viviv). Apds a eluigdo, as placas foram secas e os componentes
observados sob luz ultravioleta (254 e 365 nm).

Para a realizagao da CCD, foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica
em vidro como fase estacionaria. Foram utilizados reveladores especificos de
acordo com a classe de compostos investigada como: vanilina sulfurica, reagente
atural A, cloreto férrico e reagente de Dragendorff para a pesquisa de substancias
pertencentes as principais classes de compostos da espécie vegetal. Além disso,

padrdes de flavonoides foram empregados para analises por meio de co-CCD.
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4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a analise do perfil quimico do extrato aquoso das folhas de J.
gossypiifolia foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo
de arranjo de diodos (CLAE-DAD). As analises foram realizadas em um sistema
de cromatografia liquida da Merck-Hitachi®, modelo Chromaster, acoplado a um
detector de arranjo de diodos com bomba quaternaria, coluna de forno e auto-
injetor. Os eluentes utilizados foram 0,5% (v/v) de acido férmico pH 2,37 (A) e
acetonitrila (B), utilizando o seguinte gradiente de elui¢do: 10-17% B, 0-10 min;
17% B, 10-60 min; 17-20% B, 60-70 min, em um tempo de analise total de 70
minutos. A eluicdo do fluxo foi mantida constante a 0,5 mL/min e 20 uL de cada
amostra foram injetados. Foi utilizada uma coluna Thermo Scientific® RP-18 (250
x 4,6 mm, 5 ym de tamanho de particula) como fase estacionaria e a temperatura
do forno da coluna foi mantida em 23°C. O extrato liofilizado foi ressuspenso em
agua (concentracdo final: 2 mg/mL) e os padrées de orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina foram ressuspensos em metanol: agua (1:1,v/v)
(concentragao final: 50 mg/mL). Amostras e solventes foram filtrados através de
uma membrana de 0,45 pm. Os tempos de retencdo (Rt) e os espectros
ultravioletas foram obtidos a partir dos picos do cromatograma a 254 e 340 nm,
com a aquisicao de espectros de UV no intervalo de 200 a 400 nm. A identificagao
dos flavonoides foi baseada na comparacdo do Rt, espectro UV dos principais
picos e observacao do aumento da area do pico apds a co-injecdo do extrato com

os padroes.

4.3 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO

Com o objetivo de avaliar se o extrato das folhas de I. pes-caprae
apresentaria toxicidade um teste preliminar foi realizado, visto que na literatura
nao foi encontrado estudos referente a toxicidade de extratos da |. pes-caprae,
diferente da J. gossypiifolia onde estudos na literatura ja apresentam dados sobre
toxicidade de extratos da espécie (FELIX-SILVA et al., 2014a).
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4.3.1 Atividade hemolitica do extrato das folhas de /. pes-caprae

Este ensaio foi realizado conforme previamente descrito na literatura
(GAUTHIER et al., 2009). Primeiramente, foi feito um preparo de suspenséo de
eritrocitos humanos, onde sangue colhido em tubos com &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) foram centrifugados a 1.500 rpm por 10 minutos. O plasma
obtido e a camada superior de células foram descartados. Os eritrocitos foram
resuspensos a 10 % (v/v) em tampéao fosfato salino (PBS), homogeneizados e
novamente centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. Este processo foi repetido
até o sobrenadante ficar limpido. Por fim, os eritrocitos foram ressuspensos a 10
% (v/v) em PBS. Para o ensaio hemolitico, foram colocados em microtubos 230
ML do extrato /. pes-caprae em diferentes concentragbes (62,5, 125, 250, 500 e
1000 ug/mL) juntamente com 20 uL da suspenséo de eritrocitos. Para controle de
100% de hemodlise, foram preparados microtubos com a suspensao de eritrocitos
e agua purificada ou Triton X-100 1%. Para os brancos, foram preparados
microtubos com o extrato de /. pes-caprae e PBS. Apds esse processo, incubou-
se 0s microtubos a 37°C por 60 minutos. Centrifugou-se essas amostras a 1.300 g
por 3 min a temperatura ambiente. Finalmente foi lido 100 uL do sobrenadante
dessas amostras em leitora de microplaca a 540 nm. A porcentagem de hemdlise
foi calculada pela férmula:

Hemolise =

Absorbancia a 540 nm da amostra — Absorbancia a 540 nm do branco

Absorbancia a 540 nm do controle 100% de hemodlise —
Absorbancia a 540 nm do branco do controle 100% de hemolise

*100

Experimentos envolvendo coleta de sangue humano foram realizados
com aprovacao do Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (CAAE 88074318.3000.5292).
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4.4 PREPARO DOS GEIS DE Jatropha gossypiifolia E lpomoea pes-caprae

4.4.1 Preparagao dos géis

Inicialmente, foram testadas varias formulagbes, para ajustar as
concentracbes a fim de se obter, dentre as diversas desenvolvidas, uma
formulacdo com as caracteristicas desejadas para um gel de uso tépico, para
posterior incorporagao dos extratos.

Na formulacdo escolhida o extrato de Jg foi incorcorado a formulagdo em
trés concentracdes diferentes, 1,0%, 2,5% e 5,0% (p/p), e o extrato de Ipc foi
incorporado na concentragdo de 5,0% (p/p). Os componentes foram pesados
separadamente (Quadro 7). Em um béquer (A) foram adicionados
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (2%, p/p), metilparabeno (0,2%, p/p) e
propilenoglicol (3%, p/p), € homogeneizados com auxilio de bastdo de vidro. Em
um outro béquer (B) foi adicionado o Pluronic F-127 (15%, p/p) e o alcool
isopropilico (5%, p/p). Com auxilio de outro bastdo de vidro, as substancias foram
homeogenizadas e transferidas para o béquer A. Apés isso, foi adicionado o g.s.p.
de agua destilada gelada. O extrato liofilizado foi adicionado a formulagdo depois
de previamente solubilizado em q.s. de agua gelada. Apdés o preparo, as
formulagcbes foram levadas ao sonicador, por 30 segundos. Depois foram
mantidas a 8°C, protegidas da luz e umidade, por pelo menos 24 horas antes da
analise fisico-quimica ou dos ensaios in vivo. O placebo (gel base sem

incorporagao de extratos) foi utilizado como controle.

Quadro 7 — Componentes e seus respectivos percentuais (p/p) utilizados para o preparo

dos géis
Componentes Placebo Jg1,0% Jg2,5% Jg5,0% Ipc 5,0%
HPMC 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Propilenoglicol 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Polaxamer F- 127 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Alcool isopropilico 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Metilparabeno 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Extrato liofilizado - 0,10 0,250 0,50 0,50
Agua purificada 10 10 10 10 10
asp

Fonte: Autoria propria.
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4.4.2 Caracterizacao fisico-quimica dos géis

4.4.2.1 Avaliagao das caracteristicas organolépticas

As formulagbes desenvolvidas foram avaliadas de forma subjetiva quanto
ao aspecto, a cor e o odor apos 24 h de sua preparagado, durante 30 dias. As
formulagdes foram mantidas em temperatura de 8 £ 1°C durante este periodo. As
amostras foram classificadas como: normal sem alteracdo (N), levemente
modificada (LM), modificada (M) e intensamente modificada (IM) (BRASIL, 2004).

4.4.2.2 Teste de centrifugagao

O teste foi realizado em uma microcentrifuga (Eppendorf, 5415R,
Hamburgo, Alemanha), utilizando 1 g de amostra em uma rotagéo de 800 g por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apds a centrifugagéo, observou-se a ocorréncia
ou nao de alteragdes no aspecto visual da formulagdo e se haveria necessidade
de reformulagédo (BRASIL, 2004).

4.4 2.3 Avaliacao do pH

Foi preparada uma diluicdo de 10% (p/v) de cada formulagdo em agua e
utilizada para a determinacédo do pH em pHmetro (PHS-3E, lonlab, Araucéria, PR,

Brasil), a temperatura ambiente, em triplicata (PIANA et al., 2013).

4.5 EXPERIMENTOS IN VIVO

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss de 25-30 g, com 6-8
semanas de idade, de ambos os sexos, fornecidos pelo biotério do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio Grande Norte. Os animais
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foram alojados em gaiolas de polipropileno padrdo e mantidos sob temperatura
controlada (22 + 2°C) em ciclo claro/ escuro de 12 horas. Os camundongos foram
alimentados com livre acesso a ragdo e agua. No final dos experimentos, os
animais foram eutanasiados por sobredosagem com tiopental de sédio (100
mg/kg) ou superdosagem de xilazina/cetamina (xilazina 2% 150 mg/kg + cetamina
10% 300 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.).

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(protocolos no. n° 004/2013 e n° 091.072/2017), e realizados de acordo com as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e os Principios Orientadores Internacionais para Pesquisas
Biomédicas Envolvendo Animais do Conselho de Organizagées Internacionais de
Ciéncias Médicas (CIOMS).

4.5.2 Teste de irritagdo cutdanea em camundongos

Os animais foram pesados e suas respectivas massas corporeas
anotadas. Os animais foram anestesiados com cetamina 90 mg/kg e xilazina e 10
mg/kg, por via intraperitoneal, e em seguida realizada a tricotomia da regiao
dorsocostal do animal. A regido tricotomizada foi lavada com solugédo de
detergente neutro 1% e seca com papel toalha. Foi delimitada uma area de
aproximadamente 3 cm? e nessa regido aplicada um papel de filtro (2 cmz)
impregnado com 100 mg da amostra (géis incorporados com o extrato, gel
placebo ou agua destilada), prendendo-o com auxilio de uma fita hipoalergénica.
A fita foi mantida em contato com a pele durante 4 h e apds este periodo, retirado
o papel filtro e realizada a lavagem novamente. A analise visual quanto a sinais
de eritema, edema, pele seca ou qualquer alteracao local ou sistémica, incluindo
alteragdes comportamentais, consumo de agua e comida e peso corporeo foram
realizados em 1, 24, 48 e 72 h, e ap0s este periodo o monitoramento foi realizado
em dias alternados até o 14° dia (PETERS et al., 2015).
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4.5.3 Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria de J. gossypiifolia (Jg)

4.5.3.1 Inibicdo do edema de orelha induzido por aplicagdo unica de oleo de

croton

Inicialmente foi realizada a avaliagdo do extrato de Jg por via topica
aplicando-o diretamente nas orelhas dos animais sem estar incorporado a uma
formulacdo. Diferentes quantidades de extrato liofilizado (0; 0,2; 0,5 e 1,0
mg/orelha) ou dexametasona (referéncia anti-inflamatéria) (0,02 mg/orelha),
dissolvidos em 20 pL de dimetilsulféxido: agua: acetona (4:30:66, v/v/v) foram
aplicados 15 segundos apés a indugdo do edema. Apds este experimento, foi
realizada a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria dos géis desenvolvidos a fim
de avaliar se a incorporagao do extrato na formulagido afetaria sua atividade anti-
inflamatoria. Para isso, foi aplicado nas orelhas de camundongos, 15 segundos
apo6s a indugdo do edema, 20 mg de cada um dos géis de Jg desenvolvidos
(placebo ou géis contendo 1,0; 2,5 ou 5,0% de extrato) ou dexametasona (1
mg/g). Todas as aplicagbes foram realizadas com um swab, através de
movimentos padronizados de 25 fricgdes. A quantidade (20 mg) e as
concentragdes (1,0, 2,5 e 5,0% do extrato de Jg) dos géis foram escolhidas de
modo a obter-se quantidades equivalentes de extrato (0,2, 0,5 e 1 mg/orelha) nos
dois experimentos (extrato incorporado ou ndo na formulagédo) e assim permitir
avaliar diretamente o efeito da formulacdo sobre a atividade anti-inflamatéria do
extrato.

O ensaio foi conduzido conforme o método descrito previamente na
literatura com pequenas adaptagdes (SCHIANTARELLI et al. 1982). Grupos de 5
animais foram utilizados e em cada um deles foi aplicado 20 yL de uma solucéo
fresca de oleo de croton 2,5% (v/v), por via topica, na superficie interna da orelha
direita, enquanto que igual volume de veiculo (acetona) foi aplicado na superficie
interna da orelha esquerda como controle. Cerca de 15 segundos apdés a indugao
do edema, os animais foram tratados conforme descrito anteriormente. Seis horas
apds a indugao da inflamagédo, os animais foram eutanasiados e bidpsias de 6

mm de didmetro de ambas as orelhas foram coletadas, pesadas em balanca
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analitica e submetidas a mensuracao do edema de orelha que foi expresso em
percentual de aumento da massa da orelha em relagdo a orelha controle. Em
seguida, as amostras foram armazenadas a -80°C para posterior dosagem de
parametros inflamatdrios, como determinacdo da atividade da enzima
mieloperoxidade (BRADLEY et al., 1982; POSADAS et al., 2004) e dosagem de
nitrito (GREEN et al., 1981).

4.5.3.2 Inibicao do edema de orelha induzido por aplicagdo multipla de dleo de

croton

O ensaio foi conduzido conforme o método de 9 dias descrito previamente
na literatura, com pequenas adaptagdes (STANLEY et al., 1991). No dia 1, em
cada animal, foram aplicados 20 yL de uma solugao fresca de 6leo de créton
2,5% (v/v), por via topica, na superficie interna da orelha direita, enquanto que
igual volume de veiculo (acetona) foi aplicado na superficie interna da orelha
esquerda como controle. O mesmo procedimento foi repetido em dias alternados
(dias 3, 5, 7 e 9). Os animais foram tratados com 20 mg da formulagdo
semissdlida contendo o extrato de Jg (1% p/p) ou dexametasona (anti-inflamatério
de referéncia) (1 mg/g) ou placebo (gel base sem principio ativo), durante 5 dias,
2 vezes ao dia, a partir do 5° dia do experimento até o ultimo (dia 9). No dia 9, os
animais foram eutanasiados e bidpsias de 6 mm de didametro foram coletadas e
submetidas a mensuragado do edema de orelha. Em seguida, as amostras foram
armazenadas a -80°C para determinacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica
(BUEGE; AUST, 1978), dosagem de glutationa reduzida (GSH) (BEUTLER et al.,
1963) e analise histoldgica.

4.5.3.3 Inibigdo do edema de pata induzido por carragenina

A atividade antiedematogénica da formulagao foi avaliada frente o0 edema
da pata induzido por carragenina em camundongos seguindo método descrito por
Posadas et al. (2004) com modificagdes. Grupos de 5 animais receberam injecao

subplantar na pata direita posterior de 50 pyL de carragenina A (500 ug por pata).
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Cerca de 1 (um) minuto apds, os animais foram tratados com 20 mg da
formulagcdo semissdlida contendo o extrato ou placebo (gel base sem principio
ativo), através de movimentos padronizados de 25 fricgdes. Um grupo de animais
recebeu tratamento com um creme de dexametasona 1 mg/g (anti-inflamatério
padrao de referéncia). O aumento da espessura da pata foi medido com um
paquimetro digital antes e durante um periodo de quatro horas apods a indugao da
inflamacdo. O tratamento tdpico foi reaplicado duas horas apds inducdo do
edema. O edema foi expresso como o aumento percentual da espessura da pata

calculado pela subtragao do valor basal.

4.5.4 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria de JIpomoea pes-caprae (Ipc)

4.5.4.1 Inibicdo do edema de orelha induzido por aplicagdo unica de d6leo de

créton

A avaliacdo do extrato de Ipc por via tépica foi realizada aplicando-o
diretamente nas orelhas dos animais sem estar incorporado a uma formulacéo. O
extrato liofilizado (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (referéncia anti-inflamatoria)
(0,02 mgl/orelha), dissolvidos em 20 pyL de dimetilsulfoxido 5% (v/v) foram
aplicados 15 segundos apés a indugdo do edema. Apds este experimento, foi
realizada a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria do gel desenvolvido a fim de
avaliar se a incorporacdo do extrato na formulagdo afetaria sua atividade anti-
inflamatoria. Para isso, foi aplicado nas orelhas de camundongos, 15 segundos
apos a indugéo do edema, 20 mg do gel de Ipc (placebo ou gel contendo 5,0% de
extrato) ou dexametasona (1 mg/g). Todas as aplicagdes foram realizadas com
um swab, através de movimentos padronizados de 25 fricgdes. A quantidade (20
mg) e a concentragdo escolhida (5,0% do extrato de Ipc) do gel foi escolhida de
modo a obter-se quantidade equivalente de extrato (1 mg/orelha) nos dois
experimentos (extrato incorporado ou ndo na formulagéo) e assim permitir avaliar
diretamente o efeito da formulagéo sobre a atividade anti-inflamatoéria do extrato.

O ensaio foi conduzido conforme o método descrito anteriormente no

tépico 4.5.3.1. O tratamento tépico foi realizado aplicando 20 mg da formulagéo
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semissolida contendo o extrato de Ipc a 5% ou dexametasona (anti-inflamatério
de referéncia) (1 mg/g) ou placebo (gel base sem principio ativo). As amostras
das orelhas coletadas foram armazenadas a -80°C para posterior dosagem de
parametros inflamatdrios, como determinacdo da atividade da enzima
mieloperoxidade (BRADLEY et al., 1982; POSADAS et al., 2004).

4.5.4.2 Inibicao do edema de orelha induzido por aplicagdo multipla de dleo de

créton

O ensaio foi conduzido conforme o método descrito no topico 4.5.3.2. Os
animais foram tratados com o gel contendo o extrato de Ipc 5%. As amostras
coletadas foram armazenadas a -80°C para determinacao posterior dos niveis de
peroxidacao lipidica (BUEGE; AUST, 1978), dosagem de glutationa reduzida
(GSH) (BEUTLER et al., 1963) e analise histolégica.

4.5.4.3 Inibicdo do edema de pata induzido por carragenina

A atividade antiedematogénica da formulacdo foi avaliada frente o edema
da pata induzido por carragenina em camundongos seguindo método descrito
anteriormente no tépico 4.5.3.3. O tratamento tépico foi realizado aplicando o gel
contendo o extrato de Ipc a 5%. O edema foi expresso como o0 aumento

percentual da espessura da pata calculado pela subtragcéo do valor basal.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a meédia + erro médio padrdo. Os dados
foram analisados por analise de variancia (ANOVA) two way, seguido de teste de
Bonferroni ou ANOVA one way, seguido de teste de Tukey. Valores de p menores
que 0,05 foram considerados significativos. As analises estatisticas foram
realizadas através do software GraphPad Prism® (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE FITOQUIMICA

5.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A analise por CCD com diferentes reveladores foi realizada com a
finalidade de identificar as principais classes de compostos presentes no extrato
das folhas de J. gossypiifolia e I. pes-caprae.

Duas fases moveis foram utilizadas na analise do extrato aquoso de J.
gossypiifolia, uma delas com caracteristica mais apolar composta por tolueno:
AcOEt: acido férmico (5: 5: 0,5, v/v/v) e a outra com caracteristica mais polar
composta por AcOEt: acido formico: agua (8:1:1, v/v/v). Apos eluicdo das CCDs,
cada uma foi analisada com um revelador diferente. O primeiro revelador usado
foi a vanilina sulfurica seguida de aquecimento, conhecido por ser um revelador
universal que detecta principalmente a presenca de terpenos, saponinas e
compostos de Oleos essenciais com coloragdes caracteristicas de cada classe
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 1984). A partir da visualizagéo foi observado que
o extrato e fragdes da espécie J. gossypiifolia e o extrato de . pes-caprae
apresentou manchas de coloragao violacea, sugerindo a presenga de saponinas,
manchas de coloragdo amarela sugerindo a presenga de flavonoides e manchas
vermelho-amarronzadas sugerindo presenga de terpenos (Figura 3A, Figura 3B e
Figura 4A).
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Figura 3 — Analise por Cromatografia em Camada Delgada do extrato aquoso e fragdes das
folhas de Jatropha gossypiifolia
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Fonte: Resultados experimentais.

Amostras: extrato de Jatropha gossypiifolia (Jg), fragdo hexano (HEX), fracdo diclorometano
(CH,Cl,), fragado acetato de etila (AcOEt), fragdo n-butanol (BuOH), fracdo aquosa residual (AR).
Detecgao apos revelagdo com vanilina sulfuricataquecimento (A e B), cloreto férrico (C e D),
reagente natural A sob luz UV 365 nm (E e F) e reagente de Dragendorff (G e H).

Figuras A, C, E e G corresponde a fase moével: tolueno: AcOEt: acido férmico (5: 5: 0,5, viv/v).
Figuras B, D, F, H corresponde a fase movel: AcOEt: acido férmico: agua (8:1:1, viv/v).

Figura 4 — Analise por Cromatografia em Camada Delgada do extrato hidroetandlico das
folhas da espécie Ipomoea pes-caprae

A B c D E

Fonte: Resultados experimentais. Analise do extrato hidroetandlico das folhas de Ipomoea pes-
caprae. Fase movel: tolueno: AcOEt: acido férmico (5: 5: 0,5, v/v/v) e AcOEt: acido férmico: agua
(8:1:1, viviv). Deteccao apds revelagdo com vanilina sulfurica+aquecimento (A), cloreto férrico (B),
reagente natural A sob luz visivel (C) reagente natural A sob luz UV 365 nm (D) e reagente de
Dragendorff (E).
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Prosseguindo com o processo de triagem, foi realizada revelagdo com
cloreto férrico, que ¢é utilizado na detecgdo de compostos fendlicos. Os compostos
podem apresentar-se corados de marrom ou azul apds a revelagdo (WAGNER,;
BLADT; ZGAINSKY, 1984). Foi possivel visualizar a presenga de manchas de
coloragcdo marrom, sugerindo a presenga de compostos fendlicos (Figura 3C,
Figura 3D e Figura 4B).

Posteriormente, foi utilizado o reagente natural A. Esse € um revelador
especifico para flavonoides. Apos revelagdo com esse reagente e observagao sob
luz UV 365 nm, os flavonoides apresentam zonas fluorescentes de intensidade
amarela, laranja ou verde (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 1984). Pb&de-se
observar manchas caracteristicas de flavonoides nas fragcdes do extrato de J.
gossypiifolia, tanto na fase movel mais apolar quanto na fase moével mais polar,
sugerindo que o extrato dessa planta possui flavonoides heterosideos (ligados a
uma ou mais moléculas de acgucar) e agliconas. Os flavonoides da espécie J.
gossypiifolia apresentaram coloragdo amarela, azul e verde fluorescente quando
visualizados na camara escura sob luz UV 365 nm apds revelagdo com reagente
Natural A (Figura 3E e Figura 3F). Foram observadas manchas amarelas
caracteristicas de flavonoides também no extrato de /. pes-caprae e quando
observadas sob luz UV 365 nm apresentaram manchas com fluorescéncia
alaranjada (Figura 4D).

ApoOs ser reveladas com reagente de Dragendorff, especifico para
alcaloides, tanto no extrato e fragbes de Jatropha gossypiifolia quanto o extrato de
I. pes-caprae, nao foi possivel visualizar a presenga de manchas alaranjadas,
caracteristicas destes compostos apds revelagao (Figura 3G, Figura 3H e 4E).

Tendo em vista a presenca de flavonoides, co-CCDs foram realizadas
utilizando o extrato das folhas e padrbes de alguns flavonoides foram utilizados
para a caracterizacdo desses compostos, e foi visto a presenca de manchas
caracteristicas de flavonoides como luteolina, vitexina, isovitexina, orientina e
isoorientina no extrato de J. gossypiifolia e a presengca de manchas com
caracteristicas e Rf semelhante a isoquercetina, isoquercetrina, quercetina,
canferol, rutina e vitexina no extrato de /. pes-caprae.

A presenca de flavonoides nos extratos das folhas de J. gossypiifolia e de

. pes-caprae é muito interessante quando se avalia a atividade anti-inflamatéria
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de extratos vegetais, visto que varios estudos na literatura apresentam atividades
relevantes em relagdo aos flavonoides, sendo bem conhecidos como agentes
anti-inflamatdrios e antioxidantes, dentre outras propriedades (PROCHAZKOVA et
al., 2011; RATHEE et al., 2009).

5.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Por CLAE-DAD, o extrato de J. gossypiifolia revelou pelo menos quatro
picos principais com espectros UV similares aos flavonoides C-glicosilados
derivados de luteolina e apigenina (MABRY et al.,, 1970). A identidade desses
picos foi confirmada por co-inje¢cdes de extrato com padrbes flavonoides como:
isoorientina (pico 1, Rt 22,98 min), orientina (pico 2, Rt 24,08 min), vitexina (pico
3, Rt 29,59 min) e isovitexina (pico 4, Rt 31,61 min) (Figura 3).

Figura 5 — Cromatograma por CLAE-DAD do extrato de J. gossypiifolia
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Fonte: Resultados experimentais. Cromatograma por CLAE-DAD. Detecgcdo a 340 nm. Foram
identificados quatro picos: isoorientina (pico 1, Rt 22,98 min), orientina (pico 2, Rt 24,08 min),
vitexina (pico 3, Rt 29,59 min) e isovitexina (pico 4, Rt 31,61 min).

Considerando a area sob as curvas de seus picos, esses flavonoides
podem ser apontados como principais compostos neste extrato, e estudos

anteriores demonstraram a presencga de flavonoides C-glicosilados nas folhas de
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J. gossypiifolia (FELIX-SILVA et al., 2014b; PILON et al., 2013; SUBRAMANIAN
et al., 1971), assim como em outros espécies do género Jatropha (FELIX-SILVA
et al., 2018; GOMES et al., 2016; ZHANG et al., 2009).

Em relagdo aos flavonoides de luteolina e apigenina, assim como seus
derivados C-glicosilados, estudos prévios demonstraram varias propriedades
biolégicas interessantes, como atividades anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana (BAE, 2015; DAS et al., 2016; LV et al. , 2016; ROSA et al., 2016;
SUMALATHA et al., 2015).

5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DE I. PES-CAPRAE

A citotoxicidade in vitro foi avaliada através do ensaio de atividade
hemolitica do extrato das folhas da [|. pes-caprae, sabendo que extratos de
plantas constitui-se de uma mistura complexa de sustancias que podem agir ou
nao de forma conjunta e apresentarem atividade toxica para as células, tornando-
se importante avaliar a toxicidade in vitro dos extratos da espécie vegetal I. pes-
caprae.

Em relagdo aos ensaios de hemoalise in vitro que foram realizados, n&o se
observou atividade hemolitica do extrato de I. pes-caprae testado, visto que
nenhuma das concentragbes utilizadas (62,5-1000 pg/mL) causou dano a
membrana dos eritrécitos (Figura 8), sugerindo sua baixa toxicidade. Este teste
nao confirma auséncia de toxicidade do extrato, porém é um teste preliminar de
segurancga, sabendo disso, inicialmente a formulag&o utilizada nos testes in vivo
foi avaliada em um teste de irritagdo cutdnea em camundongos para entado se

prosseguir com os demais testes, como apresentado posteriormente.
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Figura 6 — Avaliagao da citotoxicidade in vitro do extrato das folhas de I. pes-caprae
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Fonte: Resultados experimentais. Valores expressos como média + desvio padrao com n=3.
***n<0,001 comparado ao controle positivo (Triton X-100) e as diferentes concentragbées apods

teste de Tukey (ANOVA).

5.3 CARACTERIZAGAO DAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

5.3.1 Avaliagao de caracteristicas organolépticas

As formulagdes desenvolvidas foram avaliadas macroscopicamente, apds
24 horas da preparacao, verificando caracteristicas organolépticas adequadas e
estaveis. O gel desenvolvido & considerado termossensivel devido a sua
capacidade de sofrer transicdo solugdo-gel com o aumento de temperatura,
devido a presenca do polaxamer F-127 em sua composi¢cdo. A mudanca na
coloragcdo do gel de transparente, no caso do placebo, para uma coloragao
acastanhada no gel de Jg e alaranjado no gel de Ipc, foi decorrente da
incorporagao do extrato, assim como o odor caracteristico de cada um deles. Os
géis apresentaram-se homogéneos e translucidos (Tabela 1). A Figura 7

apresenta amostras do gel base (placebo) e o gel de Jg 1,0% e Ipc 5,0%.
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>

Fonte: Resultados experimentais. Géis a 25°C (A) e géis a 8°C (B) apds 24 horas de preparo. Nas
figuras, a esquerda apresenta-se o placebo (gel base), no centro o gel de Jg 1,0% e a direita o gel
de Ipc 5,0%.

Tabela 1 — Caracteristicas organolépticas dos géis desenvolvidos.

Cor Odor Aspecto
Placebo Transparente Leve Homogéneo,
transparente
Jg 1,0% Acastanhado Forte e caracteristico do extrato Homogéneo, translucido
Jg 2,5% Acastanhado Forte e caracteristico do extrato Homogéneo, translicido
Jg 5,0% Acastanhado Forte e caracteristico do extrato Homogéneo, translucido
Ipc 5,0% Alaranjado Leve e caracteristico do extrato Homogéneo, translucido

Fonte: Resultados experimentais. Placebo (gel base sem extrato), Jg 1,0%, 2,5% e 5,0% (géis
incorporado com as folhas de Jatropha gossypiifolia) e Ipc 5% (gel incorporado com extrato das

folhas de Ipomoea pes-caprae).

Os géis placebo, Jg (1,0%, 2,5% e 5,0%) e Ipc 5,0% mantiveram-se,
durante os 30 dias de observagao, sem nenhum sinal de instabilidade (Tabela 2),
nao apresentando sinérese (separagdo do gel em duas fases: sélida e liquido),
alteracdo da cor, odor, aparéncia ou homogeneidade, sendo dessa maneira,
consideradas adequadas para prosseguir nos experimentos seguintes.

O teste de centrifugacdo promove estresse na amostra, simulando
aumento na forca da gravidade, aumentando a mobilidade e permite a
observacao de possiveis sinais de instabilidade como decomposicio, precipitagao
do extrato ou qualquer outra alteragao e/ou separagcdao dos componentes das
formulagdes semissolidas. Neste ensaio, a ocorréncia de instabilidade indica a

necessidade de reformulacdo, no entanto, ndo foram vistas modificagdes,
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mostrando assim que as formulagdes desenvolvidas foram estaveis e aprovadas

para os testes seguintes.

Tabela 2 - Acompanhamento e avaliagao dos géis durante 30 dias apés a preparagéao

Dias Cor Odor Aspecto
Placebo Jg Ipc Placebo Jg Ipc  Placebo Jg Ipc
(1,0%, 5,0% (1,0%, 5,0% (1,0%, 5,0%
2,5%e 2,5% 2,5%
5,0%) e e
5,0%) 5,0%)

1 (24 hs) N N N N N N N N N
3 N N N N N N N N N
5 N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N

Fonte: Resultados experimentais. Placebo (gel base sem extrato), Jg 1,0%, 2,5% e 5,0% (géis
incorporado com as folhas de Jatropha gossypiifolia) e Ipc 5,0% (gel incorporado com extrato das

folhas de Ipomoea pes-caprae); N (sem alteracao, normal).

5.3.2 Avaliagao do pH

Na avaliagdo do pH todas as formulagdes, tanto os géis de Jg quanto os
géis de Ipc apresentaram pH entre 4,8 — 6,0, (Tabela 3) (Figura 8), compativeis ao
pH cutaneo (4,6 a 5,8) (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002) permanecendo
estaveis durante os 7 dias de analise, sendo este um dado muito importante, pois
formulagdbes com pH incompativel com o pH cutdneo podem levar ao
desenvolvimento de irritacdo cutanea apds uso tépico. Estes dados corroboram
com resultados posteriores obtidos nos ensaios in vivo de irritagdo cutanea, onde

as formulagdes desenvolvidas mostraram a auséncia de irritagéo cutanea.
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Tabela 3 — Avaliagao do pH dos géis de Jatropha gossypiifolia apés 24 horas do preparo

pH
Placebo 5,54 £ 0,02
Jg 1,0% 5,25 + 0,01
Jg 2,5% 5,57 £ 0,01
Jg 5,0% 6,04 £ 0,03

Fonte: Resultados experimentais. Placebo (gel base sem extrato), Jg 1,0%, 2,5% e 5,0% (géis
incorporado com as folhas de Jatropha gossypiifolia).

Figura 8 — Avaliagao dos valores de pH dos géis de J. gossypiifolia e I. pes-caprae durante 7

dias
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Fonte: Resultados experimentais. Analise do pH das formulagbes durante 7 dias apds a
preparagao. Valores expressos como meédia + erro médio padrdao das leituras realizadas em
triplicata.

O pH avaliado em dias estabelecidos e em temperatura de 25 + 1°C ( a
medida foi realizada utilizando a diluicdo de 10% (p/v) de cada formulagdo em
agua), nao foram observadas variagdes significativas durante o tempo de analise,
sendo um indicativo que nao houve degradagdao ou formagdo de compostos
acidos ou basicos. Estes dados sido bastante relevantes, pois variagdes nos
valores de pH séao indicativos de instabilidade, podendo estar sendo ocasionada
por processo de hidrdlise, decomposigcao, impurezas, contaminagcdo microbiana

ou até mesmo por erros no processo de preparo e armazenamento.
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5.4 EXPERIMENTOS IN VIVO

5.4.1 Avaliagao da irritagdao cutanea em camundongos

Ao avaliar o potencial irritante dos geéis apos aplicacdo topica em
camundongos, durante os 14 dias de observacédo, ndo foi observado nenhuma
alteracdo na pele, peso ou comportamento dos animais, resultados estes que
corroboram com os valores de pH apresentados nas formulagdes, os quais foram
compativeis com o pH cutaneo, sendo considerados aprovado para serem

utilizados nos experimentos posteriores.

5.4.2 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria aguda

5.4.2.1 Inibicdo do edema de orelha induzido pela aplicacdo unica de déleo de

croton

Ao avaliar o modelo de aplicagdo topica do oleo de croton foi possivel
observar uma resposta inflamatéria e hiperproliferativa bastante intensa,
assemelhando-se com algumas doengas cutaneas. Este modelo é bastante
utilizado por fornecer resultados reprodutiveis, sendo relativamente barato e
rapido (GABOR, 2003). A acdo do 6leo de créton é dada pela presenca do 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em sua composi¢cdo, um éster de forbol, o
qual € um potente agente flogistico e promotor de tumor. Através desse modelo
de inflamagao cutanea aguda é possivel identificar inibidores da biossintese das
prostaglandinas e leucotrienos, sendo, portanto amplamente utilizado na triagem
de compostos que pertencem a classe dos inibidores da cicloxigenase e/ou
lipoxigenases (GABOR, 2000).

Primeiramente, a atividade anti-inflamatéria tépica do extrato de J.
gossypiifolia dissolvido em 20 pL de dimetilsulféxido: agua: acetona (4:30:66,

v/vl/v) foi avaliada e apenas a concentragdo mais elevada do extrato testado (1,0
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mg/orelha) mostrou atividade anti-inflamatdria significativa, sendo semelhante a
porcentagem de inibicdo da dexametasona (padrao anti-inflamatorio) (Figura 9-A).

O ensaio de inibicdo do edema pelo tratamento tépico com os géis de Jg
mostrou atividade anti-inflamatéria significativa nas trés concentragbes testadas
(1,0, 2,5 e 5,0%), apresentando p<0,001, p<0,01 e p<0,001, respectivamente,
onde todos os géis de extrato apresentaram potencial inibitério semelhante a
dexametasona (Figura 9-B). Vale ressaltar que a aplicagao topica de dleo de
créton provocou um aumento significativo no peso das orelhas tratado com o
placebo (base gel sem farmacos), mostrando assim que este n&o interfere na
acao inflamatdria provocada pelo 6leo de croton.

Como pode ser observado, a incorporagao do extrato na formulacao levou
a melhora da atividade anti-inflamatéria do extrato de Jg, sendo significativamente
melhor quando quantidades equivalentes de extrato foram aplicadas diretamente
nas orelhas dos animais. Enquanto o extrato foi ativo somente na maior dose (1,0
mg/orelha), apos a incorporagao na formulagao tépica, até mesmo a concentragao
mais baixa (0,2 mg/orelha = gel Jg 1,0%) apresentou atividade significativa
(p<0,001 quando comparado ao controle com placebo). Estes resultados sugerem
a viabilidade do gel desenvolvido para aumentar a eficacia dos extratos vegetais,
provavelmente devido a presenca de substancias promotoras de absor¢cdo na
composi¢ao do gel, que causam um aumento na permeabilidade de constituintes
ativos através da pele inflamada, consequentemente, contribuindo para uma

melhor biodisponibilidade e agdo farmacolégica do fitoterapico.
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Figura 9 — Efeito anti-inflamatério topico do extrato de Jatropha gossypiifolia (livre ou
incorporado nos géis desenvolvidos) no edema agudo induzido pela aplicagao unica de
6leo de créton
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jatropha gossypiifolia. O edema foi expresso como a
diferenca percentual entre massa da orelha direita inflamada e a orelha esquerda n&o inflamada
de cada animal. (A) **p<0,01 quando comparado ao grupo controle (tratamento tépico com veiculo
do extrato) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. (B) **p<0,01 e ***p<0,001 quando
comparado ao grupo controle (tratamento topico com placebo, isto &, gel base sem incorporagao
de extrato) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média
+ erro padrao da média (n = 5/grupo).

Os niveis de oxido nitrico (NO) das orelhas de camundongos foram
quantificados indiretamente pela reagao de Griess, que quantifica o nitrito, produto
da reagdo do NO com oxigénio (GREEN et al., 1982). Como pode ser observado
na Figura 10, houve um aumento nos niveis de nitrito nas orelhas inflamadas dos
camundongos (controle inflamado, tratado apenas com gel placebo) em
comparagao com o controle nao-inflamado (controle da orelha esquerda nao
tratada) (p <0,001), mostrando o envolvimento da liberagdo de NO na inflamagao

aguda induzida pelo 6leo de croton.
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Figura 10 — Efeito da aplicagao topica de géis contendo diferentes quantidades de extrato
de Jatropha gossypiifolia sobre os niveis de nitrito
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jatropha gossypiifolia. ***p<0,001 quando comparado ao
grupo controle (tratamento tépico com placebo, isto €, base gel base sem incorporagao de extrato)
por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média + erro
padrao da média (n = 5/grupo).

As trés formulagdes contendo diferentes quantidades do extrato de J.
gossypiifolia, assim como a dexametasona, reduziram significativamente
(p<0,001, em relagdo ao controle com placebo) a concentragdo de nitrito nas
orelhas dos camundongos. Assim, esses resultados sugerem que a atividade anti-
inflamatdria aguda dos géis de Jg testados pode estar relacionada, pelo menos
em parte, a sua capacidade de interferir nas vias envolvidas na sintese do ON.

A quantificagdo da enzima mieloperoxidase (MPO) foi realizada como um
marcador indireto quantitativo do influxo de células inflamatérias para o tecido de
camundongos tratados com 6leo de créton (BRADLEY et al. 1982), com o objetivo
para o local da inflamacdo. Foi observado que as trés formulagbes contendo
diferentes quantidades do extrato de Jg, assim como a dexametasona, reduziram

significativamente os niveis de MPO nas orelhas de camundongos (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito da aplicagao topica de géis contendo diferentes quantidades de extrato
de Jatropha gossypiifolia sobre os niveis de mieloperoxidase (MPO)
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jatropha gossypiifolia. ***p<0,001 quando comparado com o
grupo de controle (tratamento tépico com placebo, isto &, gel base sem incorporacéo de extrato)
por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média + erro
padrao da média (n = 5/grupo).

Assim, estes resultados sugerem que a atividade anti-inflamatéria aguda
dos géis testados pode estar relacionada com sua capacidade de interferir na
migracado celular para o local da inflamacdo. O fato de o gel de Jg inibir a
migragao de neutrdfilos € interessante, uma vez que o aumento do numero de
neutrofilos na pele tem grande relagdo com algumas doengas inflamatérias
cutaneas, como algumas dermatites e psoriase, mostrando assim a potencial
aplicacao desse gel nessas doencgas (RUIZ et al., 2012).

Em relacdo ao tratamento tdépico com o extrato de Ipc dissolvido em
dimetilsulféxido ndo foi observado atividade anti-inflamatdria significante. Apos
incorporacao de quantidade equivalente de extrato Ipc na formulacdo também nao
foi apresentada inibicdo. Apesar de estudos anteriores demonstrarem a agao
inibitéria de compostos isolados do extrato de [. pes-caprae na sintese de
prostaglandinas in vitro (PONGPRAYOON et al., 1991), o tratamento com o
extrato de Ipc (1,0 mg/orelha) ou gel Ipc 5% (=1,0mg/orelha) nao foi eficaz nesse
modelo de inflamacgéo (Figura 12), concordando com os observados na literatura,
onde um creme a base de Hostacerin® contendo extrato de Ipc nao foi capaz de
inibir o edema induzido por 6leo de croton, mesmo quando aplicados em
diferentes protocolos de tratamento (BARTH, 2014), levando a pensar que 0s
compostos isolados testados podem sofrer algum tipo de interferéncia quando
estdo na mistura complexa do extrato bruto, ou até mesmo sofrerem agao do

metabolismo in vivo, ndo apresentando a mesma atividade observada in vitro.
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Figura 12 — Efeito anti-inflamatério topico do extrato de Jpomoea pes-caprae (livre ou
incorporado nos géis desenvolvidos) no edema agudo induzido pela aplicagao unica de
6leo de créton
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ajmo' Il Dexametasona (0,02 mg/orelha)
© 1T EE Extrato livre Ipc (1,0 mg/orelha)
§
!
w 504
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B 100 _ }
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80 T Hl Dexametasona creme 1 mg/g (=0,02 mg/orelha)
9 - E= Gel Ipc 5% (=1,0 mg/orelha)
©
§ 404 *x
w

20- i
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Fonte: Resultados experimentais. Ipc: Ilpomoea pes-caprae. O edema foi expresso como a
diferenga percentual entre massa da orelha direita inflamada e a orelha esquerda nao inflamada
de cada animal. (A) **p<0,01 quando comparado ao grupo controle (tratamento tépico com veiculo
do extrato) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. (B) **p<0,01 e ***p<0,001 quando
comparado ao grupo controle (tratamento topico com placebo, isto é, gel base sem incorporagao
de extrato) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média
* erro padrao da média (n = 5/grupo).

No modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton além de nao
apresentar inibicdo do edema, o tratamento com o gel de Ipc também n&o levou a
diminuicdo dos niveis da enzima mieloperoxidase (Figura 13). Este resultado
pode esta corroborando com o resultado do edema observado anteriormente, a
auséncia de inibicdo frente a migragdo leucocitaria pode indicar a falta de

atividade do extrato sobre esta via.
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Figura 13 — Efeito da aplicagao topica do gel contendo extrato de Ipomoea pes-caprae sobre
os niveis de mieloperoxidase (MPO)
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Fonte: Resultados experimentais. Ipc: Ipomoea pes-caprae. ***p<0,001 quando comparado com o
grupo de controle (tratamento tépico com placebo, isto &, gel base sem incorporacdo de extrato)
por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média * erro
padrao da média (n = 5/grupo).

5.4.2.2 Inibicao do edema de pata induzido por carragenina

A avaliagdo da atividade anti-inflamatdria dos géis de Jg 1% e Ipc 5% foi
realizada no modelo de edema de pata induzido por carragenina, o qual ja é bem
estabelecido na literatura as vias envolvidas no desenvolvimento do edema. Na
primeira hora ocorre a participacdo de mediadores inflamatérios pré-formados
como histamina, serotonina e bradicinina, e nas horas seguintes a acao se da
principalmente por prostaglandinas liberadas pela agao conjunta da COX-2 e do
NO (DI ROSA et al., 1971; SIEBERT et al., 1994; SALVEMINI et al., 1996), sendo
este modelo muito utilizado por proporcionar uma avaliagdo da resposta anti-
inflamatdria ao longo do tempo.

A partir da avaliagdo do edema, nota-se que tratamento com o placebo
levou a um aumento significativo do edema nas patas, demonstrando que houve a
instalagdo de um processo inflamatério.

Como se pode notar na Figura 14 e Figura 15, tanto o tratamento com o
farmaco padréo (dexametasona), quanto com o gel Jg 1,0% e Ipc 5,0%, foram
capazes de inibir o edema significativamente durante todo o tempo de
observagdo. A partir desses resultados pode sugerir que a agado dos geéis possa
esta relacionada a inibicdo de mediadores inflamatérios como histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas, no entanto, ainda é necessario a

avaliagao de outros parametros para confirmacao dos resultados observados.
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Figura 14 — Efeito anti-inflamatorio topico dos géis de Jatropha gossypiifolia 1,0% no edema
de pata induzido por carragenina
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jatropha gossypiifolia. A: Curva de evolugdo do edema
durante 4 horas de experimento. B: Area sob a curva (ASC) (0- 4 h). Valores expressos como
média * erro médio padrdo com n = 5. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao grupo
controle (tratamento com placebo, isto é, gel base sem incorporagdo do extrato) apds teste de
Bonferroni (two-way ANOVA, em A) ou teste de Tukey (one-way ANOVA, em B). Valores
apresentados como média + erro padrdao da média (n = 5/grupo).
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Figura 15 — Efeito anti-inflamatorio topico do gel de Ipomoea pes-caprae 5% no edema de
pata induzido por carragenina
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Fonte: Resultados experimentais. Ipc: Ipomoea pes-caprae. A: Curva de evolugdo do edema
durante 4 horas de experimento. B: Area sob a curva (ASC) (0- 4 h). Valores expressos como
meédia + erro médio padrdo com n = 5. **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao grupo controle
(tratamento com placebo, isto &, gel base sem incorporagdo do extrato) apds teste de Bonferroni
(two-way ANOVA, em A) ou teste de Tukey (one-way ANOVA, em B). Valores apresentados como
média + erro padrdo da média (n = 5/grupo).
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5.4.3 Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria cronica

5.4.3.1 Inibicdo do edema de orelha induzido por aplicagdo multipla de d6leo de

créton

A aplicacdo multipla do d6leo de créton induz uma reacao inflamatéria
persistente caracterizada por aumento da massa da orelha, intensa infiltracao
leucocitaria e hiperplasia epidermal (aumento na espessura da epiderme), sendo
este modelo muito utilizado na simulagdo de um processo inflamatério crénico
(STANLEY et al., 1991).

Devido o resultado obtido dos trés géis de Jg na inflamac&o aguda ter
sido semelhante, apenas o gel a 1,0% foi escolhido para se avaliar seu potencial
anti-inflamatério crénico. Como pode ser visto nas Figuras 16 e 17, a aplicagéo do
gel Jg 1,0% mostrou atividade anti-inflamatdria significativa, reduzindo a massa e
a espessura da orelha, em relagdo ao controle placebo (p<0,001 quando
comparado ao controle placebo), apresentando resultados semelhantes aos da

dexametasona.

Figura 16 — Efeito anti-inflamatério topico de gel contendo extrato de Jatropha gossypiifolia
1,0% em edema crénico induzido por aplicagao multipla de 6leo de créton (% de edema)
[ Gel Placebo (controle inflamacéo)
100 M Dexametasona creme 1 mg/g (=0,02 mg/orelha)

80- T E= Gel Jg 1,0% (=0,2 mg/orelha)
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jafropha gossypiifolia. O edema foi expresso como a
diferenga percentual entre a massa da orelha direita inflamada e a orelha esquerda nao inflamada
de cada animal. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle (tratamento tépico com placebo,
isto &, gel base sem incorporagédo de extrato) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Valores apresentados como média + erro padrdo da média (n = 5/grupo).
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Figura 17 — Efeito anti-inflamatoério topico do gel contendo extrato de Jatropha gossypiifolia
1,0% no edema cronico induzido por aplicagao multipla de 6leo de créton (espessura da
orelha)
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Fonte: Resultados experimentais. Jg: Jatropha gossypiifolia. A espessura do edema foi expressa
como a distancia entre a face interna e a externa das orelhas, medida pela analise de cada bidpsia
da orelha em aumento de 40x usando o software Imaged. ***p<0,001 quando comparado com o
grupo de controle (tratamento tépico com placebo, isto &, gel base sem incorporacdo de extrato)
por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média * erro
padrao da média (n = 5/grupo).

Esses resultados foram confirmados pela analise histopatoldgica (Figura 18),
onde o gel Jg 1,0% foi similar & dexametasona, reduzindo consideravelmente o

edema e a infiltragdo de leucdcitos, em relagéo ao grupo placebo.
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Figura 18 — Fotomicrografias representativas (microscopia 6ptica, aumento de 100 e 400X,
coloragcao de hematoxilina-eosina) de cortes transversais de biopsias das orelhas

100X 400X
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(orelha esquerda nao
tratada)

Gel Placebo

0,02 mg/orelha) (controle inflamacéo)

Dexametasona creme

Gel Jg
(1,0% = 0,2 mg/orelha) 1 mg/g

Fonte: Resultados experimentais. Setas sombreadas (em azul) indicam a presengca de
fibroblastos. Setas ndo sombreadas (em vermelho) indicam a presenga de células inflamatdrias
infiltradas. Asteriscos indicam vasos sanguineos.

A aplicacéo do tratamento topico com o gel contendo o extrato de Ipc 5%
apos nove dias do inicio do ensaio e em um processo inflamatério ja estabelecido

demonstrou resultados promissores, levando a redugao significativa da massa e
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espessura das orelhas, comparado ao grupo placebo (p<0,01 quando comparado

ao grupo placebo) (Figura 19 e Figura 20).

Figura 19 — Efeito anti-inflamatério tépico do gel contendo extrato de Ipomoea pes-caprae
5,0% no edema crénico induzido por aplicagao muiiltipla de 6leo de créton (% de edema)
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Fonte: Resultados experimentais. Ipc: Ipomoea pes-caprae. O edema foi expresso como a
diferenca percentual entre a massa da orelha direita inflamada e a orelha esquerda n&o inflamada
de cada animal. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle (tratamento tépico com placebo,
isto é, gel base sem incorporagéo de extrato) por ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey. .
Valores apresentados como média + erro padrdo da média (n = 5/grupo).

Figura 20- Efeito anti-inflamatério topico do gel contendo extrato de Ipomoea pes-caprae
5,0% no edema crénico induzido por aplicagao miiltipla de 6leo de créton (espessura da
orelha)
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Fonte: Resultados experimentais. Ipc: Ipomoea pes-caprae. A espessura do edema foi expressa
como a distancia entre a face interna e a externa das orelhas, medida pela analise de cada bidpsia
da orelha em aumento de 40x usando o software Imaged. ***p<0,001 quando comparado com o
grupo de controle (tratamento tépico com placebo, isto &, gel base sem incorporacéo de extrato)
por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média + erro
padrao da média (n = 5/grupo).

Como foi visto, a inibicdo no modelo de edema de orelha induzido por
aplicacdo unica de 6leo de créton (processo inflamatorio agudo) pelo gel Ipc 5%
nao foi eficaz, no entanto no modelo de edema de orelha induzido por aplicacéo
multipla de o6leo de créton os resultados apresentados pelo gel foram

promissores. Sabendo que no processo inflamatério crénico ocorre a participacao
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de diferentes células, principalmente de leucdcitos mononucleares como
mondcitos, macréfagos e linfocitos T (CD4+ e CD8+) (STANLEY et al., 1991),
sugere-se através desses dados que sua agao pode estar relacionada, pelo
menos em parte, a atuagao do extrato frente a estes tipos celulares.

Estes resultados foram confirmados através da analise histopatologica,
onde o tratamento com o gel Ipc 5% levou a reduc&o da espessura das orelhas e
diminuicdo do processo inflamatoério, quando comparado ao grupo placebo (Figura
21).
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Figura 21 — Fotomicrografias representativas (microscopia 6ptica, aumento de 5 e 40x,
coloragcao de hematoxilina-eosina) de cortes transversais de bidpsias das orelhas
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Fonte: Resultados experimentais. Setas sombreadas (em azul) indicam a presengca de
fibroblastos. Setas ndo sombreadas (em vermelho) indicam a presenga de células inflamatérias
infiliradas. Asteriscos indicam vasos sanguineos.

Espécies reativas estao fortemente envolvidas em varios processos
patologicos e fisioldgicos, incluindo cancer, morte celular, inflamagdo e dor
(CARVALHO et al., 2013). O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio
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causado pela producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou de
uma reducado nas defesas antioxidantes do corpo. O acumulo de ERO pode
causar dano oxidativo ao atacar biomoléculas, como proteinas, lipidios,
lipoproteinas e DNA (ALBANO et al., 2013).

Varias evidéncias apontam que a producdo intracelular de ERO
desempenha papel fundamental na modulagdo da liberacdo de mediadores da
inflamacao, além de atuar na expressdo de moléculas de adesédo no endotélio e
células inflamatdrias, afetando o recrutamento celular para os locais de
inflamacédo (CARVALHO et al. , 2013; NIU et al., 1994). A aplicagdo multipla de
O0leo de créton, além da resposta inflamatéria cronica, também causou um
desequilibrio nos dois parametros de estresse oxidativo avaliados, mostrando
assim a participagao do estresse oxidativo neste modelo de inflamagao (Tabelas 4
e 5).

Os lipidos da membrana estdo sujeitos a ataques de espécies reativas,
como radicais hidroxila, nos acidos graxos poliinsaturados das membranas,
causando a peroxidacgao lipidica. Nas amostras obtidas do tratamento com o gel
de Jg 1% e com o gel de Ipc 5% na avaliagdo anti-inflamatoria crénica foi
realizada a quantificacdo da peroxidacao lipidica in vivo através do método de
quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico tecidual (SRATS).

Espécies reativas sao agentes citotdxicos, induzindo além da peroxidagao
lipidica, dano oxidativo a proteinas e acidos nucléicos, que por sua vez causam
disfuncéo celular, dano e eventualmente morte, dessa forma foi avaliado também
o dano oxidativo as proteinas através da formagédo do grupo sulfidrila (SH),
usando o método 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB), que € uma medida
indireta da deplecéo de glutationa reduzida (GSH) (MULLER et al., 2016; BUEGE;
AUST, 1978; CARVALHO et al.,, 2013). Assim, o consumo de GSH é um
importante marcador de estresse oxidativo (EL-BAHR, 2015; OWEN;
BUTTERFIELD, 2010).

Os resultados obtidos a partir dessas analises mostraram que 0s niveis
elevados de SRATSs e a deplegao dos grupos SH foram significativamente inibidos
em animais tratados com extrato em gel Jg 1,0% ou dexametasona (p<0,001
quando comparado ao controle com placebo)(Tabela 4). Nos animais tratados

com extrato em gel de Ipc 5% apresentou inibicdo significativa dos niveis
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elevados de SRATs, mas ndo na deplegdo dos grupos SH (Tabela 5). Estes
resultados indicam uma interessante atividade antioxidante da formulacéo
desenvolvida, sabendo que este ainda € um dado preliminar, outros parametros

antioxidantes devem ser avaliados.

Tabela 4 — Efeito da aplicagao topica de géis contendo o extrato de Jatropha gossypiifolia
1,0% nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATs) e grupos sulfidril

(SH)
Grupos SRATSs (equivalentes de MDA Grupo sulfidril (SH) (TNB
/orelha) equivalente/ orelha)

Controle (orelha esquerda 0,52 + 0,13** 12,57 + 3,00***
néo tratada)

Placebo (Controle 2,09+0,35 0,79 £ 0,37
inflamacgao)

Dexametasona 0,64 £ 0,05*** 12,96 + 1,52***

Jg 1,0% 0,67 + 0,08*** 12,86 + 2, 47***

Fonte: Resultados experimentais. Jg 1,0%: Gel contendo o extrato de Jatropha gossypiifolia 1,0%.
MDA: malondialdeido. TNB: tiolato. ***p<0,001 quando comparado com o grupo controle
(tratamento tépico com placebo, isto é, gel base sem incorporacdo de extrato) por one-way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média + erro padrdao da média
(n = 5/grupo).

Tabela 5 — Efeito da aplicagao topica de géis contendo o extrato de Ipomoea pes-caprae
5,0% nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (SRATs) e grupos sulfidril

(SH)
Grupos SRATSs (equivalentes de MDA Grupo sulfidril (SH) (TNB
/orelha) equivalente/ orelha)
Controle (orelha 1,90 £ 0,09** 52,83 +14,11*
esquerda nao tratada)
Placebo (Controle 7,02 +2,08 20,28 £ 5,04
inflamacéo)
Dexametasona 1,75 £ 0,24** 56,20 £ 18,31**
Ipc5,0% 2,28 £ 0,23 21,77 £ 9,93

Fonte: Resultados experimentais. Ipc 5,0%: Gel contendo o extrato de Ipomoea pes-caprae 5,0%.
MDA: malondialdeido. TNB: tiolato. *p<0,001 e **p<0,01 quando comparado com o grupo controle
(tratamento tépico com placebo, isto é, gel base sem incorporacdo de extrato) por one-way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores apresentados como média + erro padrdao da média
(n = 5/grupo).

Diante do apresentado, sdo necessarios ainda mais estudos para melhor
compreender os mecanismos relacionados a esses efeitos, uma vez que tanto o
gel contendo o extrato Jg como o de Ipc demonstram ser uma forma farmacéutica
interessante e promissora, com potencial para o tratamento de diferentes doencas

inflamatdrias da pele.
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6 CONCLUSOES

A partir das anadlises realizadas, € possivel destacar algumas conclusoes:

o De acordo com a metodologia analitica qualitativa empregada, neste caso a
CCD, sugere-se a presenga de compostos fendlicos, flavondides, saponinas
e terpenos nos extratos das folhas de Jatropha gossypiifolia e Ipomoea pes-
caprae;

. A partir das analises por CLAE-DAD observa-se picos com Rt semelhantes
aos dos flavondides luteolina e apigenina, além de confirmados a presenca
de flavonoides como isoorientina, orientina, vitexina e isovitexina no extrato
de Jatropha gossypiifolia;

o Os géis obtidos (placebo, Jg 1,0%, Jg 2,5%, Jg 5,0% e Ipc 5%)
apresentaram caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto) e perfil
fisico-quimico adequados e estaveis durante os dias de observacao;

o No teste de irritagdo cutdnea em camundongos, os géis desenvolvidos
(placebo, Jg 1,0% e Ipc 5,0%) ndo demonstraram quaisquer sinais de
irritacdo ou toxicidade cutanea durante os 14 dias de observacao, sendo
considerados aprovados para prosseguirem nas avaliagdes posteriores;

o A atividade anti-inflamatéria do extrato de Jg no modelo de edema de orelha
foi aprimorada apds incorporagao do extrato a formulacgao topica;

o A atividade anti-inflamatéria aguda do extrato e do gel de Ipc 5,0% nao foi
significativa no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton;

o A partir da avaliagdo da atividade anti-inflamatoria no modelo de edema de
pata induzido por carragenina, o tratamento com o gel Jg 1,0% e Ipc 5,0%
apresentou atividades inibitérias significativas;

o O tratamento com os géis de Jg 1,0% e Ipc 5,0% demonstrou-se efetivo no
modelo de edema de orelha induzido por aplicagcdo multipla de dleo de
croton (inflamagéo cronica). Sendo os resultados confirmados pela analise
histopatoldgica;

o O gel de Jg 1,0% apresentou potencial antioxidante, ao diminuir os niveis de
SRATSs e elevarem os de GSH, enquanto que o gel de Ipc 5% inibiu apenas
os niveis de SRATS;
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O gel de Jg desenvolvido apresenta uma atividade anti-inflamatéria tépica
interessante, reduzindo o edema, a migragao de leucécitos, a produgao de
NO e o estresse oxidativo, sendo efetivos em modelos agudos e crénicos de
inflamac&o. Em relagdo ao gel de Ipc, apresentou resultados promissores
até o momento, em relacédo a atividade anti-inflamatéria aguda (no modelo
de edema de pata induzido por carragenina) e crénica. Dessa maneira,
estudos complementares ainda séo necessarios com o objetivo de entender
0s mecanismos de inibicdo envolvidos;

Os passos posteriores deste trabalho serdo concluir analises referentes a
atividade anti-inflamatéria da Ipomoea pes-caprae, desenvolver e validar
meétodos para padronizar extratos e determinar marcadores para o extrato e
formulacdo, além de realizar estudo de estabilidade dos géis desenvolvidos

e avaliar outras atividades bioldgicas (atividade antiofidica).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) is a medicinal plant widely used in

Jatropha gossypiifolia traditional medicine as an anti-inflammatory remedy. The topical use of the leaves and/or aerial parts of this

Eor edema B plant as anti-inflammatory, analgesic, wound healing and anti-infective in several skin diseases is a common

;"p]'zl ar{h—mﬂamm:tory Hetlvity practice in many countries. The use of baths or dressings with this vegetal species is frequently reported in folk
erbal ge T

Antioxidant activity s dicine, F i N

Euphorbiaceae Aim of the study: To evaluate the topical anti-inflammatory of aqueous extract from leaves of J. gossypiifelia and

Bellyache bush to develop a safe and effective herbal gel with anti-inflammatory potential.

Material and methods: First, the topical acute anti-inflammatory activity of J. gossypiifolia extract was evaluated
in ear edema induced by single application of croton oil in mice. Then, a polaxamer-based gel containing J.
gossypiifolia extract was developed, physicochemically characterized and evaluated in the same model of in-
flammation to assess whether the extract incorporation in gel would affect its anti-inflammatory potential. The
best formulation was then assayed in ear edema induced by multiple applications of croton oil in mice, to
evaluate its chronic anti-infl vV p ial. Infl y parameters 1 d included edema, nitrite
concentration, mieloperoxidase (MPO) activity and oxidative damage in lipids and proteins. Finally, dermal
irritation/corrosion test in mice was performed to access the safeness of the developed gel. Phytochemical
characterization of J. gossypiifolia extract was performed by high performance liquid chromatography with diode
array detector (HPLC-DAD) analysis.

Results: J. gossypiifolia showed significant acute anti-inflammatory activity in ear edema model, and this activity
was significantly increased when equivalent amounts of extract was applied incorporated in the developed
polaxamer gels. The gels containing different amounts of extract reduced significantly the levels of edema, nitrite
and MPO enzyme in mice ears, with intensity similar to the anti-inflammatory standard drug dexamethasone.

Abbreviations: 5-LOX, 5-lipoxygenase; AA, arachidonic acid; ANOVA, analysis of variance; AP-1, activating protein-1; CGEN, Brazilian Genetic Heritage
Management Council; CIOMS, Council of International Organizations of Medical Sciences; CONCEA, National Council for the Control of Animal Experimentation of
Brazil; COX, cyclooxygenase; DTNB, 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid); EDTA, ethylenediamine tetraacetic acid; HPLC-DAD, high-performance liquid chromato-
graphy with diode array detection; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MAPK, mitogen-activated kinases; MDA, malondialdehyde; MPO, mye-
loperoxidase; NF-xB, nuclear factor kappa B; NO, nitric oxide; PAF, platelet activating factor; PBS, phosphate buffered saline; PGE,, prostaglandin E,; PKC, protein
kinase C; PLA,, phospholipase A,; ROS, reactive oxygen species; Rt, retention time; SEM, standard error of mean; SISBIO, Brazilian Biodiversity Authorization and
Information System; TBARs, thiobarbituric acid reactive substances; TNB, thiolate; TNF, tumor necrosis factor; TPA, 12-o-tetra-canoilphorbol-13-acetate; UV, ultra-
violet

* Correspondence to: Av. Gal. Cordeiro de Farias, s/n, Petrépolis, CEP 59012-570, Natal, RN, Brazil.

[E-mail addresses: jacinthia_beatriz@hotmail.com (J.B. Xavier-Santos), julianafelix_rn@outlook.com (J. Félix-Silva), juliagabriela_23@hotmail.com (J.G.R. Passos),
jacyta@hotmail.com (J.A.S. Gomes), fernandesjm@outlook.com (J.M. Fernandes), vbgbiomed@gmail.com (V.B. Garcia),
araujojr@cb.ufrn.br (R.F. de Araujo-Junior), szucolotio@hotmail.com (S.M. Zucolotto), arnoblesilva@ufrnet.br (A.A. Silva-Junior),
mpedrosa@ufrnet.br (M.F. Fernandes-Pedrosa).
1 These authors contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/].jep.2018.09.007

Received 17 May 2018; Received in revised form 20 August 2018; Accepted 4 September 2018
Available online 06 September 2018

0378-8741/ © 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.



98

ANEXOS

ANEXO A — ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

1. Coleta do material vegetal

Autorizagao do Sistema de Autorizacéo e Informagdo em Biodiversidade (SisBio):
Processo n° 35017

2. Uso cientifico do material vegetal e animal

Autorizagdo do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen): Processo n° A4E8DEO de
02/05/2018

3. Uso cientifico de animais de experimentagao

Camundongos suicos utilizados mediante aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFRN (CEUA-UFRN): Protocolos n° 004/2013 e n°
091.072/2017

4. Uso cientifico de sangue humano

Experimentos envolvendo coleta de sangue humano realizados mediante
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (CAAE 88074318.3000.5292).
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ANEXO B — APROVAGAO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UFRN)

Universiglade ngeral do Rio Grande do Norte
COMISSAO DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.° 004/2013
Professor/Pesquisador: MATHEUS DE FREITAS FERNANDES PEDROSA

Natal (RN), 08 de novembro de 2013.
Prezado Professor/Pesquisadeor,

Vimos, através deste documento, informar que o projeto “ESTUDO DO POTENCIAL
INIBITORIO DE Jarropha gossypiifolia 1. FRENTE AOS EFEITOS TOXICOS INDUZIDOS POR
VENENOS DE ANIMAIS PECONHENTOS”, protocolo n° 004/2013, apds analise das
adequacdes, foi considerado APROVADO por esta Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, & fun¢cdo do
professcr/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboragdo de relatorio(s) de
acompanhamento que devera(ao) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s) estabelecido(s)

abaixo:
- Relatorio Final: DEZEMBRO 2017 (30 dias apos a conclusao do projeto).
Agradecemos a sua atengdo e nos colocamos a disposicdo para eventuais

esclarecimentos.

Cordialmente,

el
[o] gbn enele raujo

Coordenador da CEUA

UFRN - Campus Universitario — Centro de Biociéncias
Av. Salgado Filho, S/N - CEP: 59072-970 - NatalRN e-mail: ceua@reitoria.ufrn br
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MINISTERIO DA EDUCAGCAO T

ISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA /&% — . 4

TN e e b | 1WA T W e FAINIITI AW -’
Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 — Natal / RN
Fone: (84) 9229-6491 / e-mail: ceua@reitoria.ufim br

‘0
L

o m

Certificamos que o ADENDO da proposta intitulada “Estudo do potencial inibitorioi de
Jatropha gossypiifolia L. frente aos efeitos toxicos induzidos por venenos de animais
peconhentos”, protocolo 004/2013, sob a responsabilidade de Matheus de Freitas
Fernandes Pedrosa - que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n.° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado pela
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
— CEUA/UFRN.

MOTIVO Inclusao de novos experimentos

Aprovado em 2013: 1874 camundongos Swiss
Numero de animais |REDUCAOQ para 978 camundongos Swiss

Total: 978
Vigéncia do Projeto |Janeiro 2019
RELATORIO FEVEREIRO 2019

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Interno desta CEUA, &

fungdo do professor/pesquisador responsdvel pelo projeto a elaboracio de relatdrio de
acompanhamento que devera ser entregue t3o logo a pesquisa seja concluida. O

descumprimento desta norma podera inviabilizar a submissio de projetos futuros.

www.ceua.propesq.ufrn.br
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MINISTERIO DA EDUCAGAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA
Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 — Natal / RN
Fone: (84) 9229-6491 / e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br

A@m‘bﬂ. denrm, P>

CERTIFICADO

Natal (RN), 20 de abril de 2018.

Certificamos que a proposta intitulada “Desenvolvimento, caracterizagéo fisico-quimica e
avaliagdo da eficacia de géis a base da espécie vegetal Ipomoea pes-caprae: atividade anti-
inflamatéria e antiofidica®, protocolo 072/2017, CERTIFICADO n°® 091.072/2017, sob a
responsabilidade de Matheus de Freitas Fernandes Pedrosa - que envolve a produgéo,
manutencédo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n.® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo
Animal (CONCEA), foi aprovada, apés adequagées, pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN.

Vigéncia do Projeto |Junho 2019
RELATORIO JULHO 2019
Espécie/Linhagem |Mus musculus Swiss
Nimero de Animais (346

Idade/Peso 6-8 semanas / 20-30 gramas

Sexo 173 Machos e 173 Fémeas

Origem Biotério do Centro de Ciéncias da Saude - UFRN

Manutencéo Biotério do Centro de Ciéncias da Saide - UFRN |

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Interno desta CEUA, &

funcdo do professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboragdo de relatério de
acompanhamento que devera ser entregue tdoc logo a pesquisa seja concluida. O
descumprimento desta norma podera inviabilizar a submissao de projetos futuros.

:_-\? ./ ey
W S N
T pE

José de‘iCastro Souza Neto Jnior
Coordenador da CEUA-UFRN

www.ceua.propesq.ufrn.br
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ANEXO C - APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-UFRN)

\Pesquisador Responsavel: Matheus de Freitas Fernandes Pedrosa
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 88074318.3.0000.5252

Submetido em: 18/04/2018

Instituigdo Proponente: Departamento de Farmacia

Situagdo da Versdo do Projeto: Aprovade

|Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsdws!
Patrocinador Principal Financiamento Proprio

Comprovante de Recepcio: m PE_COMPROVANTE_RECEPCAD 1096906

Voc& astd em: Plblico = Confirmar Aprovacdo pelo CAAE ou Parecer

CONFIRMAR A.PRO\FA(;KO PELO CAAE OU PARECER

Informe o ndmero do CAAE ou do Parscer:

Nidmero do CAAE: Niamero do Parecer:

88074318.3.0000.5292 | |

| Pesquisarl

=iz consuits retorns somente pereceres sprovados. Case ndo spresente nenkum resultads, o ndmers do parscer informads nfo £ vilids ou ndo corresponde & um parscer
aprovado.
DETALHAMENTO

Titulo do Projeto de Pesqguisa:

AVAITACAO DA ATIWIDADE ANTIOFIDICA DE PIANTAS DO NORDESTE BRASILEIRO: ENFOQUE NAS
ACOES ANTI-HEMOLITICA E HEMOSTATICA IN VIIROD

Numero do CAME:

Mumero do Parecer:
|BBO743 18.3.0000.5292

| 2665700 |

CQuem Assinou o Parecer:

Pesquisador Responsavel:
|S ERGIO AUGUSTO FONSECA DE ALBUQUERQUE

| |Matheus de Freitas Fernandes Pedrosa |

Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma;  Contato Piblico:
[o2/07/2018 | [2oj12/2009

| |Fabiana de Oliveira Yamashita |

Volta]



