%mmﬁ INSTITUTO MULTIDISCIPLINAR DE SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO MULTICENTRICO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS
SOCIEDADE BRASILEIRA DE FISIOLOGIA - SBFis

LORENA LOBO BRITO MORBECK

AVALIAGCAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA,
ANTINOCICEPTIVA, CICATRIZANTE, SEDATIVA E DO POTENCIAL
TOXICOLOGICO DO EXTRATO ETANOLICO, FRACOES E
SUBFRAGOES DO CAULE/CASCA DE Ctenodon martii Benth

Vitéria da Conquista, BA
2024



LORENA LOBO BRITO MORBECK

AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA,
ANTINOCICEPTIVA, CICATRIZANTE, SEDATIVA E DO POTENCIAL
TOXICOLOGICO DO EXTRATO ETANOLICO, FRAGCOES E
SUBFRACOES DO CAULE/CASCA DE Ctenodon martii Benth

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo Multicéntrico em Ciéncias Fisiolégicas da
Sociedade Brasileira de Fisiologia, Universidade Federal da
Bahia, como requisito para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Fisiolégicas.

Orientadora: Prof?. Dra Regiane Yatsuda
Universidade Federal da Bahia - UFBA

Co-orientadora: Prof2. Dr2. Mariluze Peixoto Cruz
Universidade Federal da Bahia — UFBA.

Vitéria da Conquista, BA
2024



Biblioteca Universitaria Campus Anisio Teixeira — SIBI/UFBA

Mg27
Morbeck, Lorena Lobo Brito.
Avaliagao das atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva, cicatrizante,
sedativa e do potencial toxicolégico do extrato etandlico, fragdes e
subfracdes do caule/casca de Ctenodon martii Benth / Lorena Loébo Brito
Morbeck. -- Vitéria da Conquista, BA: UFBA, 2024.
175:El:

Orientadora; Prof*. Dr*. Regiane Yatsuda.

Co-orientadora: Prof®. Dr*. Mariluze Peixoto Cruz.

Tese (Doutorado — Programa de Pos-Graduagdo Multicéntrico em
Ciéncias Fisiolégicas da Sociedade Brasileira de Fisiologia) - Universidade
Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saude, 2024.

1. Bioativos. 2. Modelo in vivo. 3. Fitoterapicos. I. Universidade
Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saude. II. Yatsuda, Regiane.
III. Cruz, Mariluze Peixoto. IV. Titulo.

CDU: 615(043.2)

Elaborado por Cinthia Gabrielli Gil CRB5-001631/0



LORENA LOBO BRITO MORBECK

“AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA,
ANTINOCICEPTIVA, CICATRIZANTE, SEDATIVA E DO POTENCIAL
TOXICOLOGICO DO EXTRATO ETANOLICO, FRAGOES E SUBFRAGOES
DO CAULE/CASCA DE Ctenodon martii Benth”

Esta tese foi julgada adequada a obtengao do grau de doutora em Ciéncias

Fisiologicas e aprovada em sua forma final pelo Programa Multicéntrico de

Pés-Graduagéo em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal da Bahia.
Vitéria da Conquista — BA, 19 de dezembro de 2024.

Prof.? Dr.2 Regiane Yatsuda (Orientadora)
Universidade Federal da Bahia - UFBA/IMS

MM}//}//

Prof. Dr. Lucas Miranda Marques ( Exammador‘fnterno)
Universidade Federal da Bahia - UFBA/IMS

e .

Prof. Dr. Bruno Oliveira Moreira (Examinador Externo)
Universidade Federal da Bahia - UFBA/IMS

Prof.? Dr.? Erika Pereira de Souza (Examinadoba Externa)
Faculdade Independente do Nordeste - FAINOR

Zam d: &J‘mﬂ;

Prof. Dr.% Anaildes Lagdlde Carvalho (Examinadora Externa)
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB




Dedico este trabalho a Deus, o centro de tudo em minha vida. Sem Ele, nada seria
possivel. Sua presencga constante me fortalece. A Ele entrego toda a honra, a gléria
e a minha eterna gratidao.

Ao meu amado esposo, Hegberto Gibran Santos Morbeck, por compartilhar
comigo momentos de crescimento, conquistas e alegrias de forma unica. A vocé
dedico também todo o meu amor.

A minha filha, Maria Lébo Morbeck, cuja existéncia é a maior fonte de inspiracéo e
amor incondicional. Filha, vocé trouxe sentido a minha vida.

Aos meus pais, Nancy Gleide Lébo Brito e Djalma Oliveira Brito, por todo apoio,
amor dedicado e pelos principios de integridade que me guiam ao longo da vida.

A minha irma, Larissa, por sua amizade eterna, e aos meus sobrinhos, Isabela e
Rodrigo, por trazerem leveza, alegria e ternura aos meus dias.

A minha orientadora, Dra. Regiane Yatsuda, por todos os ensinamentos, pelo
conhecimento generosamente compartilhado e pela amizade que tanto valorizo.

E aos meus queridos amigos do Grupo Anti-inflamatério, com quem tive a honra
de compartilhar esta caminhada. Gratidao e carinho!



AGRADECIMENTOS

A Deus, o centro de tudo em minha vida, palavras jamais serdo suficientes para
expressar minha gratidao. A Ele, que é digno de toda honra, gléria e louvor, dedico
este trabalho. Minha gratiddo comecga no reconhecimento de quem Ele é e se renova
a cada dia pelas obras que tem realizado e continua a realizar em minha vida.

A toda minha familia, que, de maneira direta e indireta, contribuiu para esta
conquista. Obrigada pelo apoio incondicional, pelas palavras de forga, pelas oragdes
e por acreditarem em mim. Amo muito vocés!

Agradeco as instituicoes publicas financiadoras: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), a Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Fundagdo de Amparo a
Pesquisa e a Inovagédo Tecnoldgica do Estado da Bahia (FAPESB 141/2019), pelo
incentivo financeiro que viabilizou esta pesquisa.

Também agradeco as instituicdes parceiras, a Universidade Federal da Bahia
(UFBA/IMS-CAT) e Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por colaborarem
no desenvolvimento desta pesquisa e formacado académica.

Ao Programa Multicéntrico de Pés-Graduagdo e a Sociedade Brasileira de
Fisiologia, pela oportunidade e incentivo ao conhecimento. O doutorado trouxe
aprendizados valiosos que levarei por toda a vida.

A minha orientadora, Dra. Regiane Yatsuda, minha eterna gratidéo por acreditar em
mim desde a graduagdo. Sua paciéncia, amizade e ensinamentos foram pilares
fundamentais para a construgéo deste trabalho. Ré, sou profundamente grata por
sua empatia, altruismo e por ser exemplo inspirador de pesquisadora e ser humano.

A minha orientadora, Dra. Mariluze Peixoto Cruz, pela paciéncia, disponibilidade e
ensinamentos que enriqueceram esta pesquisa. Obrigada, Mari, por suas palavras
de incentivo e forca, e, acima de tudo, por sua amizade. Vocé é maravilhosa.

As minhas amigas, Pamala Evelin Pires Cedro e Talita Costa dos Santos, por sua
amizade, apoio e parceria inestimaveis ao longo desta caminhada. Vocés tornaram
os desafios mais leves e os momentos felizes ainda mais especiais. Como sempre
dizemos, “da UFBA para a vida!”.

Aos meus colegas de pdés-graduacao, Talita Costa dos Santos, Rafael Santos
Dantas Miranda Dérea, Thiago Macedo Lopes Correia, Manoela Rios Trindade e
Brenda Oliveira Lima, agradeco pela convivéncia enriquecedora, pela troca de
conhecimentos e pelo apoio ao longo desta jornada.



Aos pesquisadores e professores Dr. Lucas Miranda Marques, Dr. Bruno Oliveira
Moreira, Dra. Telma de Jesus Soares, Dra. Amélia Cristina Magalhaes Gusmao
e Dr. Avaldo de Oliveira S. Filho, pelo suporte técnico, auxilio e disponibilidade
durante esta pesquisa.

As professoras e amigas Dra. Erika Pereira de Souza e Dra. Kelle Oliveira Silva,
minha eterna gratiddo por me acolher desde o inicio desta jornada. O carinho, apoio
e generosidade de vocés foram fundamentais, e guardarei com amor tudo o que
aprendi ao longo do caminho ao lado de vocés.

Ao querido Tonho (Anténio Correia Freire), por sua indispensavel ajuda nas
coletas e identificagdes, sempre com dedicacéo e presteza.

Aos amigos do Grupo Anti-inflamatério, comecando da 12 geracédo Talita Costa
dos Santos, Rafael Santos Dantas Miranda Dérea, Sarah Rocha Lima Braga,
Alana Pereira Prado, 22 geracdo Ananda Brito Soares, Ketleen Lucas do Carmo,
Leonardo Oliveira Silva Bastos, Lucas Limeira Moreira, Mateus da Silva
Pereira, Vinicius Calebe Soares Souza, Luiza Amorim Rocha, Kaic Santos
Pereira, agora a 32 geracao Isaias Negreiros Dantas, Izabella Cardoso de Souza,
Paloma Brito Coutinho, Larissa Santana Gomes, Luis Felipe Biao Silveira, Livia
Oliveira Lima, Géssica Santos da Silva, Adrielli Trindade Brito, Yuri Guimaraes
Bomfim. Agradeco pelo carinho, confianga e respeito demonstrados ao longo deste
trabalho, além dos momentos descontraidos e lanches compartilhados. Foi um
privilégio enorme fazer parte de uma equipe tdo comprometida e unida, onde tive a
oportunidade de aprender tanto quanto ensinei.

Aos técnicos e servidores Antoénio Carlos, Perivaldo Santos, Gideon Oliveira,
Janeide Muritiba, Sérgio do Prado, José Claudio Amorim e Robson da Franga,
pela ajuda essencial com materiais e infraestrutura para o desenvolvimento deste
trabalho.

Aos queridos profissionais de Limpeza e Seguranga, cujo trabalho tornou meus
dias mais leves e acolhedores. Obrigada pelo carinho, pelas conversas e pelos
momentos de descontracao na copa. O que seria de mim seu aquele cafezinho!

Por fim, agradego a Todos que, de alguma forma, estiveram ao meu lado nesta
jornada, contribuindo para torna-la mais enriquecedora e gratificante. Este ndo é o
fim, mas o inicio de uma longa caminhada, que sigo com o coragado cheio de

gratidao e esperanca.



“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes.”
Isaac Newton



MORBECK, Lorena Lbébo Brito. Avaliagdo das atividades anti-inflamatéria,
antinociceptiva, cicatrizante, sedativa e do potencial toxicolégico do extrato
etandlico, fragcdes e subfragdes do caule/casca de Ctenodon martii Benth. 2024.
Tese (Doutorado) — Instituto Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da
Bahia, Vitéria da Conquista, 2024.

RESUMO

O estudo de plantas medicinais estabelece interdependéncia entre a quimica e a
medicina, impulsionando o desenvolvimento de novos medicamentos. Esse campo
de pesquisa € particularmente relevante em paises com alta biodiversidade, como o
Brasil, que apresenta escassos estudos cientificos que comprovam a eficacia e a
seguranga desses recursos naturais. Nesse contexto, a planta Ctenodon mattii,
coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincora, na Bahia, mostrou em estudos
prévios “in vivo” agao antinociceptiva e anti-inflamatéria, o que reforca sua relevancia
como objeto de investigagéo cientifica. Dando continuidade a essas descobertas, o
presente estudo buscou avaliar, as atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva,
sedativa, cicatrizante e o potencial toxicologico do extrato etandlico, bem como de
fracbes e subfragdes de diclorometano obtidas do caule/casca de C. martii,
ampliando o entendimento sobre suas propriedades bioativas. Extrato etandlico do
caule/casca da planta foi particionado originando a fracao de diclorometano, que por
técnica de cromatografia em silica originou as subfragcbes D1, D2, D3, D4 e D5.
Posteriormente, a subfracdo D2 foi submetida a um novo subfracionamento,
utilizando cromatografia em coluna de Sephadex, originando D2SS.1, D2SS.2 e
D2SS.3. Perfis fitoquimicos e cromatograficos dos compostos fracionados foram
avaliados por CG-EM. Os resultados obtidos tiveram suas variaveis testadas quanto
a distribuicdo normal e varidncia homogénea, os valores foram considerados
significantes quando apresentaram p < 0,05. Para os bioensaios com as subfragdes
e sub-subfracdes na dose de 25 mg/kg, utilizou camundongos machos Balb/c. As
atividades antinociceptiva em comparacdo ao grupo controle veiculo, foram
observadas em D2, D3, D4, D5, D2SS1, D2SS.2 e D2SS.3 no teste de contorgao
abdominal por acido acético; em formalina na 1° fase por D2, D3, D2SS.2 e D2SS.3,
e na 2° fase D2, D3, D4, D2SS.2 e D2SS.3; no teste Von Frey houve
hipernocicepcao em D2, D3, D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3. Quanto a atividade anti-
inflamatoéria em comparacéo ao controle veiculo foram observadas, no edema da
pata em D2, D3, D2SS.2 e D2SS.3; recrutamento de neutréfilos em D2, D3, D4,
D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3; produgao de éxido nitrico e no extravasamento vascular
em D2, D3 e D4. Subfragbes D2 e D3 reduziram producao de citocinas TNF-a e IL-
1a detectados por ELISA e expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-17 determinado por
gPCR. Ao avaliar a inflamacgao crbnica, ratos Wistar, foram testados com extrato
etandlico e comparado ao controle do veiculo, houve reducdo na formacédo de
granulomas e exsudato nas doses de 25 e 50 mg/kg; area da ferida excisional
diminuida nas doses de 25 e 12,5 mg/kg, apoiando achados histologicos. No teste
do labirinto em cruz elevada, nao houve efeitos sedativos ou déficit locomotor. O
potencial toxicolégico por DLso, acompanhados por ensaios hematolégicos e
bioquimicos ndo indicaram toxicidade e letalidade. Esses resultados revelam que
Ctenodon martii € uma fonte promissora para o isolamento de novos compostos
bioativos e agentes terapéuticos, com potencial para uso fitoterapico.

Palavras-chave: Bioativos, Ctenodon matrtii, Fragdo diclorometano, Modelo in vivo.



MORBECK, Lorena Lébo Brito. Evaluation of anti-inflammatory, antinociceptive,
healing, sedative activities and toxicological potential of the ethanolic extract,
fractions and subfractions of the stem/bark of Ctenodon martii Benth. 2024. Tese
(Doutorado) — Instituto Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da Bahia,
Vitéria da Conquista, 2024.

ABSTRACT

The study of medicinal plants establishes interdependence between chemistry and
medicine, driving the development of new drugs. This field of research is particularly
relevant in countries with high biodiversity, such as Brazil, which has scarce scientific
studies proving the efficacy and safety of these natural resources. In this context, the
plant Ctenodon matrtii, collected in the Contendas do Sincora National Forest, in
Bahia, showed in “in vivo” studies antinociceptive and anti-inflammatory action, which
reinforces its relevance as an object of scientific investigation. Continuing these
discoveries, the present study sought to evaluate the anti-inflammatory,
antinociceptive, sedative, healing activities and the toxicological potential of the
ethanolic extract, as well as of fractions and subfractions of dichloromethane
obtained from the stem/bark of C. martii, expanding the understanding of its bioactive
properties. The ethanolic extract of the plant stem/bark was partitioned, yielding a
dichloromethane fraction, which, using silica chromatography, yielded subfractions
D1, D2, D3, D4, and D5. Subsequently, subfraction D2 was subjected to a new
subfractionation, using Sephadex column chromatography, yielding D2SS.1, D2SS.2,
and D2SS.3. Phytochemical and chromatographic profiles of the fractionated
compounds were evaluated by GC-MS. The results obtained had their variations
tested for normal distribution and homogeneous variance; values were considered
significant when compared at p < 0.05. For bioassays with subfractions and sub-
subfractions at a dose of 25 mg/kg, male Balb/c mice were used. The antinociceptive
activities compared to the vehicle control group were observed in D2, D3, D4, D5,
D2SS1, D2SS.2 and D2SS.3 in the abdominal writhing test with acetic acid; In
formalin in the 1st phase by D2, D3, D2SS.2 and D2SS.3, and in the 2nd phase D2,
D3, D4, D2SS.2 and D2SS.3; In the Von Frey test there was hypernociception in D2,
D3, D2SS.1, D2SS.2 and D2SS.3. Regarding the anti-inflammatory activity
compared to the vehicle control, no paw edema was observed in D2, D3, D2SS.2
and D2SS.3; neutrophil recruitment in D2, D3, D4, D2SS.1, D2SS.2 and D2SS.3;
nitric oxide production and no vascular extravasation in D2, D3 and D4. D2 and D3
subfractions reduced the production of cytokines TNF-a and IL-1a detected by ELISA
and expression of TNF-a, IL-6 and IL-17 determined by gPCR. When evaluating
chronic inflammation, Wistar rats were tested with ethanolic extract and compared to
vehicle control, there was a reduction in the formation of granulomas and exudate at
doses of 25 and 50 mg/kg; excisional wound area decreased at doses of 25 and 12.5
mg/kg, supporting histological findings. In the elevated plus maze test, there were no
sedative effects or locomotor deficit. The toxicological potential by DLso,
accompanied by hematological and biochemical assays, did not indicate toxicity and
lethality. These results reveal that Ctenodon martii is a promising source for the
isolation of new bioactive compounds and therapeutic agents, with potential for
phytotherapeutic use.

Keywords: Bioactives, Ctenodon martii, Dichloromethane fraction, In vivo model.
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1 INTRODUGAO

A inflamagao € um processo bioldgico multifacetado que se ativa em resposta
a estimulos nocivos, como lesdes, infecgdes, isquemia, toxinas ou desordens
autoimunes. Esse mecanismo envolve a liberacdo de mediadores quimicos,
resultando nos sinais classicos da inflamacgao: rubor, calor, edema, dor e perda de
fungéo (Eze et al., 2019).

Esses sinais refletem a ativagcdo das células do sistema imunoldgico e
alteragdes vasculares destinadas a protecdo do organismo (Rood et al., 2023).
Apresentando aguda, com uma resposta rapida que visa conter lesées e promover a
reparagao tecidual, ou crdnica, marcada por duragdo prolongada e respostas
inadequadas ou persistentes, o processo inflamatério pode levar a danos teciduais e
comprometer a fungao de 6rgaos afetados (Leuti et al., 2020).

Durante o processo inflamatério, diversas células, incluindo as do endotélio
vascular, sdo ativadas e produzem mediadores, como citocinas e quimiocinas, que
atuam de forma quimiotatica, recrutando leucdcitos para o local da lesdo (Rood et
al., 2023). Esses leucocitos desempenham a fungdo de fagocitar invasores
patogénicos e detritos celulares gerados, contribuindo para o controle da inflamagao
(Cai et al., 2021).

A resolucao da inflamacdo € um processo ativo, coordenado por células e
mediadores pro-resolutivos especializados (Eze et al, 2019). Neutréfilos
desempenham um papel chave, com seus fagolisossomos, que contém enzimas
degradativas e produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) para eliminar
invasores e restos celulares. A producao inadequada ou tardia desses mediadores
pode levar a persisténcia da inflamagao, promovendo a infiltragdo continua de
leucdcitos e liberacao excessiva de ROS, resultando em danos teciduais e na
transicdo de uma inflamagao aguda para cronica (Cai et al., 2021).

Células imunes circulantes, como neutrofilos, mondcitos e células T, sao
recrutadas para locais de dano tecidual e inflamacao, frequentemente infiltrando
também os sistemas nervoso periférico e central (Ma et al., 2024). A ativagao dessas
células leva a expressao de diversos mediadores inflamatorios, incluindo citocinas,

quimiocinas, lipidios e proteases, que exercem efeitos diretos sobre neurdnios
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sensoriais periféricos e centrais de segunda ordem, além de influenciar células
imunes e tecidos adjacentes, regulando a dor de forma complexa (Raja et al., 2020).

Essa interligacdo entre inflamacédo e dor € evidente, pois a dor € um dos
sinais cardinais da resposta inflamatoria (Raja et al., 2020). A liberagdo de
mediadores inflamatérios durante a inflamacdo estimula diretamente os
nociceptores, neurdnios sensoriais especializados na detecgao da dor, que inervam
tecidos periféricos como pele, articulagdes e érgéos internos. Esses nociceptores
tornam-se sensibilizados a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, amplificando
a percepgao da dor (Ma et al., 2024; Raja et al., 2020).

A medida que a inflamacao persiste, essa sensibilizacdo pode intensificar-se,
prolongando a dor e, em casos de falha na resolugdo do processo inflamatério,
contribui para a transicdo de uma resposta aguda para estado crénico, resultando
em danos teciduais continuos e desconforto prolongado, impactando na qualidade
de vida do paciente (Parisien et al., 2022; Ribeiro et al., 2017).

Durante a inflamacéo, mediadores inflamatérios sensibilizam os nociceptores,
amplificando a percepgdo da dor. Essa relagdo sublinha a importédncia de
desenvolver novos tratamentos para a dor, que demandam uma abordagem
baseada em estudos que considerem diversos limiares de dor, o estado da doencga e
os tipos de lesdes (Parisien et al., 2022). Esses estudos visam encontrar um sistema
que modula as funcdes celulares neuronais e imunoldgicas, essenciais na
experiéncia da dor. As terapias que visam esses sistemas se mostram promissoras
como novos analgésicos (Fisher & Clarkson, 2024).

No entanto, a utilizagdo de medicamentos para o tratamento da dor apresenta
desafios significativos. As limitagcdes de resisténcia, o potencial para vicios e as
interagbes farmacologicas frequentemente dificultam a continuidade das terapias
com eficacia inalterada. A dor cronica, frequentemente associada a condigées como
osteoartrite, artrite, doencas oncoldégicas e neuropatias, apresenta uma
epidemiologia complexa, complicando o desenvolvimento de solugbes efetivas e
impactando seriamente a qualidade de vida dos pacientes (Fisher & Clarkson, 2024;
Parisien et al., 2022).

Mediante a essas condi¢cbes patoldgicas, vé-se a necessidade de buscar
novas alternativas para o uso de medicamentos fitoterapicos com finalidade

profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico (Eze et al., 2019)
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O Brasil é conhecido por sua vasta biodiversidade, incluindo uma grande
variedade de plantas medicinais com potencial terapéutico. A biodiversidade
brasileira, que compreende de 15% a 20% da diversidade global, oferece um
enorme potencial para o desenvolvimento de terapias naturais, sendo grande parte
ainda inexplorada (Zhou et al., 2021). Assim, esse recurso € uma base valiosa para
a pesquisa cientifica e o desenvolvimento de novos tratamentos, combinado ao
conhecimento tradicional de diferentes culturas e etnias do pais associado ao uso de
plantas medicinais (Palhares et al., 2021). Neste contexto, o Brasil apresenta uma
rica histoéria etnofarmacolégica. Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos
terapéuticos sejam derivados de recursos naturais, especialmente plantas e
microrganismos (Zhou et al., 2021).

Com o avango de estudos gendmicos, principalmente apos o Projeto Genoma
Humano, abriu-se um novo campo para a pesquisa e tratamento de doengas por
meio de bioativos naturais. Além disso, a diversidade cultural do Brasil impulsiona o
uso de fitoterapicos, consolidando o pais como um importante polo de
desenvolvimento de solugdes terapéuticas naturais (Zhou et al., 2021).

Nesse sentido, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, estabeleceu
diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ag¢des pelos diversos
parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais ao desenvolvimento de
tecnologias e inovagdes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos
produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do
Complexo Produtivo da Saude (Brasil, 2006).

Ctenodon martii (Benth.) D.B.O.S. Cardoso, P.L.R. Moraes & H.C. Lima,
conhecida popularmente como tripa de galinha, € uma planta nativa do Nordeste
Brasileiro, faz parte da familia Fabaceae, € um subarbusto que cresce
principalmente no bioma tropical sazonalmente seco do Brasil (Cardoso, Moraes &
Lima, 2020). Estudos sistematicos moleculares indicaram mudanga na classificagao
do género anteriormente escrito Aeschynomene para o género Ctenodon, apos
resultados das analises filogenéticas moleculares da linhagem sendo restabelecido
corretamente o género da espécie Ctenodon martii (Domingues et al., 2022;
Cardoso et al., 2020).
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Devido a ampla distribuicdo de Ctenodon martii, na regido semiarida da
caatinga em Contendas do Sincora (BA), o presente trabalho teve como objetivo dar
continuidade as pesquisas anteriores (Morbeck; Cruz; Yatsuda, 2018; Oliveira; Cruz;
Yatsuda, 2016), avaliando “in vivo” as atividades anti-inflamatdrias, antinociceptiva,
cicatrizante, sedativa e o potencial toxicolégico do extrato etandlico, fracdes e
subfragbes do caule/casca dessa espécie. Planta rica em atividade bioldgica,
destacando-se como promessa para estudos quimicos e farmacologicos voltados ao

fracionamento, isolamento e identificacdo de compostos bioativos.



23

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1.INFLAMAGAO

A inflamagcao é uma resposta tecidual bem regulada que tem como objetivo
primario eliminar patégenos e remover tecido danificado, restabelecendo a
homeostase no local afetado. O influxo de células imunes, como neutrofilos,
monocitos e macréfagos, associado a liberacdo de mediadores inflamatorios,
citocinas, quimiocinas, eicosanoides, entre outros, que orquestram a resposta
inflamatdria resultando nos sinais cardinais da inflamagao: vermelhidao, inchaco,
calor, dor e perda de funcao (Meizlish et al., 2021).

Diversas vias de sinalizagdo atuam em conjunto para regular esses processos
patolégicos. Apos a identificacdo de uma lesédo ou infecgdo, o objetivo inicial é a
eliminacao de agentes patogénicos e a reparacao do tecido danificado (Kim & Lee,
2024). No entanto, embora os processos inflamatdrios sejam projetados para
combater patdégenos, eles também podem causar danos ao tecido do hospedeiro
devido a liberagdo descontrolada de mediadores inflamatérios (Kim & Lee, 2024;
Meizlish et al., 2021).

Circuitos de comunicacado entre células imunes e teciduais conduzem a
propagacao de sinais inflamatoérios e regulam a apoptose das células afetadas (Nie
et al., 2022). A falha em controlar a inflamagdo pode resultar em uma resposta
inflamatoria excessiva ou prolongada, levando a danos irreversiveis aos tecidos.
Ponto de controle e mecanismos regulatérios agem para equilibrar a ativagcéo e a
supressao da inflamagao, prevenindo assim respostas prejudiciais (Guarnizo et al.,
2023).

O processo inflamatério segue um curso bem definido. Inicialmente, o
reconhecimento do dano leva ao recrutamento de neutrdfilos (fase 1), seguido pela
entrada de mondcitos mediados por sinais dos neutréfilos (fase Il). Fagécitos entao
liberam sinais que inibem a continuagdo do recrutamento de neutrdfilos (fase ),
com o encerramento da resposta sendo orquestrado por macréfagos que adotam um
perfil anti-inflamatoério apos fagocitar neutréfilos apoptoticos (fase IV) (Knethen &
Barbosa, 2021).
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Os sinais moleculares gerados em resposta ao dano tecidual ou invasao
microbiana sao reconhecidos por células apresentadoras de antigenos (APCs),
como macrofagos residentes ou células dendriticas (DCs), estrategicamente
localizadas perto do local da lesdo. O inicio da resposta inflamatéria deve ser
rigidamente regulado para evitar danos excessivos ao tecido (Meizlish et al., 2021).

A inflamagao aguda, mediada por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), como o receptor Toll-like 9 (TLR9), ativa a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a interleucina-1 (IL-1), que promovem o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos. A infiltragao inicial de neutréfilos é rapidamente seguida pela
chegada de macrofagos, que participam da fagocitose de patdégenos e restos
celulares, promovendo a resolucdo da inflamagao através da liberacdo de
mediadores anti-inflamatorios (Juranova et al., 2017; Kanai et al., 2024).

A infeccdo ou lesdo provoca a morte celular necrética, que resulta no
rompimento das membranas celulares e na liberagcdo de componentes intracelulares
que contém padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). Esses DAMPs s&o
rapidamente detectados por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs)
expressos por leucécitos, ativando vias de sinalizagao inflamatéria e promovendo a
liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral (TNF), intensificando a resposta inflamatéria (Lambert et al., 2021).
A amplificacdo dessa resposta € crucial para a eliminagdo de patdgenos, mas se
nao for adequadamente regulada, pode causar danos teciduais adicionais e
contribuir para condi¢des inflamatdrias crénicas (Horner et al., 2023).

Um evento chave no inicio da inflamagdo é a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como as interleucinas 1 alfa e 1 beta (IL-1a/B) e IL-18, no tecido
lesado. Este processo € mediado pela ativagao do fator nuclear kappa beta (NF-«kB),
desencadeada pela ligacdo de DAMPs ou PAMPs aos receptores Toll-like (TLRs)
(Lépez et al., 2020).

A ativacao do NF-kB nao apenas promove a liberagao de IL-1 e IL-18, mas
também integra vias de sinalizagdo mais complexas. Estudos recentes indicam que
NF-kB pode ser ativado por novos componentes da resposta imune, como sensores
citoplasmaticos de DNA, intensificando a resposta inflamatéria em tecidos
lesionados (Guo et al., 2024). Isso amplia o papel dos TLRs, que ndo apenas

respondem a DAMPs, mas também interagem com proteinas adaptadoras, como
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MyD88 e TRIF, para potencializar as respostas imunes. Outro aspecto importante é
a descoberta de novos inibidores naturais de caspase-1, que podem reduzir a
ativacao excessiva de IL-1B e IL-18, um avanco potencial na modulagdo de doengas
inflamataorias crénicas (Guo et al., 2024; Lopez et al., 2020).

Os mediadores inflamatérios desempenham um papel crucial no
desenvolvimento e na progressao de varias condi¢des inflamatdrias, com destaque
para o 6xido nitrico (NO). A producdo de NO é regulada pelas enzimas NO-sintase
constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS), sendo liberado em pequenas quantidades
em condigdes normais. No entanto, em situagdes patologicas, como inflamacéao e
choque séptico, as quantidades de NO aumentam significativamente, exacerbando o
processo inflamatorio. Pesquisas recentes indicam o envolvimento de NO em
doencgas cronicas inflamatérias, ligadas ao estresse oxidativo e imunomodulagao
(lwata et al., 2020; Morris et al., 2022).

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado com inflamagao,
envolvendo multiplos mediadores como horménios, citocinas e espécies reativas de
oxigénio (ROS). O éxido nitrico (NO) € um dos principais mediadores, com papel
dual: protege o sistema vascular em quantidades controladas, mas causa danos
teciduais e ao DNA quando produzido em excesso. No contexto inflamatério, o
recrutamento de neutréfilos ao local de lesdo € essencial para a resposta imune
precoce, mas sua ativagdo excessiva pode ser prejudicial, necessitando de
regulagéo rigorosa para evitar danos adicionais aos tecidos (Ilwata et al., 2020; Xiang
et al., 2023).

A inflamagao comega com o recrutamento de neutrdfilos ao local da lesdo em
resposta a sinais quimiotaticos, e sua funcao vai além da defesa inicial, incluindo a
modulacdo da resposta imunoldgica. Estudos recentes destacam que a
desregulacdo da atividade dos neutréfilos pode exacerbar doencgas inflamatérias
cronicas. A ativagcao excessiva desses leucdcitos esta relacionada a exacerbacao de
doengas autoimunes, requerendo abordagens terapéuticas inovadoras para o
controle adequado da inflamagdo (Rawat & Shrivastava, 2022; Soehnlein et al.,
2017).

A liberagao de citocinas pro-inflamatérias e a ativagcao de leucdcitos durante a
inflamacdo podem ser mediadas por canais de panexinas, que criam poros na

membrana plasmatica, facilitando a comunicagdo célula-ambiente. Esses canais,
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particularmente Panx1, desempenham um papel essencial na formacédo de
macrofagos multinucleados, ativacdo de células T e quimioatragdo de leucécitos
para amplificar a resposta imune. Disfun¢gdes nesses canais estdo ligadas a
condic¢des inflamatodrias crénicas (Chen et al., 2023; Rusiecka et al., 2022).

O recrutamento de células inflamatdérias para o local da lesédo € mediado por
multiplos sinais que regulam interagdes entre células endoteliais e leucdcitos
circulantes. Em inflamagdes agudas induzidas por TNFa, os canais Panx1 facilitam a
adesdo e extravasamento de leucdcitos pela parede vascular. Estudos recentes
demonstram que a delegdo de Panx1 reduz a expressdo de moléculas de adeséao
em células vasculares, inibindo o recrutamento de leucdcitos (Rusiecka et al., 2022;
Yanguas et al., 2017).

A adesédo e o extravasamento de leucécitos dependem significativamente da
expressao de P-selectina (CD62P), ICAM1 (CD54) e ICAM2 (CD102) no endotélio.
Essas moléculas de adesdo sao reconhecidas por integrinas B2, como CD11b-
CD18, expressas pelos neutréfilos. O recrutamento de neutrofilos € mediado por
agentes quimiotaticos, como C5a do sistema complemento, leucotrieno B4, CXCL8 e
o fator ativador de plaquetas (PAF), que sédo produzidos por células residentes ou
leucdcitos infiltrantes (Alfaro et al., 2022).

Outro fator ocorre no tecido inflamado, aumentando o fluxo sanguineo
inicialmente na area afetada. As substancias vasoativas liberadas por fibras
nervosas nociceptoras ou células imunitarias intersticiais residentes, como os
macrofagos, desempenham um papel importante. No entanto, se a resposta
inflamatdria aguda nao se resolve de forma oportuna e progride para um estado
cronico, os mecanismos tornam-se disfuncionais e a vasoconstrigdo predomina
(Alfaro et al., 2022).

Durante a inflamagdo, ha uma regulagdo dindmica da permeabilidade
vascular, favorecendo o extravasamento de fluidos, proteinas e leucdcitos para o
tecido afetado, levando ao edema intersticial. O aumento da permeabilidade
vascular também esta relacionado a ativacdo de mediadores inflamatdérios, como
histamina e serotonina, que promovem a abertura das jungbes intercelulares das
células endoteliais. Essa hipermeabilidade facilita o recrutamento de leucdcitos,
como neutrofilos e mondcitos, que sdo essenciais para a resposta inflamatoria
(Guarnizo et al., 2023; Mowat et al., 2017).
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A medida que a inflamac&o avanca, ocorre a ativagdo de vias de sinalizagdo
envolvendo fatores pro-inflamatorios, como o TNF-a, que intensificam a resposta
inflamatdria e, em casos crénicos, podem promover a fibrose tecidual. Além disso,
estudos recentes indicam que o endotélio vascular, além de regular a
permeabilidade, também atua como uma interface ativa que modula a resposta
inflamatodria, liberando mediadores anti-inflamatoérios, que ajudam a promover a
resolucdo da inflamacao (Theofilis et al., 2021).

A resolucdo da inflamagdo depende de um delicado equilibrio entre a
amplificagdo da resposta inicial e a ativagdo de mecanismos reparadores. O
processo inflamatério € guiado por uma complexa rede de sinais, nos quais 0s
mediadores pro-inflamatérios, como as citocinas e quimiocinas, promovem o
recrutamento de células imunolégicas (Leuti et al., 2020; Thedfilis et al., 2021)

Com o tempo, moléculas anti-inflamatérias, como as resolvinas e lipoxinas,
entram em acgdo, promovendo a resolugdo e a reparagao tecidual. Esse controle
permite que a inflamagédo seja modulada de acordo com o contexto, prevenindo

danos crénicos e promovendo o retorno a homeostase (Kanai et al., 2024).

2.1.1 Inflamagao Granulomatosa

A inflamagédo granulomatosa é um padrao histologico caracterizado por uma
resposta tecidual especifica, frequentemente observada apds lesdes celulares. A
extensdo da inflamacdo associada a formacdo de granulomas pode variar
significativamente, sendo que estes podem estar acompanhados por inflamagao
intensa nas estruturas granulomatosas ou, em contrapartida, manifestar-se com
minima ou nenhuma inflamacao associada, sendo classificados como granulomas
brandos (O’Donovan et al., 2024).

Essa resposta tecidual granulomatosa pode ser desencadeada por uma
diversidade de condi¢des, incluindo infeccbes, doencas autoimunes, reacodes
toxicas, alérgicas, medicamentosas e neoplasicas (Grammatikos & Gennery, 2024).
O padrao dessas reacoes limita o diagndstico diferencial em contextos patologicos e

clinicos, abrangendo granulomas necrosantes, n&o necrosantes, supurativos,
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inflamacao granulomatosa difusa e reagdes de células gigantes de corpo estranho
(Wang & Liu, 2022).

Existem dois tipos bem definidos de granulomas, classificados de acordo com
sua etiologia: os granulomas de células gigantes, também conhecidos como
granulomas imunoloégicos, que resultam de uma variedade de etiologias e podem ser
histologicamente categorizados como necrosantes ou nao necrosantes; e o0s
granulomas de corpo estranho, que se formam em resposta a material inerte, sem
uma resposta imune adaptativa, como suturas ou talco, onde uma colecdo de
histiocitos incapazes de fagocitar envolve o material estranho (Wang & Liu, 2022).

Os granulomas sédo agregados de macrofagos modificados em células
epitelidides e outras células inflamatérias que se acumulam apds exposigao cronica
a antigenos. O gatilho subjacente pode incluir a exposicédo a agentes nocivos que
nao podem ser degradados bioquimicamente ou a disfungdo imunolégica. O
resultado final desse processo € a liberagao de diversas citocinas que estimulam as
células mononucleares a se fundirem, formando células gigantes multinucleadas,
cercadas por uma borda de linfécitos e fibroblastos (O’Donovan et al., 2024).

A formagao de granuloma ocorre quando a resposta imune, seja humoral ou
celular, ndo consegue eliminar o material estranho agressor. Esse fenbmeno é
predominantemente uma resposta imune celular de hipersensibilidade tardia, que
busca isolar e neutralizar agentes patogénicos que séo intrinsecamente dificeis de
erradicar (Perelygina et al., 2021). A inflamacdo granulomatosa representa uma
interacdo complexa entre macréfagos maduros, células T helper (Th) e células B,
contribuindo para a formagao de estruturas granulomatosas (Rdszer, 2020).

O tipo de resposta imune desencadeada depende da origem das particulas
estranhas, sendo que patdégenos intracelulares normalmente ativam uma resposta
Th1, caracterizada pela secre¢ao de citocinas como interferon gama, interleucinas
IL-2 e IL-12. Em contraste, patdgenos extracelulares evocam uma resposta Th2,
com a liberagéo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, resultando em um feedback positivo nas
células T perpetuado pelas citocinas (Sacco et al., 2023; Weeratunga et al., 2024)

Os macrofagos desempenham um papel crucial no processamento do agente
agressor em peptideos antigénicos simples, os quais sao apresentados aos
linfocitos T. Essa interacdo resulta na ativacdo dos linfécitos T, que estimulam a

producdo de diversas citocinas, levando a ativacdo de outras células T e a



29

conversao de histiécitos e macréfagos comuns em histiocitos epitelidides, um tipo de
célula com maior potencial funcional (Részer, 2020).

Esses macrofagos epitelidides apresentam caracteristicas morfologicas e
funcionais aprimoradas, contribuindo significativamente para a resposta inflamatéria
e a formacdo do granuloma. Além disso, a comunicagdo entre macréfagos e
linfécitos T € mediada por citocinas como IL-12 e TNF-a, que promovem uma
resposta imune adaptativa robusta (Cronan, 2022).

Os histidcitos epitelioides se agrupam para formar granulomas e tém a
capacidade de se fundir, resultando na formagéao de células gigantes multinucleadas.
Essa reacdo granulomatosa é frequentemente circundada por um manguito de
linfécitos, plasmdécitos e eosindfilos, cuja composigao € influenciada pela natureza do
agente causador (McCaffrey et al., 2022; Perelygina et al., 2021) Os histiocitos
epitelioides podem induzir necrose tecidual, levando a formagao de granulomas
“necrosantes”, caracteristica de infec¢oes (Ristow & Davis, 2021).

A ativacédo fisioldgica dos histiécitos ocorre entre 24 a 48 horas apdés uma
lesdo, mediada pela ativagdo do sistema complemento (C3b, C5a) e pela liberagéao
de quimiocinas e citocinas por células T auxiliares (Th1), como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
17 e IFN-y, que promovem, recrutam e direcionam macrofagos ao local da lesao
(Grammatikos & Gennery, 2024).

Histiocitos ativados podem persistir além da fase aguda, dominando a
resposta inflamatdéria crbnica e o subsequente reparo tecidual. Essa persisténcia
sugere a existéncia de dois tipos de histidcitos: aqueles que equilibram a resposta
inflamatoéria e promovem a fagocitose, e aqueles que auxiliam na cicatrizacao,

fibrose e angiogénese (Ganesan et al., 2022)

2.1.2 Inflamagao e o Reparo Tecidual

O reparo de feridas € um dos processos biolégicos mais complexos que
ocorrem durante a vida humana, envolvendo uma orquestragao intricada de
multiplas vias moleculares e celulares. Apds uma lesdo, uma série de respostas
biolégicas é imediatamente ativada e sincronizada para promover a cura (Kolimi et
al., 2022).
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Este processo frequentemente resulta na formagdo de uma massa de tecido
fibrético ndo funcional, conhecida como cicatriz. Em contraste, os tecidos fetais
lesionados podem ser totalmente recriados sem fibrose, em um fenémeno que se
assemelha a regeneragdo (Wilkinson & Hardman, 2020). Organismos, como
algumas espécies de salamandras e zebrafish, mantém a capacidade de regenerar
tecidos ao longo da vida adulta, oferecendo insights valiosos sobre os mecanismos
de reparo e regeneragdo que poderiam ser aplicados na medicina regenerativa
(Kolimi et al., 2022; Martin, 2020).

Os processos de regeneragao e reparo tecidual constituem uma sequéncia
complexa de eventos moleculares e celulares que se desencadeiam apds uma lesao
tecidual, visando restaurar o tecido danificado. Este processo é tradicionalmente
dividido em fases de hemostasia, inflamacgao, proliferagdo e maturagao, nas quais
diversas células, incluindo plaquetas, neutréfilos, mondécitos/macrofagos, linfocitos,
fibroblastos e células epidérmicas, desempenham papéis cruciais (M. Li et al., 2021).

Durante a fase inflamatédria, a ativacdo de mediadores soluveis, como
quimiocinas e citocinas, juntamente com fatores de crescimento, é fundamental para
a coordenacao da resposta celular, promovendo a formacéao de tecido de granulagéo
e a deposicao de colageno (Wang et al., 2023). Além disso, a dinamica da matriz
extracelular e as interagbes entre células sanguineas e parenquimatosas sao
essenciais para a integridade e eficacia do processo de cicatrizagdo, evidenciando a
complexidade e a plasticidade envolvidas na reparacgao tecidual (Baron et al., 2020).

No contexto da cicatrizagcao de feridas, a inflamagao é reconhecida como a
primeira etapa fundamental do processo e pode ser subdividida em trés fases: a fase
inflamatdria, que envolve a hemostasia; a fase proliferativa, caracterizada pela
formagdo de novo tecido; e a fase de maturagdo, que abrange a remodelagéo
tecidual (Martin, 2020).

A resposta celular na fase inflamatéria € marcada pelo influxo de leucécitos
para a area da ferida. Este processo inicia-se rapidamente e esta associado aos
principais sinais de inflamagdo, como edema e eritema na regido lesionada.
Geralmente, a resposta celular se estabelece nas primeiras 24 horas apds a leséo e
pode se estender por até dois dias. Nas primeiras horas, uma quantidade
significativa de neutrdfilos transmigra através das células endoteliais das paredes

dos capilares sanguineos, sendo ativados por citocinas pré-inflamatérias, como a IL-
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18 e o TNF-a, que desempenham papéis cruciais na modulagdo da resposta
inflamatdria no local da lesao (M. Li et al., 2021; Wilkinson & Hardman, 2020)

As citocinas desempenham um papel crucial na promogao da expressao de
diversas classes de moléculas de adesao, que sao determinantes para a diapedese
de neutrdfilos, incluindo selectinas e integrinas. Essas células inflamatérias séo
fundamentais no processo de cicatrizagcao de feridas, contribuindo para a liberagcao
de enzimas lisossomais e espécies reativas de oxigénio, além de facilitar a limpeza
de fragmentos celulares e a degradacédo de matrizes extracelulares (Carvalho et al.,
2021).

Na fase proliferativa, o objetivo primordial é reduzir a area do tecido lesionado
por meio de contracdo e fibroplasia, estabelecendo uma barreira epitelial funcional
que ativa os queratinocitos. Essa etapa € essencial para o fechamento da lesao,
englobando processos como angiogénese, fibroplasia e reepitelizacdo (Carvalho et
al., 2021). Quando ocorre uma lesdo tecidual, o processo de reparo é moderado pela
atividade das células inflamatérias nas bordas da lesdo, como os queratindcitos,
além da acdo de uma variedade de citocinas e fatores de crescimento que
influenciam a migracao, proliferacao e diferenciacao celular local (J. Yin et al., 2023).

A terceira fase da cicatrizagao, conhecida como fase de remodelagao, inicia-
se aproximadamente duas a trés semanas apoés a leséo e pode perdurar por um ano
ou mais. Esta fase é caracterizada pelo amadurecimento dos componentes teciduais
e por profundas alteracbes na matriz extracelular, culminando na resolugcdo da
inflamacéao inicial (L. Zhang et al., 2022). Durante a remodelagdo, ocorre uma
reorganizacao, degradacao e ressintese da matriz extracelular, onde o tecido de
granulacao é gradualmente transformado em uma estrutura mais funcional (Baron et
al., 2020).

A complexidade do processo de reparo implica que, na maioria das lesdes, 0
resultado € um tecido funcional, em grande parte composto pela agcao de células
especializadas, principalmente fibroblastos, e uma matriz extracelular que,
inicialmente desorganizada, se reorganiza em colageno. Um reparo bem-sucedido
da pele requer uma regulagdo molecular precisa ao longo de todo o processo de
cicatrizacao (Schilrreff & Alexiev, 2022).
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2.2 NOCICEPGAO E DOR

Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua a dor como
“‘uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real
ou potencial, ou descrita em termos de tal dano.”; conceitua também nocicepg¢ao
como “o processo neural de codificagao de estimulos nocivos” (IASP, 1994).

Tradicionalmente, a dor foi compreendida a partir de uma perspectiva restrita,
focando no processamento nociceptivo. A definicdo padrao de dor ressalta sua
natureza subjetiva, que implica uma experiéncia consciente e pessoal. Este campo
de estudo gerou um vasto conhecimento sobre a transdugdo, transmissdo e
processamento de sinais nociceptivos na medula espinhal, tanto em contextos de
dor aguda quanto crdnica (S. Liu & Kelliher, 2022).

A experiéncia dolorosa resulta, assim, da inter-relacdo entre a interpretacéo
das qualidades sensoriais e os componentes afetivos, cognitivos e comportamentais,
além das reacgles fisiologicas que se manifestam em resposta a estimulagdo ou
disfungao do sistema nociceptivo (Marchand, 2021). A interpretacdo do fendmeno da
dor € individualizada; cada individuo atribui significados idiossincraticos a
experiéncia sensorial, influenciado por seu estado mental e pelo valor simbdlico que
a dor representa. Os comportamentos resultantes sdo determinados pelo significado
da dor e ndo pela natureza ou intensidade do estimulo original (S. Liu & Kelliher,
2022).

A nocicepgao representa o primeiro passo na sequéncia de eventos que
levam a experiéncia dolorosa, sendo um fendmeno sensitivo-doloroso que
transforma estimulos ambientais, sejam fisicos ou quimicos, em potenciais de agéo
nas fibras nervosas periféricas, que sao entdo transmitidos ao Sistema Nervoso
Central (Guo et al., 2022). Estimulos nocivos induzem alteragdes na atividade de
varias estruturas supraespinhais, desencadeando respostas antinociceptivas
endodgenas (Guo et al., 2022; Woolf, 2022)

Os reflexos nociceptivos e a percepg¢ao da dor estdo intrinsecamente ligados,
uma vez que a ativagdo de nociceptores e de vias nociceptivas pode resultar na
sensacdo de dor. No entanto, ha evidéncias que sugerem que 0s nociceptores
podem ser ativados mesmo na auséncia de percepgao dolorosa (Woolf, 2022). A

eletrofisiologia dos nociceptores e das vias nociceptivas apoia essa ideia, uma vez
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que estudos demonstram que muitos nociceptores periféricos podem ser ativados
por estimulos que estdo abaixo do limiar da percepgao dolorosa, € uma proporgao
significativa de neurdnios nociceptivos centrais responde de forma convergente a
estimulos nao nociceptivos (Fisher & Clarkson, 2024).

Ao ocorrerem lesdes, os receptores nociceptivos experimentam modificagdes
estruturais e funcionais ao longo do tempo, resultando em dor prolongada. Essas
alteracbes sdo frequentemente acompanhadas pela liberacdo de substancias
algiogénicas nos tecidos, como prostaglandinas, bradicinina e citocinas, que
amplificam a resposta a dor (Sirucek et al., 2023).

A sensibilizagcdo dos neurénios periféricos leva a hiperalgesia termomecanica
primaria, onde estimulos normalmente n&o dolorosos se tornam dolorosos, enquanto
a sensibilizacdo dos neurbnios centrais provoca hiperalgesia mecanica secundaria,
que resulta em aumento da sensibilidade a estimulos mecanicos em areas
adjacentes a lesao (Ziegler et al., 2022).

Este fenbmeno de sensibilizacdo central esta associado a neuroplasticidade,
onde a reestruturacdo sinaptica e a modulagdo da excitabilidade neuronal
contribuem para a persisténcia da dor, mesmo na auséncia de estimulos nocivos
(Woolf, 2022). Assim, a dor crbnica emerge nao apenas como uma resposta a
lesdes agudas, mas também como um disturbio complexo que envolve interagdes

dindmicas entre os sistemas periférico e central (Coghill, 2020; Eltrabily et al., 2021).

2.2.1 Mecanismos Neurais da Nocicepgao

A nocicepcdo € o processo pelo qual estimulos térmicos, mecéanicos ou
quimicos intensos sdo detectados por uma subpopulacdo especializada de fibras
nervosas periféricas, conhecidas como nociceptores (Liu et al, 2021). Sob
condigdes fisioldgicas normais, a informagao sensorial € captada pelas estruturas do
Sistema Nervoso Periférico (SNP) e transmitida para as unidades do Sistema
Nervoso Central (SNC), onde ocorre a decodificagdo e interpretacédo dos sinais
nociceptivos (Fiore et al., 2023).

Os corpos celulares dos nociceptores estédo localizados nos ganglios da raiz

dorsal (DRG) e no ganglio trigeminal, que inervam as areas faciais; cada nociceptor
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possui um ramo axonal periférico que inerva seu 6rgao-alvo e um ramo central que
projeta para a medula espinhal (Bellocchi et al., 2022). Além disso, mecanismos
modulatérios podem sensibilizar ou suprimir a nocicepgdo em diferentes estagios de
processamento, refletindo uma integragdo complexa entre os tecidos periféricos e o
SNC (Sawicki et al., 2021).

Existem duas classes principais de nociceptores, que desempenham papeis
distintos na percepgdo da dor. A primeira classe € composta por aferentes
mielinizados de didametro médio, conhecidos como fibras Ad, que mediam a dor
“‘primeira”, caracterizada por sua agudeza, localizagdo precisa e rapidez na
transmissao. Estas fibras Ad diferem das fibras AB, que, apesar de também serem
mielinizadas, possuem um diametro maior e sdo responsaveis pela conducido de
estimulos mecénicos indcuos, como toques leves (Bellocchi et al., 2022). A segunda
classe é constituida por fibras “C”, que sdo nao mielinicas e de pequeno diametro,
transmitindo a dor mal localizada, conhecida como “segunda” ou dor lenta. A dor
transmitida por estas fibras € geralmente difusa e de inicio mais tardio (Donnelly et
al., 2020).

A transducéao nociceptiva € um componente essencial da via nociceptiva, que
abrange os processos de transducgao, transmissao, modulagao e percepg¢ao da dor.
Este fendbmeno ocorre quando a intensidade dos estimulos atinge o limiar nocivo de
deteccao dos nociceptores. Esses receptores possuem propriedades biofisicas e
moleculares que lhes permitem detectar seletivamente e responder a estimulos
potencialmente lesivos, como calor excessivo, pressdo intensa ou substancias
quimicas nocivas (Malafoglia et al., 2022).

A medida que se ascende no neuroeixo, observa-se um aumento significativo
na redundancia anatdbmica das vias sensitivas, acompanhado de uma redugao na
especificidade das respostas. A agao dos neurotransmissores excitatérios liberados
na medula espinhal pelos aferentes primarios nociceptivos € modulada por sistemas
neuronais excitatorios e inibitérios presentes em varias regides do sistema nervoso,
incluindo areas corticais e subcorticais que desempenham papéis cruciais na
percepgao da dor (Salvador et al., 2021).

A transducdo e a geracdo das sensacdes de dor sao processos complexos
que envolvem uma variedade de moléculas, células e circuitos neurais em multiplos

niveis, desde a periferia até a medula espinhal e o cérebro. As interagcdes dinadmicas
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entre células residentes na pele e terminagdes nervosas sensoriais tém um impacto
profundo na forma como percebemos tanto o toque quanto a dor. Estas interagdes
sdo mediadas por mediadores inflamatérios e sinais celulares que modulam a
excitabilidade das fibras nociceptivas (Chen et al., 2020; Salvador et al., 2021)

Os interneurbnios espinhais e as influéncias excitadoras e inibidoras
descendentes colaboram para refinar a transmissdo da dor no sistema nervoso
central, permitindo uma integracdo mais eficiente das informag¢des nociceptivas.
Esse complexo sistema de regulagdo € fundamental para a percepgao adequada da
dor e para a adaptagao a estimulos nocivos (Bellocchi et al., 2022).

A atividade das células sensoriais primarias e de ordem superior, tanto na
periferia quanto no sistema nervoso central (SNC), é amplamente regulada por um
equilibrio delicado entre eventos excitatorios e inibitorios. Este equilibrio envolve a
ativacao de canais ibnicos acoplados a membrana, receptores acoplados a proteina
G, receptores de citocinas, bem como tirosinas quinases e outros tipos de
receptores (Malafoglia et al., 2022).

Apos uma inflamagao periférica, ocorre uma hiperatividade nos neurdnios
sensoriais primarios, que resulta em um aumento da liberacdo de
neurotransmissores, como o0 glutamato, e de neuromoduladores, incluindo
substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina e fator neurotroéfico
derivado do cérebro. Essa liberacao intensifica a hiperatividade de neurdnios poés-
sinapticos nociceptivos na medula espinhal, levando a chamada sensibilizagado
central (Malafoglia et al., 2022; Salvador et al., 2021).

Os terminais nervosos periféricos dos nociceptores contém receptores e
canais ibnicos que sao sensiveis a mediadores moleculares liberados durante a
inflamacdo. Quando ativados, esses nociceptores transduzem potenciais de acao
para os corpos celulares localizados nos ganglios da raiz dorsal. Em seguida, esses
sinais sao transmitidos a medula espinhal e ao cérebro, onde sao processados,
contribuindo para a percepg¢ao da dor (Donnelly et al., 2020).

Os subtipos de neurdnios nociceptores inervam diferentes camadas epiteliais,
como as da pele, pulméo e trato gastrointestinal, estabelecendo uma interface critica
com os estimulos ambientais (Chu et al., 2020). Os nociceptores de fibra C, que sao
neurdnios nao mielinizados e possuem conducdo lenta, sdo particularmente

sensiveis a estimulos térmicos e quimicos nocivos, mediando a percepgao da dor



36

cronica e a sensacdo de queimadura (Fiore et al., 2023). Em contraste, os
nociceptores de fibras AR e Ad sao mielinizados, o que lhes permite conduzir
impulsos nervosos com mais rapidez. Esses neurbnios estdo associados a
sensibilidade mecanica e a dor aguda, sendo fundamentais na resposta a lesbes
subitas e a protecao do organismo (Chu et al., 2020).

Estudos recentes demonstraram que os nociceptores s&o altamente diversos
em termos de expressao molecular, possuindo diferentes padrdes de canais ibnicos,
receptores de fatores de crescimento, receptores acoplados a proteina G e
neuropeptideos. Essa diversidade funcional permite que uma Unica célula
nociceptora responda a multiplos tipos de estimulos sensoriais, mediando respostas
distintas e, por vezes, complexas (Salvador et al., 2021).

A exploracdo dessas diferengcas nos perfis de expressdo molecular abre
novas possibilidades para a modulagao da dor, indicando que direcionar processos e
moléculas especificas pode levar a avangos significativos nos tratamentos para

condicdes dolorosas (Sawicki et al., 2021).

2.2.2 Interagao entre Inflamagao, nocicepgao e dor

As atividades dos neurdnios nociceptores sdo moduladas por células imunes
que, ao liberarem mediadores quimicos, aumentam a sensibilidade a dor. Por sua
vez, 0s nociceptores também liberam neuropeptideos e neurotransmissores, como a
substancia P e o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), que atuam sobre
células imunes inatas e adaptativas, influenciando suas fungbes (Coaccioli et al.,
2024).

Essa interacdo complexa permite que a sinalizagdo neural ndo apenas
promova a percepc¢ao da dor, mas também defina padrdes de resposta imunoldgica,
contribuindo para o desenvolvimento de doengas inflamatérias, tanto localizadas
quanto sistémicas (Bellocchi et al., 2022; Coaccioli et al., 2024)

Esta bem estabelecido que os mediadores inflamatérios liberados localmente
apods lesdes teciduais podem estimular diretamente e causar sensibilizacdo dos
nociceptores localizados nas fibras nervosas dos neurdnios aferentes primarios em

tecidos periféricos (Kavelaars & Heijnen, 2021). Entre esses mediadores
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inflamatorios, destacam-se substancias classicas como bradicinina, prostaglandinas,
ions H*, ATP e fator de crescimento nervoso, além de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas (Fiore et al., 2023).

Pesquisas mais recentes também tém explorado mediadores emergentes,
como peptideos e outras moléculas sinalizadoras, que desempenham papéis
cruciais na modulagao da dor (Kuner & Kuner, 2021). Assim, a inflamagao aguda
esta intimamente ligada ao desenvolvimento da dor aguda, reforcando a
interdependéncia entre as respostas imunolégicas e a nocicepgéo (Salvador et al.,
2021).

A dor crbnica, como a dor inflamatéria ou neuropatica, representa uma
condicdo complexa que nao apenas compromete significativamente a qualidade de
vida dos individuos, mas também impde um consideravel custo econbmico a
sociedade (Raja et al., 2020). Os mecanismos subjacentes a dor patoldgica s&o
intricados e caracterizados por alteracdes neuronais tanto periféricas quanto
centrais, além da ativagao neuroimune, que modula a iniciagdo e manutencao da dor
cronica (Kavelaars & Heijnen, 2021).

As células gliais incluindo micréglia, astrécitos e oligodendracitos, localizadas
no sistema nervoso central (SNC) desempenham um papel critico na modulagao da
inflamacao apos lesbes nervosas, assim como as células de Schwann no sistema
nervoso periférico (Donnelly et al., 2020).

Dada a capacidade do sistema nervoso de propagar sinais em milissegundos,
0s nociceptores estdo estrategicamente posicionados para serem o0s primeiros a
responder a patdgenos e lesdes nos tecidos (Mustafa et al., 2023). Embora a dor
seja essencial para induzir mudangas comportamentais que levam a evitagdo de
estimulos nocivos, ha um reconhecimento crescente de que a sensacao de dor esta
intimamente ligada as interacbes moleculares e celulares entre os sistemas nervoso
e imunolégico (Fisher & Clarkson, 2024).

A dor é, portanto, uma das caracteristicas cardinais da inflamacao (Salvador
et al., 2021). Os nociceptores constituem um subconjunto especializado de
neurbnios sensoriais que mediam a dor e inervam densamente os tecidos
periféricos, incluindo pele, articulagdes, vias respiratorias e trato gastrointestinal.
Existem varios subconjuntos de nociceptores, cada um com a capacidade de
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responder a estimulos nocivos mecanicos, quimicos ou térmicos, desempenhando

papéis fundamentais na percepgao e na modulagao da dor (Coaccioli et al., 2024).

2.3 BIOPROSPECGAO DE PLANTAS MEDICINAIS

Atualmente, o Brasil € reconhecido como o pais mais biodiverso do mundo,
abrigando aproximadamente 103.870 espécies de animais e 43.020 espécies de
plantas conhecidas, o que representa cerca de 70% das espécies catalogadas
globalmente. O pais é classificado como megadiverso e é lar de dois hotspots de
biodiversidade, seis biomas terrestres e trés grandes ecossistemas marinhos (Reis
et al., 2023; IUCN, 2024). Apesar de ter entre 350.000 e 550.000 espécies
estimadas, a pesquisa sobre as potencialidades terapéuticas das plantas ainda esta
em desenvolvimento (Palhares et al., 2021).

As plantas medicinais, que tém sido utilizadas ha milénios para fins
terapéuticos, continuam a ser um campo promissor para a pesquisa cientifica. Com
0 avango da quimica organica, tornou-se possivel o isolamento de substancias
puras, como a digoxina e a morfina, a partir de plantas. Essa tradicdo popular,
transmitida de geracdo em geracgao, encontra respaldo em diversas farmacopeias ao
redor do mundo (Lima et al., 2023).

As praticas de medicina tradicional baseadas no uso de recursos naturais sédo
de grande relevancia nas comunidades mais isoladas, muitas vezes representando
as Unicas opcbes terapéuticas acessiveis. Essas praticas estdo fortemente
ancoradas no conhecimento etnobotanico e na utilizacdo sustentavel da
biodiversidade local. De fato, estudos recentes mostram que muitas dessas plantas,
utilizadas por geragdes, possuem compostos bioativos com potencial farmacolégico
significativo, reforcando a importancia da pesquisa cientifica para validar sua eficacia
e seguranca (Reis et al., 2023).

A diversidade da flora brasileira e o conhecimento etnobotanico acumulado ao
longo das geragcbes demandam a identificacdo de inumeras plantas com potencial
terapéutico, que podem ser empregadas tanto na profilaxia quanto no tratamento de
diversas condi¢des de saude (Guo et al., 2023). Esse panorama ressalta a

necessidade de levantamentos sistematicos da vegetacdo medicinal, associando o



39

manejo de espécies de interesse comercial aos variados ecossistemas do pais
(Zhou et al., 2021).

A maior parte das informac¢des sobre as espécies medicinais da caatinga é
oriunda de levantamentos etnobotanicos, os quais evidenciam a relagao intrinseca
entre as comunidades locais e as plantas utilizadas na terapéutica. A etnobotanica,
enquanto campo de estudo, emprega diversas metodologias para aprofundar o
conhecimento sobre a utilizagdo da biodiversidade, incorporando saberes locais e
aplicando estratégias para a selegdo de espécies com potencial bioprospectivo
(Pedroso et al., 2021).

A medicina tradicional desempenha um papel fundamental no manejo de
doencas crbénicas e debilitantes, incluindo o cancer, que frequentemente requer
intervengdes terapéuticas complexas. A crescente industrializagdo da sociedade tem
impulsionado o interesse no desenvolvimento de medicamentos quimioterapéuticos
a partir de plantas, com fontes valiosas de compostos bioativos (Guo et al., 2023).

No entanto, o uso tradicional de diversas plantas medicinais, fundamentado em
conhecimentos populares e na crenca de que produtos naturais apresentam menos
riscos de reagdes adversas, resultou em uma escassez de plantas devidamente
avaliadas por meio de estudos pré-clinicos e clinicos que confirmem sua eficacia e
segurancga (Palhares et al., 2021). Ha necessidade de um enfoque mais rigoroso na
pesquisa etnofarmacoldgica, para que se possa validar as praticas tradicionais e
garantir a seguranga dos tratamentos propostos (Reis et al., 2023).

A biogeografia desempenha um papel crucial na determinacdo da abundancia
e disponibilidade de plantas medicinais, influenciando diretamente seu uso pelas
comunidades local (Reis et al., 2023). As praticas populares de utilizagdo dessas
plantas emergem como alternativas viaveis para o tratamento de doengas e
manutengdo da saude em muitas comunidades, ao mesmo tempo em que refletem
aspectos significativos da cultura local, sendo transmitidas de geracdo em geragao
(Zhou et al., 2021).

Essa relagao entre biodiversidade e saberes tradicionais destaca a importancia
de estudos etnobotanicos, que ndo apenas documentam o uso das plantas, mas
também promovem a conservagdo do conhecimento cultural e da biodiversidade
(Cavalcante & Scudeller, 2022).
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2.3.1 Ctenodon martii (Benth.) D.B.O.S. Cardoso, P.L.R. Moraes & H.C. Lima

A espécie em questao pertence ao género Ctenodon, da familia Leguminosae
também conhecida como Fabaceae, subfamilia Faboideae, conhecida popularmente
como tripa de galinha, planta nativa do Nordeste Brasileiro, principalmente
encontrada no bioma tropical sazonalmente seco (Cardoso, Moraes & Lima, 2020).

Este género foi inicialmente descrito detalhadamente na obra Flora
Brasiliensis de Martius e Spix em 1859, com a catalogagdo de 24 espécies. Em
1938, uma divisdo taxondmica do género foi proposta, criando Eu-aeschynomene e
Ochopodium. Revisado em 1955 renomeou Eu-aeschynomene para Aeschynomene,
abrangendo aproximadamente 350 espécies, amplamente distribuidas em regides
tropicais e areas de clima temperado quente (Cardoso, Moraes & Lima 2020).

Com o avango das novas tecnologias, a classificagdo da espécie passou por
uma revisao significativa. Estudos sistematicos baseados em analises filogenéticas
moleculares indicaram uma mudanca na classificagdo do género, anteriormente
denominada Aeschynomene, para o género Ctenodon. Os resultados dessas
analises restabeleceram corretamente o género da espécie como Ctenodon mattii,
refletindo sua posicao filogenética de forma mais precisa. (Domingues et al., 2022;
Cardoso, Moraes & Lima 2020).

Pertencente a familia Leguminosae e subfamilia Faboideae, é uma planta das
mais diversas dentro das Angiospermas, com aproximadamente 727 géneros e
19.325 espécies reconhecidas globalmente, o que a torna a terceira maior familia de
plantas com flores. No Brasil, € considerada a maior familia, compreendendo cerca
de 2.100 espécies distribuidas em 188 géneros, dos quais 31 sdo endémicos. Esta
familia esta presente em todos os biomas brasileiros, reforcando sua ampla
adaptabilidade ecoldgica (Choi, 2024; Domingues et al., 2022). A ocorréncia da
familia das Leguminosae no Brasil & bastante significativa, em termos econémicos,
as sementes, legumes, folhas, raizes e flores de muitas de suas espécies sao fontes
de alimentos ricos em proteinas para homens e animais em quase todas as partes
do mundo (Usman et al., 2022).

O género Ctenodon, € um arbusto de aproximadamente 1,5 m de altura, com
caule rigido, cilindrico, bem ramificado, inerme e tomentoso. Possui estipulagcbes
duplas, estreitamente triangulares, e filotaxia alterna e distica. Folhas compostas

entre 15 a 17, imparipinadas, alternadas de formato oblongo, apice obtuso, margem



41

inteira e base assimétrica. Faces, adaxial e abaxial glabras, e o peciolo é curto, com
comprimento aproximadamente 10 vezes menor que o da raquis, sendo eglandular.
A inflorescéncia é axilar, em pseudorracos. Os botbes sdo obovados, e as flores sao
grandes, estipitadas e monoicas. O calice € campanulado e bilabiado, com cinco
lacinios triangulares. A corola € papilionacea, unguiculadas, estandarte, de formato
orbicular, reflexo e dorsalmente piloso, apresenta coloragdo amarelada. O androceu
€ monadelfo, com 10 estames, enquanto o gineceu é composto por um unico ovario

supero, pedicelado e pluriovulado (Cardoso, Moraes & Lima, 2020).

Imagem 1 — Exsicata (N° 2293328) Aeschynomen martii. Coleta com a colaboragdo do
Centro de Pesquisa do Cacau, ltabuna, Bahia e patrocinado pelo Botanical Garden
Herbarium (Cardoso, Moraes & Lima, 2020).
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Estudos fitoquimicos da familia Leguminosae demostraram a presencga de
compostos alcaloides na casca; isoflavona, triterpenos e alguns diterpenos (Ishaq et
al., 2022). Entre esses compostos, os diterpenos e seus derivados isolados tém sido
associados a atividades protetoras contra a penetracado de cercarias de Schistosoma
mansoni, além de demonstrar propriedades anti-inflamatérias, como evidenciado em
estudos que analisaram o edema de pata induzido por carragenina (Dutra et al.,
2018).

A vasta biodiversidade do Brasil faz das praticas tradicionais de uso de
plantas medicinais uma alternativa crucial para muitas comunidades no tratamento
de doencas e na manutencdo da saude, refletindo um conhecimento cultural
transmitido ao longo das gerac¢des (Costa Ferreira et al., 2021). Tais praticas séo
essenciais para a promocgao da saude, especialmente em areas remotas onde o
acesso a medicamentos convencionais € limitado, e sua valorizagao contribui para a
conservagao da biodiversidade local (Leite et al., 2021).

A Ctenodon martii € uma espécie pouco explorada do ponto de vista
medicinal, e atualmente, ndo ha registros na literatura que comprovem atividades
terapéuticas especificas atribuidas a essa espécie ou ao seu género. No entanto,
estudos envolvendo sua familia Leguminosae (Fabaceae), ja demonstraram diversas
propriedades bioativas. Estudos com as fracbes do extrato Lupinus albus mostrou
um efeito protetor contra hiperglicemia em ratos diabéticos que sofrem de diabetes
mellitus tipo 1, apresentando também aumentou nos niveis de glutationa enquanto
reduziu os niveis de peroxidacao lipidica (Ishaq et al., 2022).

Estudo com extratos etandlico de espécies de Senna Mill (Fabaceae),
observou correlacdo forte para as variaveis fendis totais e atividade antioxidante,
muito forte antifungica e moderada para atividade antioxidante (Neves et al., 2022).
Pterodon emarginatus (sucupira-branca) possui propriedades antioxidantes,
antibacterianas, anestésicas, além de fortalecer capilares e proteger fibras de
colageno. Com potencial angiogénico, essas atividades bioldgicas contribuem para
uma cicatrizagdo mais eficiente (Valentim et al., 2023). Os efeitos anti-inflamatérios
isolados da oleorresina de Pterodon emarginatus podem representar uma
abordagem terapéutica promissora para os sintomas da COVID-19 e pés-COVID, ao
reduzir mediadores inflamatérios como IL-6, COX-2, fosfolipase A2 e INF-y (Oliveira
etal., 2021).
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Visto a relevancia dessa planta, destaca-se o papel crucial dos produtos
naturais como fontes para o desenvolvimento de novos farmacos. Esses compostos
muitas vezes atuam como protétipos, apresentando atividades semelhantes aos
compostos originais, e reforcam sua importancia em pesquisas farmacolégicas
(Vaou et al., 2021). Além disso, as plantas medicinais desempenham uma fungao
central na medicina moderna, fornecendo compostos bioativos com estruturas
quimicas frequentemente impossiveis de replicar sinteticamente. Esses compostos
podem ser modificados para aumentar sua eficacia ou reduzir a toxicidade,
ampliando seu potencial terapéutico (Bordon et al., 2020).

O uso tradicional de plantas medicinais, frequentemente respaldado pelo
conhecimento popular e pela percepgao de que produtos naturais sao isentos de
reagoes adversas, resultou na escassez de estudos cientificos rigorosos que
avaliem a eficacia e seguranca dessas plantas. Consequentemente, muitas
espécies ainda nao foram submetidas a investigagdes pré-clinicas e clinicas
adequadas, o que limita seu uso terapéutico em larga escala e impede a
confirmacgéo de suas propriedades medicinais (Suntar, 2020).

O desconhecimento acerca dos potenciais efeitos colaterais e da toxicidade
de plantas medicinais amplamente utilizadas pela populagéo representa um risco
significativo para a saude. No Brasil, muitas espécies da flora nativa sao
consumidas sem comprovagado cientifica rigorosa de suas propriedades
farmacoldgicas, sendo seu uso propagado principalmente por meio de tradigbes
populares ou comerciantes locais (Junior et al., 2022).

Sabe-se que diversos fitoterapicos contém compostos bioativos que podem
induzir reacdes adversas, seja pela agédo direta de seus componentes quimicos,
seja pela presenga de contaminantes ou adulterantes. Isso refor¢a a necessidade
de um controle de qualidade rigoroso em todas as etapas de producao, desde o
cultivo e coleta até a extracao e formulacao final do medicamento (Stntar, 2020).

A toxicidade de uma espécie vegetal pode ser influenciada por uma
variedade de fatores, tanto relacionados as caracteristicas da planta quanto as
condi¢goes do individuo (Anywar et al., 2021). No que diz respeito aos fatores
botanicos, aspectos como armazenamento inadequado do material vegetal,
dosagem utilizada, métodos de administracao, interagcdes entre diferentes plantas

medicinais consumidas simultaneamente e contaminagdo por toxinas fungicas,
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pesticidas e metais pesados sdo determinantes na toxicidade das plantas
(Chahardehi et al., 2020; Pliego et al., 2022)

A toxicidade associada ao uso de plantas medicinais representa um desafio
significativo para a saude publica, com efeitos adversos frequentemente
decorrentes de fitomedicamentos, possiveis adulteracbes e reagbes adversas
provocadas por interagdes sinérgicas com outros medicamentos (Gongalves et al.,
2022). As investigacdes sobre a seguranga do uso de fitoterapicos e plantas
medicinais no Brasil ainda sao limitadas, assim como a fiscalizacdo da
comercializagao realizada por 6rgaos oficiais em mercados publicos, feiras livres e
lojas de produtos naturais (Junior et al., 2022; Silva et al., 2021).

Além disso, a avaliacdo e a identificagdo de espécies vegetais
potencialmente tdéxicas podem ser desafiadoras. Entre os fatores que complicam
essa identificacao estado a falta de relato por parte do paciente sobre o consumo ou
contato com determinadas plantas, a escassez de dados sobre o potencial toxico
das espécies e a auséncia de profissionais qualificados para a identificagao precisa
das plantas nos locais de atendimento (Gongalves et al., 2022; Silva et al., 2021).

Desta forma, a analise deve ser baseada na maior quantidade possivel de
dados, sobretudo naquelas obtidas nos exames clinicos. As investigacdes
toxicologicas e os dados epidemiolégicos também podem auxiliar na identificagao
de intoxicagcdes ou no reconhecimento de casos de uso inadequado de espécies

vegetais.
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3 OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar as atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva, cicatrizante, sedativa e

o potencial toxicologico “in vivo” do extrato etandlico, fragdes e subfragbes do

caule/casca, de Ctenodon matrtii coletada na regido da Floresta Nacional Contendas
do Sincora (FLONA).

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

e)

Investigar a composi¢cao quimica presentes no extrato do caule/casca de
Ctenodon matrtii;

Examinar os possiveis mecanismos de acg¢do anti-inflamatérios e
antinociceptivo no extrato do caule/casca de Ctenodon mattii

Verificar a atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico do caule/casca de
Ctenodon martii em modelo experimental de granuloma;

Verificar a atividade cicatrizante do extrato etandlico do caule/casca de
Ctenodon martii em modelos experimentais de feridas.

Avaliar a possivel atividade sedativa com interferéncia locomotora do extrato
etandlico do caule/casca de Ctenodon martii em modelo de Labirinto em Cruz
Elevado.

Testar o potencial toxicolégico agudo do extrato etandlico do caule/casca de

Ctenodon matrtii.
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4.1.DADOS PREVIO SOBRE PROPRIEDADES BIOATIVAS DE Ctenodon martii

Estudos do grupo de pesquisa com Aeschynomene martii (Figura 1)

demonstraram que o extrato etandlico apresentou atividade significativa em

comparagao ao controle veiculo (p < 0,05). Houve reducdo nas contorgdes

abdominais nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg; no teste de formalina apresentou

20

antiedematogénica na dose de 1,56 mg/kg. A hiperalgesia mecanica reduziu na dose

Fase:

nas doses de 0,78,

reducao dos “flinches” na 1° Fase: nas doses de 0,78, 1,56, 3,13 e 6,25 mg/kg, € na
1,56, 3,13 e 6,25 mg/kg. Houve atividade

de 1,56 mg/kg. Sobre atividade anti-inflamatdria, observou redugdo no recrutamento

de neutréfilos nas doses de 1,56 e 3,13 mg/kg, e no extravasamento peritoneal nas
doses de 12,5 e 25 mg/kg (Oliveira; Cruz & Yatsuda, 2016).

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO ETANOLICO DO CAULE DE
Aeschynomene martii BENTH (TRIPA DE GALINHA)
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Figura 1 - Prancha com resultados anteriores sobre os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivo
do extrato etandlico de Aeschynomene martii (Oliveira; Cruz & Yatsuda, 2016).
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Em continuidade, estudos com as fragbes de Aeschynomene martii (Figura 2)
na dose 25 mg/kg apresentou atividade significativa em comparagao ao controle
veiculo (p < 0,05) nos seguintes testes. Atividade antinociceptiva foi apresentada em
todas as fragdes no teste de contor¢cdo abdominal induzido por acido acético 0,6%;
assim como reducdo do numero de “flinches” na 1° fase e 2° fase de todas as
fracdes. Houve atividade antiedematogénica nas fracbes de hexano, diclorometano
e acetato de etila, no Von Frey eletrénico por injecdo intraplantar de carragenina,
todas as fracbes foram capazes de reduzir a hipernocicep¢do. Na atividade anti-
inflamatdria no teste de migracdo de neutrdfilos, avaliagdo na formacao de 6xido
nitrico e permeabilidade vascular por azul de Evans todas as fragbes mostraram

potencial anti-inflamatoério (Morbeck; Cruz & Yatsuda, 2018).

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA, ANTINOCICEPTIVA, ANTIOXIDANTE E TOXICOLOGICA DO
EXTRATO ETANOLICO E DAS FRAGOES DO CAULE E CASCA DA Aeschynomene martii BENTH
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Figura 2 — Efeitos antinociceptivo e anti-inflamatérios das fragdes de Hexano (HEX),
Diclorometano (DIC), Acetato de Etila (A.E) e Butanol (BUT) de Aeschynomene martii em
modelos experimentais (Morbeck; Cruz & Yatsuda, 2018).
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Com base na analise dos resultados quimicos, biolégicos obtidos com o
extrato bruto, fragdes de diclorometano descritos, na Figura 1 e Figura 2, e
fundamentados pela revisao de literatura, foi dado continuidade ao fracionamento de
diclorometano para a obtencao de subfracdes e sub-subfracdes, utilizando uma dose
teste padrao de 25 mg/kg nos bioensaios.

Considerando que a purificagdo de substancias naturais nem sempre resulta
em uma redugdo da dose necessaria para alcangar a atividade biolégica desejada
(Caesar & Cech, 2019). Estudos corroboram que fatores como perda de sinergia,
alteragdes de biodisponibilidade e a especificidade de agdo podem influenciar a
relacdo dose-resposta mesmo em compostos isolados (Moffett et al., 2022).

Esta relacdao pode ser explicada por fatores como a perda de interagdes
sinérgicas presentes no extrato bruto, mudangas na biodisponibilidade e a
especificidade de acdo do composto isolado. Embora compostos purificados
oferecam maior precisdao no estudo dos mecanismos de agao, extratos complexos
contém uma combinagdo de compostos que trabalham de forma sinérgica para
intensificar o efeito bioldgico (Caesar & Cech, 2019; Moffett et al., 2022).

A atividade de misturas de compostos naturais frequentemente supera a
soma dos efeitos individuais, sugerindo que as interacbes entre moléculas podem
amplificar a eficacia e, portanto, permitir o uso de doses menores no estado bruto
(Gutierrez et al., 2024). No entanto, ao isolar um unico componente, esses efeitos
colaborativos podem ser perdidos, exigindo doses mais altas do composto purificado
para alcancar o mesmo efeito observado no extrato bruto (Caesar & Cech, 2019;
Roell et al., 2017). Além disso, a purificacdo pode alterar propriedades fisico-
quimicas do composto, como solubilidade e estabilidade, impactando sua atividade
bioldgica (Moffett et al., 2022).

Outro aspecto é que nem todos os compostos presentes no extrato
contribuem diretamente para a atividade principal; alguns atuam como adjuvantes,
aumentando a eficacia ou reduzindo efeitos adversos. Quando eliminados no
processo de purificagdo, a eficacia global pode ser reduzida, mesmo com maior

pureza do componente ativo principal (Caesar & Cech, 2019; Gutierrez et al., 2024).
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4.2.COLETA E IDENTIFICAGAO DA Ctenodon martii

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foi escolhida a espécie vegetal
Ctenodon matrtii, popularmente conhecida como “Tripa de Galinha”. Essa escolha se
baseia na ampla ocorréncia da planta na regidao do semiarido baiano, especialmente
na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA), e no interesse da comunidade
local em compreender suas possiveis aplicagbes medicinais, dada sua abundancia.
Além disso, a auséncia de estudos bioldgicos detalhados sobre a espécie reforga a
relevancia desta investigacao.

A reclassificagdo taxondmica da espécie também contribui para a importancia
deste estudo. Estudos sistematicos moleculares indicaram mudanca na classificagao
do género anteriormente escrito Aeschynomene para o género Ctenodon, apos
resultados das analises filogenéticas moleculares da linhagem sendo restabelecido
corretamente o género da espécie Ctenodon martii (Cardoso et al., 2020;
Domingues et al., 2022).

Para o inicio da pesquisa, foram realizadas coletas da planta com o objetivo de
obter o material vegetal necessario. A coleta foi realizada com o devido
consentimento do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), que forneceu o Registro para coleta de material botanico,
fungico e microbioldgico (N° 12292-1) (ANEXO C) e a Autorizagéo para atividade
com finalidade cientifica (N° 13258-1) (ANEXO D).

A espécie foi devidamente fotografada, sua localizacao foi registrada (S 13° 55’
03" e W 041° 06’ 87.1"), e o material foi catalogado. As exsicatas foram depositadas
no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de
Vitéria da Conquista, sob a coordenacgao do Prof. Avaldo de Oliveira S. Filho. Os

numeros de vouchers registrados para as exsicatas depositadas sao 4921 a 4926.
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Imagem 2 — Planta Ctenodon martii em seu habitat, na Floresta Nacional Contendas
do Sincora (FLONA), Contendas do Sincora- BA.

Fonte: Fotografia da espécie vegetal no FLONA, registro da autora.

4.3. ANALISE FITOQUIMICA

4.3.1. Preparo do Extrato Etandlico, Fragoes e Subfragcées Organicas

O extrato etandlico de Ctenodon martii foi preparado a partir do caule/casca
da planta, partes que, devido a morfologia do subarbusto ereto, cilindrico e rigido
apresentam dificuldades para serem separadas de forma individualizada. Em virtude
dessa caracteristica estrutural, ambas as partes foram processadas em conjunto

formando extrato a base do (caule/casca).
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Para o processamento do material vegetal, as partes da planta caule/casca
foram primeiramente secas a sombra, trituradas e submetidas a maceragdo com
etanol PA, sob agitagdo esporadica, durante um periodo de 72 horas. Apds a
maceragdo, o material foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo a vacuo,
com controle de pressao e temperatura, para eliminagéo do etanol. A secagem final
deu-se em estufa a 40°C, obtendo o extrato bruto etandlico. Para o particionamento
o extrato etandlico foi solubilizado em etanol:agua na proporgao de 1:1, dissolvido
com solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol), obtendo a fragdo de diclorometano. Os resultados dos bioensaios e analise
quimica da fragao de diclorometano (Morbeck et al., 2018) foram determinantes para
seu fracionamento por cromatografia em coluna, utilizando silica gel 60 (70-230
mesh, Merck) como fase estacionaria e sistemas de eluentes em gradiente
crescente de polaridade como fase movel (Celeghini et al., 2001; Duarte et al., 2008;
Yatsuda et al., 2005).

Os compostos presentes nas subfracdes de diclorometano foram analisados
por cromatografia em camada delgada (CCD) através das placas de silica, e
posteriormente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM). Com base nos padroes cromatograficos e nas analises quimicas, as
subfragdes foram agrupadas em cinco categorias, denominadas D1, D2, D3, D4 e
D5. Entre estas, a subfragdo D2 destacou-se por apresentar os melhores
indicadores de atividade biolégica, conforme os resultados preliminares de analises
quimicas e bioensaios. Dada sua relevancia, a subfracdo D2 foi escolhida para um
novo subfracionamento, realizado por cromatografia em coluna utilizando Sephadex
LH-20 da Sigma como fase estacionaria empregada. Os componentes gerados
nesse processo foram analisados por CCD em placas de silica e por CG-EM,
resultando no agrupamento de seis amostras finais (D2SS.1, D2SS.2, D2SS.3,
D2SS.4, D2SS.5 e D2SS.6.), apos comparagao com o bando de dados do
cromatografo, sendo possivel a identificacdo dos compostos presentes nas

amostras:
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[ Ctenodon martii Benth ]
caule/casca

MACERACAD

[ Extrato Etanolico ]

PARTICAOD

[ Diclorometano ]

CROMATOGRAFIA - Silica

e s

CROMATOGRAFIA - Sephadex

[ D255.1 ][ D255.2 ][ D255.3 ]

Fluxograma 1: Preparacdo extrato etandlico por maceragdo em etanol PA, fragdo por particao,
subfragdes de diclorometano por cromatografia de silica gel e sub-subfracdo de D2 por cromatografia
de sephadex, do caule/casca da Ctenodon matrtii.

4.3.2. Reagoes de Caracterizagao dos Metabdlitos Secundarios

As analises fitoquimicas foram conduzidas para identificar qualitativamente
diferentes classes de metabdlitos secundarios presentes nas fracdes de Ctenodon
martii, como polifendis, taninos, saponinas, flavonoides, acidos fendlicos, esteroides
e alcaloides (Brossi, 1988; Costa, 2001; Rego, 2012; Wagner; Bladt, 2001). A
metodologia empregou técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reagentes reveladores (Anexo A),
permitindo uma identificagao eficiente das subfracées. Os procedimentos especificos
para detecgao de metabdlitos secundarios seguem abaixo:

Para identificar os polifendis, foi empregada a fase movel composta por
acetato de étila, acido férmico, acido acético e agua na proporgéo de 100:11:11:27.
As placas cromatograficas em coluna, apds o processo de eluicdo, foram tratadas
com uma solucao revelada preparada a partir de uma mistura 1:1 de ferrocianeto de

potassio a 1% (m/v) e cloreto de ferro Ill a 2% (m/v). Posteriormente, as placas
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foram observadas, onde o surgimento de manchas azuladas indicou
qualitativamente a presenca de polifendis na amostra

A deteccao de taninos foi realizada utilizando uma fase mével composta por
acetato de étila, acido férmico, acido acético e agua, na proporgéo de 10:11:11:27.
ApoOs a eluicdo, as placas cromatograficas foram tratadas com uma solugéo
metandlica de cloreto férrico a 2% como revelador. A analise sob luz visivel permitiu
a identificacdo qualitativa dos taninos, sendo que a coloragcdo azul indicou a
presencga de taninos hidrolisaveis ou galicos, enquanto a coloragao verde evidenciou
a presenca de taninos condensados ou catequinicos.

A deteccao de saponinas foi conduzida utilizando uma fase moével composta
por cloroférmio e metanol, na propor¢cao de 9:1, sendo o processo de eluicao
repetido duas vezes para garantir maior eficiéncia. Apos a separagao
cromatografica, as placas foram tratadas com acido sulfurico concentrado em etanol
a 5% (v/v) como revelado. Posteriormente, as placas foram submetidas a
aquecimento em estufa a 110 °C por 5 minutos. A analise sob luz visivel revelou
manchas de coloragao roxa-berinjela, apresentando qualitativamente a presencga de
saponinas nas amostras apresentadas.

Para a analise de flavonoides e acidos fendlicos, utilizou-se como fase moével
uma mistura de acetato de étila e hexano, na proporgao de 7:1. A placa de silica foi
pulverizada com uma solugao de cloreto de aluminio em etanol a 1% (m/v) como
reagente revelado. A visualizagdo das manchas foi realizada sob luz ultravioleta
(BIOTEC®), com comprimento de onda de 366 nm. Sob esta condicdo, os
flavonoides se destacaram como manchas verdes fluorescentes, enquanto os acidos
fendlicos foram evidenciados como manchas azuis fluorescentes, permitindo a
identificagdo qualitativa dessas classes de composigdes nas amostras observadas.

Para a analise de esteroides, utilizou-se como fase moével uma mistura de
hexano e acetato de étilo, na proporcao de 8:2. A placa cromatografica foi
pulverizada com o reagente de Liebermann-Burchard, seguido de aquecimento a
110°C por 5 minutos. O desenvolvimento de manchas de coloragdo roxa sob luz
visivel indicou a presenca de esteroides nas amostras testadas, confirmando sua
presenca através dessa ocorréncia especifica.

Para a deteccao de alcaldides, utiliza-se como fase movel uma mistura de

acetato de étila, metanol e agua, na propor¢cao de 4:1:2. Apos a aplicagdo da
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amostra, a placa foi pulverizada com o reagente de Wagner. O desenvolvimento de
manchas de coloracido castanho-avermelhada, observadas sob luz visivel, indicou a
presenca de alcaldides, permitindo sua identificacdo qualitativa nas fracbes

observadas.

4.3.3. Analise por cromatografia acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

das subfragoes

Apos obtengdo das amostras fracionadas em diclorometano do caule/casca
de Ctenodon martii, foram realizadas as analises por CG-EM, em aparelho
QP2010SE (GC2010 Plus), usando coluna capilar de silica fundida Rtx - 5MS (30 m;
0,25 mm de diametro interno; filme de 0,25 um) e hélio como gas de arraste. Antes
da analise por cromatografia gasosa, as amostras foram submetidas ao processo de
derivatizacdo por sililagdo, uma técnica quimica empregada para modificar
compostos, alterando propriedades como solubilidade, pontos de fusdo e ebuligao.
Esta etapa utiliza reagentes de derivatizagdo para converter substancias polares e
nao volateis em compostos volateis e quimicamente resultantes, facilitando a
deteccdo e analise cromatografica. Para esta reagcdo foram pesados 3 mg da
amostra, onde foram diluidos em 60 uL de piridina. A esta solugao foi adicionada
100 pyL da mistura reacional de N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA)
contendo 1% vol de trimetilclorosilano (TMCS) (Sigma-Aldrich®). Essa mistura foi
aquecida a 70 °C por 30 minutos e 1 yL da mistura foi injetado no CG-EM (CRUZ,
2013; Sjostrom, E.; Alen, 1999). A temperatura do injetor foi 290 °C com temperatura
inicial de 80 °C por 5 min, aumentando de 80 °C a 285 °C na razao de 4 °C/min. A
temperatura final permaneceu em 285 °C por 40 minutos. A temperatura do detector
foi de 290 °C e a temperatura na interface do sistema CG-EM foi de 290 °C. O
detector de massas operou com ionizagao por impacto de elétrons (70 V) e
varredura de massas entre o intervalo de 30 a 600 massa carga. A identificagdo dos
compostos foi realizada por meio da comparacado dos espectros de massas das
amostras, com aqueles existentes no banco de dados do aparelho (NIST 08,
FFNSC1.3 e WILEY8). As analises fitoquimicas foram baseadas nas metodologias
de (Celeghini et al., 2001; Vilegas et al., 1997; Yatsuda et al., 2005).
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4.4. BIOENSAIO

4.4.1. Animais

Para todos os experimentos seguintes, foram utilizados camundongos
machos Balb-C (20-30 g) e ratos machos e fémeas Wistar (200-250 g), mantidos no
biotério do Instituto Multidisciplinar de Saude da Universidade Federal UFBA-IMS,
aclimatados a 23 + 2 °C com umidade relativa de 30 a 70%. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno contendo maravalha na base da caixa, sendo
permitido livre acesso a comida (Socil NeoVia®) e agua. Todos os animais utilizados
foram climatizados no laboratério pelo menos uma hora antes dos testes, realizados
na fase clara do ciclo. A intensidade dos estimulos utilizados foram os minimos
necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos. Ao final
de cada experimento, os animais foram eutanasiados seguindo o protocolo para
anestésicos injetaveis combinados com dose, Xilazina 10 mg/Kg e quetamina 90
mg/Kg em via intraperitoneal e decapitagéo por guilhotina.

Para realizacdo dos experimentos em modelo animal, o projeto foi aprovado
sem restricdes no Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade

Federal da Bahia, Campus Anisio Teixeira, Protocolo 075/2019 (Anexo B).

4.4.2. Teste de Contorgées Abdominais Induzidas por Acido Acético

O efeito antinociceptivo foi avaliado pelo teste de contor¢cdo abdominal
induzida por acido acético. Foram utilizados grupos experimentais com 06
camundongos (Balb-C), tratados por via subcutanea (s.c.) com veiculo (etanol 10%,
v/v), as subfracdes de diclorometano (D1, D2, D3, D4 e D5) e as sub-subfragao D2
(D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose de (25 mg/kg, s.c). Apdés 30 minutos, os
animais foram colocados em caixas separadas e receberam uma injecéo de acido
acético 0,6% (Sigma-Aldrich®), pela via intraperitoneal (i.p.) (0,1 mL/10g). As
contorgdes da parede abdominal, seguidas de contor¢des do tronco e extensédo dos
membros posteriores produzidas foram contadas durante 20 minutos como indicativo

de nocicepgéao (Koster et al., 1959; Vacher et al., 1964).
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Os resultados obtidos neste teste, aliados as analises fitoquimicas,
direcionaram a selecéo das subfragbes para as bioensaios subsequentes, seguindo
os principios éticos dos 3R's. Esses principios promovem a redugdao do numero de
animais utilizados, o refinamento dos métodos para minimizar o sofrimento e a
substituicdo por alternativas sempre que possivel, garantindo uma pesquisa mais

ética e sustentavel.

4.4.3. Nocicepcgao Induzida Pela Injegcao Intraplantar de Formalina

O comportamento de nocicep¢ao induzido por formalina foram avaliados em
camundongos (Balb-C) grupos com seis animais. Os primeiros cinco minutos
determinam resposta a dor de origem neurogénica e dos 5-30 minutos, determinam
resposta a dor de origem inflamatéria (Meizlish et al., 2021). Os grupos foram
tratados pela via subcutédnea com veiculo (VH) etanol a 10%, morfina (5 mg/kg
respeitando 10 ml/kg), as subfragdes de diclorometano (D2, D3 e D4) e as sub-
subfragdo D2 (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3), na dose de (25 mg/kg, s.c). Apds 30
minutos foi administrada uma solugdo de formalina na concentragcédo de 1,0%
(formaldeido) por via intraplantar (20 pL/ pata) na pata posterior direita dos animais.
Foi quantificado numero de flinches, sacudir da pata, mordidas e lambidas durante
um periodo de 30 minutos, como indicadores de nocicepgdo (Cano et al., 2017,
Tjolsen et al., 1992).

4.4.4. Avaliagao da Hipernocicepgao — Teste de pressao crescente na pata

O Von Frey filamentos (Frey, 1896) € um método para determinar nocicepgao
mecanica. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho € uma
rede de malha constituida de arame n&o maleavel, durante 30 min antes do
experimento para adaptacdo ao ambiente. O teste consiste em produzir uma
pressao na pata do animal com um transdutor de forga de mao adaptado com uma
ponta (0,8 mm2 didmetro da ponta, eletrénica de Von Frey, Insight Equipamentos®©,

Brasil). O estimulo foi automaticamente interrompido, quando o animal retirava a
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pata estimulada e/ou apresentava uma resposta caracterizada como sacudida
(flinches), e a intensidade foi registrada. O intervalo entre dois ensaios
consecutivos na mesma pata foi de pelo menos 1 min, totalizando seis ensaios de
cada animal. A forca maxima aplicada foi de 50 g. Foram utilizados, grupos
experimentais de 06 camundongos (Balb-c), pré-tratados com o veiculo (etanol
10%, v/v), as subfracdes de diclorometano (D2, D3 e D4) e as sub-subfracédo D2
(D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose de (25 mg/kg, s.c); apos 30 min, foi injetado
carragenina (Cg) (100 ug/pata, i.pl.) na superficie ventral da pata traseira direita
dos animais e depois de trés horas foram tomadas novas medi¢des. A intensidade
de hipernocicepg¢ao constituiu em quantificar a variagcdo na pressao (A de reacgao
em gramas) obtida subtraindo-se o valor observado antes do procedimento
experimental (0 horas) do valor de pressdo obtido apés a administracdo do

estimulo que variaram de acordo com o tratamento (dia 1).

444.1. Edema de Pata

Ao final do teste de hipernocicepgao por pressao crescente na pata (4.4.4), os
animais foram eutanasiados por anestesia profunda, sendo removida
cuidadosamente as patas traseiras direita e esquerda na regido do tarso, pesadas
em balanga analitica e calculada a diferenga entre o volume deslocado das patas
expresso em gramas, das subfragdes de diclorometano (D2, D3 e D4) e sub-
subfragao D2 (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose de (25 mg/kg, s.c).

As amostras de tecido do coxim plantar da pata direita dos animais foram
coletadas pertencentes aos grupos pré-tratados com as subfragdes de
diclorometano (D2, D3 e D4) e com o veiculo (etanol 10%, v/v). Apos a coleta, os
tecidos foram armazenados imediatamente no freezer a -70°C, preservando sua
integridade para os testes subsequentes de expressdo génica e garantindo a

confiabilidade dos resultados na etapa de quantificacao.
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4.4.5. Expressao de Genes Inflamatoérios

Para quantificar a expresséo dos genes inflamatoérios TNF-a, IL-6 e IL-17, o
tecido foi coletado do coxim da pata dos animais apds a realizacdo dos testes de
Von Frey (4.4.4) e do Edema de Pata (4.4.4.1), que s&o usados para avaliar a dor e
a resposta inflamatéria em modelos experimentais. Os grupos experimentais
consistiram de animais tratados com as subfragdes de diclorometano D2, D3 e D4
(25 mg/kg), veiculo (etanol 10%) e o grupo controle com solu¢éo salina 0,9%.

O &acido ribonucleico (RNA) total das amostras de tecido da pata foi extraido
utilizando 1 mL do reagente TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific) conforme instrugdes
do fabricante. A homogeneizagdo do tecido foi realizada com o sistema
TissueRuptor (Qiagen, EUA) para garantir a eficiéncia na ruptura das células e
obtencdo de RNA de alta qualidade. Para preservar a integridade do RNA, todos os
materiais do tecido foram mantidos em gelo durante todo o processo de limpeza.
Durante a purificacdo, o RNA foi tratado com o reagente TURBO DNA-free™
(Thermo Fisher Scientific) para a eliminacdo de contaminantes de DNA, conforme
recomendacgdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do RNA extraido foram
avaliadas por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific), com as leituras de absor¢gdo nos comprimentos de onda
de 260 nm e 280 nm (A260/A280) e 260 nm e 230 nm (A260/A230), sendo aceitas
amostras com razdo A260/A280 entre 1,8 e 2,1. As amostras de boa qualidade
foram armazenadas a -80 °C até a realizacdo da transcricdo reversa. A sintese do
cDNA foi realizada a partir de 2 ug de RNA total, utilizando o kit High-Capacity RNA-
to-cDNA™ (Thermo Fisher Scientific), seguindo as instru¢des do fabricante. O cDNA
resultante foi armazenado a -80 °C até a realizacdo da PCR em tempo real (qPCR).
A quantificacdo dos niveis de expressdo dos genes inflamatorios TNF-a, IL-6 e IL-
17, bem como do gene normalizador beta-actina (ACTB), foi realizada utilizando o
sistema PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) , a partir
de amostras de cDNA na concentragado de 100 ng/pL. O método de qPCR permite a
quantificagdo precisa da expressao génica, garantindo uma analise robusta das
alteracdes nos niveis de expressao dos genes alvo nas condi¢gdes experimentais.

A utilizagdo do gene beta-actina (ACTB) como normalizador de genes na
expressao de genes inflamatorios, como TNF-a, IL-6 e IL-17, é justificada por sua

estabilidade em diferentes condicbes experimentais e tipos celulares. Estudos
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demonstraram que a actina beta mantém uma expresséo relativamente constante,
mesmo em resposta a estimulos inflamatoérios, o que se torna ideal para normalizar
dados em experimentos de gPCR (Song et al., 2022).

Os procedimentos de PCR em tempo real foram realizados em duplicata,
conforme instrucbes do fabricante, utilizando o sistema StepOne Plus (Applied
Biosystems, EUA) para a termociclagem. O protocolo de amplificagdo incluiu: um
ciclo inicial a 50°C por 2 minutos, seguido por um ciclo de desnaturagédo a 95°C por
10 minutos, e 40 ciclos de amplificagdo com desnaturagao a 95°C por 15 segundos
e anelamento/alongamento a 60°C por 1 minuto. Apds os ciclos de amplificagao, foi
realizada uma curva de fusdo (desnaturagdo) com as seguintes condigdes: 15
segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e 15 segundos a 95°C. Todas as respostas
seguiram o mesmo ritmo de amplificacdo e termociclagem. As sequéncias dos
primers utilizados para os genes alvos na analise de PCR em tempo real foram
obtidas a partir da literatura e as regides de anelamento dos primers foram testadas
por meio da ferramenta BLAST do NCBI, garantindo a especificidade e a eficiéncia
da ocorréncia (Tabela 1).

A analise dos resultados de Ct (Cycle Threshold) obtidos pelo termociclador
foi realizada utilizando o método comparativo 222 ¢t conforme descrito por Livak e
Schmittgen (2001). Este método permite calcular a expresséao relativa (fold change)
dos genes de interesse em relagdo a um grupo de controle, normalizando os valores
obtidos pelo gene de referéncia beta-actina (ACTB). Inicialmente, foi calculado a
diferenga entre os valores de Ct dos genes alvo e do gene de referéncia (A Ct), e,
em seguida, a diferenga entre os valores A Ct dos grupos experimental e controle
(AA Ct). A utilizagdo do método 2724 ¢t é particularmente relevante em estudos de
expressdo génica inflamatdria, pois facilita a comparagéo direta entre diferentes
grupos de tratamento, evidenciando os efeitos de intervencdes terapéuticas ou

condi¢cbes experimentais (Livak & Schmittgen, 2001).
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Tabela 1. Sequéncia dos primes utilizados na gPCR.

Genes Sequéncias Referéncias

Forward: CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
TNF- a (Sun et al., 2016)
Reverse: TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

Forward: TGATGCTGGTGACAACCACG
IL-6 (Sun et al., 2016)
Reverse: CAGAATTGCCATTGCACAACTC

Forward: ATCCCTCAAAGCTCAGCGTGTC
IL-17 (Hui et al., 2019)
Reverse: GGGTCTTCATTGCGGTGGAGAG

Forward: TGTCCACCTTCCAGCAGATGT
ACTB (Newsome et al., 2015)
Reverse: GCTCAGTAACAGTCCGCCTAGAA

4.4.6. Recrutamento de Neutréfilos para a Cavidade Peritoneal

A avaliagao do recrutamento de neutrdfilos foi realizada em grupos de até seis
camundongos (Balb/c), tratados com o veiculo (etanol 10%, v/v), subfragbes de
diclorometano (D2, D3 e D4) e sub-subfragbes de D2 (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3),
na dose de 25 mg/kg, por via subcutanea (sc). Apoés o tratamento, os animais
receberam por via intraperitoneal (ip) a injecao do agente inflamatério carragenina
(500 pg/200 L, ajustado para 20 g de peso corporal). O grupo de controle negativo
foi tratado apenas com solugao salina a 0,9%. Apds 4 horas, os animais foram
eutanasiados, e a lavagem peritoneal foi realizada utilizando fosfato-salino (PBS)
suplementado com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A contagem total de
células na lavagem peritoneal foi realizada utilizando uma camara de Neubauer.
Para a contagem diferencial de células, esfregagos foram preparados em
citocentrifuga, corados com kit pandptico, seguido da leitura de laminas em
microscopio optico, sob objetivo de 1000x de aumento (imersao em 6leo), conforme
metodologia adaptada de Nunes e colaboradores, 2009.

Além disso, uma aliquota de lavagem peritoneal dos grupos tratados com as
subfragcdes D2, D3 e D4 foi separada para posterior quantificacao de niveis indiretos
de o6xido nitrico (NO) e dos niveis séricos de citocinas inflamatérias por ensaio de
imunoabsor¢gédo enzimatica (ELISA). Essa abordagem metodoldgica incluiu a
avaliacao integrada da resposta inflamatéria celular e humoral, contribuindo para a

caracterizagao dos efeitos das fracbes testadas.
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4.4.6.1. Quantificagao de Citocinas por ELISA

Para a quantificacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1q,
foi utilizado o protocolo previamente descrito por ALVES e colaboradores (2009). As
aliquotas de amostras testadas foram separadas no decorrer do teste de
recrutamento de neutréfilos (4.4.6) das subfragdes D2, D3 e D4 na dose de (25
mg/kg), e o veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.), onde foram armazenadas em freezer -
70°C até a quantificacdo. As citocinas foram dosadas pelo lavado peritoneal
coletado com PBS e EDTA através do ensaio de ELISA, conforme protocolo do
fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, Estados Unidos da América). Os resultados

foram expressos em pg/mL.

4.4.6.2. Avaliacdo da Producdo do Oxido Nitrico (NO) por Determinagio

dos Niveis de Nitrito

Os niveis indiretos de 6xido nitrico (NO) foram mensurados pelos niveis de
nitrito (NO7;), sendo subproduto do metabolismo de NO. O procedimento foi
realizado através da reacao de Griess (Green et al., 1982). Cada uma das amostras
do lavado peritoneal (50uL), provenientes dos mesmos grupos do teste de
recrutamento de neutréfilos (4.4.6), reagiu com 50 pL de solugédo de 0,1% de
naftiletiienodiamina e com 50 pL de solucdo de 1% de sulfanilamida. No
procedimento, ocorre a formacado de um composto azo estavel de coloragao purpura
em que a sua absorbancia foi mensurada por espectrofotometricamente em 540 nm,
ap6s 10 minutos. Uma curva padrdo de nitrito de sédio (1,65 a 100 uMol) foi
construida para quantificacdo dos niveis de nitrito nas amostras, os quais foram
expressos em pMol. A analise de regressao linear foi usada para calcular as
concentragdes de nitrito nas amostras em relagao a curva padrao de nitrito de sédio.
Os niveis de nitrito das amostras foram expressos em, NO™, yMol e foram analisados

estatisticamente.
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4.4.7. Avaliagcao da Permeabilidade Vascular

A permeabilidade vascular foi analisada pelo teste de azul de Evans (Thurston
et al, 2000). Quinze minutos antes da administragdo das subfracdes de
diclorometano D2, D3 e D4 (25 mg/kg, s.c.), do veiculo (etanol a 10%) e da Salina
0,9%, o corante azul de Evans (50 mg/kg) foi diluido em 50 pL de solugéo salina
sendo injetado por via venosa no plexo ocular dos camundongos (Balb-C). Apenas
nas subfragdes e veiculo foram administradas por via subcutanea 30 minutos antes
do estimulo inflamatério (injecdo i.p de Cg, 500 pg/cavidade). Os camundongos
foram sacrificados 3 h apds a administracdo de Cg e a cavidade peritoneal foi lavada
com 3 mL de PBS. O conteudo do azul de Evans (o extravasamento de proteina
plasmatica) foi calculado usando uma curva padrado do corante e a absorbancia de
cada amostra foi mensurada a 620 nm por meio de um espectrofotdmetro
(Genesys©, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.4.8. Avaliagcao de resposta inflamatoéria crénica

A escolha das doses utilizadas nos testes de inflamacédo crénica com o
extrato etandlico de Ctenodon martii foi fundamentada na necessidade de
exploragdo de respostas biologicas em um amplo espectro de concentragdes,
considerando a natureza distinta dos processos inflamatérios agudos. Ja nos
modelos crdnicos, como granuloma induzido, ferida excisional e queimadura, foram
doses testadas escalonadas entre (6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg), permitindo
a avaliacdo dos efeitos dose-dependentes em processos mais complexos, como a
cicatrizacdo e a resolucao inflamatéria, que exigem periodos prolongados de
intervengao (Patil et al., 2019).

A literatura cientifica sustenta que doses mais elevadas sao frequentemente
permitidas para estimular efeitos regenerativos em tecidos severamente lesionados
e para mediadores imunolégicos modulares em fases tardias da inflamagao. Por
outro lado, doses menores sao Uteis para avaliar a toxicidade e efeitos subdétimos,
importantes para a seguranga e para a identificagcado de possiveis faixas terapéuticas

de aplicacado futura. Além disso, o perfil quimico complexo do extrato etandlico
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requer uma abordagem de dose escalonada, essencial para identificar efeitos
sinérgicos entre os compostos bioativos presentes no extrato (Chung et al., 2010;
Patil et al., 2019).

A aplicagcdo dessas doses também segue as diretrizes condicionais para
estudos pré-clinicos em crdnico, que recomendam ajustes de dosagem com base na
severidade do modelo experimental e na biodisponibilidade do composto. Essa
abordagem garante uma investigagao robusta dos efeitos terapéuticos e minimiza os
riscos associados a doses moderadas, maximizando a seguranga e a eficacia dos
compostos testados. Essa estratégia metodolégica € amplamente utilizada em
protocolos modernos para modelos de investigagao inflamatéria, como evidenciado
por estudos que demonstram a relevancia de doses crescentes na analise de
respostas teciduais mediadas por citocinas e outras moléculas bioativas,
promovendo uma compreensao detalhada do potencial anti-inflamatério do extrato

em diversos contextos experimentais (Saadullah et al., 2022; Waller et al., 2021).

4.4.8.1. Crescimento de Tecido Granulomatoso

O efeito do extrato etandlico na fase crénica ou proliferativa de inflamacgao foi
avaliada no modelo do crescimento de tecido granulomatoso induzido pelo implante
s.c. de pelete de algodao estéreis em ratos Wistar macho. Dois peletes de algodao
autoclavados pesando 40 mg cada, foram implantados um de cada lado da parte
dorsal do animal, através de uma pequena incisao nos ratos anestesiados com uma
combinagdo de quetamina 90 mg/kg e xilazina 9 mg/kg (Gongalves et al., 2013;
Bars; Gozariu; Cadden, 2001; Swingle; Shideman, 1972).

Cada grupos (n = 6) foram administrados o extrato bruto nas doses (50, 25,
12,5 e 6,25 mg/kg) ou dexametasona (0,2 mg/kg) ou veiculo (etanol 10% - 10ml/kg)
1x por dia, durante 7 dias a partir do dia da inser¢cao do pelete. No oitavo dia, os
animais foram eutanasiados por anestesia profunda com quetamina e xilazina. Os
pellets de algodao com o tecido fibrovascular foram removidos, secos a 40°C por 24

horas e sua massa determinada (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema da realizagao e tratamento das feridas excisionais. Fonte: Autor.

Os resultados foram expressos como a diferenca entre a massa inicial e final
do algoddo seco como medida da formagéo de granuloma. O peso dos animais foi
expresso por meio da diferenga da pesagem do dia inicial menos o peso do dia final.
O peso dos 6rgaos timo e bago foram expressos por 100 g de peso corporal final. O
efeito antiproliferativo da dose testada foi comparada com o controle. Com ajuda de
uma seringa, foi coletado o fluido presente no local do implante (exsudado), que foi

pesado em gramas (g) (Grainger, 2013).

Massa Corporal (MC) = Peso 6rgao *100
Peso do animal final

4.4.8.2. Modelo Experimental de Ferida Excisional

Para a realizacdo do modelo experimental de ferida excisional, foram
utilizados ratos Wistar machos. A indugao anestésica dos animais foi obtida com a
inje¢cdo intramuscular de quetamina/xilazina (90:9 mg/kg), seguida da tricotomia
dorsal por tragdo manual com uma lamina de ago inoxidavel. A pele foi limpa com
etanol 70% (v/v), apo6s isto, quatro feridas equidistantes com area de

aproximadamente 1 cm? cada uma, foram geradas por excisdo, compressio e
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elevacédo da pele do dorso do animal com a pinga estéril, utilizando uma tesoura
para o corte feito até o tecido subcutaneo. Logo apds, as feridas foram lavadas com
soro fisiologico, tendo suas medidas tomadas com a ajuda de um paquimetro digital
(Western® PRO). Finalizadas as cirurgias, os animais foram dispostos

individualmente em caixas plasticas, com livre acesso a agua e alimentacgao padrao.

Anestesia Tratados 7 dias(1x ao dia) via tépica

Quetamina / Xilazina

90:9 t/k Veiculo Dexametasona Extrato etandlico
(90:9 mg/kg) ETOH10% 1mglkg Ctenodon mantiiBenth |
S T J
|
) \%‘; e
I 52.93] =

— | Eutandsia

Confecc¢do das Lamina
Andlise histopatolégica

Eutanasia

2 3 4 5 6 7 g Dias de experimento
Tricotomia [ |

Ferida equidistantes Tcm? Y :
S L P https://mindthegraph.com

Figura 4 — Esquema da realizagao e tratamento das feridas excisionais. Fonte: Autor.

Na avaliacao diaria, as feridas foram tratadas pela via tépica com o extrato
etandlico de C. martii nas doses (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg), veiculo (etanol 10%) e
dexametasona (0,2 mg/kg). As aplicagcbes foram repetidas diariamente, sempre no
mesmo horario durante sete dias. No oitavo dia, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina e as feridas foram medidas e removidas para a analise
histologica.

Diariamente, os ferimentos foram medidos com a ajuda de um paquimetro,
para calculo das areas e os resultados foram expressos em cm?. As feridas foram
classificadas em quatro graus de acordo com as aparéncias locais e sistémicas.
Grau | — Nao apresentam secrecgao, ulceracao, inchaco, e vermelhidao em torno da
ferida; Grau Il — Apresenta pouca secrecdo, cicatriz pouco lisada, inchaco e
ligeiramente avermelhado em torno da ferida; Grau Ill — Apresenta nivel de secrecao
meédio, cicatriz em parte lisadas, inchaco e vermelhiddo em torno da ferida; Grau IV
— Secreg¢ao macica, cicatriz totalmente lisada, com inchago e vermelho ébvio ao

redor da ferida com manifestagdes infecciosas sistémicas (Apéndice A).
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4.4.8.3. Avaliagao histolégica

Para a avaliagao histologica, os ratos foram eutanasiados por decapitagdo em
guilhotina e as feridas foram removidas, identificadas individualmente, fixadas em
solugdo de formaldeido 10%. Os fragmentos foram desidratados em etanol a
concentragdes crescentes (agua destilada; 70% v/v; 80% v/v; 90% v/v; 100% v/v). O
material desidratado foi clarificado em xilol e banhado duas vezes em parafina, antes
de ser definitivamente incluido. O material emblocado seguiu para confec¢ao das
laminas em cortes histoldgicos de 6 um corados com hematoxilina-eosina (HE).

A andlise semiquantitativa dos cortes histolégicos foi realizada em
microscopio optico (NIKON® H550S), cuja imagens 08 fotos por feridas, foram
capturadas por camera Samsung de alta resolugdo e digitalizada através do
Software Ifinity Analizy®, (Media Cybernetics- LP). Os dados obtidos pela técnica de
HE foram classificados de acordo com a intensidade em que foram encontrados e
transformados em variaveis quantitativas mediante atribuicdo de indice para o
achado histoldgico.

Foram avaliadas as presengas de exsudato, hemorragia, colagenizacgao,
queratinizacao e reepitelizagao, seguindo o protocolo adaptado (Gomes et al., 2006;

Santos et al., 2006; Tresvenzol et al., 2013) conforme, Quadro 1.

Quadro 1 — Protocolo de andlise semiquantitativa de cortes histologicos de feridas
excisionais em dorso de ratos Wistar.

Critério avaliado Ausente Discreta Moderada Acentuada

Exsudato 0 1 2 3
Hemorragia 0 1 2 3
Colagenizagao 0 1 2 3
Queratinizagao 0 1 2 3

Fonte: Adaptado de (Gomes et al., 2006; Santos et al., 2006a; Tresvenzol et al., 2013a).
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A intensidade dos achados de HE foi analisada segundo os seguintes
critérios:

Exsudato — foi considerado ausente quando n&o se evidenciava no corte
histologico; discreto quando eram visualizados pouca quantidade, de forma isolada
no contexto; moderado quando eram visualizados maior quantidade; e acentuado,
quando evidenciados com grande frequéncia, dispostos em todo o contexto.

Hemorragia — foi considerada ausente quando n&o se evidenciava foco
hemorragico no corte histologico; discreta quando eram visualizados poucos vasos
rompidos esparsamente situados, de forma isolada no contexto; moderada quando
eram visualizados uma maior quantidade de vasos rompidos no contexto; e
acentuada quando evidenciados com grande frequéncia, dispostos em todo o
contexto.

Colagenizagao - classificou-se como ausente quando n&o havia fibras
colagenas depositadas; discreta quando a deposicao de fibras colagenas era em
pequena quantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblastos
proliferados; moderada quando a deposi¢cdo de colageno formava feixes de fibras
eosinofilicas, espessas, intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e
fibroblastos proliferados; e acentuada quando havia grande deposicao de fibras
colagenas, constituindo feixes de fibras eosinofilicas espessas, compactamente
arranjadas em meio a fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo
frouxo.

Queratinizagdo — classificou-se como ausente quando ndo havia queratina
visualizada no campo Optico; discreta quando aparecia de forma incompleta ou
parcial, entre espacos representada; moderada quando aparecia de forma
incompleta ou parcial, apresentando maior espessura; e acentuada quando
visualizado de forma total ou completa.

Para a avaliacdo semiquantitativa da reepitelizacdo, classificou-se como
ausente quando nao havia epitélio visualizado no campo Optico; parcial quando
aparecia de forma incompleta; completa quando visualizada de forma total sobre o
tecido conjuntivo (Santos et al., 2006).

Na analise quantitativa, foram quantificados fibroblastos, fibrocitos, vasos
sanguineos, neutrofilos, macrofagos e linfécitos utilizando um sistema digitalizador e

analisador de imagens. A area total dos campos microscépicos foi observada em



68

microscopio o6ptico (NIKON® HS550S), cuja imagens 12 fotos por feridas foram
capturadas por camera Samsung de alta resolugdo e digitalizada através do
Software Ifinity Analizy®, (Media Cybernetics- LP). Apos selecionada a resolugao
desejada, as imagens foram armazenadas para quantificagdo. Cada campo
digitalizado foi quantificado por trés avaliadores independentemente, sendo
avaliados doze campos microscopicos aleatorios por lamina, sem conhecimento

prévio dos respectivos tratamentos.

4.4.8.4 Modelo Experimental de Ferida por Queimadura

Para a realizacdo do modelo experimental de ferida por queimadura, foram
utilizados ratos Wistar machos. A indugao anestésica dos animais foi obtida com a
injecdo intramuscular de quetamina/xilazina (90:9 mg/kg), seguida da tricotomia
dorsal por tragdo manual com uma lamina de ago inoxidavel. A pele foi limpa com
etanol 70% (v/v), apos isto, quatro feridas equidistantes com area de
aproximadamente 1 cm? cada uma, foram geradas por compressdo com chapa de
aluminio aquecida em bico de Bunsen por 1 minuto, pressionada na pele do dorso
do animal por 20 segundos. Logo apés, suas medidas foram tomadas com a ajuda
de um paquimetro digital (Western® PRO). (Figura 3). Os animais foram dispostos
individualmente em caixas plasticas previamente autoclavadas, com livre acesso a
agua e alimentacao padrao. Procedimento adaptado de (Campelo et al., 2011).

Na avaliacao diaria, as feridas foram tratadas pela via topica com o extrato
etanolico de Ctenodon martii nas doses (12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/kg), veiculo
(etanol 10%) e sulfadiazina de prata creme 1%. As aplicacbes das matérias foram
realizadas diariamente, no mesmo local, por sete dias consecutivos. No oitavo dia,
os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacao utilizando guilhotina. Apds
o procedimento, a area das feridas foi mensurada para avaliar o efeito das
intervengdes no processo de cicatrizacdo. Contudo, devido a auséncia de diferenca
estatisticamente significativa na reducdo da area das feridas entre os grupos
experimentais, optou-se por ndo realizar a analise histologica dos tecidos. Essa
decisdo visa concentrar os esforcos analiticos em parametros relevantes para a

compreensao dos efeitos terapéuticos.
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Figura 4 — Esquema da realizagao e tratamento das feridas por queimaduras. Fonte: Autor.

4.49 Labirinto em Cruz Elevado

O teste comportamental do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi realizado na
fase clara do ciclo dos ratos machos (Wistar). No momento do teste todos os
animais foram colocados no centro do labirinto com a cabecga voltada para um dos
bracos aberto. Foi iniciado em conjunto o sistema de rastreamento de video com
gravacao cronémetrado por 5 minutos, a camera de video ficou conectada ao
computador, sendo controlado por um dispositivo remoto. Apdés 30 minutos da
administracdo dos tratamentos veiculo (etanol 10% s.c.) ou extrato etandlico C.
martii (25, 50 e 100 mg/kg s.c.) ou 20 minutos da administragdo do controle
midazolam (1,0 mg/Kg i.p.) diluido em soro fisiolégico (NaCl 0,9%) no volume de 0,1
mL/100 g de peso corporal do animal (via i.p.), realizou-se o teste durante periodo
de 5 min. O numero de entradas (uma entrada é definida quando o centro do corpo
do animal entra em um dos bragos) e o tempo gasto nos bragos sao gravados (OBS
Studio®©) e essas medidas serviram como indice de ansiedade. Os animais circularam
livremente sobre o labirinto por 5 min. Apds cada rodada de teste o labirinto € limpo
alcool 70% para retirar odores. Os efeitos ansiolitico sdo definidos como um
aumento na proporgao de entradas nos bragos abertos e o tempo gasto nos bragos
abertos relativo ao total de tempo gasto em ambos os bragos. O numero total de

entradas nos bracos fechados foi utilizada como medida da atividade locomotora.
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O labirinto em cruz elevado utilizado para o teste tem sua configuracdo em
forma de um (+) e compreende dois bragos abertos (50 x 10 x 1,0 cm) em frente a si
e perpendiculares a dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm) com um centro de
plataforma (10 x 10 cm). Os bragos abertos tém uma pequena parede (1,0 cm) para
diminuir o numero de quedas, enquanto os bragos fechados tem uma parede (40
cm) de altura. Todo o aparelho fica 50 cm acima do piso dentro de um tanque vazio
circular (100 cm diametro por 35 cm de altura) para proteger os ratos que caem ou

tentativa de fuga durante o experimento, Figura 4 (Pinto et al., 2012).

50 cm ‘ ‘ 50 cm

40 cm

50 cm

Figura 5: Descricdo das medidas do labirinto em cruz elevado.

Os resultados avaliam as variagdes etolégicas, além das diferengas dos
efeitos do tratamento entre os gruposnas seguintes medidas: tempo de brago aberto
(TBA) e tempo de brago fechado (TBF), numero de entradas no brago aberto (EBA) e
braco fechado (EBF).

Aplicando a férmula abaixo sobre cada razéo:

% Entrada nos Bragos X = EBX x 100
(EBX + EBY)
% Tempo nos Bragos X = TBX x 100

(TBX + TBY)
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4.4.10 Determinacao da Toxicidade Aguda e Teste de Letalidade (DLso)

A implementacdo do ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo com o extrato
etandlico de Ctenodon martii, nas doses de 5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg e 2000
mg/kg, baseia-se em metodologias internacionalmente reconhecidas, como o
procedimento de fixagado de dose (FDP), o método de classe téxica aguda (ATC) e o
procedimento up-and-down (UDP), que tém como objetivo maximizar a obtencao de
dados toxicolégicos com o uso reduzido de animais. Essas abordagens sao
aprovadas por orgaos reguladores, como a OCDE (Diretrizes 420 e 425)
(Kleinstreuer et al., 2018), e sao reconhecidas por sua capacidade de gerar dados
confiaveis sobre toxicidade aguda, ao mesmo tempo que seguem principios de ética
no uso de experimentacdo, como refinamento e reducdo. Além disso, a inclusao de
uma ampla faixa de doses permite observar efeitos dose-dependentes e determinar
limites seguros para o uso do extrato, essencial para a caracterizagao inicial de seu
perfil toxicolégico. Essas praticas alinham-se as diretrizes modernas de testes
toxicolégicos (Erhirhie et al., 2018; OCDE, 2002; Strickland et al., 2023).

Para este teste foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, divididos em
12 grupos experimentais, contendo trés animais cada. Os seis primeiros grupos
foram de machos, sendo que quatro grupos foram tratados com uma unica dose do
extrato etandlico nas doses de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg (s.c.), respectivamente, o
quinto grupo recebeu o veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.) e o sexto grupo Controle (-)
negativo ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Os outros seis grupos
experimentais foram formados com fémeas que receberam o mesmo tratamento
seguindo a mesma ordenagao.

Neste experimento foram realizados dois procedimentos simultaneos, a
determinacao da dose letal mediana (DLso) € o “Screening Hipocratico” (Litchfield;
Wilcoxon, 1949; Malone; Robichaud, 1962), adaptada por Campbell e Richte (1967).
O “Screening Hipocratico” fez uma triagem comportamental (Apéndice B), que
permite avaliar se uma determinada substancia modifica a atividade do SNC ou
periférico por meio de registro de alguns sinais ou alteragdes de comportamento
apresentados pelos animais (Malone; Robichaud, 1983).

Apoés os tratamentos, os animais foram observados por um periodo de 24 h.

Foram feitas as observagdes das unidades experimentais no tempo de 30 minutos,
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1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas, com o0 objetivo de quantificar os efeitos do extrato em
diferentes doses sobre os parametros: a) estado de consciéncia e disposicao; b)
coordenagao motora; c) tdbnus muscular; d) reflexos (auricular); e) atividade do SNC;

f) atividade do Sistema Nervoso Auténomo.

4.410.1 Analises dos parametros bioquimicos e hematolégicos

Transcorridas as 24 horas de observagao, os animais foram eutanasiados por
decapitagdo em guilhotina e foram realizadas a coleta das amostras de sangue
através de sangria do plexo braquial. O sangue foi coletado em tubos (devidamente
identificados) com anticoagulante (EDTA) para realizagdo de exames hematologicos
e bioquimicos.

Nestes testes foram analisados: a série vermelha (eritrograma) por contagem
de hemacias, determinagdo do hematocrito, da hemoglobina, do volume corpuscular
médio (VCM), da hemoglobina corpuscular média (HCM), da concentragéo
hemoglobinica média (CHCM) e contagem das plaquetas, avaliados utilizando o
analisador celular The Sysmex®, modelo 21N, bem como a série branca
(leucograma), avaliada através da contagem global de leucdcitos, utilizando o
mesmo aparelho, e a contagem diferencial de leucécitos, quantificado por
esfregagcos sanguineos corados e analisados em microscopio (OPTON®) para
confirmacado de contagem diferencial de células. Na analise bioquimica foram
dosados os niveis de creatinina, albumina e das enzimas TGO e TGP (Carvalho et
al., 2015; Valadares, 2006).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism® versao 5.00 (GraphPad®, La Jolla, CA92037, EUA). Os valores

foram considerados estatisticamente significativos quando apresentaram (p < 0,05).

As variaveis foram avaliadas quanto a distribuigdo normal e a homogeneidade
de variancia por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para dados com distribuicdo normal
e variancia uniforme, foi aplicado o teste ANOVA (One-Way), seguido pelo teste de
Bonferroni ou pelo teste de Dunnett. Para dados com distribuicdo ndo normal,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido por comparagdes multiplas pelo teste

de Dunn."
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE QUIMICA DA PLANTA Ctenodon martii
5.1.1 Rendimento do Extrato etandlico, fragées e subfragoes

Todas as amostras do caule/casca de C. martii apresentaram seu rendimento
em porcentagem conforme a (Tabela 2). O extrato etandlico, obteve seu rendimento
em relacdo ao peso de 1000 g da amostra do caule/casca macerados. As fragdes
obtiveram seu rendimento em relagcdo ao peso 34,06 g do extrato etandlico
particionado. As subfragbes obtiveram seu rendimento em relagdo ao peso seco
28,29 g da fracao de diclorometano, fracionadas em cromatografia de colunas seca.
Ja as D2 sub-subfracdo obtiveram seu rendimento em relagdo ao peso 5,0 g da
subfragdo (D2) fracionadas em cromatografia em coluna Sephadex.

Observa-se que a fracdo de diclorometano possui 0 maior rendimento além
de ter apresentado melhores resultados nos bioensaios e parametros quimicos
descrito no trabalho de Morbeck (2018), levando a ser escolhida para dar

continuidade aos estudos (Morbeck; Cruz & Yatsuda, 2018).

Tabela 2 - Rendimentos do extrato etandlico, fracdbes e subfracbes de
diclorometano, do caule/casca de Ctenodon matrtii.

Rendimento do extrato/fragao e subfragdes do caule/casca de Ctenodon martii

Método de extragao Extratos/Fracao Rendimento (%)

Maceragao em Etanol PA Extrato etandlico 573
Particdo em Solvente Fracgdo de diclorometano 40,92
Subfragéo de diclorometano (D1) 8,93
Cromatografia em coluna Subfragéo de diclorometano (D2) 20,28
Silica Subfragéo de diclorometano (D3) 21,45
Subfragéo de diclorometano (D4) 21,00
Subfragéo de diclorometano (D5) 17,63
Cromatografia em coluna D2 Sub-Subfragéo (D2SS.1) 12,76
Sephadex D2 Sub-Subfragao (D2SS.2) 40,28
D2 Sub-Subfragao (D2SS.3) 25,54

Rendimentos das amostras com base na metodologia de maceragao, particdo e cromatografia em
coluna. Fonte: Dados da pesquisa.
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5.1.2 Analise Fitoquimica em CCD

A analise fitoquimica possibilita a identificagdo dos principais grupos de
metabdlitos secundarios que possam estar relacionados com as atividades
bioldgicas. A utilizagdo de reveladores especificos permite avaliar a presenca destes
grupos através do estudo dos perfis fitoquimicos nas placas de CCD. Os dados
sobre as amostras etandlicas e fragao de diclorometano foram descrito no trabalho
de (Morbeck; Cruz & Yatsuda, 2018). Observa-se reagado positiva na presenga de

todos metabdlitos secundarios testados na subfragéo de diclorometano (D2).

Tabela 3 — Cromatografia de Camada Delgada com os perfis fitoquimicos, do extrato etandlico,
fragdes e subfragdes de Ctenodon martii.

Ctenodon martii Perfis Fitoquimicos

Extrato/fracao Polifenéis Taninos Saponinas Flavonoides Alcaloides Esteroides
Extrato etandlico + + + + + +
Diclorometano + + + + + +
Subfragéo (D1) + - + + - +
Subfragéo (D2) + + + + + +
Subfragéo (D3) + + + + - +
Subfracéo (D4) + - + + + -
Subfracéo (D5) + - - + + .

As amostras foram preparadas na concentragdo de 10 mg/mL em solvente apropriado e aplicadas
com volume de 10 yL em bandas de 7 mm em Iamina de aluminio silica gel. A placa foi eluida com
sistema de solvente apropriado em cuba de vidro. Depois de eluida e seca observou-se em camara
de ultravioleta e/ou revelador de interesse. (+) reagdo positiva, indicando a presenga do grupo de
metabdlitos secundarios; (-) reacdo negativa, indicando a auséncia do grupo de metabdlitos
secundarios. Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.3 Analise CG-EM das amostras fracionadas de diclorometano do
caule/casca de Ctenodon martii

As substancias foram identificadas pela técnica de CG-EM por comparacgao
dos padrdes de fragmentagéo obtidos (tempo de retencéo e fragmentagéao i6nica) de
padroes auténticos ou em comparacido com espectros presentes na espectroteca
utilizada no equipamento. Algumas dessas substancias foram classificadas como
N&o Identificados (NI), indicando baixa similaridade na fragmentacdo da substancia
analisada frente ao registro da biblioteca. Ao analisar as subfragbes de
diclorometano (D1, D2, D3, D4 e DS5), foi observado um total de 81 picos

cromatograficos, sendo 39 identificadas e 42 nao identificadas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Substancias identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria

de Massa, das subfragdes de diclorometano de Ctenodon martii.

Tempo de
Retencao (tR)

SUBSTANCIAS

Percentual de area presente nas subfragoes
de diclorometano de Ctenodon martii

%A-D1 %A-D2 %A- %A- %A-
D3 D4 D5
6.979 Acido propanoico 0,69 - - - 1,03
7.452 Acido acético - - - - 0,74
13.308 Acido benzoico 0,22 040 0,94 - -
14.900 Glicerol 43,10 14,61 18,91 79,26 48,78
25.280 Acido arabinénico - 0,18 - 0,66
28.645 Acido azelaico - 0,22 - - 1,46
28.797 Arabitol - - - - 0,63
29.311 Acido vanilico - 029 1,62 - -
29.856 D-ribofuranose - - - - 0,52
30.327 Acido D- ribonico - - - - 0,43
30.815 Acido protocatecuico - - - 1,80 0,74
30.920 D-Frutose - - - - 3,18
32.814 Acido siringico - 0,20 - - 0,61
33.379 D-galactose - - - 2,81 -
34.048 Sorbitol - - 0,86 - 2,69
34.289 D-glucopirandsido - - - - 2,70
35.416 Glicopiranose - - - - 1,79
38.623 Linoleato de etila 1,01 - - - -
38.741 Acido hexadecanoico 0,73 - - - -
39.137 Acido octadecanoico 0,58 - - - -
39.321 Acido Oleico 0,37 - - - -
47.341 Hexadecanoato de hidroxipropila 0,40 036 1,15 - -
47.625 Docosonoato de etila 0,72 - - - -
49.169 Acido docosanoico 0,35 - - - 1,94
50.129 Acidos hidroxicinamicos - 3,01 5,06 - -
50.461 Oleato de 2,3-dihidroxipropila - - 2,99 - -
50.501 Esteroide 8,19 6,80 2,97 12,01 -
50.956 Tetracosanoato de etila 1,01 - 0,90 - -
51.460 Flavona - 34,72 7,21 - -
51.595 Terpeno 18,71 14,63 25,27 - -
53.160 Acido benzenoacético - 0,25 1,01 - -
54.300 Acido beénico 2,36 - 1,76 - -
54.534 Piridoxila 0,38 1,16 - 1,71 -
55.491 Fumarilacetoacético - - 1,01 - -
56.930 Acido tricosenoico 0,36 - - - -
60.281 Benzeno 0,43 - - -
61.082 B-sitosterol 0,22 - 3,34 - -
62.637 Isolongifolol 0,27 1,34 - - -
71.572 Retinol 0,34 - - - -
% Compostos Identificados 80,44 78,17 75,00 97,59 67,90
% Compostos Nao identificados 19,66 21,83 25,00 2,41 32,10

Legenda: (tR) tempo de retengdo, (NI) composto n&o identificada, ( - ) composto ndo detectado na
amostra e (%A-D1, %A-D2, %A-D3, %A-D4 e %A-D5) percentual de é&rea da subfracdo de
diclorometano. Fonte: Dados da pesquisa.
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Ao analisar as sub-subfragdes D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3 foi observada um

total de 32 substancias, sendo 11 identificadas e 21 nao identificadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Substancias identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massa, das sub-subfragdes D2 de Ctenodon mattii.

Percentual de area presente nas

Tempo de c
Retengﬁo (tR) SUBSTANCIAS s“%f:ﬂ?f:‘:ﬁa?ﬂ?ida
%A-D2SS.1  %A-D2SS.2  %A-D2SS.3
13.186 Acido benzoico - - 1,09
14.567 Glicerol 0,48 0,36 0,76
18.283 Acido malico - 0,31 -
28.581 Acido Azelaico - - 1,77
35.968 acido hexadecanoico 1,41 0,49 0,92
50.116 acidos hidroxicindmicos 4 87 12,49 11,02
50.508 Esteroide 12,32 2,26 0,97
51.759 Flavona 55,70 35,54 31,60
51.993 Terpeno 1,22 7,56 416
54.530 Piridoxina - - 3,79
62.132 Acido isopropilmalico 1,43 - -
% Compostos Identificados 77,43 59,01 56,08
% Compostos Nao identificados 22,57 40,99 43,92

Legenda: (tR) tempo de retengéo, (NI) composto ndo identificada, ( - ) composto ndo detectado na
amostra e (%A-D2SS.1, %A-D2SS.2 e %A-D2SS.3) percentual de area da sub-subfragédo (D2) de
diclorometano. Fonte: Dados da pesquisa.

Nas figuras 6, 7, 8, 9 e 10 apresentamos os cromatogramas obtidos por CG-

EM das subfragdes (D1, D2, D3, D4 e D5) de diclorometano de C. martii.

Figura 6: Cromatograma da Subfragéo de diclorometano — D1 de caule/casca de Ctenodon
martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 7: Cromatograma da Subfragéo de diclorometano — D2 de caule/casca de Ctenodon
martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 8: Cromatograma da Subfragéo de diclorometano — D3 de caule/casca de Ctenodon
martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 9: Cromatograma da Subfragéo de diclorometano — D4 de caule/casca de Ctenodon
martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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Figura 10: Cromatograma da Subfragdo de diclorometano — D5 de caule/casca de Ctenodon
martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nas figuras 11, 12 e 13 apresentamos os cromatogramas obtidos por CG-EM
das sub-subfragdes D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3 de Ctenodon martii.

Figura 11: Cromatograma da sub-subfragéo de diclorometano D2 (D2SS.1) de caule/casca de

Ctenodon martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa. -
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 12: Cromatograma da sub-subfragéo de diclorometano D2 (D2SS.2) de caule/casca de

Ctenodon martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa. e
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 13: Cromatograma da sub-subfragdo de diclorometano D2 (D2SS.3) de caule/casca de
Ctenodon martii obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.
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5.2 BIOENSAIOS

5.2.1 Avaliagao da Atividade Antinociceptiva
5.2.1.1 Contorgdo Abdominal Induzida por Acido Acético

Para avaliar o efeito antinociceptivo sob nocicepgao visceral foram realizados
ensaios de contorgdo abdominal induzida por acido acético. Apos o resultado das
analises fitoquimicas foram testadas as subfra¢cdes (D1, D2, D3, D4 e D5) e sub-
subfragcdo D2 (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose de 25 mg/Kg do caule/casca de
C. matrtii. Os resultados mostraram que D2, D3, D4, D5, D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3
promoveram reducgao significativa (p < 0,05) no numero de episdédios de contorgao
abdominal em comparagao ao controle negativo, grupo tratado com o veiculo (etanol

10%, v/v), como demonstrado na Figura 14 A e B.
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Figura 14 (A e B) — Efeito das subfragdes de diclorometano e sub-subfracbes de D2 do caule/casca
de Ctenodon martii no teste de contor¢do abdominal induzida por &cido acético (0,6%) em
camundongos. Os animais foram pré-tratados, de acordo com os grupos, com as (A) subfragées do
extrato e (B) sub-subfragbes de D2 na dose (25 mg/Kg, s.c.) e o veiculo (V, etanol 10%, v/v). Os
resultados sdo apresentados como médias + E.P.M. da contor¢ao em camundongos (n = 6). A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. As variagdes
diferem respectivamente de forma significativa onde: (*) p < 0,05, quando comparado os grupos
tratados com as subfragdes de diclorometano e sub-subfracées de D2 ao veiculo.



5.2.1.2. Nocicepcgao Induzida Pela Injegao Intraplantar de Formalina 1,0%

Para avaliar a nocicepg¢ao neurogénica e inflamatéria foram testadas as subfragdes (D2, D3 e D4) e sub-subfragdes de D2
(D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose de 25 mg/Kg do caule/casca de C. martii. No teste da formalina, os resultados podem ser

avaliados em duas fases diferentes, 1° fase, nocicepgao neurogénica (0-5 min) e 2° fase, nocicepc¢ao inflamatoria (5-30 min).
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Figura 15 (A e B) — Efeito das subfragdes de diclorometano e sub-subfragbes de D2 do caule/casca de Ctenodon martii na resposta a nocicepgéo induzida
pela injecao intraplantar de formalina 1,0 % em camundongos. Os animais foram pré-tratados, de acordo com os grupos, com as (A) subfragbes de
diclorometano (25 mg/Kg, s.c.) e (B) sub-subfragdes de D2 (25 mg/Kg, s.c.), veiculo (V, etanol 10%, v/v) e morfina (M, 5 mg/kg respeitando 10ml/kg). Os
resultados s&do apresentados como média + E.P.M. (n = 6) do niumero de flinches, sacudidas e lambidas da pata injetada por um periodo de 30 min. A analise
estatistica foi realizada por meio do ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado os grupos tratados com as subfragcbes de
diclorometano e sub-subfracdes de D2 ao veiculo. # p > 0,05, quando comparado a morfina com o grupo tratado com as subfragdes e sub-subfragdes.



Na primeira fase, as subfragcdes D2 e D3, sub-subfracbes D2SS.2 e D2SS.3 e
o controle positivo morfina promoveram uma redugao significativa no nuamero de
“flinches” induzidas pela formalina quando comparadas ao grupo tratado com veiculo
(p < 0,05). Quando comparadas ao grupo morfina, somente a subfracdo D2 nao
apresentou diferenca estatistica (p < 0,05), supondo que essa fragdo possui agao
igual ou semelhante a morfina, um potente analgésico opioide na reducéo da dor de
origem neurogénica.

Ja na segunda fase, as subfragbes D2, D3 e D4, sub-subfragdes D2SS.2
D2SS.3 e o controle positivo morfina promoveram uma reducao significativa no
numero de “flinches” induzidas pela formalina quando comparadas ao grupo veiculo
(p < 0,05). Quando comparadas ao grupo morfina, somente a as subfragbes D2, D3,
D4 e D2SS.3 nao apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05), supondo que essas
subfragdes possuem acéao igual ou semelhante ao potente analgésico opioide.

Considerando o fato de que a primeira fase do teste de formalina resulta
essencialmente, da estimulagéo direta dos nociceptores e a segunda fase do teste
envolve um periodo de sensibilizacdo durante o qual ocorrem os fendémenos
inflamatoérios com liberagdo de citocinas, os resultados sugerem que o efeito
antinociceptivo das subfragbes D2 e D3 e sub-subfragbes D2SS.2 D2SS.3 séo
mediados, em parte, por compostos com propriedades anti-inflamatorias e

antinociceptivas presente nestas fragdes.
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5.21.3 Teste de Von Frey - Hipernocicepg¢ao

Foi avaliado o efeito antinociceptivo sobre o mecanismo de nocicepg¢ao
mecanica induzida por Carragenina (Cg), por meio do teste de Von Frey. As
subfragdes (D2, D3 e D4) e sub-subfragdes D2 (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) na dose
de (25 mg/Kg) do caule/casca de C. martii, foram administradas 30 min antes da
injecdo intraplantar de Cg. As subfragcbes D2 e D3 e sub-subfragcbes D2SS.1,
D2SS.2 e D2SS.3, reduziram significativamente a intensidade de hipernocicepgao
dos animais quando comparada com o grupo veiculo (p < 0,05), conforme

apresentado na Figura 16 (A e B).

Carragenina (100 pg/pata) Carragenina (100 ng/pata)
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Subfragdes de Diclorometano Sub-subfragdes de D2
(25 mg/kg) (25 mg/kg)

Figura 16 (A e B) — Efeito das subfracdes de diclorometano e sub-subfracbes de D2 do caule/casca
de Ctenodon matrtii na inibigdo da nocicep¢cdo mecénica pelo teste de Von Frey. Os camundongos
foram tratados com as (A) subfra¢des de diclorometano (25 mg/Kg, s.c.) e (B) sub- subfracées de D2
(25 mg/Kg, s.c.) e o veiculo (V, etanol 10%, v/v), 30 minutos antes da injecdo i.pl. de (Cg, 100
pug/pata). As respostas hipernociceptivas foram avaliadas 3 h apds estimulo. Os resultados séo
apresentados como média + E.P.M. (n = 6). A analise estatistica foi realizada por meio do teste
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado os grupos tratados com as
subfracdes de diclorometano e sub-subfragbes de D2 ao veiculo.



85

5.2.2 Avaliacao da Atividade Anti-inflamatoéria

5.2.21 Edema de pata

Para avaliar Hipernocicepgao foram removidas e pesadas as patas traseiras
de cada animal em uma balanga analitica apds o teste Von Frey. Para determinar a
formacao de edema, o peso da pata que recebeu carragenina foi diminuido do peso
da pata que n&o recebeu. Os resultados foram expressos em gramas (Figura 17 — A
e B). As subfragdes D2 e D3 e sub-subfragcdes de D2 (D2SS.2 e D2SS.3) do
caule/casca de C. martii (25 mg/kg), demostraram uma redugcdo na formagédo do
edema quando comparado ao grupo controle que recebeu o tratamento de

carragenina com o veiculo (p < 0,05).
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Figura 17 (A e B) — Efeito das subfragdes e sub-subfragdes D2 de diclorometano do caule/casca de
Ctenodon martii no edema de pata induzido por carragenina100 ug/pata. Os camundongos foram
tratados com as (A) subfragdes de diclorometano (25 mg/Kg, s.c.) e (B) sub-subfra¢cdes de D2 (25
mg/Kg, s.c.) e o veiculo (V, etanol 10%, v/v), 30 minutos antes da injecao i.pl. de (Cg, 100 pg/pata).
Apébs a mensuracao da resposta hipernociceptivas, os animais (n = 6) foram eutanasiados e as patas
retiradas e pesadas, e o edema da pata calculado pela diferenca entre as duas patas em gramas. Os
resultados sdo apresentados como média + E.P.M. A analise estatistica foi realizada por meio do
teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado os grupos tratados com
as subfragdes de diclorometano e sub-subfragdes de D2 ao veiculo.



5.2.2.2

amostra da pata removida no experimento de Von Frey.

Quantificagao de citocinas por qPCR

5.2.2.2.1 Expressao de genes inflamatoérios (TNF-a, IL-6, IL-17)
A expressao dos genes que codificam as citocinas inflamatdrias foi quantificada por PCR em tempo real (QPCR) a partir da
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Figura 18 — Efeito das subfragbes de diclorometano do caule/casca de Ctenodon martii na inibicdo da expressédo génica de genes inflamatérios (A-C). Os
animais (n =6) foram pré-tratados com as subfragdes 25 mg/kg (s.c.) e o veiculo (V, etanol 10%, v/v) (s.c.), 30 minutos antes da injegdo de carragenina (Cg,
100 pg/pata, i.pl.). O grupo salina 0,9% nao recebeu Cg. O RNA total foi extraido das patas dos camundongos utilizando-se o reagente de lise TRIzol,
conforme protocolo do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 2 ug do RNA total por meio do kit de transcrigao reversa High-Capacity RNA-to-cDNA. O
sistema SYBR Green Mastermix foi utilizado no PCR real-time. Os resultados de expressao génica foram obtidos a partir das médias de cycle treshold de
cada gene. As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste Kruskal Wallis, seguido do pds-teste de Dunn’s. * p < 0,05 difere estatisticamente do
grupo controle veiculo, # p > 0,05 semelhante ao grupo Salina sem administracdo da carragenina. Legenda: (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-17.



Na expressao do gene TNF-a (Figura 18 - A) todos os grupos tratados com as
subfragcdes de diclorometano (D2, D3 e D4) apresentaram reducdo significativa em
comparagao ao grupo veiculo (p < 0,05), e ndo houve diferenga estatistica (p > 0,05)
das subfragcdes (D2 e D3) em comparagdo com o grupo salina 0,9%, observando
redugao da expressao do gene TNF-a em resposta ao tratamento na indugao do
processo inflamatério. Sobre o gene IL-6 (Figura 18 - B) todos os grupos tratados
com as subfracbes de diclorometano (D2, D3 e D4) apresentaram redugao
significativa em comparacéo ao grupo tratado com o veiculo (p < 0,05), e ndo houve
diferenga estatistica (p > 0,05) das subfragdes (D2 e D3) em comparagdo com o
grupo salina 0,9%, observando redugédo da expressédo do gene IL-6 em resposta ao
tratamento na indugdo do processo inflamatério. Ja o gene IL-17 (Figura 18 - C)
apenas os grupos (D2 e D3) tratados com as subfragdes de diclorometano
apresentaram reducéo significativa em comparacao ao grupo tratado com o veiculo,
e nao houve diferenga estatistica (p > 0,05) das subfracdes (D2 e D3) em
comparagao com o grupo salina 0,9%, observando redugcédo da expressao do gene

IL-17 em resposta ao tratamento na indugao do processo inflamatério.
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5.2.2.3 Recrutamento de Neutréfilos para a Cavidade Peritoneal

Para avaliar o efeito anti-inflamatério das subfracdes de diclorometano obtidos
do caule/casca de C. martii, foi realizado o teste de recrutamento de neutréfilo para
cavidade peritoneal. Diferente do teste anterior, este avalia o potencial das
subfragdes em reduzir a migragao de neutrofilos induzida pela administragcao da Cg.
Todos os grupos tratados com as subfragbes (D2, D3 e D4) e sub- subfragdes
(D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3), demostraram reducdo significativa na migracado de
neutréfilos no liquido peritoneal em comparagdo ao grupo veiculo (p < 0,05).
Observa-se que nao houve diferenga estatistica entre as subfragcées (D2, D3 e D4) e
sub- subfragbes (D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) testadas em relagdo ao grupo salina
0,9% (-) o qual ndo recebeu o estimulo inflamatério (Cg) (p > 0,05), mostrando que
as subfragdes, possuem potente atividade anti-inflamatéria atuando na reducao da

migracao de neutrofilos no processo inflamatério (Figura 19 — A e B).
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Figura 19 (A e B) - Efeito das subfragdes de diclorometano e sub-subfra¢cdes de D2 do caule/casca
da Ctenodon martii sobre a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida por
carragenina (Cg). Grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados por via subcutidnea com
administragdo das (A) subfragbes de diclorometano (25 mg/Kg, s.c.) e (B) sub- subfragbes de D2 na
dose (25 mg/Kg, s.c.) e o veiculo (V, etanol 10%, v/v), 30 min antes da Cg (500 pg/cavidade) induzir a
peritonite. O grupo salina (-) ndo recebeu a Cg. A migragdo de neutrdéfilos foi avaliada apos 4 h a
administracdo de Cg. Cada valor representa a média + E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por
meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o grupo tratado
com as subfracbes de diclorometano e sub-subfragcbes de D2 ao grupo veiculo. # p > 0,05, quando
comparado o grupo tratado com as subfragdes de diclorometano e sub-subfragdes de D2 ao grupo
controle (-) salina.
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Os neutréfilos desempenham um papel relevante na génese da nocicepgao

inflamatoria induzida por carragenina ao serem fontes ou mediadores de citocinas

hipernociceptivas de agao direta (Soehnlein et al., 2017). Mediante os resultados

encontrados (Figura 19 — A e B), foram feitas fotomicrografia dos grupos testados.
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Fotomicrografia representativa da contagem de neutrdfilos, teste migragao. A area total dos campos
microscoépicos foi observada em microscopio 6ptico, cuja imagem capturada por camera de alta
resolucao e digitalizada através do Software Ifinity Analizy® (aumento de 40x). Legenda: (A) Salina
0,9%, (B) veiculo (etanol 10%, v/v); Subfracdo: (C) D2; (D) D3; (E) D4; Sub-subfragéo: (F) D2SS.1;
(G) D2SS.2; (H) D2SS.3; (—) Neutrofilos.
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5.2.2.4 Ensaio para Quantificagao de Citocinas

5.2.2.4.1 Quantificagao de citocinas por ELISA

A administragdo de carragenina elevou a producdo da citocina proé-
inflamatoria TNF-a e IL-1a no exsudato peritoneal dos camundongos. Os grupos
tratados com as subfragdes D2, D3 e D4 (25 mg/kg) apresentaram redugdo na
quantificacdo de citocina proé-inflamatéria TNF-a quando comparado ao grupo
veiculo (p < 0,05) (Figura 21 - A). Na producédo da citocina IL-1a no exsudato
peritoneal, observou-se diferenca estatistica nas subfragdes D2 e D3, com reducéao
da concentragcdo em relag&o ao grupo veiculo (p < 0,05). Por outro lado, a subfragao
D4 nao apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle veiculo (Figura 20 -
B).
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Figura 20 - Efeito das subfracdes de diclorometano do caule/casca da Ctenodon martii sobre a
producédo de citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1a induzida por carragenina (Cg). Grupos de
camundongos (n = 6) foram pré-tratados por via subcutdnea com administracdo das subfracdes (25
mg/kg) ou veiculo (V, etanol 10%, v/v, s.c.), antes da Cg (500 pg/cavidade) induzir a inflamagéo. As
concentragdes de citocinas foram determinadas por ELISA. Os resultados sao apresentados como
média £ D.P. de seis animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *p < 0,05 quando comparado os grupos tratados com as
subfragdes de diclorometano com o veiculo. Legenda: (A) TNF-a, (B) IL-1a.
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5.2.2.5 Avaliagdo da Produgido do Oxido Nitrico (NO)

A producido do NO foi avaliada indiretamente pela quantificacdo da
concentragcédo de nitrito no lavado peritoneal dos camundongos removidos no teste
de recrutamento de neutréfilos. O alto nivel de NO produzido por macréfagos,
neutréfilos e células ativadas pode também lesar células saudaveis vizinhas, sendo
este mecanismo responsavel pela maioria de processos inflamatoérios e autoimunes.
Todos os grupos tratados com as subfracdes de diclorometano (D2, D3 e D4) na
dose de 25 mg/kg apresentaram reducdo significativa em comparagao ao grupo
tratado com o veiculo (p < 0,05). Observa-se que nao houve diferenca estatistica
entre as subfracdes testadas (D2, D3 e D4) em relagdo ao grupo salina 0,9% (-) que
nao recebeu o estimulo inflamatoério (Cg) (p > 0,05). As fragdes ativas do extrato
neutréfilos e macréfagos, reduzindo assim os estimulos inflamatérios presentes
(Figura 21).
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Figura 21 — Efeito das subfragbes de diclorometano do caule/casca de Ctenodon martii sobre a
producéo de nitrito induzida por carragenina (Cg). Grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados
por via subcutadnea com administragdo das subfragbes (25 mg/kg) ou veiculo (V, etanol 10%, vlv,
s.c.), 30 min antes da Cg (500 pg/cavidade) induzir a peritonite. O grupo salina (-) ndo recebeu a Cg.
Cada valor representa a média + E.P.M. A anadlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o grupo tratado com as subfragbes de
diclorometano ao grupo veiculo. # p > 0,05, quando comparado o grupo tratado com as subfragdes de
diclorometano ao grupo controle (-) salina.
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5.2.2.6 Avaliagao da Permeabilidade Vascular

Foram realizados ensaios para avaliar a atividade das subfragdes de
diclorometano obtidos do caule/casca de C. martii no processo inflamatério, tendo
como modelo utilizado o teste com o corante azul de Evans, no qual se avalia o
extravasamento vascular por meio do aumento da permeabilidade induzido por Cg.
As subfragbes de diclorometano (D2, D3 e D4) demostraram uma significativa
redugdo do extravasamento do corante azul de Evans no liquido peritoneal em
comparagao ao grupo veiculo (p < 0,05). Observa-se que nao houve diferenca
estatistica entre as subfragdes (D2, D3 e D4) testadas em relagdo ao grupo salina
0,9% (-) o qual nao recebeu o estimulo inflamatério (Cg) (p > 0,05), mostrando que
as subfragdes, possuem atividade anti-inflamatéria atuando na redugdo da

permeabilidade vascular no processo inflamatério (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito das subfragcbes de diclorometano do caule/casca de Ctenodon martii na
permeabilidade vascular no teste de azul de Evans. Os animais foram pré-tratados por administragao
das subfragdes de diclorometano (25 mg/kg, s.c.) ou veiculo (V, etanol 10%, v/v, s.c.), 30 min antes
da injecdo de Cg (500 mg/cavidade, i.p.). O grupo salina (-) 0,9% nao recebeu a (Cg). O aumento da
permeabilidade vascular foi avaliado apds 3 h. Os resultados s&o apresentados como média + E.P.M.
da concentragao de corante azul de Evans (n = 6). A analise estatistica foi realizada por meio do teste
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o grupo tratado com as
subfracoes de diclorometano ao veiculo. # p > 0,05 quando comparado as subfragbes de
diclorometano ao grupo controle (-) salina.
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5.2.3 Avaliagao da Atividade Anti-inflamatéria em modelo crénico

5.2.3.1 Modelo granulomatoso

A avaliacédo do crescimento de tecido granulomatoso em volta de um corpo
estranho imunologicamente inerte foi realizada em ratos tratados durante 7 dias
apos a realizagao da cirurgia de implante do pelete. Os animais foram tratados com
o extrato etandlico de C. martii nas doses de 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/kg e os
resultados foram comparados com os grupos veiculo (etanol 10%) e dexametasona
(0,2 mg/kg), respectivamente, conforme apresentado nas Figuras 23.

Foi observado que o tratamento com o farmaco padrdo glicocorticoide
dexametasona (0,2 mg/kg) reduziu significativamente a massa corporal dos ratos (p
< 0,05), enquanto o tratamento prolongado com o extrato etandlico nas
concentragdes 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/Kg né&o alterou a massa corporal dos animais
quando comparado com o grupo veiculo (p > 0,05)( (Figura 23 — A).

O efeito do tratamento prolongado com dexametasona (0,2 mg/kg) e os
extratos etandlicos 25 e 12,5 mg/kg reduziram o peso do bago em relagdo ao grupo
veiculo e ndo apresentaram diferengca estatistica comparado com o grupo
dexametasona (p > 0,05), de acordo com a (Figura 23 — B).

Em relacédo ao timo n&o houve alteragao de peso entre os grupos tratamento
com o extrato etandlico (50, 25, 12,5 e 6,25 mg/kg) e os controles dexametasona
(0,2 mg/kg) e veiculo (p > 0,05) (Figura 23 — C).

Na avaliagdo do peso de tecido granulomatoso formado, o efeito do
tratamento prolongado com dexametasona (0,2 mg/kg) e os extratos etandlicos (50 e
25 mg/kg) reduziram o peso do granuloma em relagédo ao grupo veiculo (p < 0,05), e
nao apresentaram diferengca estatistica quando comparado com o grupo
dexametasona (p > 0,05), de acordo com a (Figura 23 — D).

Na formacdo de exsudato sobre a indugdo do granuloma, o efeito do
tratamento prolongado com dexametasona (0,2 mg/kg) e os extratos etandlicos (50,
25 e 12,5 mg/kg) reduziram a quantidade de exsudato formada em relagcdo ao grupo
veiculo (p < 0,05), e ndo apresentaram diferenga estatistica comparado com o grupo

dexametasona (p > 0,05), de acordo com a (Figura 23 — E).
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Figura 23: Avaliagdo do crescimento de tecido granulomatoso apds tratamento prolongado com extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon matrtii e
dexametasona. Os animais foram tratados por administragdo subcutanea do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii nas doses 25, 50, 15,5 e
6,25 mg/kg, dexametasona (0,2 mg/kg) e veiculo (V, etanol 10%, v/v), uma vez por dia, durante 7 dias consecutivos a partir do dia da insercéo do pelete
estéril de algodao. No oitavo dia, os animais foram anestesiados e eutanasiados. Os peletes de algoddo com o tecido fibrovascular foram removidos, secos
a 40 °C por 24 horas e sua massa determinada. Os resultados sdo apresentados como média + D.P. (n =6) do peso do pelete (g). * p < 0,05 quando
comparado ao grupo tratado com veiculo. # p < 0,05 quando comparado ao grupo dexametasona. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste
Kruskal Wallis, seguido pelo teste comparacao multipla de Dunn’s. Legenda: (A) Alteracdo de peso (g), (B) Peso do baco (g), (C) Peso do timo (g), (D) Peso

granuloma, (E) Peso do exsudato.
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5.2.3.2 Cicatrizacao de ferida excisional

O modelo experimental de ferida excisional permitiu avaliar o potencial
cicatrizante dos extratos testados na reducao da area da ferida em comparagéo com
o controle (Figura 24). O tratamento durante 7 dias nas concentra¢des de 50 e 100
mg/mL nao apresentaram reducido da area de contragdo da ferida comparado ao
grupo veiculo (p < 0,05). As concentragdo de 12,5 e 25 mg/mL do extrato reduziu a
area da ferida em relagédo ao controle negativo veiculo e ndo apresentaram diferenca
entre o controle positivo dexametasona (p < 0,05). O controle positovo
dexametasona apresentou diferenca estatistica com os grupos veiculo e 100 mg/kg.
Mediante aos resultados apresentados foram feitas as analises histopatolégica dos

grupos controles e as concentragdes do extrato 12,5 e 25 mg/mL.
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Figura 24 — Cicatrizacdo de ferida excisional tratado com extrato etanélico do caule/casca Ctenodon
martii e dexametasona. Os animais receberam tratamento diario, uma vez ao dia, durante sete dias,
com administracdo toépica de veiculo (V, etanol 10%), ou dexametasona 1 mg/kg (Dexa), ou extrato
etandlico do caule/casca Ctenodon martii (12,5, 25, 50 e 100 mg/mL). As feridas foram diariamente
mensuradas com um paquimetro até o periodo estabelecido. Os resultados representam a diferencga
entre o dia da cirurgia e o ultimo dia de experimento. Os resultados sdo expressos como média + D.P.
de seis animais por grupo. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA One-Way,
seguida do teste de Dunnet. * p < 0,05 em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (etanol
10%). # p < 0,05 em comparagao com o grupo tratado com dexametasona.
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5.2.3.2.1 Analise semiquantitativa corte histolégico de feridas excisionais

Os resultados das analises semiquantitativas das feridas excisionais, em ratos
machos dos grupos controle e tratados com extrato etandlico de Ctenodon martii
12,5 e 25 mg/mL estdo descritos na Tabela 6. Diferenca estatistica foram
observadas nas variaveis hemorragia, exsudado, colagenizagdo e queratinizagao
comparando os grupos controle com dexametasona e o grupo tratado com veiculo (p
< 0,05). Houve reducédo da hemorragia, exsudado e queratinizagdo, e aumento da
colagenizacgé&o entre o veiculo e a concentracédo 12,5 mg/mL (p < 0,05), ndo havendo
diferengca quanto a reepitelizagcdo. Na concentracdo de 25 mg/mL, hemorragia,
exsudado e queratinizagao reduziram e colagenizagao e reepitelizagcdo aumentaram
em relagdo ao veiculo (p < 0,05). Comparando com o grupo dexametasona, a
concentracéo de 12,5 mg/mL reduziu hemorragia, exsudato e queratinizagdo (p <
0,05), e nao diferenciou em colagenizacéao e reepitelizacéo (p > 0,05). Comparando
com o grupo dexametasona, a concentracdo de 25 mg/mL reduziu hemorragia,
exsudato e queratinizagao (p < 0,05), e aumentou a colagenizagao e reepitelizagao
(p <0,05).

Tabela 6 — Avaliagdo semiquantitativa das feridas excisionais tratadas com Extrato etandlico do

caule/casca de Ctenodon martii e dexametasona frente aos parametros hemorragia, exsudato,
colagenizagao, reepitelizacdo e queratinizagao.

Grupos de ratos Wistar Machos

VARIAVEL Veiculo DEXA Extrato etanodlico do caule/casca de
(Etanol 10%) (1mgl/g) Ctenodon martii
12,5 mg/mL 25 mg/mL
Hemorragia 5,83 +0,75 3,00 + 0,89* 1,50 + 0,83** 0,83 +0,75**
Exsudato 6,83+0,75 4,33 +0,51* 1,83 +0,75*# 1,33 +0,51**
Colagenizagéao 3,83+0,75 5,66 +1,21* 5,33 +0,51* 8,00 + 0,89*#
Reepitelizacao 2,83+0,40 4,00 +0,89 3,66 £ 0,81 7,33 £0,81**
Queratinizagéo 8,66 +0,51 5,66+0,51* 3,66 +0,51** 3,33 +0,81*#

Os animais receberam tratamento diario, uma vez ao dia, durante sete dias, com administragéo tdpica
em cada ferida do veiculo (etanol 10%), ou Dexametasona 1mg/g, ou extrato etandlico caule/casca
de Ctenodon martii 12,5 e 25 mg/ml. Os dados obtidos pela técnica de hematoxilina-eosina foram
classificados de acordo com a intensidade em que foram encontrados e transformados em variaveis
quantitativas mediante atribuicdo de indice para o achado histolégico. Foram atribuidos os escores:
Ausente = 0; Discreta = 1; Moderada = 2; Acentuada = 3. Os valores dos grupos (Veiculo, DEXA e
Extrato etandlico) representam a Média + D.P. ANOVA One-Way, seguida do teste de multipla
comparacgao de Bonferroni. Sendo que (*) p < 0,05 representa a diferenga entre o veiculo e os outros
grupos. (*) p < 0,05 representa a diferenga entre Dexametasona e os outros grupos.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2.3.2.2 Analise Histopatoldgica de Feridas Excisionais

Os resultados das analises quantitativas das variaveis sobre contagem de
células e vasos sanguineos em ratos machos dos grupos controle e tratados com
extrato etandlico do caule/casca de C. martii nas doses de 12,5 e 25 mg/mL estédo
descritos na Tabela 7. Na avaliagdo quantitativa histolégica foram observadas
diferencas estatisticas significantes na redugdo da contagem de neutrofilos,
macréfagos e fibroblastos nas feridas tratadas com extrato etandlico nas doses de
12,5 e 25 mg/mL, quando comparadas com o0s grupos controle positivo
dexametasona e negativo veiculo (p < 0,05). Os linfécitos aumentaram com o
tratamento com a dexametasona e a concentragao de 25 mg/mL do extrato etandlico
em relagéo ao veiculo (p < 0,05), e ndo diferiram entre dexametasona e extrato (p >
0,05). No entanto, a concentracdo de 12,5 mg/mL apresentou quantidade de
linfécitos semelhantes ao grupo veiculo (p > 0,05). J& a quantidade de vasos
sanguineos aumentou nos grupos 12,5 e 25 mg/mL do extrato etandlico e
dexametasona em relagdo ao veiculo (p < 0,05) apresentando diferenca entre a
concentracédo de 25 mg/mL com a dexametasona (p < 0,05). As duas concentragdes
do extrato e a dexametasona apresentaram aumento de fibrocitos em relagdo ao

controle veiculo (p < 0,05), sem diferenca estatistica entre eles (p > 0,05).

Tabela 7 — Analises histopatoldgicas sobre a quantidade de neutréfilos, macréfagos, linfocitos,
fibroblastos, fibrocitos e vasos sanguineos em feridas por corte em ratos machos tratados com
Extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii nas doses de 12,5 e 25 mg/ml.

Grupos de ratos Wistar Machos

VARIAVEL Veiculo DEXA Extrato etandlico do caule/casca de
(Etanol 10%) (1mg/g) Ctenodon martii
12,5 mg/ml 25 mg/ml
Neutrofilos 148,4+17,41 95,79 +11,20* 56,83 + 13,35*" 24,21 £ 5,44**
Macréfagos 118,3+ 15,75 67,00 + 8,49* 48,58 + 5,89*# 34,58 + 4,36**
Linfocitos 38,54 + 3,23 60,13 + 8,80* 33,33 + 4,14" 56,83 +11,15%*
Fibroblastos 171,5 £ 15,65 100,8 + 6,88* 65,75 + 3,93*# 49,13 +5,11*#
Fibrocitos 23,50+ 2,60 32,71 £2,98* 41,96 + 4,50** 67,25+ 5,67*#
Vasos Sanguineos 3,83 +0,95 7,91 +1,64* 6,79 £ 1,16* 14,88 + 1,67**

Os animais receberam tratamento diario, uma vez ao dia, durante sete dias, com administragéo tdpica
em cada ferida do veiculo (etanol 10%), ou Dexametasona 1mg/g, ou extrato etandlico caule/casca
de Ctenodon martii 12,5 e 25 mg/ml. Os valores dos grupos (veiculo, DEXA e extrato) representam a
Média £ D.P. ANOVA One-Way, seguida do teste de multipla comparagéo de Bonferroni. Sendo que
(*) representa a diferenga entre o veiculo e os outros grupos p < 0,05. () representa a diferenga entre
Dexametasona e os outros grupos p < 0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2.3.3 Cicatrizagao de ferida por queimadura

No modelo experimental de ferida gerada por queimadura, foram avaliadas as
feridas tratadas com o extrato etandlico do caule/casca de C. martii nas
concentragbes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/mL. Os grupos tratados com extrato
etandlico nas concentragbes de 12,5, 100 e 200 mg/mL houve crescimento da area
da ferida apresentando menos eficaz em comparag¢ao aos grupos controles veiculo e
sulfa (p < 0,05). Os grupos tratamentos nas concentragdes de 25 e 50 mg/mL nao
reduziu o crescimento da area final da ferida quando comparado ao grupo controle
(p > 0,05). O controle positivo Sulfa apresentou maior redugdo da area da ferida
mostrando diferenga estatistica para todos os grupos (p > 0,05). Desta forma, a
analise histopatoldgica ndo foi realizada uma vez que nao houve diferenga entre o

controle veiculo e a redugao da area de ferida (Figura 25).
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Figura 25 — Modelo experimental de ferida gerada por queimadura tratado com extrato etandlico do
caule/casca Ctenodon martii e sulfadiazina. Os animais receberam tratamento diario, uma vez ao dia,
durante sete dias, com administracéo topica de veiculo (V, etanol 10%), ou sulfadiazina de prata 1%
(Sulfa), ou extrato etandlico do caule/casca Ctenodon martii (12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/mL). As
feridas foram diariamente mensuradas com um paquimetro até o periodo estabelecido. Os resultados
representam a diferenga entre o dia da cirurgia e o ultimo dia de experimento. Os resultados sao
expressos como média + D.P. de seis animais por grupo. A analise estatistica foi realizada por meio
do teste ANOVA One-Way, seguida do teste de Dunnet. * p < 0,05 em comparagdao com o grupo
tratado com veiculo.
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5.2.4 Avaliagao Locomotora e Sedativa por Labirinto em Cruz Elevado

5.2.4.1 Analise quantitativa de entrada nos bragos

Os efeitos do tipo ansiolitico e/ ou sedativos sao definidos como um aumento
na proporgcdo do numero de entradas nos bragos abertos e o tempo gasto nos
bracos abertos, relativo a porcentagem total de tempo e entrada gasto em ambos os
bracos. O numero total de entradas nos bracos fechados foi utilizado também como
uma medida da atividade locomotora (Figura 26 — A, B, C e D).
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Figura 26: O efeito da administracdo subcutdnea do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon
martii nas doses (25, 50 e 100 mg/kg s.c.), midazolam (MDZ, 1,0 mg/kg i.p.) e veiculo (V, etanol 10%,
v/v s.c.) em ratos machos Wistar submetidos ao labirinto em cruz elevado por 5 minutos. Os valores
dos grupos (V, MDZ e Extrato) representam a Média + D.P. ANOVA One-Way, seguida do teste de
multipla comparagéo de Bonferroni. Sendo que (*) representa a diferenga entre o veiculo e os outros
grupos (p < 0,05). (#) representa a diferenga entre Midazolam e os outros grupos p < 0,05. Legenda:
(A) n°® Entrada braco aberto e fechado, (B) % Numero de entrada braco aberto e fechado, (C) Tempo
segundos de entrada braco aberto e fechado, (D) % Tempo de entrada brago aberto e fechado.

Os resultados na Figura 26 — A demonstram o numero de entrada nos bragos
aberto e fechado, onde o grupo MDZ teve maior numero de entradas no braco

aberto e menor no brago fechado (p < 0,05). No brago aberto, ndo houve diferenga
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estatistica entre o grupo V e todas as doses do extrato etandlico testada, mas houve
diferenca entre todas as doses do extrato e o grupo MDZ (p < 0,05). No brago
fechado, houve diferenga estatistica entre V e as doses do extrato 50 e 100 mg/kg, e
entre MDZ e 25 mg/kg do extrato (p < 0,05).

Os resultados na Figura 26 — B, demonstram o numero de entrada nos bragos
aberto e fechado, onde o grupo MDZ teve maior porcentagem de entradas no brago
aberto e menor no brago fechado (p < 0,05). No brago aberto, ndo houve diferenga
estatistica entre o grupo V e todas as doses do extrato etandlico testada (p > 0,05),
mas houve entre todas as doses do extrato e o grupo MDZ (p < 0,05). No brago
fechado, houve diferenga estatistica entre V e as doses do extrato 50 e 100 mg/kg, e
entre MDZ e o extrato 25 mg/kg (p < 0,05).

Os resultados na Figura 26 — C, demonstram o tempo em segundos de
entrada nos bragos aberto e fechado, onde o grupo MDZ teve maior porcentagem de
entradas no brago aberto e menor porcentagem no brago fechado em relagédo ao
grupo V (p < 0,05). No brago aberto, houve diferenca estatistica entre o grupo V e a
dose 50 mg/kg do extrato etandlico (p < 0,05). Também houve redugéo do tempo de
entrada entre todas as doses do extrato 25, 50 e 100 mg/kg comparado com o grupo
MDZ no brago aberto e fechado (p < 0,05). No braco fechado, houve reducao do
tempo de entrada entre V e as doses do extrato 50 e 100 mg/kg (p < 0,05).

Os resultados na Figura 26 — D demostram a porcentagem de tempo de
entrada nos bragos aberto e fechado, onde o grupo MDZ teve maior porcentagem de
entradas no brago aberto e menor no brago fechado (p < 0,05). No brago aberto,
houve maior porcentagem de tempo de entrada entre o grupo V e as doses de 50 e
100 mg/kg do extrato etandlico, e redugéo entre todas as doses do extrato (25, 50 e
100 mg/kg) comparado com o grupo MDZ (p < 0,05). No brago fechado, houve
reducao da porcentagem entre V e as doses do extrato 50 e 100 mg/kg, e entre MDZ

e todas as doses do extrato testadas (25, 50 e 100 mg/kg) (p < 0,05).

5.2.4.2 Analise Etologica
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Os resultados observados (Tabela 8) apontam diferenga estatistica entre as
variaveis etologicas de | - Exploracdo das extremidades dos bragos aberto, Il -
Espreitamento a cabega sai do brago fechado, Ill - Movimento descendente de
cabega, IV - Postura de alongamento, V - Eventos de autolimpeza e VI - Episddio de
congelamento, VII- Ocorréncia em Urinar, VIII — Ocorréncia em Defecar e IX —

Queda do labirinto.

O extrato etandlico na dose de 25mg/kg houve redugao em relagéo ao grupo
veiculo nas variaveis Il, lll e V (p < 0,05), e diferengas estatisticas de redugéo ou

aumento em comparagao ao grupo MDZ nas variaveis |, lll e IV (p < 0,05).

O extrato etandlico na dose de 50 mg/kg mostrou redugcdo em relagédo ao
grupo veiculo nas variaveis lll e V (p < 0,05), e diferencgas estatisticas de redugao ou

aumento em comparagao ao grupo MDZ nas variaveis I, Il, Ill, IV, V e VI (p < 0,05).

E o extrato etandlico na dose de 100 mg/kg mostrou diferengas estatisticas de

reducdo ou aumento em relagdo ao grupo veiculo nas variaveis |, Il e V, e em
comparagao ao grupo MDZ nas variaveis |, Ill, IV e VI (p < 0,05).
Nas variaveis analisadas VII - Ocorréncia em urinar, VIII - Ocorréncia em

defecacdo e IX - Queda do labirinto ndo houveram diferengas estatisticas na
comparacgao entre os grupos Veiculo, MDZ e extrato nas diferentes doses testadas
(p <0,05).
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Tabela 8 — Andlises dos parametros etoldgicos sobre o comportamento de ratos machos tratados com extrato etandlico do caule/casca de

Ctenodon martii nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg.

Variaveis etolégicas enumeradas de | a IX. Os valores dos grupos (veiculo, midazolam e extrato) representam a Média + D.P. ANOVA

Grupos de ratos Wistar Machos

VARIAVEL Veiculo Midazolam Extrato etandlico do caule/casca de
ETOLOGICA (Etanol 10%) (1,0 mg/kg) Ctenodon matrtii
Quantidade (n°) 25 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg

| - Exploragao das extremidades dos bragos aberto 4,16 + 343* 46,33+4,76* 5,16+ 1,16" 8,00 + 1,78* 36,33 + 4,76**
Il - Espreitamento a cabeca sai do bracgo fechado 10,83 + 3,12 3,33+ 1,21* 6,66 £ 1,21* 8,00 + 2,28* 5,00 +1,41*
[l - Movimento descendente de cabeca 16,50 + 1,04 6,83 + 1,60* 12,17 + 1,16** 11,33 £ 2,33** 15,83 + 3,657
IV - Postura de alongamento 14,17 +1,72% 22,33 + 2,80* 12,83 + 2,31# 9,50 + 2,42*% 15,80 + 3,70*
V - Eventos de autolimpeza 13,67 + 2,06 7,33+ 1,21* 9,00 +1,41* 10,33 + 1,63** 6,50 + 1,64*
VI - Episédio de congelamento 2,66 +1,03* 6,83 +0,75* 2,66 + 0,81% 3,33 +1,03* 3,16 + 0,98*
VII - Ocorréncia em urinar 1,66 + 0,51 1,16 + 0,40 1,50 + 0,54 1,33 + 0,51 1,16 + 0,40
VIII - Ocorréncia em defecagao 1,00 £ 0,00 0,83+0,40 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
IX - Queda do labirinto 0,33 £ 0,51 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

One-Way, seguida do teste de multipla comparagdo de Bonferroni. Sendo que (*) representa a diferenga entre o veiculo e os outros
grupos p < 0,05. (¥) representa a diferenga entre Midazolam e os outros grupos p < 0,05. Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2.5 Avaliagao Toxicologica Aguda e Teste de Letalidade (DLso)
5.2.5.1 Triagem farmacolégica comportamental e toxicidade aguda

A avaliagdo da toxicidade aguda foi realizada utilizando o modelo animal de
toxicidade DLso pela administragdo subcutanea, em dose unica, do extrato etandlico
do caule/casca C. martii nas doses de 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg, e do veiculo (etanol
10%). Os animais pertencentes ao grupo controle ndo receberam nenhum tipo de

tratamento.

A observacdo comportamental ocorreu durante os 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12 e
24 horas, apos a administragado das doses. Nao foram observados nenhum sinal de
toxicidade de acordo avaliagao do “Screening Hipocratico” (Apéndice B), mostrando-
se efeito in6bcuos para a toxicidade em machos e fémeas. Nenhum obito foi

apresentado nos grupos tratados entre machos e fémeas (Tabela 9).

Tabela 9 — Toxicidade aguda comparativa obtida de ratos Wistar machos e fémeas, tratados com o
extrato etandlico do caule/casca Ctenodon martii de acordo com o numero de 6bitos e os sintomas de
toxicidade apresentados.

Sexo Grupos Morte / numero de Sintoma de
animais no grupo toxicidade

Machos Controle 00/06 Nenhum

Veiculo 00/06 Nenhum

C. martii 5 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 50 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 300 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 2000 mg/Kg 00/06 Nenhum

Fémeas Controle 00/06 Nenhum

Veiculo 00/06 Nenhum

C. martii 5 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 50 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 300 mg/Kg 00/06 Nenhum

C. martii 2000 mg/Kg 00/06 Nenhum

Toxicidade aguda comparativa obtida de ratos Wistar machos e fémeas, tratados de forma aguda por
via subcutanea com o veiculo (etanol 10%, v/v, n = 06) e com o extrato etandlico do caule/casca de
Ctenodon martii nas doses de 5 mg/kg (n = 06), 50 mg/kg (n = 06), 300 mg/kg (n = 06) e 2000 mg/kg
(n = 06) de acordo com o numero de 6bitos. Os grupos Controle (n = 06) ndo receberam nenhum tipo
de tratamento. Os sintomas de toxicidade foram avaliados de acordo com o “Screening Hipocratico”,
foram observados os parametros: estado de consciéncia e disposi¢ao; coordenagao motora; tbnus
musculares; reflexos; atividade do Sistema Nervoso Central; e atividade do Sistema Nervoso
Autébnomo. Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2.5.2 Analise dos parametros hematolégicos e bioquimicos

Os resultados das analises dos parametros hematoldgicos do sangue obtidos
dos animais submetidos ao experimento estdo representados por sexo nas Tabelas
10 e 11. Entre os animais dos grupos controle e veiculo (etanol 10%) ndo foram
observadas alteracbes significativas, tanto para machos quanto para fémeas (p >
0,05). No grupo de machos (Tabela 10), tratados com as diferentes doses do extrato
etandlico do caule/casca de C. martii (5, 50, 300 e 2000 mg/kg), foi observado uma
discreta reducao na quantidade de CHCM (hemoglobina corpuscular média) na dose
de 300 mg/kg e redugcdo de hemacias e plaquetas nas doses de 2000 mg/kg em
comparagao ao grupo controle (p < 0,05). No grupo de fémeas (Tabela 11), tratados
com as mesmas doses do extrato etandlico do que os machos, foi observado uma
pequena reducdo na quantidade da RDW-CV (Amplitude de Distribuigdo dos
Eritrécitos medido como Coeficiente de Variagao) nas doses de 5 e 50 mg/kg do

extrato em comparagao ao grupo controle (p < 0,05).

Os resultados das analises de alguns parametros bioquimicos do sangue
obtido dos animais submetidos ao experimento estao representados nas Tabelas 12
e 13. Entre os animais dos grupos controle e veiculo (etanol 10%) nao foram
observadas alteragdes significativas, tanto para machos quanto para fémeas (p >
0,05). No grupo de machos, tratados com as diferentes doses do extrato etandlico do
caule/casca de C. martii, foi observado uma discreta redugao nos niveis de Albumina

na dose de 2000 mg/kg em comparagao ao grupo controle (p < 0,05).
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Tabela 10 - Efeito da administracdo subcutdnea com dose Unica do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii sobre alguns parametros
hematoldgicos de ratos Wistar machos.

Grupos de ratos Wistar Machos

Parametros hematoldgicos Controle Veiculo Extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii

(Unid.) (Etanol 10%) 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
Hemacias (10°/mm?) 8,66 + 0,54 8,31+0,28 8,09 £ 0,50 8,06+0,34 7,91 10,60 7,83 £0,37*
Hemoglobina (g/dL) 15,68 £ 0,79 14,62 £ 0,29 14,74 £ 1,02 14,42 +1,22 14,46 £ 1,13 14,32 +£0,71
Plaquetas (103/mm?3) 1024 +170,0 871,0+131,8 882,2 £76,31 867,6 £31,11 854,4 + 82,35 742,8 + 84,69*
Hematocrito (%) 46,98 £ 0,98 46,42 £ 1,03 44,62 +1,51 44,56 £ 1,65 44,54 + 1,66 44,76 £ 1,60
VCM (fl) 56,78 £ 1,05 56,32+1,34 56,90+ 1,42 55,24 +0,75 58,44 + 0,90 57,12 +1,16
HCM (Pg) 18,10+ 0,58 17,58 £ 0,56 17,82 £ 0,54 17,62 +£1,35 17,90+0,45 18,28 + 0,67
CHCM (g/dL) 31,90 £ 0,68 31,20+ 0,42 31,34 £ 0,66 30,94 +1,14 30,66 £ 0,48* 31,96 £ 0,70
RDW-SD (fL) 31,68 +1,31 30,92 +£0,97 31,46 0,72 30,34 0,70 32,76 £1,30 31,16 £ 0,57
RDW-CV (%) 14,76 £ 1,15 13,96 £ 0,29 14,04 £ 0,45 14,26 £ 0,62 15,06 £ 0,59 14,00 £ 0,30
Leucdcitos (103/mm?3) 12,56 + 3,09 15,18 + 2,19 12,08 + 3,57 15,98 + 1,04 14,26+ 2,51 15,18 +1,82
Linfécitos (%) 63,58 t 8,06 63,38 £ 8,45 71,44 £ 2,07 63,02 £ 7,00 70,78 £ 4,06 68,28 £ 2,78
Neutrofilos (%) 25,20+ 7,72 26,20 £ 4,55 20,80 + 2,58 23,00 £ 3,67 21,00 £ 4,63 18,20 + 4,55
Mondcitos (%) 4,80+0,83 3,40+1,14 3,60+1,14 3,60%1,14 4,40+1,14 3,20+1,30
Eosindfilos (%) 1,60+1,14 1,40+1,14 2,00 +1,00 1,80+1,48 0,80 +0,83 1,20 £ 0,83

Parametros hematolégicos obtidos do soro de ratos Wistar machos, tratados de forma aguda por via subcutanea com veiculo (n= 06) e com extrato etandlico
do caule/casca de Ctenodon martii nas doses 5 mg/kg (n= 06), 50 mg/kg (n= 06), 300 mg/kg (n= 06), 2000 mg/kg (n= 06). O grupo Controle (n= 06) ndo
recebeu nenhum tipo de tratamento. Os valores representam a Média + DP. VCM (volume corpuscular médio); HCM (hemoglobina corpuscular média);
CHCM (hemoglobina corpuscular média); RDW-CV (Amplitude de Distribuicdo dos Eritrocitos medido como Coeficiente de Variacdo) e RDW-SD (o mesmo
sendo medido como Desvio Padrdo). One-Way ANOVA seguido do pds-teste Dunnett’'s em comparagdo com o controle. *Representa a diferenga entre o
grupo tratado e o grupo controle p < 0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 11 - Efeito da administracdo subcutanea com dose unica do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii sobre alguns
parametros hematoldgicos de ratos Wistar fémeas.

Grupos de ratos Wistar FEmeas

Parametros hematolégicos Controle Veiculo Extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii
(Unid.) (Etanol 10%) 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
Hemacias (10%mm?d) 8,01 + 0,54 8,24 + 0,33 7,49 + 0,48 7,59 + 0,47 7,47 + 0,38 7,63+ 0,24
Hemoglobina (g/dL) 14,56 + 0,47 14,44 + 0,45 13,64 £ 0,74 13,68+ 0,66 13,66+0,99 14,24 +0,19
Plaquetas (103/mm?3) 977,4+128,0 876,8 + 53,22 930,2+ 74,40 891,0+120,8 911,0+129,4 961,6+ 159,0
Hemataocrito (%) 4550 + 2,74 45,88 + 1,56 43,12 £ 2,23 42,60+0,68 43,18+1,45 43,48+0,32
VCM (f1) 56,82 + 1,14 55,70 + 1,08 58,22 + 1,03 56,86+ 0,97 57,12+1,06 57,00+ 1,85
HCM (Pg) 18,20 + 0,89 17,54 £ 0,58 18,62 + 0,79 17,98+ 0,52 17,92+0,68 18,66 + 0,48
CHCM (g/dL) 33,04 + 1,11 31,50 + 0,51 32,02+ 0,85 31,62+0,54 31,38+0,76 32,76 + 0,51
RDW-SD (fL) 29,58 + 1,23 28,76 + 0,55 28,46 + 0,58 28,50+ 0,55 29,74+0,85 29,78+0,37
RDW-CV (%) 12,78 + 1,05 12,54 + 0,64 11,50 +0,64* 11,50+ 0,41* 12,56+0,66 12,96 + 0,80
Leucdcitos (103/mm?3) 13,00 + 3,11 13,64 + 0,90 7,64 + 3,16 12,00 + 4,85 8,52 + 4,84 8,72+ 1,02
Linfécitos (%) 71,80 + 8,75 69,60 + 4,61 74,00 % 3,67 71,80+4,32 7520+356 73,60+ 4,39
Neutrofilos (%) 24,80 + 2,38 25,80 + 4,08 20,80 + 5,67 23,80+5,26 18,80 14,71 22,60 + 6,80
Mondcitos (%) 4,60 + 2,58 3,60 + 0,89 2,40 + 1,14 3,20 + 1,30 3,20+ 2,16 2,20 + 1,30
Eosindfilos (%) 2,20+ 1,30 1,00 + 0,70 0,80 + 0,83 1,20 + 0,83 0,80 + 0,83 1,20 + 0,83

Parédmetros hematolégicos obtidos do soro de ratos Wistar fémeas, tratados de forma aguda por via subcutdnea com veiculo (n= 06) e com extrato
etandlico do caule/casca de Ctenodon martii nas doses 5 mg/kg (n= 06), 50 mg/kg (n= 06), 300 mg/kg (n= 06), 2000 mg/kg (n= 06). O grupo Controle
(n= 06) nao recebeu nenhum tipo de tratamento. Os valores representam a Média + DP. VCM (volume corpuscular médio); HCM (hemoglobina
corpuscular média); CHCM (hemoglobina corpuscular média); RDW-CV (Amplitude de Distribuicdo dos Eritrécitos medido como Coeficiente de
Variagdo) e RDW-SD (o mesmo sendo medido como Desvio Padrao). One-Way ANOVA seguido do pés-teste Dunnett’'s em comparagdo com o
controle. *Representa a diferenga entre o grupo tratado e o grupo controle p < 0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 12- Efeito da administracdo subcutidnea com dose Unica do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii sobre alguns
parametros bioquimicos de ratos Wistar machos.

Grupos de ratos Wistar Machos

Parametros Controle Veiculo Extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii
(Unidade) (Etanol 10%) 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300mg/Kg 2000mg/Kg
Creatinina (mg/dL) 0,73 + 0,03 0,69 + 0,05 0,67 0,03 0,71+0,04 0,68 + 0,05 0,76 + 0,07
Albumina (mg/dL) 3,59 + 0,21 3,40 £ 0,37 3,32+0,20 3,34 +£0,13 3,46 £ 0,25 3,24 +0,27*
AST - TGO (U/L) 4,17 £0.16 4,08 £ 0,30 4,01+£0,43 3,83+0,57 3,77 £ 0,12 422 +0.44
ALT -TGP (U/L) 2,93 +0,09 2,77 £ 0,62 2,63+0,18 2,60+0,43 2,56 + 0,15 3,02 +0,30

Alguns parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos Wistar machos, tratados de forma aguda por via subcutdnea com veiculo (n= 05) e com
extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii nas doses 5 mg/kg (n= 05), 50 mg/kg (n= 05), 300 mg/kg (n= 05), 2000 mg/kg (n= 05). O grupo
Controle (n = 05) n&o recebeu nenhum tipo de tratamento. Os valores dos grupos (controle, veiculo e tratados) representam a Média + D.P1ANOVA
One-Way, seguida do teste de Dunnet. *Representa a diferenga entre o grupo tratado e o grupo controle p < 0,05. TGO: Transaminase Glutadmico
Oxalacética; TGP: Transaminase Glutamico Pirtvica.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 13- Efeito da administracao subcutanea com dose unica do extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii sobre alguns
parametros bioquimicos de ratas Wistar fémeas.

Grupos de ratos Wistar FEmeas

Parametros Controle Veiculo Extrato etandlico do caule/casca de Ctenodon martii
(Unidade) (Etanol 10%) 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300mg/Kg 2000mg/Kg
Creatinina (mg/dL) 0,49 + 0,11 0,51 + 0,07 044+005  055+008  0,420,08 0,58 + 0,04
Albumina (mg/dL) 3,22+ 0,29 3,46 + 0,30 3,14+ 0,37 3,01+0,14 3,56+ 0,12 2,99+ 0,14
AST - TGO (U/L) 441+0,18 4,32+ 0,70 4,35+ 0,33 4,28 + 0,36 472 +0,34 4,62+ 0,28
ALT -TGP (U/L) 3,16+ 0,12 3,31 +0,29 3,36 + 0,42 3,32+0,33 3,52+ 0,29 3,37+ 0,26

Alguns paradmetros bioquimicos obtidos do soro de ratas Wistar fémeas, tratados de forma aguda por via subcutdnea com veiculo (n= 06) e com extrato
etandlico do caule/casca de Ctenodon martii nas doses 5 mg/kg (n= 5), 50 mg/kg (n=5), 300 mg/kg (n=5), 2000 mg/kg (n=5). O grupo Controle (n = 05)
nao recebeu nenhum tipo de tratamento. Os valores dos grupos (controle, veiculo e tratados) representam a Média + D.P1 ANOVA One-Way, seguida
do teste de Dunnet. *Representa a diferenga entre o grupo tratado e o grupo controle p < 0,05. TGO: Transaminase Glutamico Oxalacética; TGP:
Transaminase Glutamico Piravica.

Fonte: Dados da pesquisa.
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6. DISCUSSAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencgas pela ingestao de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais
(Ferreira et al., 2020). Assim, as plantas medicinais possuem recursos essenciais
para formulacdo de novos medicamentos, sendo fonte valiosa para produtos
fitoterapicos voltados aos cuidados em saude e/ou terapia de doengas (Guo et al.,
2023).

Seus metabdlitos secundarios podem apresentar atividade biolégica de acao
farmacoldgica unica e com alto valor agregado. No entanto, o desenvolvimento de
plantas medicinais é limitado por recursos naturais e por uma compreensao pouco
clara dos mecanismos subjacentes aos compostos ativos, tornando assim a
utilizacao e exploragado de metabolitos secundarios mais desafiador (Zhaogao et al.,
2023).

O interesse na pesquisa por plantas medicinais esta aumentando em todo o
mundo, com pesquisas voltadas a biossintese e metabolismo molecular, métodos de
estudo da atividade biolégica e seus efeitos farmacoldgicos, avangando tanto na
investigacdo basica como no desenvolvimento de aplicagdes clinicas (Zhaogao et
al., 2023). Contudo, os mecanismos de acado relacionados ao uso tradicional de
fitoterapicos como agentes imunomoduladores ainda permanecem relativamente
desconhecidos, além da seguranca e eficacia (Khumalo et al., 2023).

Globalmente, a maioria dos medicamentos podem ser atribuidos a
substancias naturais. Mais de 60% dos medicamentos comercializados s&o
derivados de produtos naturais, que podem ser utilizados em mais de 50% dos
tratamentos clinicos (Chopra; Dhingra, 2021). Entre estes, os produtos naturais de
origem vegetal sd&o uma das fontes mais importantes, representando
aproximadamente 25% (Sirirungruang et al., 2022).

Neste contexto, a avaliagdo do potencial da atividade bioldgica de Ctenodon
martii do semiarido da Bahia, € de grande interesse cientifico, ambiental, tecnolégico
e econOmico. Para tanto, foram realizados estudos do extrato etandlico, fracdes e

subfragcdes preparados a partir do caule/casca da espécie, apds coletada na Floresta
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Nacional Contendas do Sincora, objetivando novas fontes para a prevengdo e
tratamento de doencas.

As classes de metabdlitos secundarios foram investigadas a partir das
analises fitoquimicas com a aplicagdo de testes analiticos padroes que detectaram
as presencgas de polifendis, flavonoides, saponinas, taninos, esteroides e alcaloides
do extrato etandlico, fragdo de diclorometano e sua subfragdo (D2), da C. martii. Em
continuidade, as prospeccdes fitoquimicas e analises por CG-EM, identificaram
substancias pertencentes aos acidos graxos, terpenos, flavonas, esteroides e acidos
hidroxicinamicos.

Varios lipidios sdo importantes reguladores da imunidade e da inflamagéao, a
reacao entre acido graxo e glicerol da origem ao lipidio. Os acidos graxos tém sido
abordados em estudos como uma causa provavel para incidéncia de patologias
inflamatdrias, uma vez que os eicosanoides sintetizados a partir deles sao agentes
pro-inflamatérios (Li et al., 2024).

Por outro lado, estudos mostraram que os precursores de eicosanoides tém
atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas (Cerqueira, 2017; Neves et al., 2022),
assim como usado no tratamento de artrite reumatoide (Asif, 2014), na asma
caracterizada pela inflamagédo crénica das vias aéreas (Sewell et al., 2015), no
cancer com efeitos anti-proliferativos (Stephenson et al., 2013; Xia et al., 2006), nos
processos inflamatérios da obesidade (Simopoulos, 2010) e na sindrome de
resposta inflamatodria sistémica por sepse (Seki et al., 2010).

O (licerol foi identificado em quantidades expressivas pelo CG-EM nas
subfragdes de diclorometano (Tabela 4). Estudo revela que a presenga do glicerol
frequentemente usado em extratos de imunoterapia com alérgenos, nédo esta
associado ao aumento de reagdes locais, dor ou eritema (Coop et al., 2019).

Os esterois vegetais, ou fitoesterois, tem estruturas quimicas semelhantes ao
colesterol (CHOL) encontrado em lipidios animais e desempenham uma fungao
celular semelhante ao CHOL no corpo humano (Li et al., 2024). Apresentando varias
fungbes fisioldégicas de efeitos benéficos sobre variaveis nao lipidicas (Nattagh-
Eshtivani et al., 2022; R. Zhang et al.,, 2022), como marcadores de estresse
inflamatoério e oxidativo, parametros de coagulagdo e fungdo endotelial (Li et al.,
2024; Sinaga et al., 2013; Vilahur et al., 2019).



110

Outros estudos torna os esterdis uma alternativa atraente para intervengoes
voltado a diversas doengas por observar, atividade antioxidante (Seki et al., 2010),
antibacterianas (Copetti, 2016; Pan et al., 2009), inibe a oxidac&o e a inflamagéo na
lesdo hepatica (Yin et al., 2018), possui atividades antimetastatica avaliada in vitro
(Debele et al., 2017), tem atividade anti-inflamatéria (Vilahur et al., 2019), reduz
inflamacé&o pulmonar cronica (Yuk et al., 2007) e das vias aéreas induzida pela
ovoalbumina (Mahajan; Mehta, 2011), além de demostrar atividade analgésica
(Yadav et al., 2022).

Além das classes de esteroides inibir os efeitos oxidativos celulares pela sua
interagdo com acidos graxos (Xu et al., 2011), possuir potente atividade antioxidante,
ter efeitos protetores contra sintomas psicoticos induzidos por cetamina e nas
alteragdes comportamentais, bioquimicas e histopatoldgicas (Yadav et al., 2018) e
inibir respostas imunes inatas induzidas por lipopolissacarideos (LPS) em modelos in
vivo (Antwi et al., 2017).

Um outro importante metabolito secundario observado em C. martii sdo as
flavonas. Muitos flavonoides apresentam inumeras propriedades farmacoldgicas,
entre elas atividade anti-inflamatéria devido a inibicdo das enzimas envolvidas no
metabolismo final do acido araquiddnico (Nagem, 2002).

Algumas subclasse de flavonoides, podem atuar como um potente agente
anticancerigeno ao inibir o crescimento de células cancerosas e/ou levar a apoptose
por modulagao de fungdes mitocondriais reguladas por espécies reativas de oxigénio
(Li et al., 2017; Pan et al., 2007). Muitos resultados experimentais mostraram que as
flavonas modulam as vias de transducéo de sinal na carcinogénese ao controlar a
progressao do ciclo celular, o estresse oxidativo, a angiogénese e as metastases,
juntamente com algumas vias moleculares que, em ultima analise, previnem a
progressao da doenca (Khan et al., 2021).

Os flavonodides sao potenciais agentes antibacterianos contra Escherichia coli
(Fang et al., 2016). Os mecanismos antibacterianos como inibigdo da sintese de
acidos nucleicos, do metabolismo energético, da ligacdo e formacgao de biofilme,
alteragéo da permeabilidade da membrana, leva atenuagao da patogenicidade (Xie
et al., 2014). Atua inibindo a produ¢do de NO induzida por LPS modulando a
expressao de iINOS através da supresséo da atividade de NF-kp (Kang et al., 2013),

e de enzimas reguladoras ou fatores de transcrigdo importantes para controlar
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mediadores envolvidos na inflamacao (Maleki et al., 2019). Além de apresentar
atividade anti-inflamatdria pela redugao na sintese e ativagao de NF-kf induzido por
LPS, consequentemente explicado pela baixa produgédo das citocinas inflamatorias
TNF-a e IL-1a, no mesmo estudo (Mol€anova et al., 2022).

Os terpenos sdo a maior classe de metabdlitos secundarios derivados de
plantas e sdo classificados com base no numero de unidades de isopreno em sua
estrutura (Carvalho et al., 2019). Com variagao estrutural significativa, incluindo
hidrocarbonetos lineares ou esqueletos carbociclicos. (Ninkuu et al., 2021). Sua
diversidade estrutural é rica devido ao grande numero de combinagdes possiveis
(Ninkuu et al., 2021; Rodriguez; Johnson, 2023). Os medicamentos derivados de
terpenos mais populares incluem o diterpeno anticancer paclitaxel e o sesquiterpeno
antimalarico artemisinina (Rodriguez; Johnson, 2023).

As propriedades anti-inflamatérias dos terpenos frente a uma infecgao viral,
foram demonstradas através da inibigao significativa das citocinas IL-13, TNF-a, IL-6
e IL-8 (Chatow et al., 2024). Na doenca inflamatéria os terpenos modularam os
niveis de citocina pro-inflamatéria interleucina 8 (IL-8) e suprime a ativagado NF-k3
sendo este fator de transcricdo proé-inflamatoério (Rodriguez; Johnson, 2023). Sobre
atividade antiartritica apresenta modulagdo de mediadores inflamatoérios importantes
para a fisiopatologia da artrite, como IL-6, IL-17, TNF-a, NF-kp e COX-2 (Carvalho et
al., 2019).

Estudos relataram a eficacia dos terpenos no controle e tratamento de
diversas doencas utilizando modelos animais, apresentando atividade promissora no
tratamento do cancer (Huang et al., 2012), dor neuropatica (Lv et al., 2017; Piccinelli
et al., 2015) e doencgas de origem inflamatéria (Dutra et al., 2012; Quintdo et al.,
2014).

Os compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas na
natureza. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico
€ um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes para os alimentos (Silva et al., 2010). Esta classe de compostos
apresenta uma grande diversidade e divide-se em flavonoides e nao-flavonoides.
Entre os n&o-flavonoides destacam-se os &acidos hidroxicinamicos (AH), sendo
potentes antioxidantes, capazes de influenciar positivamente o processo inflamatério
(Lee, 2015; Silva et al., 2010).
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Os fendis (AH) estdo associados principalmente por suas propriedades
antioxidantes (Pandey et al., 2024), podendo proteger os principais componentes
celulares dos danos reativos dos radicais livres, 0 que se deve principalmente a sua
propriedade de ativar enzimas antioxidantes diminuindo o estresse oxidativo e a
inflamacao (Huang et al., 2023). Também pode inibir ou isolar espécies reativas de
oxigénio e transferir elétrons para radicais livres, evitando assim danos celulares (W.
Liu et al., 2023).

Podendo modular a produgédo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e
interleucina-6 (IL-6) (Chlif et al., 2022), os acidos hidroxicindmicos apresenta
propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas, por inibir atividade de
enzimas da ciclo-oxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX), estando envolvidas na
sintese de mediadores inflamatérios, como as prostaglandinas E2 (PGE2) (Chlif et
al., 2022; Mazumder et al., 2022). Inibe a ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB)
reduzindo processos inflamatorios crénico (Huang et al., 2023), tem reduzindo
grandes quantidades de mediadores pré-inflamatorios, que aumentam a (PGE2)
(Arruda et al., 2022; W. Liu et al., 2023).

Assim os metabdlitos secundarios C. martii, podem desempenhar uma
infinidade de fungdes para dar ao organismo vantagens evolutiva em sua
sobrevivéncia. Nos resultados das prospeccgdes fitoquimicas através do CG-EM os
compostos ndo identificados, podem ser considerados também como promissores,
uma vez que a significancia que serao discorridos abaixo podem estar atrelados a
sua atividade. Desta forma, técnicas futuramente poderao ser empregadas, visando
a identificagao desses grupos funcionais.

Ap06s os resultados fitoquimicos de C. martii, o presente estudo buscou avaliar
a atividade farmacolégica antinociceptiva, anti-inflamatodria, cicatrizante, ansiolitica
e/ou sedativo e o potencial toxicoldgico.

No primeiro modelo experimental de nocicepg¢ao, contor¢des abdominais
induzidas por acido acético avalia o potencial analgésico por meio dos efeitos no
sistema nervoso central e periférico (Collier et al., 1968), observando reducido na
atividade motora, devido aos reflexos provocado pela dor visceral (Barbosa et al.,
2023; Bars et al., 2001). Os resultados (Figura 14), demostraram que (D2, D3, D4,
D5, D2SS.1, D2SS.2 e D2SS.3) foram capazes de reduzir a resposta nociceptiva
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comportamental induzida pelo acido acético (p < 0,05), em comparagao ao controle
negativo.

O acido acético, causa sensibilizagcao das terminag¢des sensoriais aferentes
periféricas como resposta a liberagéo de citocinas pro-inflamatérios dos mastécitos e
macrofagos, abertura de canais iGnicos dependente da interacdo de varios
neurotransmissores e neuromoduladores que determinam a nocicepgéo, o que faz
esse modelo sensivel as substéncias analgésicas de agao central e/ou periférica
(Barbosa et al., 2023; Peraza et al., 2007).

A excitabilidade neuronal é alterada em resposta do acido acético (ALVES,
2016). Alguns estudos com plantas medicinais da familia Leguminosae, corroboram
com nossos resultados sugerindo agdo analgésica periférica e central pela interagao
direta dos proétons, que despolarizam neurdnios sensoriais diretamente pela ativagao
de um canal ndo seletivo catibnico cuténeo, visceral e/ou fibras C aferentes
periféricas (Barbosa et al., 2022; Gaudio et al., 2023).

A nocicepgdo € resultante na liberagdo mediadores inflamatérios pela
ativagdo de macrofagos peritoneais, como as PGE2 e PGF2a (Carrazzoni et al.,
2018), citocinas TNFa, IL-1B e IL-8/CXCL8, que sensibiliza e estimular os neurénios
aferentes primarios resultando no aumento da liberagcdo dos neurotransmissores
excitatérios tais como o aspartato e o glutamato no fluido cérebro espinhal (Aragéo
et al., 2017; Entire et al., 2016), acrescido pela atividade dos mastdcitos liberando
interleucinas como, IL-4, IL-13, IL-9 e diversos mediadores (Carrazzoni et al., 2018).

Assim, os mecanismos de efeitos analgésicos pode ser induzido pela
diminuicdo da produgdo de prostaglandinas responsaveis pela dor (Barbosa et al.,
2022, 2023). Estudos destacam a agéo de classes de terpenos na modulagao da dor
neuropatica (Lv et al., 2017; Piccinelli et al., 2015). Em resposta antinociceptiva os
terpenos podem esta relacionada de forma direta ou indireta, a redugao na liberagao
de mediadores pro-inflamatdrios, conforme evidenciado por analises de expressao
génica e ensaios de ELISA. Esses processos podem atuar estimulando terminagdes
nociceptivas ou promovendo uma modulagdo central na transmissao do estimulo
doloroso (Barbosa et al., 2022; Pandey et al., 2024).

O modelo de injegéo intraplantar de formalina induz uma resposta de dor
bifasica sendo amplamente utilizado para avaliar os efeitos de compostos

analgésicos (Carrazzoni et al., 2018). A primeira fase (0-5 min apds formalina)
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neurogénica € geralmente atribuida a um efeito direto do estimulo sobre os
neurénios nociceptivos primarios que refletem dor periférica aguda, devido a
ativagao direta de nociceptores. A segunda fase (5-30 min apds a formalina) os
estimulo inflamatério sdao continuo havendo sensibilizagdo nociceptiva central,
envolve o desenvolvimento subsequente de inflamagao, que é associada a liberagao
de mediadores inflamatérios, como histamina, prostaglandinas, serotonina e
bradicinina e citocinas (Carrazzoni et al., 2018; Namara et al., 2007).

Os resultados (Figura 15 — A e B) indica que na Fase | neurogénica (D2, D3,
D2SS.2, D2SS.3 e Morfina), assim como na Fase Il inflamatéria (D2, D3, D4,
D2SS.2, D2SS.3 e Morfina) promoveram uma redugao significativa no numero de
“flinches” induzidas pela formalina quando comparadas ao grupo tratado com veiculo
(p < 0,05), sugerindo que C. martii pode atuar de maneira central e periférica.

Na fase neurogénica, a nocicepgao ocorre devido a sensibilizagao direta de
nociceptores aferentes primarios de fibra C (Borsook et al., 2013). Ao excitar os
neurdnios sensoriais a formalina ativa diretamente os receptores de potencial
transitorio (TRPA1), que estdo envolvidos na hiperalgesia durante a inflamagéo
(L6pez-Cano et al., 2017). A ativacdo do TRPA1 evocada pela formalina, impulsiona
a sensibilizagdo do SNC que esta subjacente a Fase Il (Ping et al., 2018). Portanto,
0os antagonistas desses canais destacam-se como potenciais terapéuticas
analgésicas (Nucci-Martins et al., 2016).

A fase inflamatéria gera lesao tecidual causada pela formalina, que resulta na
acao de mediadores inflamatérios, ou até certo ponto, pela sensibilizacdo central dos
neurénios (Bridi et al., 2018). Evidéncias mostraram que as células da gliais na
medula espinhal sensibilizam a dor inflamatéria através da liberacdo de
neuromoduladores pro-inflamatérias como (TNF-a, IL-1B e IL-6). A protease
intracelular caspase-6 (CASP6) é expresso especificamente nos terminais axonais
da fibra C, no corno dorsal superficial da medula espinhal, a qual induziu liberacéo
acentuada de TNF-q, IL-1B e IL-6 na indug&o e manutencgéo da sensibilizagdo central
a dor (Berta et al., 2014; Yin et al., 2016). Mediante os resultados apresentados na
inibicao da expressao de citocinas pro-inflamatérias no ELISA (Figura 20) e gqPCR
(Figura 18), podemos inferir que C. martii pode atuar na via CASP6 / TNF-a e,

assim, reduz os niveis de citocinas inflamatérias na medula espinhal.
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Quando comparadas ao grupo morfina na Fase | (D2) e Fase Il (D2, D3, D4 e
D2SS.3), ndo apresentaram diferenga estatistica (p < 0,05). Supondo agao igual ou
semelhante a morfina, um analgésico opioide de agao central que em sua cascata
de eventos levam ao fechamento de canais de calcio voltagem dependente, redugao
na produgdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPs) e estimulo ao efluxo de
potassio resultando em hiperpolarizagcao celular, o efeito final € a redugdo da
excitabilidade neuronal, e redugcido da neurotransmissdo de impulsos nociceptivos
(King’uyu et al., 2023; Lemonica, 2008).

No teste de formalina é possivel entender a atuacdo de drogas de primeira
fase com agao central como a morfina, que inibe a nocicep¢gao em ambas as fases
igualmente. De fato, a existéncia dessas duas fases leva a possibilidade do estudo
de diferentes farmacos analgésicos, incluindo AINEs, para decifrar o mecanismo de
acao da droga ao longo do neuroeixo doloroso. Assim, os medicamentos de agao
central inibem ambas as fases igualmente, enquanto os medicamentos de agao
periférica inibem a segunda fase (Basbaum et al., 2010; Lépez-Cano et al., 2017).

Outro possivel mecanismo de acao do extrato de C. martii pode ser a inibicao
da sensibilizagdo ou da ativacdo dos nociceptores. A hipernocicepg¢ao inflamatoria
resulta principalmente da sensibilizacdo dos neurdnios aferentes induzida pela
liberacdo de mediadores como PGs e aminas simpatomiméticas que sensibilizam os
neurdnios nociceptivos periféricos (Buckle, 2015).

A aplicagdo de um estimulo mecanico nocivo pode ser progressiva onde as
respostas produzidas sao em relacao a intensidade e/ou duragao do estimulo, desde
reflexos. Desta forma o estimulo é interrompido assim que uma resposta é obtida
(Zumbusch et al., 2024). O tipo de estimulo mecéanico usado na investigagdo de
hipernocicepgcao foi o von Frey, o qual avaliar a sensibilidade tecidual pela
carragenina ao estimulo mecanico (Silva et al., 2013). Os limiares nociceptivos séao
avaliadas exercendo-se uma pressao linearmente crescente no centro da planta da
pata do animal até a producdo de uma resposta caracterizada como retirada e
sacudida (flinches).

A administracdo do agentes flogisticos local (carragenina) produzira reagao
inflamatdria local caracterizada pela formacdo de edema, o qual se constitui como
um sinal cardinal inflamatério (Agnel; Shobana, 2012). Esse tipo de inflamacao é

considerado bifasico, a fase inicial € devida a liberagdo de histamina, leucotrienos,
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cininas e ciclooxigenases na primeira hora, causando vasodilatacado e aumento da
permeabilidade vascular, a fase tardia esta associada a produg¢ao de bradicinina,
prostaglandinas, e a migragao de células inflamatorias (Gupta et al., 2015).

O modelo experimental em questao, baseia em testes mecéanicos que permite
a avaliagdo do aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos in6cuos
(alodinia) ou nocivos (hiperalgesia) (Baliki; Apkarian, 2015; Zumbusch et al., 2024).
Através da alodinia mecéanica a sensibilidade tecidual, apresentou reducéao
significativa da intensidade de hipernocicepcdo em (D2, D3, D2SS.1, D2SS.2 e
D2SS.3) quando comparada com o grupo veiculo (p < 0,05), conforme (Figura 16 - A
e B). Estes dados, podem estar associados com a agdo anti-inflamatéria, atribuidas
a células imunes locais ou em migragdo cujo equilibrio regula a resposta
inflamatadria, por serem fonte relevante de citocinas ou mediadores hipernociceptivos
de acgao direta, como prostaglandinas (Basbaum et al., 2010; Johnson et al., 2020).

A presenca de flavonoides nas fragbes de C. martii pode explicar, em parte, a
reducdo da hipernocicepcao observada em estudos. Esses compostos possuem a
capacidade de modular a resposta inflamatéria por meio da inibicdo de enzimas
essenciais no metabolismo do acido araquiddnico, como a ciclooxigenase (COX) e a
lipoxigenase (LOX), responsaveis pela produgao de prostaglandinas e leucotrienos.
Essa acdo reduz significativamente os mediadores inflamatorios, atenuando a
resposta inflamatoria e, consequentemente, a hipernocicepgdo (Mukhopadhyay et
al., 2023; Xie et al., 2014).

Os estimulos inflamatérios ou lesdes teciduais ativam cascatas de citocinas
pro-inflamatérias, que culminam na producdo de mediadores finais, como
prostandides e aminas simpaticas, responsaveis pela amplificacdo da dor
inflamatoéria. Esses mediadores interagem diretamente com nociceptores,
modulando canais dependentes de voltagem e causando os limiares de ativagao,
resultando em hipernocicepgao (Johnson et al., 2020; Yamaguchi et al., 2022).

A eficacia dos compostos bioativos presentes em C. martii foi evidenciada
pela reducao do edema de pata nos grupos tratados (D2, D3, D2SS.2 e D2SS.3),
proporcionando uma potente acdo antiedematosa. Essa resposta esta associada a
reducdo da liberagcdo de citocinas proé-inflamatdérias, como TNF-a e IL-1a, conforme

demonstrado em ensaios de expressao génica e ELISA (Salgado et al., 2021).
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Citocinas como TNF-q, IL-1qa, IL-6 e IL-17 desempenham um papel crucial na
iniciacdo e amplificacdo da resposta inflamatéria, regulando a intensidade e
persisténcia da inflamacdo. Assim, a modulacado da atividade dessas citocinas pelas
fragcdes de C. martii ndo apenas atenua o processo inflamatério local, mas também
contribui para o equilibrio entre mediadores pré e anti-inflamatérios, destacando um
potencial terapéutico com efeitos tanto anti-inflamatorios quanto antinociceptivo
(Isobe et al., 2023; Mehrzadi et al., 2021).

Na analise da expressao génica de citocinas inflamatdrias, como TNF-q, IL-6
e IL-17, realizada por gPCR, os grupos tratados (D2, D3 e D4) apresentaram uma
reducao significativa na expressao dos genes que codificam essas citocinas (Figura
18 — A, B e C). Complementarmente, no ensaio de quantificacdo de citocinas por
ELISA, observamos que os mesmos grupos (D2, D3 e D4) suprimiram a producao
de TNF-qa, enquanto D2 e D3 também inibiram o aumento da producéo de IL-1a em
comparagao ao grupo controle (Figura 20 — A e B). Esses resultados indicam que os
compostos bioativos presentes em C. martii podem modular a expressao e/ou a
atividade das citocinas pro-inflamatorias, desempenhando um papel importante na
regulacao da resposta inflamatoria.

As respostas inflamatérias sdao amplificadas pelas citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1a, IL-6 e IL-17, que desempenham fung¢des cruciais nesse processo
(Hussein et al., 2013). Elas estimulam a produgdo de mediadores inflamatorios
adicionais, ativam células imunes e influenciam a modulagdo da permeabilidade
vascular. As interagdes dessas citocinas sdo complexas e sinérgicas, resultando na
amplificagdo da resposta inflamatéria e na intensificagdo da dor (Mizokami et al.,
2016). Portanto, a redugdo observada na expressao e produgédo dessas citocinas
nos grupos tratados sugere que C. martii atua modulando de maneira eficaz as
cascatas inflamatdrias, prevenindo a progressdo do processo inflamatério e da
hipernocicepcao associada.

O TNF-a e IL-1a desempenham papéis essenciais na inflamag¢ao aguda, com
suas atividades biolégicas mediadas por receptores especificos que desencadeiam
cascatas de sinalizacao intracelular, como a ativagao de NF-kB, MAPKSs e caspases.
Esses processos induzem também a producdo de outras citocinas inflamatorias,
como IL-6 e IL-17, além de estimular células endoteliais e células imunes (Hussein et

al., 2013; Sen’kova et al., 2023). A IL-6, por sua vez, exerce um papel fundamental
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na inducao de proteinas de fase aguda, na diferenciagdo de células B e T, e na
ativagao de células imunes. Seu mecanismo de agédo envolve a ligagcdo ao receptor
IL-6R, que aciona uma cascata de sinalizacdo mediada por JAK e STATS3,
resultando na expressdao de genes relacionados a resposta inflamatéria e a
imunidade adaptativa (Giraldez et al., 2021; Macarie et al., 2023).

Além disso, a IL-17, produzida predominantemente pelas células T helper 17
(Th17), desempenha um papel critico na amplificacdo da resposta inflamatdéria. Ela
estimula a producao de citocinas pro-inflamatdrias adicionais, como TNF-q, IL-1a e
IL-6, e promove a migracdo de neutrdfilos para os locais de inflamagao. A IL-17
também participa da ativagao de células endoteliais e induz fatores de crescimento e
quimiocinas que recrutam mais células imunes, exacerbando ainda mais a resposta
inflamatadria (Mills, 2023; Miossec; Kolls, 2012).

Com base nesses mecanismos, a reducdo observada na expressao e
producdo dessas citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1a, IL-6 e IL-17) nos grupos
tratados com C. martii sugere que os compostos bioativos presentes na planta
podem atenuar significativamente como cascatas de sinalizag&o inflamataria.

Esses resultados sustentam a hipotese de que a C. martii desempenha um
papel significativo na prevencao da sintese de prostaglandinas e/ou na modulagao
de mecanismos periféricos responsaveis pela producao e liberagcdo de mediadores
inflamatdrios que afetam a permeabilidade vascular. A formag¢ao de edema na pata,
observada nos grupos tratados, ocorre devido a uma interagao sinérgica entre esses
mediadores, que promovem o aumento da permeabilidade vascular e do fluxo
sanguineo, resultando em acumulo de liquido nos tecidos (Haydinger et al., 2023).

Ao modular as citocinas inflamatérias e reduzir a ativacdo das células
endoteliais, além de interferir na migracdo de células imunes, o C. martii pode
contribuir para o controle da inflamagdo aguda e da hipernocicep¢cédo associada,
reforcando assim o seu potencial terapéutico no manejo de processos inflamatorios
e da dor.

Um dos mecanismos imunoldgicos é chave responsavel pelo dano tecidual e
pela nocicepcao inflamatéria € a migracao de neutrdfilos, que ocorre em resposta a
estimulos como a carragenina. Este processo pode ser dividido em trés fases: a fase
inicial, mediada por histamina e serotonina, a fase secundaria, mediada por cininas,

e a fase final, que envolve a producao local de prostaglandinas e tromboxanos
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derivados do acido araquidbnico, mediada pela agdo das enzimas cicloxigenase. A
modulagao desses mediadores inflamatérios por C. martii pode interferir diretamente
na redugdo da migracdo de neutrofilos, atenuando os danos teciduais e a
intensificagdo da dor associada a inflamagao (Margraf et al., 2022).

Apos um estimulo inflamatério, as células residentes liberam citocinas que
ativam as células endoteliais, induzindo a expressado de moléculas de adesao para
recrutar leucécitos aos focos inflamatérios (Arruda et al., 2022). Os neutrofilos,
primeira linha de defesa, sdo responsaveis pela resposta inflamatdria inicial,
envolvendo migragao celular, exsudagao de plasma e produgdo de mediadores
como IL-1, IL-6 e TNF-a (Capucetti et al., 2020).

O recrutamento de neutrdfilos para a inflamacdo local € um processo
complexo de adeséao e transmigracao, mediado por alteragdes endoteliais causadas
por mediadores inflamados como histamina, leucotrienos e citocinas. A ativagao das
células endoteliais também ocorre pela deteccdo de padrbes patogénicos, que
regulam a expressao de P-selectina e E-selectina. Essas moléculas facilitam a
adesédo e o rolamento dos neutrofilos na superficie endotelial (Zhang et al., 2023).
Quando P-selectina e E-selectina estdo presentes na superficie endotelial, elas se
ligam a ligantes glicosilados, como ICAM-1, permitindo a ancoragem dos neutréfilos
e sua subsequente migragéo ao longo do vaso (Chen et al., 2023).

Uma vez no tecido inflamado, os neutrdfilos realizam suas funcdes efetoras,
como fagocitose de patégenos e liberagcdo de mediadores inflamatérios, contribuindo
para a resolucao e o reparo tecidual. Esses mecanismos sao altamente regulados e
essenciais para uma resposta imunoldgica eficaz contra infeccbes e lesdes
(Capucetti et al., 2020).

O presente estudo demonstrou uma redugao significativa na migragao de
neutrofilos para a cavidade peritoneal apos 4 horas da indugdo com carragenina em
todas as subfragdes testadas de C. martii (Figura 19 — A e B). Esse efeito pode ser
atribuido, em grande parte, a supressao da liberagao das citocinas pré-inflamatorias
TNF-a, IL-1a e IL-6, que desempenham um papel essencial no recrutamento de
neutréfilos ao local inflamatério, atuando como mediadores quimiotaxicos
(Yamaguchi et al., 2022).

O recrutamento de neutrofilos pode estar diretamente associado a presenca

de substancias bioativas, como as flavonas, que interferem em vias importantes na
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resposta inflamatéria (Al-Khayri et al., 2022). Um dos principais mecanismos envolve
a prevencao da enzima fosfolipase A2, responsavel pela conversao do acido
araquidénico em prostaglandinas, modulando, assim, a expressao da (iNOS) é6xido
nitrico sintase, através da supressao de NF-kB (Guo et al., 2024). Essa modulagao
também resulta em uma alteragédo no perfil de macréfagos, mudando-os de M1 para
M2, o que consequentemente reduz a liberagdo das citocinas pro-inflamatérias e
influencia a ativagéo da via da COX-2 (Lopez et al., 2020).

A interagdo entre os neutrofilos recrutados para a inflamagéo local e as
células residentes, junto com seus mediadores inflamados e a matriz extracelular,
pode gerar uma cascata de produgdo de mediadores adicionais, como enzimas
degradantes, metaloproteases e espécies reativas de toxicidade (ROS). Estes, por
sua vez, tém o potencial de amplificar ainda mais a resposta inflamatdria, resultando
em danos ao tecido circundante (Morris et al., 2022).

Durante a resposta inflamatoria, os neutréfilos e macréfagos desempenham
um papel central na produgdo de oxido nitrico (NO), que € gerado pela ativagdo da
(INOS) isoforma induzivel. A INOS converte L-arginina em NO, um mediador
essencial que, em niveis elevados, contribui para a formagao de radicais livres,
como peroxido de hidrogénio, superdxido e hidroxila (Lundberg & Weitzberg, 2022).
Esses radicais, por sua vez, causam danos teciduais, induzindo estresse oxidativo e
promovendo a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares, afetando DNA e
proteinas, o que resulta em morte celular e disfungcédo (Drehmer et al., 2022).

A producgao de NO e seus derivados é regulada pela expressao de diferentes
isoformas do éxido nitrico sintase (NOS), uma familia de enzimas que convertem L-
arginina em L-citrulina, gerando NO. As isoformas de NOS sdo categorizadas em
constitutivas (cNOS), como a endotelial (eNOS), que dependem de calcio e
calmodulina para a sinalizagao celular, e induziveis (iINOS), que sédo ativadas em
resposta a citocinas inflamatérias e sao principalmente expressas por macréfagos e
outros leucécitos (Du et al., 2023).

Em particular, a ativacdo de macrofagos e neutrofilos durante um intenso
resultado na produgdo de NO, que nao gera apenas radicais livres, mas também
metabolitos obtidos como o nitrito (NO, ) e o nitrato (NO5; ), os quais tém sido
usados como marcadores da presenga de processos inflamatérios no organismo

(Du et al., 2023). O aumento dos niveis de nitrito no sangue reflete a ativacéo do
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sistema imunoldgico, evidenciando a intensidade da resposta inflamatéria (Chen et
al., 2024; Dietrich et al., 2015).

A reacdo de Griess (Hoysrijan; Sirikulkajorn, 2023), foi empregada neste
estudo para avaliar os niveis de 6xido nitrico. Os resultados mostraram uma reducgéao
nos niveis de nitrito (Figura 21), o que sugere que as substancias testadas (D2, D3 e
D4) podem ter inibido a atividade da isoforma induzivel do Oxido nitrico sintase
(INOS), responsavel pela sintese de NO em macréfagos e neutréfilos (Zhong et al.,
2018). Além disso, essas substancias podem ter limitagdo na liberagdo de
mediadores citotoxicos, que sao produzidas por células imunes ativadas em
resposta ao estresse oxidativo e a geracdo de intermediarios reativos da oxigénio
(Handzlik et al., 2020).

Durante a inflamacdo, o NO exerce um papel crucial na regulacdo da
permeabilidade vascular (Drehmer et al., 2022). Produzido pelas células endoteliais,
atua promovendo vasodilatacdo, o que aumenta permeabilidade dos vasos. Esse
efeito também influencia a expressdo e atividade das proteinas de adesido nas
juncdes oclusivas do endotélio vascular, facilitando a abertura dessas jungoes.
Como resultado, ocorre uma maior passagem de moléculas e células do sangue
para o tecido extravascular, o que é essencial para a migragao eficaz das células do
sistema imunoldgico para o foco da inflamacéo (Chen et al., 2024).

Durante a inflamacdo aguda, fendmenos exsudativos, como vasodilatagéo,
aumento da permeabilidade vascular e migragao celular, sdo desencadeados em
resposta a lesdo (Margraf et al., 2022). A alteragdo da permeabilidade endotelial,
caracteristica desse processo, esta frequentemente associada a desregulagdo da
adesao celular nas jung¢des endoteliais, causada pela interferéncia de fatores fisico-
quimicos e pela liberagdo de mediadores soluveis por células inflamatérias, tanto
residentes quanto circulantes. Esses mediadores se ligam a receptores especificos
nas células endoteliais, facilitando a alteracdo das propriedades da barreira vascular
(Margraf et al., 2022; Parisien et al., 2022).

No modelo experimental de peritonite causada por carragenina, as alteragcdes
causadas pela inflamacao resultam na vasodilatacido dos capilares da membrana,
facilitando o extravasamento do corante azul de Evans para os tecidos, o que € um
indicativo do aumento da permeabilidade vascular. A observagcao nesse evento

(Figura 22) sugere que em (D2, D3 e D4), a redugao no recrutamento de neutréfilos
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para a atualidade peritoneal pode ter contribuido para a diminuicdo da produgao de
NO, levando, consequentemente, a redugdo na permeabilidade vascular e nao
extravasamento de liquidos e mediadores inflamatérios (Burn et al., 2021).

A interacao entre neutrdéfilos e o 6xido nitrico (NO) é crucial para a regulagao
da resposta inflamatéria, garantindo a eliminagdo eficaz do agente agressor
enquanto minimiza o risco de danos excessivos as tecidos (Cervera et al., 2022). No
presente estudo, os resultados observados em (D2, D3 e D4) indicam que a redugao
no recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal pode ter contribuido para
a diminuicdo na producdo de NO, o que, por sua vez, levou a redugao da
permeabilidade vascular. Isso sugere que a modulagédo do recrutamento celular, em
particular dos neutrdfilos, pode ter um impacto direto na regulacdo da
permeabilidade dos vasos, uma vez que a producdao de NO €& um mediador
fundamental nesse processo (Palmieri et al., 2020).

Além disso, compostos bioativos presentes em Ctenodon martii apresentam
potencial para influenciar esse processo inflamatério. Estudos descobriram que as
flavonas, por exemplo, podem modular a produgédo de NO e exibir efeitos benéficos
em condigdes associadas ao estresse oxidativo (Cuong et al., 2024). Além disso,
essas substancias podem niveis regulares de expressao de enzimas inflamatdrias
como iINOS e COX-2, inibindo a vasodilatacdo e consequentemente reduzindo os
danos associados a inflamagé&o (Maleki et al., 2019).

Os terpenos, por sua vez, atuam de maneira complementar aos niveis
modulares de citocinas pré-inflamatérias (IL-8, IL-6, TNF-a), inibindo a producao de
mediadores como o NO e suprimindo a ativagado da via de NF -kB, um fator de
transcrigdo crucial para o controle da resposta inflamatéria (Rodriguez & Johnson,
2023). Assim, a combinagdo dessas substancias bioativas parece atuar de forma
sinérgica, regulando de maneira eficaz os mediadores inflamatorios e a resposta
vascular, com implica¢des para o controle da inflamacgao e da leséo tecidual.

As interacdes entre citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1a, IL-6 e IL-
17 sao fundamentais para a evolugao da resposta inflamatéria. A compreensao de
como Ctenodon martii pode modular essas citocinas oferece uma oportunidade
valiosa para o desenvolvimento de terapias direcionadas a doencas inflamatdrias,

sejam elas agudas, crénicas ou autoimunes. Essas terapias podem ser
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particularmente eficazes na regulagdo do ambiente inflamatério, minimizando os
danos aos tecidos e promovendo a resolugao do processo inflamatorio.

Em casos de inflamagédo persistente, o sistema imunoldgico tende a
permanecer ativado, resultando na producdo continua dessas citocinas pro-
inflamatdrias e no recrutamento de células imunes para o local da inflamagao. Esse
processo, quando prolongado, pode levar a danos teciduais significativos e a
progressao de doengas, como observado em modelos de inflamagao crénica (Kuner
& Kuner, 2021).

Esse aumento nas citocinas pro-inflamatérias favorecendo o recrutamento de
células imunes, a ativacdo de células endoteliais e induz mudangas na expressao
génica, perpetuando o ciclo inflamatorio (Suzuki, 2019). Por outro lado, como
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-B, que desempenham um papel
crucial na modulagao e resolucédo da inflamacéo, podem estar presentes em niveis
reduzidos, contribuindo para a cronicidade da resposta (Alagbe et al., 2022). Além
das citocinas, outros mediadores, como quimiocinas e espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, intensificam esse processo inflamatério causado, desempenhando
papéis essenciais na perpetuacao e agravamento da lesao tecidual (Kamali et al.,
2021). Entender como C. martii pode interferir nesses mecanismos inflamatoérios é
crucial para a busca de solugdes terapéuticas mais eficazes e especificas.

A formagédo de granulomas é um evento significativo que pode ocorrer na
inflamacao crénica, caracterizando uma resposta do sistema imunoldgico a
estimulos persistentes, como agentes infecciosos ou corpos estranhos insoluveis
que o organismo nao consegue eliminar. Esse processo resulta na aglomeragao de
células imunes, como macroéfagos, linfocitos e células epitelioides, rodeadas por uma
capsula de tecido conjuntivo, uma estrutura que visa isolar e conter o agente irritante
(Minton, 2016; Pagan; Ramakrishnan, 2018).

O modelo granulomatoso comega com o recrutamento de neutréfilos, que
contém espécies reativas de oxigénio para combater o agente invasor. Nos dias
seguintes, macréfagos e mondcitos se juntam ao processo, liberando citocinas como
TNF-a e IL-1, que sao fundamentais para a regulacado da formagao do granuloma, e
induzem a expressao de COX-2, contribuindo para o controle da inflamacao
(Klapproth et al., 2023). Esse processo € dinamico, pois os macréfagos também

desempenham um papel crucial ao atrair fibroblastos para o local da lesao,
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promovendo a produg¢ao de colageno e a formagao da capsula fibrosa ao redor do
implante (Pagan; Ramakrishnan, 2018). Em contraste, o equilibrio entre a resposta
Th1, que favorece a formacdo do granuloma, e as células reguladoras, como os
macrofagos M2, pode direcionar a resolugdo do processo inflamatério. A liberagao
de IL-10 e IL-13 pelas células M2 pode auxiliar na dissolugdo do granuloma e
promover a cicatrizagéo do tecido danificado (Cruz et al., 2016).

A formacdo e evolugdo do granuloma estdo intrinsecamente ligadas a
dindamica entre os macrofagos M1 e M2. Os macréfagos M1, pro-inflamatoérios,
desempenham papel crucial na fase inicial, ativados por citocinas como TNF-q, IL-1
e IL-6, contribuindo para a resposta imune e inflamatéria. Por sua vez, os
macréfagos M2, anti-inflamatorios, predominam na fase tardia, mediando a
resolucao da inflamacao e reparacgéao tecidual através de citocinas como IL-4, IL-13 e
IL-10 (Klapproth et al., 2023; Minton, 2016). Essa interacdo entre os subtipos de
macroéfagos reflete diferentes estagios da resposta inflamatéria e imune, essenciais
para a formacao e fungao do granuloma (Pagan; Ramakrishnan, 2018).

Portanto, nas doses de 50 e 25 mg/kg, o extrato etandlico de Ctenodon martii
afeta significativamente o peso do granuloma quando comparado ao grupo controle
(VH), com efeitos semelhantes as observacbées no grupo tratado com
dexametasona, embora sem diferenga estatistica entre esses grupos. Essa reducao
na formacédo da capsula granulomatosa esta associada a diminuicdo da atividade
pré-inflamatéria nas doses testadas, o que pode ser explicada pela modulagdo na
expressao de citocinas pré-inflamatdrias, conforme evidenciado por testes anteriores
(Petersen; Smith, 2013). A presenga de compostos bioativos como flavonas e
terpenos no extrato de C. martii parece influenciar diretamente esses processos,
alterando potencialmente o equilibrio entre a formacdo do granuloma e sua
resolugdo. Essa modulacdo pode envolver a regulagdo de citocinas-chave, como
TNF-a e IL-6, fundamentais na resposta inflamatéria, contribuindo para uma
resposta mais equilibrada e controlada.

O peso umido dos implantes indica a quantidade de fluidos e infiltrado celular
durante a inflamacao, enquanto o peso seco representa principalmente as células
que migraram para o foco inflamatério, apdés a perda da porgdo liquida do

transudado durante a dessecacao. O delta entre o peso Umido e 0 peso seco € uma
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medida crucial para avaliar a permeabilidade vascular e o edema (Bailey et al., 1982;
Misra et al., 2018; Nandal et al., 2009).

A formacao de exsudato foi significativamente reduzida nas doses de (50, 25
e 12,5 mg/kg) em comparagao com o grupo controle (VH), e ndo houve diferencga
significativa em comparagdo com o grupo tratado com dexametasona. Sugerindo
acao inibidora do extrato, tanto na permeabilidade dos vasos ao redor do implante
quanto no tamanho do granuloma, corroborando com os resultados dos
experimentos anti-inflamatorios e antiedematogénicos previamente descritos.

O processo inflamatério desencadeia uma série de mudangas complexas,
tanto quantitativas quanto qualitativas (Leuti et al., 2020), nos efeitos das células
mesenquimais multipotentes da medula 6ssea, assim como na composi¢do da
subpopulacao de linfocitos timicos e esplénicos. Essas alteragdes podem resultar
em modificagdes significativas na estrutura e funcdo dos 6rgaos linfoides, como o
timo e o baco, influenciando diretamente a resposta imunolégica do organismo (Ding
et al., 2021). Essa interagdo dinamica entre a inflamagdo e os componentes do
sistema imunoldgico desempenha um papel crucial na regulacdo fina da resposta
inflamatoria e na adaptacdo do organismo a diferentes condigbes fisiopatolégicas
(Rice et al., 2017).

Portanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa no peso
do timo entre os grupos tratados com todas as doses do extrato etandlico e os
grupos controle (VH) e dexametasona. Na analise do peso do baco, foi notado uma
reducao significativa nas doses de 25 mg/kg e 12,5 mg/kg em comparagcdo com o
grupo controle (VH). Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
nessas doses quando comparadas ao grupo tratado com dexametasona. Isso
sugere uma possivel semelhanga com os corticosteroides, que apresenta atividade
antiproliferativa e/ou imunossupressora (Islam et al., 2023; Li et al., 2017).

A dexametasona, é um glicocorticoide sintético, conhecida por sua
capacidade de suprimir a resposta inflamatéria e imunolégica do organismo, o que
pode resultar na redugao do tamanho do baco (Islam et al., 2023; Madamsetty et al.,
2022). Ocorrendo devido a sua capacidade de diminuir a produgéo e a liberagéo de
citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e IL-6, além de inibir a migragdo e a
atividade de células inflamatérias, como macréfagos e linfécitos, para os tecidos

inflamados, incluindo o bago (Gabbia et al., 2018; Madamsetty et al., 2022). Essa
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acao supressora da resposta imune e inflamatdria resulta na redu¢cao do tamanho do
baco, um 6rgdo diretamente envolvido na resposta imunolégica e na producdo de
anticorpos (Islam et al., 2023).

Neste estudo, também foi avaliada a variagdo de peso corporal dos animais,
considerando os efeitos metabdlicos da dexametasona. Essa substancia influencia
vias metabodlicas como gliconeogénese, lipdlise e captacdo de glicose,
principalmente através da ativagdo do receptor de glicocorticoides. Esses efeitos
podem contribuir para a perda de peso observada em individuos tratados com
dexametasona (Patel et al., 2014; Salehidoost; Korbonits, 2022). Nao foram
observadas diferencas estatisticas entre todas as doses do extrato etandlico
testadas em comparagdo com o grupo controle (VH), embora tenha havido uma
diferencga significativa em relagcéo ao grupo tratado com dexametasona.

Estudos anteriores relataram alteragbes metabdlicas em modelos
experimentais com roedores submetidos a administracao de glicocorticoides (Islam
et al., 2023), incluindo perda de massa muscular, redugédo do peso corporal em ratos
e mudancas nos perfis proteico e lipidico, especialmente apds o tratamento com
dexametasona (Food Safety Commission of Japan, 2018; Li et al., 2017) Portanto,
sugere-se que o tratamento com C. martii possa ter efeitos anti-inflamatérios sem
causar disturbios metabdlicos significativos.

Considerando os resultados apresentados dos extratos de C. martii, foi
avaliado um outro modelo de inflamacgao crénica, através da atividade cicatrizante.
Uma vez que a cicatrizagdo desempenha um papel fundamental na resolucéo da
inflamacéo e na restauragéo da integridade dos tecidos apés uma lesdo ou infecgao
(Martin, 2020).

A cicatrizacao de feridas € um processo complexo, iniciando com a fase de
inflamacdo que visa controlar hemorragias, prevenir infecgdes e iniciar a
cicatrizacdo. Durante essa etapa, citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6 promovem a
migragdo de células inflamatérias e aumentam a permeabilidade vascular (Han;
Ceilley, 2017). Neutrdéfilos sdo os primeiros a chegar a lesao, realizando fagocitose
de microrganismos e detritos celulares, enquanto os macrofagos também
desempenham papel crucial ao fagocitar patdgenos e liberar mediadores
inflamatdrios para estimular a migragéo de outras células imunes (Baron et al., 2020;
P.-H. Wang et al., 2018).
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Na fase de proliferacdo, ocorre a formagdo de tecido de granulagéao,
angiogénese e proliferacdo celular. Citocinas como o Fator de Crescimento
Transformador beta (TGF-8), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) e
Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) sdo essenciais nesse processo,
estimulando a proliferagédo de fibroblastos, a formagéo de colageno e a angiogénese
para promover a reparagao do tecido (Han; Ceilley, 2017; Martin, 2020).

Na fase final de remodelagéo, o tecido de granulagao é substituido por tecido
cicatricial mais maduro e resistente (Takeo et al., 2015). Durante essa fase, os
fibroblastos produzem colageno para fortalecer a ferida e os macréfagos promovem
a remogao de células apoptéticas e a reorganizagéo do tecido. Essas células imunes
desempenham papéis essenciais em cada etapa da cicatrizacdo de feridas,
garantindo uma resposta inflamatéria adequada, proliferagao celular e formagcao de
novo tecido para uma cicatrizagao eficaz (Baron et al., 2020; Martin, 2020).

A avaliacdo das feridas excisionais, resultaram em uma reducéo significativa
da area das feridas do extrato etandlico nas doses (12,5 e 25 mg/ml), j& quando
comparados ao controle e dexametasona as doses nao diferiram estatisticamente.
Diante desses achados e pela diferenga estatistica entre os controles, verso extrato,
foram conduzidos estudos histopatolégicos e semiquantitativos para investigar a
eficacia do extrato na promocgao e aceleracido do processo de cicatrizagao.

Apés sete dias de tratamento, a analise histopatologica (Tabela 7) revelou
uma reducgao no processo inflamatério nas doses (12,5 e 25 mg/ml), ao evidenciar
uma menor presenca de neutréfilos e macréfagos quando comparadas aos grupos
controle (VH) e dexametasona, corroborando com os resultados semiquantitativos
(Tabela 6).

A reducgao na presenga de neutrofilos e macréfagos em feridas por excisao
aponta para a oportunidade de aprimorar a cicatrizagcdo através de uma regulagao
mais precisa da resposta inflamatoria. Este fenbmeno ndo apenas sugere uma
estratégia potencial para mitigar os danos teciduais associados a uma inflamacéao
exacerbada, mas também preserva o papel fundamental dos neutréfilos na defesa
inicial contra agentes patogénicos (Martin, 2020). Ao permitir que os macréfagos
continuem desempenhando suas fungcdes na remocido de detritos celulares e na
modulagcdo da proliferagdo celular, resulta em um ambiente mais favoravel a

cicatrizagao (Sorg et al., 2017).
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A reducdo na secrecao de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 e TNF-q,
indica uma mudanga para uma fase regenerativa, promovendo a reparagao,
reepitelizagao e colagenizagao do tecido danificado. Essas descobertas ressaltam a
importancia de controlar a inflamacgao e preservar os aspectos benéficos da resposta
imunoldgica para uma cicatrizagado eficaz (Baron et al., 2020). Durante a fase de
proliferacao e reepitelizacdo, os queratinécitos desempenham um papel fundamental
ao liberar citocinas que estimulam a ativagdo de queratinécitos adjacentes,
contribuindo para o fechamento da ferida (Han; Ceilley, 2017).

A citocina IL-6, proveniente de macréfagos, fibroblastos e queratindcitos,
influencia a formagéo de tecido de granulagéo, reepitelizagdo e angiogénese (Martin,
2020). Por outro lado, o TNF-a, produzido por diversos tipos celulares, como
queratinécitos, macréfagos e mastocitos, desempenha um papel na redugdo da
producao de tecido de granulacdo e na organizacdo das fibras de colageno. O
aumento excessivo na producgao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, TNF-a e
IL-6, pode levar a uma inflamagao prejudicial e atrasar a cicatrizagao (Han; Ceilley,
2017; Takeo et al., 2015). Os dados anteriores indicam que C. martii reduz a
produgdo dessas citocinas, o que explicaria em parte a atividade cicatricial da
especie estudada.

Na fase final da cicatrizacdo de feridas, chamada de fase de maturagcdo ou
remodelagado, ocorre uma diminuicdo nos neutrofilos e macréfagos, substituidos por
linfocitos. A atividade dos fibroblastos diminui, enquanto os fibrocitos aumentam,
promovendo a formagdo de uma matriz de colageno mais organizada (Sorg et al.,
2017). Além disso, observa-se uma maior vascularizagdo do tecido cicatricial, com o
desenvolvimento de uma rede vascular que fornece nutrientes e oxigénio as células
em crescimento. Essas mudangas sao essenciais para o completo fechamento da
ferida, resultando na restauracdo da integridade tecidual (Baron et al., 2020; Han;
Ceilley, 2017), corroborando com os resultados apresentados na histopatologia
discutidos acima.

Na avaliagao da cicatrizacdo de feridas por queimadura, os grupos tratados
com doses (12,5, 100 e 200 mg/ml) mostraram-se menos eficazes em reduzir a area
da ferida em comparagao com os grupos controle. Ja os tratamentos com doses (25

e 50 mg/ml) nado diferiram estatisticamente do controle (VH) apenas do controle
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Sulfa. Devido a falta de variagao significativa na redugcédo da area da ferida entre os
tratamentos, a analise histopatolégica nao foi realizada.

A eficacia do tratamento com extratos vegetais, como o de Ctenodon martii ,
pode ser amplamente influenciada por fatores como o tipo de formulagao utilizada,
as propriedades de liberagdo das substancias ativas, a absorgao pela pele e a
capacidade de retengao de umidade, entre outros aspectos (Dua et al., 2016; Kumar
et al., 2022). A selecdo adequada da formulagdo e do modelo experimental é
essencial para otimizar a resposta terapéutica, especialmente no que diz respeito as
propriedades anti-inflamatérias da planta, como evidenciado em testes prévios
(Baron et al., 2020).

Nesse contexto, o teste do labirinto em cruz (LCE) se destacou como uma
ferramenta avancada para mensurar comportamentos ansiogénicos e avaliar a
atividade locomotora, podendo também fornece informagdes sobre potenciais efeitos
sedativos dos compostos em estudo, ampliando a compreensdo dos mecanismos
terapéuticos e do impacto da planta na modulagdo do comportamento (Hilton et al.,
2023). A combinacédo de diferentes abordagens experimentais contribui para uma
avaliacao mais abrangente dos efeitos biolégicos do extrato terapéuticos.

O teste baseia-se na aversao natural dos ratos por areas abertas e elevadas,
bem como no seu comportamento exploratério espontaneo natural em novos
ambientes. O aparelho consiste em bragos abertos e bragos fechados, cruzados no
meio perpendicularmente entre si, € uma area central. Os ratos tém acesso a todos
os bragos e podem mover-se livremente entre eles. O numero de entradas nos
bracos abertos e o tempo gasto nos bragos abertos sdo usados como indices de
ansiedade induzida pelo espacgo aberto em ratos. Ja o numero de vezes que o
animal atravessa as linhas divisérias do labirinto, assim como o tempo que ele
permanece em movimento dentro da estrutura, avaliam a atividade locomotora
(Casarrubea et al., 2015; Pinto et al., 2012).

Os resultados observados (Figura 26 - A a D), mostraram que o grupo
controle positivo Midazolam (MDZ), os animais apresentaram maior entrada em
namero (n°), tempo (seg) e porcentagem (%) nos bragos abertos, em comparagao
aos grupos veiculo (VH) e extratos etandlico nas doses 25, 50 e 100 mg/kg. Quando
comparado ao grupo controle negativo (VH), houve diferenga estatistica na entrada

referente tempo (seg) na dose 50 mg/kg e (%) de tempo nas doses 50 e 100 mg/kg.
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Os resultados, sugerem que o Midazolam induziu um comportamento de exploragao
mais acentuado nos bracos abertos do labirinto em comparagdo com o veiculo e
todas as doses do extrato os quais nao alteraram o comportamento natural.

Esse comportamento pode ser interpretado como uma resposta ansiolitica ao
Midazolam, ja que os animais se sentiram mais a vontade para explorar areas
abertas, podendo ser refletido por uma reducdo na ansiedade (Schrader et al.,
2018). Estudos abordam animais avaliados diante do ambiente desconhecido
somado a tendéncia natural de esquiva em relacao as regides abertas, mostra clara
preferéncia pelos bragos fechados e apenas roedores com um nivel de ansiedade
reduzido aumentam a sua atividade nos bracos abertos (Biedermann et al., 2017;
Casarrubea et al., 2015).

Os efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos estao relacionados a supressao
secundaria dos sistemas serotoninérgico e/ou nao adrenérgico e outros sistemas
excitatorios (Kuang et al., 2017). Os agentes ansioliticos aumentam a frequéncia de
entradas e também o tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE. Os
compostos ansioliticos ndo apenas diminuem a fobia natural dos animais aos bragos
abertos, mas também aumenta a exploracéo no teste do labirinto em cruz elevado
(Edinoff et al., 2021; Schrader et al., 2018).

Em relagdo ao brago fechado (Figura 26 - A e B), o grupo controle (MDZ)
apresentou diferenga, com menor numero (n°) e porcentagem (%) de entrada,
quando comparado ao controle (VH) e extrato etandlico na dose 25 mg/kg.
Analisando (Figura 26 — C e D), o grupo controle (MDZ) apresentou menor tempo
(seg) e porcentagem (%) de entrada no brago fechado em comparagdo aos grupos
veiculo (VH) e extratos etandlico nas doses 25, 50 e 100 mg/kg. Esses resultados
corroboram com a analise anterior, demonstrando que o Midazolam induz um
comportamento de exploragdo mais pronunciado nos bragos abertos em
comparagao com o tempo em segundos e a porcentagem de entrada nos bragos
fechados. Estudos mostram que os roedores tendem naturalmente a passar mais
tempo nos bracos fechados (Hilton et al., 2023), o que é consistente com os
resultados observados nos grupos controle (VH) e em todas as doses testadas do
extrato etandlico.

Ainda se observa uma menor entrada nos bracos fechados em termos de

nuamero e porcentagem no grupo (MDZ), devido a maior presenga em tempo e
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exploragédo nos bragos abertos. Em relagdo a esses parametros, nos grupos (VH) e
no extrato etandlico na dose de 25 mg/kg, os animais mostraram uma maior entrada
nos bragos fechados em comparagdo com o grupo (MDZ), enquanto nas doses de
extrato etandlico de 50 e 100 mg/kg nao houve diferenga estatistica em relagado ao
grupo (MDZ). Os resultados com um maior € um menor numero de entradas nos
grupos tratados com extrato etanolico em comparagdo com o grupo (MDZ) nédo
alteraram o comportamento natural esperado dos roedores, como evidenciado pelo
tempo de permanéncia e/ou pelo aumento no numero de entradas nos bragos
fechados.

O teste do labirinto em cruz elevado é construido com base em um paradigma
de conflito entre aproximacéo e esquiva, que considera as preferéncias tigmotaxicas
dos roedores por espacos que sejam familiares, protegidos e fechados, em
contraposig¢ao a sua motivagao para investigar espagos desconhecidos, expostos ou
abertos (Hazim et al., 2014). O comportamento dos animais diante desse ambiente
desconhecido, aliado a sua inclinacao natural para evitar areas abertas, € em parte
resultado do mecanismo de tigmotaxia, que é a tendéncia dos animais a manter
contato fisico total ou parcial com superficies sdélidas, como as paredes verticais dos
bracos fechados. Esses padrdes comportamentais indicam uma resposta tipica,
resultando em uma redugao na exploracdo e em uma aversao aos bragos abertos
(Hilton et al., 2023; Schrader et al., 2018).

A analise etoldgica do teste do labirinto em cruz elevado investiga diversas
variaveis comportamentais, proporcionando uma avaliagdo abrangente do nivel de
excitabilidade do sistema nervoso central (SNC) do animal em estudo. Essa
avaliagao esta fortemente relacionada a atividade locomotora observada durante o
teste (Seibenhener; Wooten, 2015). Um aumento no estado de alerta geralmente
esta associado a uma maior atividade locomotora, enquanto uma redugcao nessa
atividade sugere um efeito sedativo. Essa associagdo entre comportamento
exploratorio e nivel de excitabilidade do SNC foi documentada em estudos anteriores
(Gamberini et al., 2015), destacando a importancia na caracterizagao dos efeitos de
diferentes interveng¢des farmacoldgicas ou ambientais no sistema nervoso central
dos animais (Hilton et al., 2023; Seibenhener; Wooten, 2015).

Os resultados da Tabela 8 indicam que os animais tratados com diferentes

doses do extrato etandlico (25, 50 e 100 mg/kg) apresentaram diferengas
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estatisticamente significativas em relagdo ao grupo tratado com midazolam (MDZ)
em diversos comportamentos observados no teste, especificamente a diminuigao da
exploragédo das extremidades dos bragos abertos, na postura de alongamento e na
ocorréncia de episodios de congelamento. Além disso, foi notado um aumento
significativo na atividade relacionada ao movimento descendente da cabeca, nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg do extrato etandlico. O espreitamento (cabega saindo
do brago fechado) e eventos de autolimpeza nos grupos que receberam,
especialmente notavel na dose de 50 mg/kg mostraram aumento na atividade, em
comparagao com o grupo tratado com midazolam. Quanto aos parametros
relacionados a ocorréncia de urinar, defecar e queda do labirinto, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos controle (MDZ
e VH) e em todas as doses do extrato etandlico, indicando que os comportamentos
nao foram alterados de forma diferencial entre os grupos tratados.

A atividade ansiolitica do midazolam no teste do labirinto em cruz elevado
pode estar associada a uma melhora na atividade locomotora. A reducdo dos
comportamentos ansiosos induzidos pelo midazolam resulta em uma maior
disposicdo do animal para se locomover e explorar o ambiente, o que leva a uma
atividade locomotora mais pronunciada (Seibenhener; Wooten, 2015). No entanto, é
importante destacar que o aumento na atividade locomotora ndo necessariamente
reflete um efeito estimulante direto do midazolam, mas sim uma consequéncia da
reducao da ansiedade e do aumento da confianca do animal em explorar ambientes
desconhecidos (Jovita-Farias et al., 2023).

Ao analisar os resultados significativos destacados acima do extrato etandlico
de C. martii, a presenca de comportamentos como movimento descendente da
cabeca, espreitamento e eventos de autolimpeza, sugere que a atividade locomotora
dos animais foi mantida. Esses comportamentos indicam uma exploragao ativa do
ambiente pelos animais, demonstrando curiosidade e engajamento com o labirinto
(Casarrubea et al., 2015). Embora a reduc&o na ansiedade possa influenciar alguns
aspectos do comportamento, como a exploragdo dos bragos abertos do labirinto, a
observacdo desses comportamentos ativos indica que os animais continuam se
movimentando e investigando ativamente o ambiente, o que sugere uma atividade

locomotora preservada (Costa et al., 2014, Schrader et al., 2018).
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Os resultados obtidos tém uma significancia farmacoldgica importante para o
extrato etandlico de C. martii testado. Ao ndo demonstrar atividade ansiolitica nem
reduzir a atividade locomotora dos animais no teste do labirinto em cruz elevado,
revela um perfil comportamental distinto em comparagdo com o midazolam, um
conhecido ansiolitico. Essa distingdo sugere que o extrato pode nao atuar nos
mesmos alvos neurofarmacologicos que o midazolam, ou pode possuir diferentes
mecanismos de acdo em relagcdo a modulacdo da ansiedade e da atividade
locomotora. Essas informagbes sao valiosas na compreensdao dos efeitos
comportamentais e farmacoldgicos do extrato testado e podem orientar pesquisas
futuras para elucidar seu mecanismo de agao e potencial terapéutico.

Constatada a relevancia farmacoldgica da espécie C. martii, se fez necessario
a medida do potencial téxico. O uso indiscriminado de plantas sem compreenséao de
sua composicao fitoquimica, propriedades farmacoldgicas e, especialmente,
toxicolégicas € uma preocupagéo significativa para a saude. Portanto, determinar
uma concentragdo segura e nao letal para o uso terapéutico € uma etapa crucial
neste processo (Farzaei et al., 2020).

O estudo da toxicidade aguda investiga os efeitos que ocorrem apds a
administracao de um agente quimico em doses unicas ou multiplas ao longo de 24
horas. Seu objetivo € avaliar os sintomas imediatos apdés a exposicdo a um
composto, bem como a relacdo entre a dose administrada e o efeito letal, expresso
pelo parametro conhecido como dose letal 50% (DL50). Este teste visa padronizar a
poténcia biolégica de extratos, utilizando um parametro estatistico que indica a
probabilidade de uma dose causar efeito letal em metade da populagdo dos animais
submetidos ao estudo (Carvalho et al., 2015; Dorandeu; Lallement, 2003).

Foram realizados experimentos de toxicidade aguda, empregando modelo
animal de toxicidade (Tabela 9) por administracdo subcutdnea em uma unica dose
do extrato etandlico da C. martii nas concentrag¢des (5, 50, 300 e 2000 mg/kg), além
do veiculo (etanol a 10%, v/v). O grupo controle n&o recebeu nenhum tratamento. No
entanto, nao foi possivel calcular a DL50 para os animais testados, uma vez que
nenhum deles apresentou 6bito com os tratamentos administrados.

Estudos que abordaram o teste de DL50 com espécies da familia
Leguminosae nao revelaram toxicidade aguda nem mortalidade nos animais

testados. A analise da toxicidade dessas espécies demonstrou seguranga, pois hao
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foram observadas alteragdes comportamentais nos animais e nao ocorreram o6bitos,
tornando inviavel a determinagdo da taxa de (Ateba et al., 2014; Campos et al.,
2018; Vieira et al., 2012; Yazbek et al., 2016) . Nado foram encontrados estudos
clinicos envolvendo espécies Ctenodon martii ou o género Ctenodon.

Neste estudo, a analise dos parametros hematologicos revela-se essencial
para avaliar o impacto do extrato sobre as células sanguineas e tecidos formadores
de sangue. O hemograma, é uma ferramenta crucial nos estudos de toxicidade,
sendo altamente sensivel para detectar alteracbes no sistema hematopoiético
induzidas por substancias toxicas (Agu et al., 2017).

A contagem de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e volume
corpuscular médio (VCM) sao indicadores importantes para diagnosticar e classificar
varias doencgas, permitindo uma compreensdo abrangente dos efeitos diretos do
extrato no sistema sanguineo e a identificacdo de potenciais riscos a saude. Essa
andlise permite detectar alteracbes nos globulos vermelhos, glébulos brancos e
plaquetas, que podem ser causadas pela exposigdo a agentes tdxicos (Ajeigbe et
al.,, 2013; Lee et al., 2014). A toxicidade hematoldgica induzida por substancias
quimicas pode indicar a presenga de leucopenia (diminuicdo do numero de
leucdcitos), trombocitopenia (diminuicdo do numero de plaquetas) e anemia
(diminuigdo do numero de hemacias) (Agu et al., 2017).

Ressaltando a importancia da avaliagdo abrangente da série plaquetaria para
detectar precocemente possiveis efeitos adversos sobre a hematopoiese. As
alteragdes tém implicagcdes diretas na capacidade de coagulagao, afetando a
resposta a lesdes e hemorragias. Portanto, compreender profundamente tanto os
leucdcitos quanto as plaquetas s&o essenciais para uma avaliacido precisa do estado
hematoldgico e dos efeitos potenciais de agentes terapéuticos ou tdxicos (Arunsi et
al., 2020).

Algumas substancias tém impactos significativos no funcionamento fisiolégico
e podem desencadear complicagdes patoldgicas. A trombocitopenia, caracterizada
pela redugcdo no numero de plaquetas, essenciais na coagulagdo sanguinea, pode
resultar em um maior risco de sangramentos e hemorragias, interferindo diretamente
na capacidade do organismo de conter e reparar lesées (Arunsi et al., 2020). Por
outro lado, a anemia, que se manifesta pela diminuicdo na quantidade de hemacias

ou de hemoglobina, compromete o transporte de oxigénio para os tecidos do corpo,
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afetando a funcdo celular e o metabolismo energético (Jorum; Piero, 2016;
lyare;Obaiji, 2014).

ApOs examinar os parametros hematolégicos mencionados na (Tabela 10),
houve reducgdes significativas apenas no numero de hemacias e plaquetas nos
machos tratados com a dose de 2000 mg/kg, em comparagao com o grupo controle.
Ja nos grupos de fémeas da (Tabela 11), ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significantes nos parametros hematolégicos em relacédo ao grupo
controle. Ao término do tratamento agudo, os machos e as fémeas, em comparagao
aos grupos controle e veiculo nao revelaram alteragdes significativas, e os valores
encontrados também nado divergiram dos valores de referéncia estabelecidos na
literatura (Arunsi et al., 2020; Lindstrom et al., 2015; Stokol et al., 2021).

Mesmo com redugdo no numero de hemacias e plaquetas (Tabela 10), a
analise nao atesta a presenca de anemia nos animais machos estudados, uma vez
que os valores de hematécrito e concentragdo de hemoglobina permaneceram
dentro dos intervalos pré-estabelecidos. A avaliacdo da anemia requer uma analise
detalhada dos parametros hematolégicos, como o valor globular e o tamanho das
hemacias (Kebede et al., 2016; Stokol et al., 2021) Além disso, ndo foi observada
reducao nos niveis de VCM, HCM, CHCM e RDW, que refletem a integridade das
células vermelhas do sangue, sugerindo que os tratamentos ndo afetaram sua
contagem (Alebachew et al., 2015; Lindstrom et al., 2015; Stokol et al., 2021)

Os leucdcitos, incluindo granulécitos, podem ser subdivididos em neutrdfilos,
eosindfilos, basdfilos, mondcitos e linfécitos, sendo esses desempenham um papel
central na resposta inflamatéria e defesa do hospedeiro. Os resultados obtidos ao
avaliar essas células, mostrou que ndo houve alteragdes significativas nas
contagens das células brancas do sangue em comparagdao ao grupo controle,
apontando um mecanismo de defesa do organismo (Jorum; Piero, 2016).

Uma analise adicional significativa diz respeito aos resultados do teste de
granuloma, os quais revelaram uma diminuigdo no peso do bago. Essa observagao
sugere que o extrato da planta C. martii pode exibir uma atividade comparavel a dos
corticosteroides na modulagcdo do sistema imunoldégico, atuando como
imunossupressor. Essa propriedade potencial pode ser atribuida a capacidade do
extrato de regular a resposta imunoldgica, influenciando a produgao e atividade de

células do sistema hematopoiético. Esta interagdo complexa pode explicar a discreta
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reducdo no numero de hemacias e plaquetas observada nos experimentos,
destacando a importancia de compreender os efeitos imunomoduladores de
compostos vegetais em diferentes sistemas do corpo.

Os parametros bioquimicos desempenham um papel crucial ao fornecer
indicadores sobre o0s processos adaptativos do organismo, permitindo a
interpretacdo do funcionamento de o6rgaos como figado, rins, pancreas, 0sso e
musculos (Rehman et al., 2017). Neste experimento, foram avaliados varios
parametros bioquimicos (Tabela 12 e 13) em ratos machos e fémeas, incluindo os
niveis de creatinina, albumina, TGO e TGP.

A lesédo hepatica induzida por drogas tem um impacto significativo na saude
do paciente e na pesquisa de novos tratamentos. As transaminases, conhecidas
como TGP e TGO, sdao marcadores cruciais da funcado hepatica e uteis na detecgao
de possiveis efeitos toxicos de medicamentos (Francis et al., 2018). Elevagoes
desses biomarcadores no sangue podem indicar danos nas células do figado e
vazamento dessas enzimas. Ao compararmos os niveis de TGP e TGO com os
intervalos de referéncia estabelecidos em estudos anteriores (Elhamalawy et al.,
2022; Gonzalez et al., 2018) e com o grupo controle, tanto em machos quanto em
fémeas o extrato testado ndo causou alteragdes significativas nesses parametros.

A dosagem da creatinina sérica e da ureia sanguinea é comumente utilizada
como uma abordagem diagnostica para avaliar a fungdo renal. No contexto deste
estudo, a creatinina foi escolhida como marcador renal devido a sua estabilidade nos
rins, ja que nao é reabsorvida nos tubulos renais como a ureia (Rehman et al.,
2017). A elevacdo nos niveis plasmaticos de creatinina pode indicar sobrecarga
renal, insuficiéncia renal aguda ou aumento no catabolismo proteico (Elhamalawy et
al., 2022; Hassanen et al., 2022). No entanto, neste experimento, ndo foram
observadas alteragbes significativas nos niveis de creatinina em machos e fémeas
em comparagdo com o grupo controle, sugerindo uma possivel auséncia de danos
renais induzidos pelo tratamento experimental.

A dosagem de albumina é um importante marcador de diversas condi¢des de
saude, especialmente relacionadas a fungcdo hepatica e ao bem-estar geral do
organismo (Jaballi et al., 2017). A albumina, uma proteina produzida pelo figado,
desempenha multiplas fun¢des, incluindo o transporte de substancias no sangue, a

manutengado da pressdo osmotica e a regulacdo do equilibrio acido-base. O uso de
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certas substancias pode aumentar a sintese de proteinas no figado, incluindo a
albumina, como parte de um efeito terapéutico ou colateral (Hassanen et al., 2022;
Yao et al., 2021).

Os resultados da dosagem de albumina (Tabela 12) mostraram uma diferenca
estatisticamente significativa apenas no grupo de machos tratados com a dose de
2000 mg/kg, em comparagao com o grupo controle. No entanto, no grupo de fémeas
(Tabela 13), ndo foram observadas diferengcas estatisticas em nenhum dos
parametros bioquimicos testados. E crucial ressaltar que um aumento nos niveis de
albumina nem sempre indica uma condicdo patolégica (Elhamalawy et al., 2022).
Portanto, quando os niveis de TGO e TGP estdo dentro da faixa normal, um
aumento nos niveis de albumina no sangue geralmente ndo é um sinal direto de
lesdo renal, outros fatores devem ser considerados (Burki et al., 2021; Yao et al.,
2021).

E essencial considerar uma abordagem abrangente ao investigar novos
compostos, particularmente aqueles com o potencial de afetar o sistema nervoso
central. A realizagdo de estudos adicionais € necessaria para avaliar seus efeitos
neurofisiolégicos e comportamentais, bem como as possiveis interagdes com
neurotransmissores e receptores, que podem alterar a resposta biolégica de
maneiras complexas. A compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes,
aliada a avaliagao da segurancga e eficacia terapéutica, € de suma importancia para
garantir que os compostos investigados nao oferecam apenas beneficios clinicos,
mas também apresentem um perfil de risco minimizado. Esses estudos aprofundam
a compreensido sobre os impactos de substancias inéditas no sistema nervoso,
fornecendo insights que permitem a identificagdo precoce de efeitos potenciais
adversos, além de contribuir para o desenvolvimento de terapias mais seguras,

eficazes e direcionadas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos ao longo deste estudo evidenciam a relevancia
bioldgica e terapéutica de Ctenodon martii, uma planta nativa da Floresta Nacional
Contendas do Sincora. A analise quimica revelou a presengca de metabdlitos
bioativos, fundamentando as atividades farmacoldgicas investigadas. Demonstrou-se
que o extrato etandlico, suas fragdes e subfragcdes apresentam notaveis atividades
anti-inflamatéria, antinociceptiva em modelo agudo e cicatrizante, com mecanismos
de acao que agem significativamente para o tratamento de condi¢des inflamatdrias e
regenerativas. A atividade anti-inflamatéria foi comprovada em modelos
experimentais de granuloma, reforcando o potencial terapéutico do extrato em
contextos de inflamacao crbnica. Além disso, os testes indicaram que o extrato néo
possui atividades ansiolitica e sedativas ndo comprometendo a atividade locomotora.
A capacidade cicatrizante foi evidenciada em modelos de feridas, destacando sua
aplicabilidade no estimulo a regeneragdo tecidual. Por outro lado, os testes
toxicolégicos revelaram um perfil de seguranga promissor em modelos agudos,
ampliando a visdo do extrato de estudos para subsequentes. Esses resultados nao
sao apenas avangados para o avango do conhecimento sobre a biodiversidade
brasileira, mas também reforcam a importancia da conservagao e valorizagdo dos
recursos naturais. Ao demonstrar propriedades farmacoldgicas seguras e eficazes,
Ctenodon martii surge como uma fonte potencial de compostos bioativos para o
desenvolvimento de terapias inovadoras, especialmente em abordagens anti-

inflamatdrias, analgésicas e cicatrizantes.
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Cor do leito da ferida
Opcodes de cor:Amarela (A); Vermelha (V) ou Preta (P)

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

Cor da borda da ferida
Opcodes de cor:Amarela (A); Vermelha (V) ou Preta (P)

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

Area da ferida

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

Secrecao da ferida
Opcoes de secrecao: Serosa (Se); Sanguinolento (Sa); Purulento (P) ou Sem secrecéo (SS)

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

Inchago da ferida

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

Classificacdo quanto ao grau da ferida

Ferida Dias de experimento

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ferida A
Ferida B
Ferida C
Ferida D

GRAU I: Nao apresenta secregao, ulceragao, nem inchago avermelhado em torno;
GRAU II: Pouca secregao, cicatriz pouco lisada e inchago ligeiramante avermelhado em torno da ferida;
GRAU llI: Apresenta nivel de secregdo médio, cicatriz em parte lisadas e inchago em torno da ferida;

GRAU |V: Secregado maciga, cicatriz totalmente lisada e com inchaco vermelho 6bvio ao redor da ferida com

manifestagdes infecciosas sistémicas.

Fonte adaptada de (Garros et al., 2006; Santos, Czeczko, Nassif, et al., 2006; Tresvenzol et al.,

2013).




172

APENDICE B — Protocolo experimental utilizado na triagem farmacolégica, conforme
0 “Screening Hipocratico”.

1) Atividade espontanea

Posig¢édo do corpo

Atividade motora

2) Resposta afetiva motora

Toque e fuga

Passividade posicional

Isolamento

Elevacéo da cauda

Neurolégico

1) Ténus muscular

Mioclonia facial

Extensédo patas traseiras

Forca de apreensao

2) Equilibrio e marcha

Reflexo de endireitamento

Toédnus muscular

Marcha com fraqueza muscular

3) Excitagédo e depressao do SNC

Vocalizagao

Mordendo pata

Agressividade

Sedacao/prostragéo

Hipnose/ vira barriga pra cima

Anestesia/ aperta rabo

Tremores cabega ou corpo

Contorgoes

Convulsoes

Mortalidade

Fisiologico

Hiperemia

Hipotermia

Respiragéo rapida

Dispneia

Vermelhidao/rubor

Cianose

Piloeregao

Fechamento palpebral

Micgao

Diarreia

Secrecgao fezes

Sangramentos oculares

Espirros

Fungar

Lacrimejamento

Priaprismo

Fonte: Adapta de (CAMPBELL; RICHTE, 1967; LITCHFIELD; WILCOXON, 1949; MALONE; ROBICHAUD,
1983).
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ANEXO A — Reveladores para CCD

Ferrocianeto de potassio 1% (m/v) (WAGNER; BLADT, 2001)
A solucéo foi preparada pela dissolugéo de 0,10 g de ferrocianeto de potassio em 10

mL de agua destilada e foi armazenada a -4°C.

Cloreto de Ferro Il 2% (m/v) (WAGNER; BLADT, 2001)
O reagente foi preparado pela adicdo de 0,20 g de cloreto de ferro a 10 mL de agua

destilada e guardou-se a -4°C.

Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER; BLADT, 2001)
O reagente foi preparado pela adicdo cuidadosa de 5 mL de anidrido acético e 5 mL
de acido sulfurico a 50 mL de etanol, enquanto se arrefece em gelo. O reagente foi

preparado na altura do ensaio, devido a sua instabilidade.

Reagente de Wagner (BROSSI, 1988)
O reagente foi preparado pela dissolugédo de 1 g de iodo e 10 g de iodeto de
potassio em 50 mL de agua destilada e pela adicao de 2 mL de acido acético glacial.

O volume foi completo até 100 mL com agua destilada.
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ANEXO B — Termo de aprovagdo do Comité de Etica de Pesquisa em Animal.

Pagina1de 1

Universidade Federal da Bahia
| Instituto Multidisciplinar em Satde - Campus Anisio Teixeira
COMISSAOQ DE ETICA EM USO DE ANIMAIS UFBA
(CEUA - IMS/CAT - UFBA) e s

PROJETO DE PESQUISA - Protocolo 075/2019 - Aprovado sem restrigoes em 31/10/2019

Titulo: Avaliagdo das atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva, cicatrizante e toxicologica do extrato etandlico
fragdes e subfragbes do caule e casca da Aeschynomene martii Benth.

g

Protocolo: 075/2019
Pesquisador: Regiane Yatsuda

Instituigdo: Instituto Multidisciplinar em Saude — Campus Anisio Teixeira — UFBA

CERTIFICADO

A Comissgo de Etica em Uso de Animais (CEUA - IMS/CAT - UFBA) certifica que o projeto de pesquisa “Avaliagdo das
atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva, cicatrizante e toxicolégica do extrato etandlico, fragdes e
subfragdes do caule e casca da Aeschynomene martii Benth”, Protocolo n°® 075/2019, do pesquisador Regiane
Yatsuda, que foi submetida & avaliagio desta Comiss3o, estd de acordo com os principios éticos da experimentagio
animal e foi aprovado na 27* Reunifo Ordinéria do dia 31 de outubro de 2019.

CERTIFICATE

The Committee on Ethics in Animal Use (CEUA - IMS / CAT - UFBA) certifies that the research project “Evaluation of the
antiinflammatory, antinociceptive, healing and toxicological activities of the ethanolic extract, fractions and
| subfractions of Aeschynomene martii Benth stem and bark” Protocol n° 075/2018 of the researcher Regiane Yatsuda
#ho was submitted to the evaluation of this Commission is in accordance with the ethical principles of animal
experimentation and was approved at the 27th ordinary meeting on 10/31/2019.

% Vitéria da Conquista, 31 de outubro de 2019,
( O tzm?];/? &é )= .

Bruno Ldpes Bastos ol
Coordenador CEUA - IMS/CAT - UFBA

CEUA - IMS/CAT - UFBA
Prédio Administrativo IMS/CAT - UFBA (1° andar) - Rua Hormindo Barros, 58 - Quadra 17 - Lote 58 - Bairro Candeias - Vitdria da Conquists - BA - CEP 45.029-094
Home Page: http/ceunims.ufba by e-mail: ceunimsulba@ufba by
Pagina 1 de |
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ANEXO C - Registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizag&o e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fliingico e microbiolégico

| Numero: 12292-1 Data da Emissdo: 06/08/2007 22:48 |
Dados do titular

| Registro no Ibama: 2060948 Nome: Regiane Yatsuda CPF: 288.773.518-70 |

Observagdes, ressalvas e condicionantes

A participagdo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagdo depende de autorizagdo expedida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT),

2 | A autorizagdo ou licenga do Ibama néo exime o pesquisador da necessidade de obfer outras anuéncias, como: 1) do propnetario, arrendatario, posseiro ou morador
quando as atividades de pesquisa forem realizadas em area de dominio privado; Il) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érg&o indigenista oficial, quando as

atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area
indispensavel & seguranca nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras, na
plataforma continental ou na zona econdémica exclusiva; V)da Fundagdo Palmares, quando as atividades de pesquisa forem executadas em areas de Quilombolas; VI)
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e da Ageéncia MNacional de Vigilancia Sanitaria, quando da entrada e saida de material biolégico do Pais; VII)
do Departamento Macional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploracdo de depositos fossiliferos ou a extracdo de espécimes fosseis; V1II) do érgéo
gestor da unidade de conservacio estadual, distrital ou municipal, entre outras.

3 | O material biolégico coletado devera ser utilizado exclusivamente para atividades didaticas ou cientificas sem potencial de uso econémico;

4 | E necessario a obtengdo de anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a atividade

5 | Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrébios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n°® 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencgdo de autorizacio para coleta de vegetais hidrébios para fins cientificos.

6 | Este documento ndo € vélido para: a) coleta ou fransporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingéo; b) recebimento ou envio
de material bioldgico ao exterior; e c) realizacdo de pesquisa em unidade de conservacéo federal ou em caverna.

7 | Este documento ndo dispensa a obtencdo de autorizacdo de acesso ao componente do patrimdnio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da

legislagdo vigente.

Taxons autorizados

Nivel taxondmico Taxon(s)

FILO Coniferophyta, Magnoliophyta, Lycopodiophyta, Ginkgophyta

Este documento (Comprovante de registro para coleta de matenal boténico, fingico e microbiologico) foi expedido com base na Instrugéo Normativa
Ibama n°154, de 01 de margo 2007, publicada no DOU do dia 02/03/2007. Através do codigo de autenticag&o abaixo, qualquer cidaddo podera

verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacio: 16978523 ‘l m [__Péga |




ANEXO D - Registro de autorizagao para atividade com finalidade cientifica.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

lCiﬂ Sistema de Autorizagio e Informagéio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 13258-2 | Data da Emissao: 27/05/2020 23:17:32 | Data da Revalidagio®: 01/01/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Mome: Regiane Yatsuda IEFF: 288.773.518-70

Titulo do Projeto: Avaliagio da afividade biologica de compostos isolados de plantas medicinais do Sudoeste da Bahia

Mome da Insfituigio: Universidade Federal da Bahia IEM:'.J: 15.180.714/0001-04
Cronograma de afividades

# |Descrigio da atividade Inicio [mésfana) Fim [meés/anc)

1 |fitoquimica e atividade biclégica plantas. 12007 1272007

2 | coleta de plantas V2007 1272007

3 |coleta de plantas para andlise fitoquimica e biolégica 1172018 11/2020
Equipe

# |Mome Fungao CPF Macicnalidade
1 |Lucas Miranda Margues pesquisador colaborador 284 451.368-05 Brasileira
2 |Mariluze Peixoto Cruz pesquisador colaborador 0963.028.655-87 Brasileira
3 | Ana Paula Trovatti Ustanabaro Pesquisadora Colaboradora 847 BE7.876-04 Brasileira

Observagdes e ressalvas

1 O pesquisador somende poderd realzar afividade de campo apds o #rmino do estado de emerpéncia devido & COVID-19, assim deciarado por afo da avlordade competenge

2 | Emcaso ge pesguisa em UNIDADE DE CONZERVAGAD, 0 pesquisador iBuar dests suiontzagio devers contactar a adminisiragio &2 unidade 2 1m de CONFIRMAR AS DATAS das
as BamaT das colstas & o2 uso da Infrasstrulura da unidade,

3 O #%ular d= auiorizagho ou de Icenga permanente, assim como o3 membens de sua squipe, quando da viclagSo da lzgksiagho vipente, cu guando da insdequacko, omissBo ou
Talsa descrigho de indormagBes relevanies que subsidiaram a expedighc do ado, podera, decislo fera ‘au fcenga ou revogada peio
ICHElD, nos temacs da iegisiaglo bmsleira em vigor.

4 Esfe documenio somenie poderd ser utlizado pama os fins previsios na hﬂ'u;inﬁnnnnn ICABio n® 032044 o na hm;iu Normatka ICMEBI0 n® 102040, no que especiica esta
Autorizagic, nSo podende ser wilizade para fins comercials, Indusiials cu esparfivos. O material Bokdgico coletado deverd ser ulilizado para athvidades clentificas cu diddticas no
dmblio do ensing superion

13 Az aiividades de campo sxercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, =m fodo o terfidrio nacional, gue - de recarsos e tendo por objeio
Colztar dados, materials, Spacimes bioiogios & minerals, peras IMegranies &8 culurs ratva £ oulora Dopular, PrEssnis £ paSsaca, ODIkocs. por meks 92 MECursos £ IEonicas que s
destinem &0 estudo, & dBusdo cu & pesquisa, estio suletins 2 sulorizagho do Ministéro de Clénca = Tecnologia.

13 Dﬂlud:lnﬂpwnmagﬂoammmdu sza equipe deverBo optar por méfdos de colela & Insfrumentos de captum dreclonados, semere que poss ivel, ac grupo
‘axanomice de inkeresse, evEando a more ou dang Significafivo & oulros Qrupds: & Smpregar Esfong OF coleta ou captem que ndo o a - do grupo
‘tawondmico de inter=sse em condiglo in s,

7 |Esta MAD exime o mdare oz e sus squips g8 de obter 2z o &m outras Iegals, bem como oo
ConiEnfmEnto S0 MEsponsdvel pela area, pubica ou privada, onde 5= realzoda o attvidade, Incuste do mio gestor g t=ma indigens (FUNALL 92 unieade de conservagio
estadual, distrital ou munidpal, ou do proprietario, anendakério, posseim ou morador de Anea denfro dos Imies de unidade de conservagiio federal cujo processo de neguiarzaclo

fundlaria enconira-s= &m oursa.

B Esée documento nlo dispensa o cumprimento da legisiacio que dispBe sobne acesso a componenis do patimdnia genétion exisient= no teriario nacional, na plataforma confinental e
N3 ZONA ECONBMKCA SCissha, ou 30 conheciments Tadiclonal ass00ado a0 patdminko ganstion, para fins de pesguisa centifcs, bicprospecclo & desenvokimenio teonokgico. Vel
malkores imermaghies em www.mma.gov.bricgen.

Este documento foi expedido com base na Inafrugio Normativa n® 032014, Através do codigo de aufenticagso abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a aufenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbia/CMBic na Infermef (wwiw.icmibio.gov.br/siabia).

Codigo de autenticagdo: 0132580320200527 Pagina 1/4
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