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RESUMO

Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch (Araliaceae) é conhecida popularmente como
arvore do papel de arroz, tung-tsao, bok-shunge, kamiyatsude e embauba. E originaria
da China, crescendo principalmente nas bordas das florestas de Taiwan. Considerada
uma planta exética, suas folhas e caule sdo os 6rgaos mais utilizados na medicina
popular com acdo anti-inflamatoria, antitussigena, antiasmatica antitrombatica,
antihepatotoxica, anticancerigena, analgésica, antioxidante, diurética e
antimicrobiana. O estudo morfoanatémico, a caracterizacdo quimica e a determinacéao
das atividades biologicas sdo de extrema importancia, pois espécies vegetais sao
comumente confundidas, principalmente quando sdo conhecidas pelo mesmo nome
popular. O presente trabalho teve como principal objetivo determinar as caracteristicas
microscopicas e microquimicas de folhas de T. papyrifer, além de avaliar o perfil
quimico do 6leo essencial e do extrato aquoso, bem como testar a atividade anti-
inflamatoria e antioxidante do extrato. Para a andlise das caracteristicas
microscopicas foram utilizados métodos em microscopia de luz e microscopia
eletrdbnica de varredura por efeito de campo. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagao e caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. Os constituintes do extrato aquoso foram caracterizados quimicamente.
Os principais marcadores anatdomicos foram folha anfihipoestomatica, tricomas
tectores pluricelulares unisseriados na base com porcao apical ramificada, mesofilo
dorsiventral, feixes vasculares colaterais, nervura mediana com formato biconvexo,
epiderme unisseriada, drusas de oxalato de calcio e dutos secretores. A analise
microquimica revelou a presengca de graos de amido, pectinas, oleorresina e
compostos fendlicos, lipofilicos e lignificados. Os principais metabdlitos especiais
encontrados no 6leo essencial foram B-pineno (27,73%), a-pineno (12,23%), B-
selineno (11,74%) e nerolidol (7,13%). Na analise do extrato aquoso observou-se
indicios de compostos fendlicos, flavonoides, flavonol e taninos condensados. A
andlise da atividade antioxidante (DPPH, ABTS + e [B-caroteno/acido linoleico) foi
realizada tanto para o 6leo essencial como para o extrato, em que este obteve
resultado superior (ICso 29,33 ug/mL) quando comparado com o 6leo essencial. Nos
testes de verificagdo da atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso de Tetrapanax
papyrifer (EATP) apresentou agao anti-hiperalgésica. Os resultados obtidos na
caracterizagdo morfoanatdmica e, os metabdlitos especiais encontrados tanto no
extrato como no 6leo essencial, contribuem para a identificagédo de T. papyrifer e
confirmam a sua utilizagdo como agente anti-inflamatério.

Palavras-chave: Controle da qualidade. Adulteracdo de plantas medicinais.
Embauba. Microscopia. Micromorfologia.



ABSTRACT

Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch (Araliaceae) is popularly known as rice paper
tree, tung-tsao, bok-shunge, kamiyatsude and embauba. It originates from China,
growing mainly on the edges of forests in Taiwan. Considered an exotic plant, its
leaves and stem are the most used organs in folk medicine with anti-inflammatory,
antitussive, antithrombotic, antihepatotoxic, anticancer, analgesic, antioxidant, diuretic
and antimicrobial action. The morpho-anatomical study, chemical characterization and
determination of biological activities is extremely important, as plant species are
commonly confused, especially when they are known by the same popular name. The
main objective of the present study was to determine the microscopic and
microchemical characteristics of T. papyrifer leaves, in addition to evaluating the
chemical profile of the essential oil and the aqueous extract, as well as testing the anti-
inflammatory and antioxidant activity of the extract. To analyze the microscopic
characteristics, light microscopy and field effect scanning electron microscopy
methods were used. The essential oil was extracted by hydrodistillation and
characterized by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The constituents
of the aqueous extract were chemically characterized. The main anatomical markers
were amphi-hypostomatic leaf, multicellular non-glandular trichomes uniseriate at the
base with branched apical portion, dorsiventral mesophyll, collateral vascular bundles,
midrib with biconvex shape, uniseriate epidermis, calcium oxalate drusen and
secretory ducts. Microchemical analysis revealed the presence of starch grains,
pectins, oleoresin and phenolic, lipophilic and lignified compounds. The main special
metabolites found in the essential oil were B-pinene (27,73%), a-pinene (12,23%), B-
selinene (11,74%) and nerolidol (7,13%). In the analysis of the aqueous extract, signs
of phenolic compounds, flavonoids, flavonol and condensed tannins were observed.
The analysis of antioxidant activity (DPPH, ABTS + and [(3-carotene/linoleic acid) was
carried out for both the essential oil and the extract, which obtained a superior result
(ICs0 29,33 ug/mL) when compared to the essential oil. In tests to verify the anti-
inflammatory activity of aqueous extract Tetrapanax papyrifer (EATP), it showed anti-
hyperalgesic action. The results obtained in the morphoanatomical characterization
and the special metabolites found in both the extract and the essential oil, contribute
to the identification of T. papyrifer and confirm its use as an anti-inflammatory agent.

Keywords: Quality control. Adulterant of medicinal plants. Embauba. Microscopy.
Micromorphology. Microscopy.
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1 INTRODUGAO

O uso de elementos da natureza para o tratamento de enfermidades é
conhecido desde os primérdios. O primeiro registro médico encontrado é datado de
2.100 a.C e inclui uma colecdo de formulas de trinta diferentes drogas tanto de origem
vegetal, como animal e mineral (Duarte, 2006).

O Brasil é o pais considerado o maior possuidor de biodiversidade do mundo,
apresentando um numero estimado de espécies registradas de 7.732.533 milhdes
(IBGE, 2023; SiBBr, 2023), por isto € de extrema importancia a realizacado de estudos
mais minuciosos sobre a identificacdo de espécies medicinais, principalmente no que
diz respeito ao controle da qualidade e possivel acao terapéutica da matéria-prima
vegetal. A adulteracdo e/ou substituicdo de matérias-primas vegetais podem
prejudicar a eficacia terapéutica e aumentar o risco de intoxicagdo para o usuario
(Machado et al., 2019; Manfron, 2021).

A primeira etapa para o controle de qualidade € a correta identificacdo
botanica sendo a analise microscépica um dos principais parametros determinantes.
Esta analise permite identificar as caracteristicas anatdmicas da planta, consideradas
as mais estaveis. Além disso, € uma técnica razoavelmente rapida, de baixo custo e
eficiente, permitindo que sejam analisadas diferentes formas de amostras, podendo
estas estarem frescas, secas, submetidas a extracdo com solventes e até finamente
fragmentada (Conceigao; Aoyama, 2016; Manfron, 2021).

Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch foi originariamente descrita com o nome
Aralia papyrifera Hook. Essa nomenclatura foi mantida até 1859, quando K. Koch
separou a planta em um género monotipico chamado Tetrapanax. Essa espécie &
originaria da China, crescendo principalmente nas bordas das florestas de Taiwan
(Nesbitt; Prosser; Williams, 2010).

E conhecida popularmente na China como tung-tsao ou bok-shunge (Nesbitt;
Prosser; Williams, 2010) e no Japao como kamiyatsude (Fujita, 1980), sendo a
denominagao universal de arvore do papel de arroz (Nesbitt; Prosser; Williams, 2010).
Essa espécie faz parte da familia Araliaceae, que inclui cerca de 46 géneros e 2.000
espécies (Fiasch; Pirani, 2005; Missouri Botanical Garden, 2024).

Espécies pertencentes a Familia Araliaceae sao amplamente utilizadas na
medicina popular, a exemplo de Panax ginseng C.A.Meyer. (ginseng) e Hedera helix
L. (hera) (Oliveira, 2018).
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As folhas e o caule de T. papyrifer sao os 6érgaos mais utilizados na medicina
tradicional, sendo descritas as seguintes agdes farmacoldgicas: anti-inflamatoria,
antitussigena, antiasmatica (Hernandez, Civitella; Rosato, 2010), antitrombotica e
antihepatotoxica (Rojas et al., 2008), anticancerigena (Moon et al., 2010), analgésica
(Zhang et al., 2020), potente antioxidante (Suk et al., 2011), diurética (Wu; Weber;
Imhof, 2006), antimicrobiana e até mesmo acéo antienvelhecimento e clareadora da
pele (Roh; Kim; Kim, 2011).

Sabe-se que a inflamagdo € um dos mecanismos essenciais de defesa
biolégica contra estimulos nocivos externos, mas que uma resposta inflamatéria
exacerbada e continua é capaz de causar sérios danos teciduais e até mesmo
provocar diversas doencas. In vivo, esta resposta inflamatdéria € causada por
mediadores inflamatérios como, por exemplo, os metabdlitos do acido araquiddnico,
0 oxido nitrico, e as citocinas. Deste modo, € de grande importancia analisar a agao
anti-inflamatéria e antioxidante de ervas medicinais que sao utilizadas pela populagao
com este fim terapéutico, visto que os farmacos presentes no mercado apresentam
muitos efeitos colaterais (Suk ef al., 2013).

E importante salientar que sdo raros os estudos sobre as caracteristicas
farmacognodsticas de identificacdo botanica e de caracterizacdo quimica da droga
vegetal, bem como de atividades etnofarmacolégicas de T. papyrifer. Diante disso,
destaca-se a importancia de se realizar estudos que contribuam para a sua correta
identificacdo e, eventualmente, para o desenvolvimento de um novo medicamento
fitoterapico.

Frente ao exposto, o principal objetivo do trabalho é avaliar o perfil quimico do
Oleo essencial e do extrato aquoso extraido de folhas de T. papyrifer, indicar os
marcadores anatomicos foliares para identificacdo da espécie e verificar a possivel

acao anti-inflamatdria do extrato aquoso.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as caracteristicas microscépicas e microquimicas de folhas de
Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch, avaliar o perfil quimico do 6leo essencial e do
extrato aquoso, testar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante do extrato aquoso,

bem como a acao antioxidante do 6leo essencial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar anatomicamente as folhas de T. papyrifer por microscopia de
luz;

e Determinar as caracteristicas microquimicas de folhas de T. papyrifer;

e Fornecer dados ultraestruturais de folhas de T. papyrifer, por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura por Efeito de Campo (MEVEC);

e Extrair o 6leo essencial de folhas de T. papyrifer, utilizando o método de
hidrodestilagdo usando o aparato Clevenger;

e Caracterizar o 6leo essencial de folhas de T. papyrifer por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

e Determinar constituintes quimicos do extrato aquoso de folhas de T.
papyrifer;

e Identificar e avaliar a acdo antioxidante do extrato aquoso e do 6éleo
essencial de T. papyrifer,

e Avaliar a agao anti-inflamatéria do extrato aquoso de T. papyrifer por meio
do modelo de edema de pata;

e Avaliar a atividade antinociceptiva do extrato aquoso de T. papyrifer pelo
modelo de hiperalgesia mecanica;

e Avaliar a sensibilidade ao frio do extrato aquoso de T. papyrifer,

utilizando o teste da acetona.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 ESTUDO DAS PLANTAS MEDICINAIS

Planta medicinal, segundo a Politica e Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (2016), € toda espécie vegetal, cultivada ou néo, utilizada
com propositos terapéuticos, podendo ser de origem fresca (aquela coletada no
momento do uso) ou seca (a que foi precedida de secagem), equivalendo a droga
vegetal. A utilizagdo de plantas para o uso terapéutico é registrada, de maneira escrita
ou verbal, desde o surgimento do homem, principalmente pelas civiliza¢gdes da China,
india, Egito e Grécia. O uso medicinal popular de Artemisia annua L. contra a malaria,
as propriedades de Papaver somniferum L. como sedativo e a agao digestiva de
Mentha x piperita L. sdo alguns exemplos do uso de plantas medicinais consagradas
ha mais de 4.000 anos (Alves, 2013; Baratto, 2021).

O Brasil é o pais que apresenta a maior biodiversidade mundial, sendo as
plantas o constituinte fundamental deste titulo. Estas, encontram-se distribuidas em
seis principais biomas: Amazénia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e
Pampa, alguns destes sdo também reconhecidos como hotspots da biodiversidade,
considerando a quantidade elevada de espécies vegetais distintas. As plantas
medicinais sao utilizadas para produ¢ao de medicamentos fitoterapicos, remédios
caseiros e na prevencao de doengas na medicina tradicional. Em razdo de tais
caracteristicas da flora nacional, torna-se cada vez mais importante o estudo sobre as
diversas espécies vegetais (Brasil, 2016; Brandao, 2018).

Apesar da vasta biodiversidade propria, sabe-se que o Brasil apresenta pelo
menos 210 espécies vegetais exdticas que foram introduzidas pelo homem, de
maneira consciente ou inconsciente, através da miscigenagao entre culturas ao longo
dos séculos. O desenvolvimento destas diversas espécies exoticas se deve as varias
condic¢des favoraveis do pais, sejam estas climaticas ou até mesmo culturais (Instituto
Brandéao, 2018; Hérus, 2023). Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch é uma espécie
vegetal catalogada como invasora exética, seu vetor principal de dispersao foi o
homem para uso, inicialmente, ornamental. Mas, estudos comprovam que esta
espécie também ¢é utilizada tradicionalmente por sua acgao anti-inflamatéria
(Hernandez et al., 2010) e antioxidante (Suk et al., 2013). Dessa forma, sendo uma

planta utilizada na medicina tradicional, o uso etnofarmacoldgico deve ser investigado.
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3.2 VALIDACAO DAS PLANTAS MEDICINAIS

Quando proferimos sobre plantas, principalmente em se tratando do territério
brasileiro, a primeira palavra que pensamos €& preservagao. Preservar a
biodiversidade do pais é extremamente importante, mas conhecer e instruir-se dos
seus usos tradicionais é, também, excepcionalmente relevante. E preciso transformar
as plantas medicinais brasileiras em produtos de valor comercial agregado, capazes
de gerar renda e riquezas tanto para o pais quanto para os detentores de seu
conhecimento (Brandao, 2018).

A Farmacognosia, que etimologicamente, significa o conhecimento (gnose)
dos farmacos (pharmacon), € atualmente definida como o estudo de matérias-primas
e substancias de origem bioldgica, ou seja, obtidas a partir de vegetais, animais ou
por fermentagao de microrganismos, com finalidade terapéutica, envolvendo o estudo
da identificagcdo de drogas vegetais por caracteres morfologicos e anatbmicos, a
origem da espécie e suas formas de produgédo. Abrange, também, as analises da
composi¢cao quimica e caracterizagao estrutural, farmacoldgica e toxicoldgica (Rates,
2001).

E todos os estudos devem seguir protocolos e normas ja estipulados tanto
pelas Farmacopeias como por Resolugdes do pais, preconizando os principais
requisitos para o controle da qualidade e seguranga de drogas vegetais. Dentre as
evidéncias utilizadas para o controle da qualidade de drogas vegetais, as
caracteristicas farmacobotanicas, como aspectos morfolégicos externos e
microscopicos sao 0s mais acessiveis. Apesar dos métodos quimicos analiticos serem
atualmente os mais utilizados como técnicas padrao de identificagcdo para muitas
drogas vegetais, a Farmacobotanica € particularmente aplicavel na analise de
misturas quando os marcadores anatémicos podem ser facilmente reconhecidos
(Manfron, 2021).

E a partir desses estudos que surge a fitoterapia, descrita como um método
racional e alopatico, baseado em evidéncias cientificas, empregado no tratamento
médico de varias patologias (Alves, 2013). Além disso, os medicamentos fitoterapicos
sdo considerados uma significativa fonte de inovagédo em saude, caracterizando-se
como uma area de extremo interesse para as industrias farmacéuticas (Brasil, 2016;
Brandao, 2018).
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3.3 FAMILIA ARALIACEAE

Incluida na ordem Apiales, a familia Araliaceae apresenta cerca de 46 géneros
aceitos e, aproximadamente, 2.000 diferentes espécies. A maioria dos géneros é
tropical ou subtropical, crescem em florestas Umidas podendo, algumas espécies, se
desenvolver em areas temperadas e/ou secas (Missouri Botanical Garden, 2024).

As plantas dessa familia sdo caracterizadas por arvores do tipo arbusto,
epifitas, diversamente indumentadas ou apresentando-se glabras, raramente
espinescentes ou inermes. A filotaxia € do tipo alterna espiralada, sendo as folhas
encontradas agrupadas no apice dos ramos, composto-pinadas, digitadas ou simples,
apresentando estipula intrapeciolar adnata ao peciolo, e ainda, exibindo |lamina inteira
ou palmatilobada. A inflorescéncia pode ser terminal ou pseudolateral com flores
agrupadas em umbelas ou capitulos, com o aparecimento raro de racemos ou
espigas, bi ou unissexuadas, diclamideas, actinomorfas e epigenas. Os frutos sdo do
tipo drupa, apresentando embrido pequeno, endosperma uniforme ou diversamente
ruminado (Fiaschi; Pirani, 2005).

Dos 46 géneros aceitos, quatro podem ser considerados nativos do Brasil:
Aralia L., Dendropanax Decne. & Planch., Oreopanax Decne. & Planch. e Schefflera
J.R.Forst. & G.Forst. E as espécies mais cultivadas sao: Hedera helix L., Polyscias
fruticosa (L.) Harms, Polyscias guilfoylei (W.Bull) L.H.Bailey, Schefflera actinophylla
(Endl.) Harms, Schefflera arboricola (Hayata) Merr., Schefflera elegantissima
(H.J.Veitch ex Mast.) Lowry & Frodin e Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch. (Fiachi
et al., 2007).

3.4 TETRAPANAX PAPYRIFER (HOOK.) KKOCH
3.4.1 Distribuicao e Morfologia

Tetrapanax papyrifer, pertencente ao género Tetrapanax (K.Koch) K.Koch, é
um arbusto ou arvore e cresce principalmente no bioma tropical umido, tendo
distribuicdo nativa no centro e sul da China e em Taiwan. E uma espécie introduzida
no Alabama, Agores, sul do Brasil, Havai, Japao, Coreia, Madeira, Nansei-shoto, Nova

Caledobnia e norte e sul da Nova Zelandia (Figura 1) (Plants of the World online, 2023).
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Figura 1 - Distribuicdo de T. papyrifer

Nota: Coloragdo roxa: area em que a espécie foi introduzida e coloragdo verde: area em que a
espécie é nativa.

Fonte: ROYAL BOTANIC GARDENS, KEW. Plants of the World Online. Tetrapanax (K.Koch) K.Koch.
Disponivel em: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:3112-1 . Acesso
em: 7 out. 2024.

3.4.2 Origem Histérica

Tetrapanax papyrifer € um arbusto que aprecia clima quente a moderado, solo
ligeiramente umido e rico em matéria organica, com ciclo de vida perene, podendo
chegar de 3 a 5 m de altura. E conhecida popularmente como arvore do papel de arroz
ou arvore do papel de miolo, sendo um vegetal que precisou de uma longa trajetéria
de estudos e pesquisas para que fosse possivel o desenvolvimento da sua real
classificagdo boténica. Levando em consideragao literalmente a sua nomenclatura
popular, na China, a medula do vegetal era utilizada para a confec¢cao de papel
designado, principalmente, para artesanatos e pinturas (Nesbitt; Prosser; Williams,
2010).

Aquarelas exibindo cenas da vida cotidiana da China e flores artificiais, eram
os principais artesanatos produzidos com o papel extraido da medula de T. papyrifer.
A partir da década de 1820, estes artesanatos comecaram a ser produzidos em
grande escala, pois turistas que visitavam o pais levavam para suas casas como uma

lembrancga tradicional da China. No inicio do século XX, estas lembrangas chamaram


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:3112-1

21

a atencao de botanicos que, imediatamente, reconheceram que o famoso papel de
arroz ou, como € conhecido na China, tongcaozhi, nao era feito de arroz (Nesbitt;
Prosser; Williams, 2010, 2010; Krtger, 2019).

Em 1830, o pesquisador John Livingstone entregou um pedago do caule da
arvore do papel de arroz para o professor de botanica, Sr. Hooker, da Universidade
de Glasgow. Este pesquisador, deslumbrado com as particularidades do papel,
descreveu minuciosamente as caracteristicas da medula e solicitou ajuda sobre a
identificacdo da planta para Thomas Hardwicke (eminente naturalista da india), que
sugeriu a Hooker uma planta indiana, Aeschynomene paludosa Roxb., pertencente a
familia Leguminosae (atualmente classificada como Sesbania bispinosa var. bispinosa
(Govaerts et al,. 2021). Mas, a sugestao de Hardwicke foi possivelmente confundida
com outro vegetal, Aeschynomene aspera L., conhecida como planta sola, também
utilizada para producgéao de flores artificiais a partir de sua medula (Nesbitt; Prosser;
Williams, 2010).

No ano de 1849, Hooker recebeu para o museu de Kew uma parte da medula
da planta de papel de arroz, um modelo da faca utilizada para corta-la e uma breve
descricao expondo a seguinte informacao: a planta crescia nos terrenos pantanosos
da provincia de Sam-swi, localizada ao norte da llha de Formosa (atualmente Taiwan).
Este esclarecimento auxiliou na indicagao da sua origem e descartou A. aspera como
possivel candidata a planta de papel de arroz (Nesbitt; Prosser; Williams, 2010).
Também foi frequentemente descrita como “bambu”, “papiro” ou sabugueiro-do-
pantano” e confundida com a arvore-fruta-pao (Artocarpus incisifolia Stokes.) (Kruger,
2019).

Com o auxilio de John Reeves (naturalista da China), o pesquisador Hooker,
em 1852, publicou no Journal of Botany a identificagdo da planta de papel de arroz
como uma nova espécie: Aralia papyrifera Hook. juntamente com uma litografia
colorida a mao do espécime seco, mostrando as seguintes caracteristicas: “planta
medular do tipo arbusto de até 3,5 m de altura, com folhas grandes profundamente
lobadas, a maneira das figueiras, e cobertas com tricomas estrelados” (Nesbitt;
Prosser; Williams, 2010).

Como havia grande incerteza sobre seu género, seu nome cientifico foi
alterado de Aralia papyrifera Hook. para Fatsia papyrifera (Hook.) Mig. ex Witte
(Krtger, 2019). Mas foi a partir de 1859, por meio do estudo do pesquisador K.Koch

que a especie foi inserida em um género monotipico, identificada, ent&o, oficialmente
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de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch (Nesbitt; Prosser; Williams, 2010; Krlger,
2019).

Apesar da planta ter sido amplamente utilizada para artesanatos, T. papyrifer
também ja era empregada na medicina, sendo seu uso publicado em 1593, descrita

no Compéndio de Matéria Médica de Schizhen Li (Nesbitt; Prosser; Williams, 2010).

3.5 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério € uma resposta de defesa a um estimulo prejudicial,
caracterizada por ser uma reagdo complexa a varios agentes nocivos
(microrganismos, anticorpos e ferimentos fisicos), geralmente necréticas, determinada
por cinco manifestagdes principais: (1) vasodilatacdo dos vasos sanguineos com
consequente aumento do fluxo sanguineo no local da agressao, (2) aumento da
permeabilidade dos capilares, permitindo a saida de grande quantidade de liquido
para os espacos intersticiais, (3) coagulagcdo do liquido nos espacgos intersticiais,
devido a quantidade aumentada de proteinas que vazaram dos capilares,(4) migragao
de grande quantidade de granuldcitos e mondcitos para os tecidos e (5) dilatagao das
células teciduais. Varios destes sinais sdo ocasionados por produtos teciduais como
a histamina, a bradicinina, a serotonina, as prostaglandinas, produtos de reacéo do
sistema complemento e do sistema de coagulacéo (Hall, 2011).

Robbins e Cotran (2010), descreveram que a efetividade desta reacdo em
eliminar o estimulo ou o tecido danificado e a sua natureza diferencia a resposta
inflamatdria em duas categorias: inflamagéo aguda e inflamacgao crénica. A inflamagéao
aguda se inicia em alguns segundos ou minutos e tem duragdo considerada curta,
podendo durar até poucos dias, quando bem-sucedida em relagdo a eliminagdo do
agente agressor. A inflamacéao crénica, que pode seguir a inflamagao aguda ou ser
insidiosa no inicio e tem longa duragdo. Quando ocorre de maneira exacerbada, a
reacao inflamatoria torna-se potencialmente prejudicial, sendo responsavel por varias
doencas crénicas e reacdes de hipersensibilidade potencialmente fatais.

O tratamento é caracterizado pela prescricao de farmacos classificados como
anti-inflamatérios, cuja finalidade € aliviar os sintomas, preservar a fungao e retardar
ou deter o processo de lesdo tecidual (Melgacgo et al., 2010; Katzung, 2014). Estes
farmacos sao divididos em duas classes terapéuticas distintas: os anti-inflamatérios

esteroidais (AIES) e os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), e ambas as classes
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apresentam limitagdes de uso, ou por apresentarem uma toxicidade elevada quando
utilizados de maneira crbénica ou por proporcionarem efeitos colaterais graves
envolvendo o trato gastrointestinal (Sandoval et al., 2017).

Segundo dados da 62 edicdo do Anuario Estatistico do Mercado Farmacéutico
(2023), os anti-inflamatérios aparecem no ranking das substancias mais
comercializadas por apresentagdes no ano de 2022. Desta classe, nimesulida e
ibuprofeno aparecem em 5° e 6° lugar, respectivamente, contemplando um valor entre
100 a 150 milhdes de apresentagdes comercializadas, ficando atras apenas dos
medicamentos de uso continuo.

A prescricao de farmacos anti-inflamatérios, principalmente AINES, deve ser
realizada de maneira criteriosa, especialmente para pacientes considerados de alto
risco, como idosos, hipertensos, diabéticos, pacientes hipovolémicos ou em uso
continuo de diuréticos. Portanto, percebe-se a urgéncia e a necessidade da utilizagao
de ativos anti-inflamatdrios que apresentem menos efeitos colaterais (Melgaco et al.,
2010).
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4 MATERIAL E METODOS
41 COLETA E PREPARAGCAO DA PLANTA

Folhas adultas de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch foram coletadas no
Horto Medicinal do Curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) sob as coordenadas (latitude 25°5’40”S e longitude 50°6’5”0), em junho de
2022. Uma amostra da espécie foi identificada pela taxonomista Dra. Rosangela
Capuano Tardivo e depositada no Herbario da UEPG sob numero de registro HUPG
23079 (Figura 2). O acesso ao material vegetal foi autorizado pelo Conselho de
Gestdo do Patriménio Genético (CGEN/SISGEN) de acordo com o registro
AE93A56.

Figura 2 — Imagem da exsicata de Tetrapanax papyrifer

ks 23579
H;PG ez PLANTAS DO BRASIL

taetieimo du Biouin Geral Estado do Parana

Fonte: A autora (2023).
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4.2 MORFOLOGIA E ANATOMIA FOLIAR
4.2.1 Fixagao e desidratagao

Folhas de T. papyrifer foram fixadas em solugéo de FAA 70 (formaldeido 37%,
acido aceético glacial 70% e etanol 70%), por cinco dias. Apds, o material foi lavado
com agua destilada, até que todo o fixador fosse removido completamente e

conservado em alcool etilico 70% (v/v) (Figura 3) (Oliveira; Akisue, 2009).

Figura 3 - Folhas de Tetrapanax papyrifer em solugéo FAA 70

Fonte: A autor (2023).

4.2.2 Técnica de Corte de Material Vegetal

Seccgdes transversais de folhas de T. papyrifer foram realizadas utilizando a
técnica de corte a mao livre com o auxilio de uma lamina de barbear, por meio de
movimentos rapidos e precisos. Apds, estes foram colocados em uma placa de Petri
contendo agua destilada para que fosse possivel a escolha dos melhores cortes para
a andlise (Oliveira; Akisue, 2009).
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4.2.3 Coloragao Dupla

Apo6s a selegao dos cortes, estes foram lavados e submetidos a dupla
coloragao de Azul de Astra e fucsina basica. Logo apés foi realizada a montagem das
ldaminas em glicerina 50% e a lutagem foi realizada com esmalte incolor (Oliveira;
Akisue, 2009). As fotomicrografias das laminas semipermanentes foram capturadas
através do microscoépio 6ptico Olympus CX31 acoplado a uma camera digital Olympus
C-7070, do laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG).

4.2 .4 Diafanizacao

Fragmentos da epiderme foliar foram submetidos ao clareamento utilizando
hipoclorito de sédio a 50%. Apds a descoloragéo, o material foi lavado com agua
destilada 6 vezes, entado foi neutralizado até pH 7,0 com a solugéo de acido acético
5%. Para a coloragao dos fragmentos foliares foi utilizada a safranina 1%. Logo apos
foi realizada a montagem das laminas em glicerina 50% e a lutagem foi realizada com
esmalte incolor (Oliveira; Akisue, 2009). As fotomicrografias das Ilaminas
semipermanentes foram capturadas através do microscopio 6ptico Olympus CX31
acoplado a uma camera digital Olympus C-7070, do laboratério de Farmacognosia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

4.3 ANALISE MICROQUIMICA

Folhas previamente fixadas foram utilizadas para a analise microquimica,
sendo testados as seguintes solugdes reagentes: Sudam lll, Sudam Black e Sulfato
azul do Nilo para verificar compostos lipidicos; cloreto férrico (1%) e dicromato de
potassio (10%) para detectar substancias fendlicas; reagente vanilina cloridrica para
distinguir taninos; floroglucina cloridrica para evidenciar estruturas lignificadas;
solugéo de iodo (2%) para identificar grdos de amido; azul de metileno (0,1%) para
revelar compostos mucilaginosos; reagente NADI para identificar 6leo essencial e
oleorresinas; solucédo oil red para indicar a presenga de lipideos e particulas de
borracha; solugao vermelho de ruténio para verificar a presenga de pectinas; reagente
de Wagner e de Ellram para alcaloides e reagente Xilidine Ponceau para corpos
proteicos (Figueredo et al.,, 2007; Ventrella et al., 2013; Almeida et al., 2023). As
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fotomicrografias das laminas semipermanentes dos testes microquimicos foram
capturadas através do microscopio optico Olympus CX31 acoplado a uma camera
digital Olympus C-7070, do laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR EFEITO DE CAMPO
(FEG) E ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DE RAIOS X (EDS)

Para a analise das ultraestruturas de folhas de T. papyrifer, foram utilizadas
as amostras armazenadas em etanol 70%. A partir dessas solug¢des, as amostras,
devidamente identificadas como ABA e ADA (face abaxial e face adaxial,
respectivamente) foram desidratadas em série etandlica crescente (alcool 80%, alcool
90%, e alcool PA, duas vezes). O material foi colocado em stubs de aluminio,
recoberto por ouro em aparelho Sputter Coater SC7620.

A analise das amostras foi realizada em microscopio eletrénico de varredura
por efeito de campo (Mira 3 Tescan — Oxford Instruments, Oxford, UK). Microanalises
quantitativas e qualitativas dos cristais foram feitas no mesmo instrumento acoplado
ao detector de EDS, localizado no Complexo de Laboratdrios Multiusuarios (C-labmu),
da Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG.

4.5 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL E ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O material vegetal fresco, apés coletado, foi seco em estufa a 35 °C, por sete
dias (Figura 4). Em seguida, o material seco foi fragmentado manualmente para que
fosse possivel a realizacdo da extragao do 6leo essencial por hidrodestilagao usando
o aparato Clevenger (Anvisa, 2010; Heinzmann; Spitzer; Simdes, 2017). Utilizou-se
200,15g de planta imersos em 250 mL de agua destilada, tendo uma duragao de 3

horas.
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Figura 4 — Folhas de Tetrapanax papyrifer em estufa a 35 °C.

Fonte: A autora (2023).

A identificagcdo quimica do 6leo essencial foi realizada utilizando o CG-EM
(cromatografo GC-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto) equipado com uma coluna capilar HP-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), com temperatura inicial de 40 °C (a 2 min) a 230
°C (3°C/ min) e mantida nesta temperatura por 20 min. O hélio foi utilizado como gas
de arraste na velocidade linear de 1 mL/min. A temperatura do injetor era de 250 °C e
o volume de injeg¢ao foi de 1 mL ocorrendo de modo Split (1:10). As temperaturas de
linha de transferéncia, fonte de ions e quadruplo foram 285 °C, 280 °C e 220 °C,
respectivamente.

A espectrometria de massas foi obtida com uma faixa de varredura de 40 a
550 m/z com atraso de solvente de 3 min, os compostos foram identificados com base
na comparacgao de seus indices de retengdo obtidos por uma série homologa de n-
alcano padrdao (C7-C28) e elétron os espectros de massa de ionizagdo foram
comparados com os espectros da biblioteca Wiley 275 (Adams, 2012). Essa analise

foi feita em parceria com a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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4.6 ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO
4.6.1 Preparagao dos Extratos Aquosos Purificados

A infusdo foi preparada com a utilizagdo de 200 g da planta pulverizadaem 2 L
de agua em ebulicdo (95 °C). A extragdo dos metabdlitos especiais ocorreu num
intervalo de 5 a 6 h, até atingir a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, a infusao
foi tratada com trés volumes de etanol, da qual se espera a formagdo de um
precipitado e de uma fracdo soluvel em etanol (FSE). Esta fracdo foi filtrada,
concentrada e liofilizada. O processo de liofilizacdo foi realizado em parceria com a
Universidade Paranaense (UNIPAR). Apds, FSE foi mantida sob congelamento (-20

°C) até o momento das analises.

4.7 DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES DO EXTRATO AQUOSO

4.7.1 Teor de Polifendis Totais

A concentragcao total de fenol do extrato aquoso de T. papyrifer foi
determinada usando o reagente Folin-Ciocalteu. Este método é considerado o mais
utilizado no meio experimental pois avalia de maneira indireta o potencial antioxidante
da amostra (Angelo; Jorge, 2007; Sousa et al., 2007; Pires et al., 2017).

Para o experimento, inicialmente, foram misturados 0,01 g de extrato das
folnas em 10 mL de metanol grau HPLC. Em seguida, para os testes, a cada 100 uL
desta amostra foi adicionado 1 mL de agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu (1:10 v/v) e 1,5 mL de bicarbonato de sddio aquoso 2%. Apds, a amostra foi
homogeneizada, intermitentemente, por 30 minutos. A absorbéancia foi medida a 765
nm usando um espectrofotdbmetro. Para a analise de controle, a mesma metodologia
foi empregada substituindo a amostra por 100 yL de metanol (Ramalho, 2013;
Formagio et al., 2013).

Para a analise final, foi elaborado uma curva analitica (Grafico 01) utilizando
0 acido galico como padrao (17, 35, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 pg) e seus
respectivos valores de absorbancia, sendo o teor de polifendis totais expresso pela
equivaléncia de acido galico em miligramas por gramas de extrato (EAG mg/qg). A partir
dos dados obtidos, foram realizadas a regressao linear e a equagao da reta, a qual

teve seus dados empregados no calculo das amostras reais. A mesma metodologia
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foi utilizada para a amostra de controle e todos os ensaios foram realizados em
triplicata (Ramalho, 2013; Formagio, et al., 2013). A analise foi feita em parceria com
a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Grafico 1 —Teor de polifendis obtido do extrato FSE em metanol de folhas de T. papyrifer, utilizando
como padréo o acido galico.
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Fonte: A autora (2023).

4.7.2 Teor de Flavonoide

Para a verificacdo da concentracao total de flavonoide, inicialmente foram
misturados 0,01 g de extrato de folhas em 10 mL de metanol grau HPLC. Apds, 500
ML desta amostra foram misturados com 1,5 mL de alcool etilico 95%, 0,10 mL de
cloreto de aluminio 10% (AICl;. 6H,0), 0,10 mL de acetato de sddio (NaC,H;0,.3H,0)
(1 mol/L) e 2,80 mL de agua destilada. A solugdo permaneceu 40 min em repouso e
sua absorbancia foi medida a 415 nm usando um espectrofotdbmetro. Para a analise
do controle, o mesmo procedimento foi realizado (Formagio et al., 2013).

Para a analise final, foi utilizada uma curva padrao de quercetina em diferentes
concentragdes (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e 120 ug), ou seja, o teor de
flavonoides totais € dado como miligrama de equivalentes de quercetina por grama de
amostra (EQ mg/g), registrando as respectivas absorbancias (Grafico 02). Com o
resultado adquirido, foi realizada a regresséao linear e a equagao da reta. A mesma
metodologia foi utilizada para a amostra de controle e todos os ensaios foram
realizados em triplicata (Ramalho, 2013; Formagio, et al., 2013). A analise foi feita em

parceria com a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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Grafico 2 — Teor de flavonoides obtido do extrato FSE em metanol de folhas de T. papyrifer, utilizando
como padrao a quercetina
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Fonte: A autora (2023).

O marcador quimico, quercetina, € comumente utilizado nos experimentos,
pois se trata de um flavonol, considerado o flavonoide mais habitual encontrado em
vegetais, apresentando baixo custo e disponivel em estado puro (Marcucci et al.,
2020). Vale salientar que diversas técnicas sao utilizadas para a deteccao e
doseamento de flavonoides em amostras vegetais, tais como cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida associadas
a espectrometria de massas (CL-EM), cromatografia em camada delgada (CCD), mas
destaca-se a espectrofotometria como uma técnica mais acessivel, pratica e menos

onerosa (Sobrinho et al., 2010).

4.7.3 Teor de tanino condensado

Para determinar a concentracao de taninos condensados foram pesados 100
mg da amostra e solubilizados em 10 mL de metanol grau HPLC. Apds, 1 mL desta
amostra foi misturada em 5 mL de vanilina cloridrica (8% concentragéo da solugao
aquosa de HCI e 4% de vanilina em metanol) e mantidos em banho-maria a 30 °C por
20 min. A absorbancia foi lida a 500 nm, utilizando a catequina como padréo, isto &,
aconcentragao de tanino condensado foi expressa pela equivaléncia de catequina em
mg/g do extrato (ECT mg/g) em diferentes concentragdes (100, 200, 300, 400, 500,
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600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100 a 1.200 pg), registrando a respectivas absorbancias
(Grafico 03), para que se fosse possivel adquirir a equagdo da reta. A mesma
metodologia foi utilizada para a amostra de controle e todos os ensaios foram
realizados em triplicata (Ramalho, 2013; Formagio, et al., 2013). A analise foi feita em

parceria com a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Grafico 3 —Teor de taninos condensados obtido do extrato FSE em metanol de folhas de T. papyrifer,
usando como padrao a catequina
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Fonte: A autora (2023).

4.7.4 Teor de Flavonol

Para indicar a concentragao de flavonol no extrato aquoso de T. papyrifer, 2
mL da amostra foram misturados com 2 mL de solucdo etandlica de cloreto de
aluminio a 2% e 3 mL de acetato de sédio (50 g/L). A mistura foi homogeneizada e
incubada por 150 min a 20 °C. Logo apés, a absorbancia foi lida a 440 nm, sendo o
flavonol expresso pela equivaléncia de quercetina por grama do peso seco (EQ mg/g)
em diferentes concentragdes (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000,
1.100 a 1.200 ug), registrando as respectivas absorbéancias (Grafico 4). Com estes
dados, foi realizada a regressao linear juntamente com a equacgao da reta, sendo todos
0s ensaios realizados em ftriplicata (Silva, 2015). Essa analise foi feita em parceria

com a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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Grafico 4 — Teor de flavonol obtido do extrato FSE em metanol de folhas de T. papyrifer, usando como
padrao a quercetina
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Fonte: A autora (2023).

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.8.1 Extrato Aquoso

4.8.1.1 DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A analise da atividade antioxidante foi realizada pelo método
fotocolorimétrico “in vitro” do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
utilizando como controles positivos o butilhidroxitolueno (BHT), a quercetina e o acido
ascorbico. O extrato aquoso de T. papyrifer (1 mg/mL) foi diluido em metanol até
atingir as seguintes concentragdes finais: 200, 125, 50, 25, 10 e 5 ug/mL. Em seguida,
foi adicionado 3 mL de DPPH metandlico (0,1 mM). As solugdes foram
homogeneizadas e mantidas em repouso, por 30 min, em temperatura ambiente em
local escuro. A absorbancia da amostra foi realizada em espectrofotdbmetro a 517 nm
contra um branco contendo todos os reagentes, exceto as amostras de teste
(Formagio et al. 2014). A porcentagem de inibigao (1%) foi calculada usando a seguinte

equacao: A0 = absorbancia da solucao controle; e A = absorbancia das amostras.

1% = 2%y « 100
A0
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Para a analise do 6leo essencial, foi utilizado a mesma metodologia descrita.
Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e a analise foi realizada em parceria

com a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

4.8.1.2 ABTS+

A atividade antioxidante foi medida usando o método azinobis (acido
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) com pequenas modificacbes. Solugdes de
estoque da amostra (1 mg/mL) foram diluidas até atingir as concentragdes finais de
250, 125, 50, 25, 10 e 5 pyg/mL em metanol/HPLC. Inicialmente, ABTS 7,0 mM e
persulfato de potassio 140 mM foram misturados e mantidos em repouso em local
escuro e temperatura ambiente por 16 h. Antes da sua utilizagdo na analise, a solugao
de ABTS+ foi diluida para obter uma absorbancia de 0,700 £ 0,05 a 734 nm com 1 mL
de etanol (P.A.) Em seguida, 3 mL da solugdo de ABTS+ foi adicionada a 30 uL das
diferentes concentragdes da amostra (5-250 pg/mL). Apos 30 min, a absorbancia foi
lida em espectrofotdmetro a 734 nm. BHT, quercetina e acido ascorbico foram usados
como referéncia (Formagio et al. 2014). A analise foi realizada em parceria com a
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

A atividade de eliminagdo ABTS+ foi calculada usando a seguinte equagao:

AO = absorbancia da solugao controle; e A = absorbancia dos extratos metandlicos.

ABTS% - \AO_A)x 100
A0

4.8.1.3 Método B-caroteno e acido linoleico

A solucao de B-caroteno foi preparada dissolvendo 2 mg de betacaroteno em
10 mL de cloroférmio. Apds, 1 mL da solugéao betacaroteno/cloroférmio foi misturada
com 20 mg de acido linoleico e 0,2 g do tensoativo Tween 40 (Pedroso, 2017).

Em seguida, o cloroférmio foi removido por um evaporador rotativo a 45 °C e
adicionando, vagarosamente, 50 mL de agua destilada com homogeneizagao
continua para a formagéo de uma emulsao. Aliquotas desta emulséo (5 mL) foram
transferidas com 0,2 mL de extrato de T. papyrifer com diferentes concentragdes (10-

20 ug/mL, estoque de amostra de 1 mg/mL) (Pedroso, 2017).
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As amostras de controle foram preparadas com 0,2 mL de metanol desprovido
de extrato. Assim que a emulsao foi adicionada a cada tubo, a absorbancia foi lida a
470 nm contra o controle (tempo zero). Estes foram colocados em banho-maria a 50
°C e a oxidacao foi monitorada por absorbancia em intervalos de 15 min até que a cor
do betacaroteno na amostra de controle desaparecesse (105 min). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata em parceria com a Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD).

A atividade antioxidante (AA) foi calculada usando a seguinte equacéo: Ai =
absorbancia da amostra no tempo zero; At = absorbancia da amostra depois da
incubacado (105 min) a 50°C; A’i = absorbancia do controle do tempo zero; A't =

absorbancia do controle apds a incubagao (105 min) a 50 °C.

Ai - At

AA% = {1=(""")} x 100
AT-A

4.8.2 Oleo Essencial

A solugéo estoque das amostras (2,5 mg/mL) de 6leo essencial, foram diluidas
para concentragdes finais de 900, 800, 750, 650, 500, 250, 125, 50, 25, 10 e 05 ug/mL
em metanol, separadamente. Foi utilizada a mesma metodologia realizada no extrato

aquoso para a determinacao da atividade antioxidante do 6leo essencial.

49 INVESTIGA(}AO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
4.9.1 Animais

Para a experimentacdo animal, foram utilizados camundongos machos
obtidos pelo Biotério Central da UFGD. Estes foram mantidos a 22 °C — 27 °C com
livre acesso a agua e dieta, em ciclo claro/escuro 12:12 h, exceto durante os ensaios.

Os ensaios foram realizados baseando-se nos aspectos éticos da
experimentagao animal, respeitando as normas preconizadas pelo CEUA (Comisséo
de Etica no Uso de Animais), com o nimero de protocolo de registro pelo Comité de
Etica da UFGD n° 07/2017 (Anexo 1).
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4.9.2 Avaliagao da Acgao Anti-inflamatdria pelo Modelo Edema de Pata

Grupos de seis camundongos machos (n = 6) foram tratados oralmente com
o extrato aquoso de Tetrapanax papyrifer (EATP) nas seguintes doses: 3 mg/kg, 30
mg/kg e 100 mg/kg. Em um dos grupos de controle foi administrado o anti-inflamatério
esteroidal prednisolona na dose de 3 mg/kg via oral e em outro grupo controle solugéo
salina estéril 0,9%, também via oral. Apés uma hora, os animais receberam uma
solugao de 100 uL de injecao de carragenina (300 pg/pata) por via subcutanea na pata
traseira direita e a pata esquerda recebeu o mesmo volume de solugéo salina estéril
0,9%, sendo utilizada como controle. A espessura do edema foi mensurada em ambas
as patas por meio de um pletismémetro no tempo de 1 h antes de qualquer tratamento
e em diferentes momentos, 2 h e 4 h, apds a inje¢cao de carragenina. Os resultados
foram expressos em pm e a diferenca entre os valores basais e pods-injecao

quantificados como edema (Henriques et al., 1987).

4.9.3 Sensibilidade Mecéanica

A sensibilidade mecanica da pata traseira foi medida pela determinacido dos
limiares de retirada. Os limiares nociceptivos foram estimados usando uma versao
eletrénica do teste de Von Frey (Insight ®, EFF 301, analgesimetro digital). Os
camundongos do estudo foram divididos em grupos experimentais de seis (n = 6) e
tratados por via oral com o extrato aquoso de T. papyrifer (EATP) nas seguintes doses:
3 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg. Em um dos grupos de controle foi administrado o anti-
inflamatorio esteroidal prednisolona na dose de 3 mg/kg via oral e em outro grupo
controle solugao salina estéril 0,9%, também via oral. Apds 1 h, os animais receberam
uma solug¢ao de 100 uL de injegcao de carragenina (300 ug/pata) por via subcutanea
na pata traseira direita e a pata esquerda recebeu o mesmo volume de solugao salina
estéril 0,9%, sendo utilizada como controle. O estimulo mecéanico de presséao
constante foi aplicado com o analgesidbmetro até que os ratos vocalizem ou
removessem a pata, indicando o nivel de sensibilidade mecéanica induzida pela
sensibilizagdo, 3 h e 4 h apds a administragdo de carragenina (Henriques et al., 1987;
Ito et al., 2001; Formagio et al., 2019).
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4.9.4 Estimulagao Térmica ao Frio

Grupos de seis camundongos machos (n= 6) foram tratados oralmente com
tratados por via oral com o extrato aquoso de Tetrapanax papyrifer (EATP) nas
seguintes doses: 3 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg. Em um dos grupos de controle foi
administrado o anti-inflamatoério esteroidal prednisolona na dose de 3 mg/kg via oral e
em outro grupo controle solugao salina estéril 0,9%, também via oral. Apés uma hora,
0s animais receberam uma solugao de 100 uLde injecédo de carragenina (300 pg/pata)
por via subcutédnea na pata traseira direita e a pata esquerda recebeu o mesmo
volume de solucéo salina estéril 0,9%, sendo utilizada como controle. A sensibilidade
ao frio foi avaliada pelo teste da acetona. Os animais foram alojados em plataforma
suspensa e a acetona (20 uL) foi distribuida na pele da face plantar da pata traseira
direita. A reacgao, como indicado pela lambida da pata, agitagao ou esfregar a pata, foi

observada e registrada (Formagio et al., 2019).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados serdo analisados quanto a homogeneidade de variancia e
normalidade. As diferencas entre as médias serao determinadas usando analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como

a média * erro padrao da média (E.P.M.) e os valores de p < 0,05 serdo considerados

estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ESTUDO FARMACOBOTANICO
6.1.1 Morfologia Foliar

Morfologicamente, T. papyrifer (Figura 5a) apresenta folhas simples,
alternadas, palmatinérveas com nervuras proeminentes, palmatifidas com numerosos
lobos acuminados e serrilhados (Figura 5a-c), na face adaxial sdo verde escuros
brilhantes e glabras (Figura 5b), enquanto na face abaxial sdo verde claro pouco
brilhante e tomentosas (Figura 5c). As folhas medem aproximadamente 30 cm de
comprimento e 30 cm de largura. Possuem peciolos longos, medindo de 50 a 90 cm
de comprimento (Figuras 5b-c), robustos, fistulosos ou sélidos. A base da folha

evidencia estipulas geminadas, grandes, agudas, persistentes e soldadas ao peciolo.

Legenda: a: Planta no habito. b: Folha na face adaxial. c: Folha na face abaxial.
Barras: a. 50 cm; b. 15 com; c. 15 cm.
Fonte: A autora (2022).
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A palavra folha deriva do latim folia e refere-se a expanséo lateral dos caules.
Em completo desenvolvimento, a folha apresenta as seguintes estruturas: limbo (peca
laminar), peciolo (parte estreita) e estipulas e bainhas (parte basal) (Oliveira; Akisue,
2009; Rodrigues; Amano; Almeida, 2015). A analise destas estruturas € o primeiro
passo para realizar a correta identificagdo e até mesmo a diferenciagdo de espécies,
principalmente aquelas que sao conhecidas popularmente com a mesma nomenclatura.

A morfologia foliar € muito importante na identificagdo das espécies vegetais,
contudo, quando a planta é comercializada rasurada ou pulverizada, a microscopia se
torna uma ferramenta imprescindivel (Manfron, 2021), como é o caso de C.
pachystachya e T. papyrifer, que sao conhecidas como “embauba”, utilizadas pela

populacdo com a mesma finalidade terapéutica e comercializadas na América do Sul.

6.1.2 Analise Anatbmica

A lamina foliar apresenta epiderme uniestratificada cujas células, na face
adaxial, possuem formato poligonal com paredes anticlinais relativamente delgadas
(Figura 6a-c) e revestidas por cuticula delgada e levemente estriada. As células
epidérmicas da face abaxial sdo sinuosas (Figura 6d’) e cobertas por cuticula espessa
e estriada (Figura 6d). As estrias apresentam orientacéo perpendicular em relagcao as
células-guarda. A folha apresenta varios estdbmatos do tipo anomociticos e
anisociticos na face abaxial e raros na face adaxial, sendo caracterizada como
anfihipoestomatica e estes se localizam ligeiramente acima das demais células
epidérmicas (Figura 6d). Essas caracteristicas estdo de acordo com as descritas em
trabalho de Petenatti et al. (1998), contudo, esses autores afirmam que os estdmatos
sao paraciticos os quais nao foram observados no presente estudo.

Tricomas tectores pluricelulares, unisseriados na base (4-6 células) e com
porgao apical ramificada (Figura 6c¢, e-j) sao observados nas duas faces epidérmicas,
contudo sao raros na face adaxial (Figura 6¢) e inumeros na face abaxial (Figura 6e-
i, 3c). A presenca e o tipo dos tricomas é vital para o controle de qualidade de drogas
vegetais, especialmente quando estas estao rasuradas ou pulverizadas, sendo, entao,
considerados marcadores anatémicos (Budel et al., 2018; Raman et al., 2022). A titulo
de exemplificacdo, a caracterizagdo dos tricomas permite a diferenciacdo das
espécies popularmente conhecidas como “boldo” (Plectranthus barbatus Andrews,

Plectranthus neochilus Schltr. e Peumus boldus Molina) (Machado et al., 2021), como
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também as espécies conhecidas como “espinheira-santa” (Monteverdia ilicifolia (Mart.
ex Reissek) Biral, Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard, Jodina rhombifolia (Hook.
and Arn.) Reissek, Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger et al. e Zollernia ilcifolia
(Brongn.) Vogel (Antunes et al., 2023). Da mesma forma, T. papyrifer pode ser
diferenciada de C. pachystachya pela presenga de tricomas tectores ramificados.
Cecropia pachystachya apresentou 4 tipos de tricomas em trabalho de Machado et al.
(2021), a saber: tricomas tectores de apice curto e base alargada, tricomas tectores
unicelulares com ou sem base alargada, tricomas tectores filariformes contorcidos e

tricomas glandulares com pedunculo de 1-2 células e cabega multicelular.

foliar da epiderme de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch.

g Ky ¥ 4 n B
i

Legenda: [b-f: microscopia eletrénica de varredura; d’, g, h, i: microscopia de luz]. (a,g-i)
Vista frontal; (a-c) Vista lateral. [rt, tricoma tector ramificado; st, estdbmato; ct,
cuticula]. Barras: d: 20um; a,b,f-i: 50 ym; ¢, e: 200 pm.

Fonte: A autora (2023).
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O mesofilo é do tipo dorsiventral, sendo constituido por 1-2 camadas de
parénquima paligadico e de 4-6 camadas de parénquima esponjoso, estabelecendo
pequenos espagos intercelulares (Figura 7a-c). Feixes vasculares colaterais estao
distribuidos na regido mediana do mesofilo, sdo envoltos por bainha parenquimatica,

apresentando extensao de bainha (Figura 7a).

Figura 7 - Microscopia foliar da lamina e nervura central de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch.

Legenda: [b,c,h: microscopia eletrbnica de varredura; a, d-g, i: microscopia de luz]. Sec¢éo transversal.
(a-c) ldmina. (d-i) nervura central. [co, colénquima; dr, drusa; ep, epiderme; ph, floema; pp,
parénquima paligadico; rt, tricoma tector ramificado; se, extensao da bainha; sd, duto secretor;
sp, parénquima esponjoso; st, estdbmato; vb, feixe vascular; xy, xilema). Barras: a: 20 ym; b, f-
i: 50 ym; c: 100 uym; d, e: 500 pm.

Fonte: A autora (2023).
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A nervura central, em secgao transversal, possui formatobiconvexo, estabelecendo
convexidade junto a face abaxial (Figura 7d). A epiderme unisseriada é revestida por
cuticula estriada e, subjacente, sdo encontradas varias camadas de colénquima angular
em ambas as faces (Figura 7d-f) Inimeros feixes vasculares, do tipo colateral, encontram-
se mergulhados no parénquima fundamental (Figura 7d,e). Ainda, neste parénquima,
drusas de oxalato de calcio (Figura 7g,h) e dutos secretores sao observados (Figura 7f,g).
Estes sao formados por epitélio composto por cerca de 6-10 células de citoplasma denso
e nucleo evidente, em estrato unico. Dutos secretores foram observados também no

colénquima (Figura 7f) e proximos aos feixes vasculares (Figura 7i).

Figura 8 - Microscopia foliar de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch

Legenda: [a, h, i: microscopia eletrdnica de varredura; b-g: microscopia de luz]. Secg¢ao
transversal do peciolo. [co, colénquima; dr, drusa; ph, floema; sd, duto secretor;
sc, esclerénquima, vb, feixe vascular; xy, xilema). Barras: a: 2 mm; h: 20 ym; i:
10 ym; ¢, f, g: 50 um; d, e: 200 um; b: 500 pym.

Fonte: A autora (2023).
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A organizacao do parénquima fotossintetizante e o padrao vascular da nervura
central possibilitou diferenciagao entre espécies de Araliaceae, a exemplo do género
Panax L. (Grushvitzky et al., 1975) e Cussonia Thunb. (Villiers; Tilney; Wyk, 2010).

O peciolo, em secc¢ao transversal, apresenta formato arredondado e fistuloso,
algumas vezes sélido (Figura 8a). A epiderme é unisseriada e, subjacentemente, sao
encontradas varias camadas de colénquima angular continuo, e, neste tecido, dutos
secretores semelhantes aos previamente descritos para a nervura central estdo
presentes (Figura 8b, c).

Na regiao mediana do parénquima fundamental, feixes vasculares colaterais
estdo presentes, sendo que os feixes maiores estdo localizados externamente em
relagdo aos pequenos (Figura 8b, e). Especialmente nos feixes de maior porte, uma
calota de fibras perivasculares esta aposta ao floema (Figura 8e, f). Elementos
crivados e células parenquimaticas sao distinguidas no floema (Figura 8g). O xilema
€ formado por elementos traqueais com parede secundaria espiralada e por células
parenquimaticas nao lignificadas (Figura 8h). Drusas de oxalato de calcio sao
frequentes no parénquima fundamental (Figura 8i).

Caracteres anatomicos foliares de Araliaceae, como a anatomia peciolar, tém
sido utilizados por diversos autores para fins taxondmicos (Ostroumova; Oskolski,
2010). Na taxonomia, a classificagdo de varias espécies de Aralia L. foi determinada
com base no tipo de feixe vascular medular peciolar (Viguier, 1906). Caracteristicas
anatdbmicas do peciolo e da lamina foliar apresentaram valor taxonémico na
diferenciagao de 20 Cussonia spp. em trabalho de Villiers et al. (2010).

Analises microquimicas utilizando reagentes especificos e coloragbes sob
microscopia Optica sdo uteis para a caracterizacdo de compostos quimicos presentes
em tecidos vegetais e compartimentalizados em determinadas estruturas. Eles podem
ser usados para detectar, dentro de limites especificos em células e tecidos, a
distribuicdo e acumulagao dos compostos ou grupos de metabdlitos especiais, tais
como material lipofilico, proteina, mucilagem, elementos lignificados e compostos
fendlicos (Almeida et al., 2023).

Os compostos fenodlicos se coram de marrom escuro ao reagirem com solugao
de cloreto férrico a 10% ou de marrom avermelhado quando em contato com a solugao
de dicromato de potassio a 10%, como evidenciado no floema da nervura central
(Figura 9a) e peciolo (Figura 9c) e também em idioblastos no parénquima esponjoso

da lamina foliar (Figura 9b) de T. papyrifer.



45

A presenca de grdaos de amido também auxilia na caracterizacéo e,
consequentemente, na identificagéo de espécies vegetais. O grédo de amido se torna
azul arroxeado na presenga de lugol e foi localizado no parénquima esponjoso da
lamina foliar (Figura 9d) e na bainha amilifera que envolve o sistema vascular do
peciolo (Figura 9e) de T. papyrifer. Manfron (2021) afirma que esses graos, além do
carater diagnodstico, sdo especialmente importantes, pois o amido é comumente
utilizado como adulterante de drogas vegetais pulverizadas, aumentando o volume da

matéria-prima.

Figura 9 - Testes microquimicos em folhas de Tetrapanax papyrifer (Hook.) K.Koch.

Legenda: Seccgéo transversal. (b, d, i) lamina. (a, e, f, , h, j) nervura central. (c, g, k) peciolo.
(a, c) Reagéo com cloreto férrico. (b) Reagdo com dicromato de potéssio. (d, e)
Reagéo com Lugol. (f, g) Reagao com floroglucinol/HCI. (h) Reagdo com reativo
de Nadi. (i, j) Reagao com Sudam lll. (k) Reagdo com vermelho de ruténio. [co,
colénquima; dr, drusa; ct, cuticula; ep, epiderme; gp, parénquima fundamental;
or, 6leorresina; pc, phenolic compounds; ph, floema; pp, parénquima paligadico;
rt, tricoma tector ramificado; sd, duto secretor; se, extensao da bainha; sg, grao
de amido; sp, parénquima esponjoso; vb, feixe vascular; xy, xilema]. Barras: a, b,
d, f, h-k: 50 uym; g: 200 ym; e: 300 ym; c: 500 uym.

Fonte: A autora (2023).
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Compostos lignificados se coram de rosa intenso na presenga de
floroglucinol/HCI e foram detectados no xilema (Figura 9f) e nas calotas de fibras
perivasculares da nervura central e peciolo (Figura 9g) em T. papyrifer. A lignina é um
polimero fendlico que € depositado nas paredes celulares, conferindo elasticidade ao
tecido (Manfron, 2021).

Os 6leos essenciais, mistura complexa de substancias com propriedades
ecologicas e terapéuticas, reagem com Sudan Illl e podem estar localizados em
tricomas glandulares, como em Lavandula dentata L. (Lamiaceae), em células
oleiferas, como em Piper solmsianum C.DC. (Piperaceae), cavidades secretoras, a
exemplo de Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae) (Manfron, 2021) e em ductos
secretores como € o caso de T. papyrifer (Figura 9h). Resinas também podem ser
encontradas misturadas aos 6leos volateis ou na forma de massas irregulares de
coloragcdo amarronzada e podem ser armazenadas em ductos e/ou cavidades
secretoras (Alamgir, 2018). Com o reagente Nadi, os 6leos volateis se coram de azul,
Oleorresinas se coram de vermelho, enquanto misturas de oleos volateis e
Oleorresinas adquirem coloragao violeta (David; Carde, 1964; Ventrella et al., 2013). O
conteudo dos dutos secretores de T. papyrifer foram testados com o reativo de Nadi e
ficou confirmada a presenca de oleorresinas (Figura 9h). Viguier (1906) afirmou o valor
taxondmico da presenca de ductos resinosos em Araliaceae.

Alguns polimeros, como cutina, suberina e lignina, sdo depositados em locais
especificos nas paredes celulares. Tanto a cutina como a suberina apresentam
caracteristicas lipofilicas e, quando reagem positivamente com solugdo de Sudan lll,
coram-se de vermelho (Ventrella et al., 2013), como detectado na base dos tricomas e
na cuticula da Iamina foliar (Figura 9i), nervura central (Figura 9j) e peciolo de T. papyrifer.
Adicionalmente, pectinas coraram de rosa na presenca de vermelho de ruténio, sendo
localizadas nas paredes internas das células epidérmicas e no colénquima (Figura 9k).

Os testes microquimicos tem como principal objetivo localizar in situ os
principais grupos quimicos que ocorrem nos tecidos vegetais, associando a histologia
a aspectos quimicos, baseando-se principalmente, na identificacdo de reacgdes
quimicas apods coloragao especifica nos cortes histologicos de vegetais (Figueredo et
al.,2007). Adicionalmente as reagdes de resultados negativos, relacionados a aplicagao
dos reativos, também auxiliam na identificagdo de espécies. No presente trabalho os
testes para taninos condensados, mucilagem, particulas de borracha e proteinas

reagiram negativamente.
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6.2 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS NA AMOSTRA VEGETAL

6.2.1 Caracterizacdo do Oleo Essencial por Analise Quimica por Cromatografia

Acoplada a Detector de Massas

O dleo essencial foi obtido por hidrodestilacao de folhas de T. papyrifer com

rendimento de 0,1 mL, equivalente a 0,0499%. Por meio da CG-EM, foi possivel

identificar 22 substancias (Tabela 1), caracterizando a preseng¢a majoritaria de compostos

classificados como terpenos. Dentre estes, B-pineno foi o constituinte dominante
(27,73%), seguido de a-pineno (12,23%), B-selineno (11,74%) e nerolidol (7,13%).

Tabela 1 — Compostos identificados no 6leo essencial de T. papyrifer, por meio da CG-EM (Adams,

2012).

indices de Retencao

Compostos quimicos Determinado Literatura Area (%)

a-pineno 933 932 12.23

B-pineno 974 974 27.73

Limoneno 1024 1024 1.78

a-terpineol 1186 1186 0.33
o-elemene 1335 1335 0.73
a-copaeno 1374 1374 0.49
B-elemene 1389 1389 2.54
a-gurjuneno 1409 1409 5.25
Cariofileno 1417 1417 2.46
B-copaeno 1430 1430 3.41
a-humuleno 1452 1452 4.81
allo-aromadendreno 1458 1458 1.78
Germacreno D 1484 1484 2.55
B-selineno 1489 1489 11.74
a-selineno 1498 1498 1.23
Biciclogermacreno 1500 1500 1.27
a-muuroleno 1500 1500 0.84
a-cadineno 1537 1537 415

Nerolidol 1561 1561 7.13

Globulol 1590 1590 1.32

Guaiol 1600 1600 4.75

a-muurolol 1644 1644 1.48

Total identificado (%)

Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 41.74
Monoterpenos oxigenados (%) 0.33
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 43.25
Sesquiterpenos oxigenados (%) 14.68

Fonte: A autora (2023).
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Em 1980, uma pesquisa realizada por Fuijita, avaliou, por cromatografia
gasosa, os componentes do 6leo essencial extraido de folhas e peciolos de T.
papyrifer, coletadas no Japdo, e observaram mais de 40 componentes quimicos,
monoterpenos e sesquiterpenos. Os majoritarios foram: g-cariofileno (14,2%), trans-
B-farneseno (8,0%), B-selineno (7,4%), B-cadineno (5,0%), trans-nerolidol (5,9%) e a-
pineno (13,3%), B-pineno (10,1%) e terpineol (4,5%).

Os 6leos essenciais sdo substancias especializadas e complexas, lipofilicas,
volateis e com baixo peso molecular, frequentemente odoriferas e liquidas (Baptista,
2018). Segundo Silva (2013), os 6leos essenciais sao, normalmente, constituidos por
diferentes classes de substancias organicas, principalmente os fenilpropanoides,
monoterpenos e sesquiterpenos. Sao produzidos e compartimentalizados em
estruturas secretoras como ductos secretores, cavidades secretoras, tricomas
glandulares e idioblastos oleiferos. No presente estudo, ductos secretores foram
encontrados nas folhas de T. papyrifer (Figura 7g, 8d, 9h) conforme previamente
descrito no estudo microscopico.

Oleorresina, assim como o 6leo essencial, apresenta grande quantidade de
ativos biologicos sintetizados como metabdlitos especiais das plantas (Zampieri,
2022). Pode ser classificado quanto a sua turbidez, viscosidade e coloragao (Galulcio
et al., 2016; Frota, 2018). Em relagdo a composicao quimica, trata-se de uma solugao
de acidos diterpénicos, enquanto o 6leo essencial € constituido basicamente por
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (Frota, 2018; Menezes; Castro,
2020). Ferreira (2016), em estudo sobre a caracterizagao do 6leorresina de Copaifera
reticulata Ducke, descreve que o Oleorresina de copaiba recebe esta denominagao
por ser uma mistura do 6leo essencial com uma parte resinosa n&o volatil, cuja
coloragao varia de amarelo a marrom, tendo a sua composi¢ao definida como mistura
de acidos diterpenos e de sesquiterpenos.

A extragcdo de oleorresina e 6leo essencial podem ser realizados em varias
partes das plantas, como tronco, folhas, frutos e sementes e sdo constituidos de
bioativos importantes (Zampieri, 2022). No que se refere a suas funcionalidades,
ambos sdo empregados na produgdo de medicamentos, como aditivos de
preservacao em alimentos, como agentes antioxidantes, antibacterianos, larvicidas,
moluscicidas, anticarcinogénico, antimutagénicos, inseticidas, antifungicos e na

producdo de fragrancias na industria de perfumaria (Menezes; Castro, 2020). No
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presente estudo, o teste microquimico evidenciou a presenga de Oleorresina nos
ductos secretores.

Os terpenos ou terpenoides, definidos como “alcenos naturais”, constituem a
maior classe de produtos secundarios sendo encontrados frequentemente nos 6leos
essenciais, responsaveis, principalmente, pela fragrancia das plantas. Na sua
estrutura quimica, apresentam-se com a férmula geral CioH1e, pois realizam uma
dupla ligagao carbono-carbono, caracterizando-os com um hidrocarboneto insaturado
(Baptista, 2018). Observando a Tabela 1, pode-se verificar a presenga de
monoterpenos (a-pineno, B-pineno, limoneno e terpineol) e sesquiterpenos (6-
elemene, a-copaeno, -elemene, a-gurjuneno, cariofileno, B-copaeno, a-humuleno,
allo-aromadendreno, germacreno D, B-selineno, a-selineno, biciclogermacreno, a-
muuroleno, a-cadineno, nerolidol, globulol, guaiol e a-muurolol).

Os pinenos (CioH1s) sdo considerados o principal metabdlito especial em
muitos compostos naturais, com aproximadamente 55.000 membros isolados
atualmente. Fazem parte da familia dos terpenos e possuem dois isdmeros
constitucionais ativos: a e - pineno (Costa, 2017; Allenspach; Steuer, 2021; Salehi et
al., 2019). Esses sao tipos de isbmeros que ocorrem em moléculas quirais, ou seja,
diferem em suas interagbes com a luz polarizada e suas imagens, quando espelhadas,
nao se sobrepdem e, em consequéncia disto, possuem diferentes propriedades de
rotagdo. Ambos isdmeros estruturais possuem dois enantibmeros (+) e (-), produzindo,
assim, quatro isémeros ativos (Costa, 2017; Salehi et al., 2019).

a-Pineno é um liquido incolor, insoluvel em agua, mas soluvel em dleo e
etanol, seu ponto de ebulicéo é 155 °C. B-Pineno também é um liquido organico incolor
soluvel em 6leo, mas insoluvel em agua e etanol, seu ponto de ebulicdo varia entre
163 — 166 °C e é obtido comercialmente por destilagdo de a-pineno. Os dois
fitoquimicos apresentam diversas atividades biolégicas, sendo utilizados para
variadas aplicacbes na medicina, como antimicrobiano, anticoagulante, antitumoral,
anti-inflamatério, antioxidante e atividade neuroprotetora (Salehi et al., 2019).

Kim et al. (2015) desenvolveram um estudo analisando o efeito anti-
inflamatoério do a-pineno, bem como seu mecanismo de agcao em macréfagos
peritoneais de camundongos estimulados por lipopolissacarideos (LPS) e observaram
uma diminui¢ao, dose-dependente, significativa na producao de interleucina -6 (IL-6),
do fator de necrose tumoral (TNF) e do éxido nitrico (NO). Além destas agbes, o a-

pineno, inibiu as expressbes da enzima Oxido nitrico sintase (INOS) e as
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ciclooxigenase-2 (COX-2), com consequente diminuicdo da producdo de
prostaglandinas. Em relacdo ao desenvolvimento das vias de sinalizagéo pro-
inflamatdrias, o estudo demonstrou que estas foram consideravelmente reduzidas
apos o tratamento com a-pineno.

Branquinho et al. (2017), analisaram a composi¢ao do 6leo essencial de Piper
glabratum Kunth e sua possivel acao anti-inflamatéria, via edema de pata e pleurisia
induzidos por carragenina. O componente majoritario identificado foi (- pineno
(12,97%), seguido de longiborneol (12,0%), a-pineno (9,67%), cariofileno (7,95%),
viridifloreno (7,34%), B-copaeno (6,55%) e B-damascenone (5,85%) e, em relagao aos
estudos bioldgicos, verificou-se uma redugcdao no edema de pata em 4 h apés a
aplicacdo do oleo essencial, com redugéo significativa da migragcéo de leucdcitos,
sugerindo que os componentes do fitoquimico poderiam afetar a producédo de
prostaglandinas.

Selineno e nerolidol sao classificados como sesquiterpenos (C1sH24). Estes
constituem uma subclasse de terpenos formados por trés unidades isoprénicas e
integram um grande numero de produtos naturais, podendo ser encontrados tanto em
vegetais, como em microrganismos e até mesmo em alguns organismos marinhos
(Rambo, 2014; Oliveira, 2019). Sao facilmente oxidados e possuem baixa solubilidade
em agua e em solugdes alcodlicas diluidas (Oliveira, 2019). Podem ser divididos em
aciclicos, monociclicos, biciclicos e lactonas sesquiterpénicas. Nas plantas, sua
funcdo é de protecédo contra insetos e outros microrganismos, e, na industria, sao
amplamente utilizados como flavorizantes e aromatizantes (Rambo, 2014). Mas,
também, sdo evidenciados em varias atividades biolégicas como antioxidante, anti-

inflamatadria, anticancerigena e antibacteriana (Oliveira, 2019).

6.3 DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES DO EXTRATO AQUOSO
6.3.1 Teor dos Constituintes Quimicos

O estudo fitoquimico apresenta extrema importancia na pesquisa, visto que
possibilita a validagdo de plantas medicinais consagradas pela medicina popular,
contribui para a determinacao de alvos bioldgicos de importancia etnofarmacoldgica,
aprimora a produgao de metabdlitos secundarios de interesse industrial, melhora as

técnicas de controle de qualidade de fitoterapicos e, também, viabiliza o



51

desenvolvimento de novos compostos com atividades bioldgicas (Lima et al., 2020).
Os constituintes quimicos obtidos do extrato de T. papyrifer sdo demonstrados
na Tabela 2. O teor de compostos polifendlicos e flavonoides foram os resultados mais
promissores da amostra com 512,03 mg AG/g extrato e 213,59 mg Q/g extrato,
respectivamente.
Este resultado corrobora com o que foi evidenciado nas figuras 9 a-c e 9f-g na

analise microquimica da folha e peciolo.

Tabela 2 — Constituintes quimicos obtidos do extrato de T. papyrifer

Teor total de constituintes
Espécie Tani
Polifenois Flavonoides Flavonol aninos
condensados
(mg AG/ g extrato) [(mg QE/ g extrato)| (mg QE/ g extrato) (mg CT/ g extrato)
Tetrapanax 512,03 £ 0,67 213,59 £ 0,02 85,884 + 0,001 22,41 £ 0,01
papyrifer

Fonte: O autor

Jeong et al. (2019), analisaram a atividade antioxidante bem como o teor de
polifendis e flavondides de Panax ginseng C.A.Meyer, em diferente idades, e
verificaram alto teor de compostos fendlicos sendo este um dos seus varios
ingredientes funcionais que apresentam excelente funcionalidade biolégica, como
acao antioxidante e atividade anticancerigena.

Os compostos fendlicos, ou polifendis, sdo essenciais para a manutengao
da fisiologia e morfologia vegetal, pois estdo envolvidos no crescimento, reproducéo,
protecao e resisténcia a patogenos e predadores. Estdo onipresentes em todos os
orgaos das plantas, mas distribuidos em quantidades diferentes em cada um deles,
podendo ser encontrados na forma livre ou ligado a agucares (glicosideos),
caracterizando-os, portanto, parte integrante da dieta do homem (Bravo, 1998;
Bertoldi, 2006; Angelo; Jorge, 2007).

Na planta, o tipo de composto fendlico e a sua concentracdo podem alterar
em diferentes popula¢des de uma mesma espécie, sofrendo variagdes em relagdo ao
estagio de desenvolvimento da planta, grau de maturagcéo, condigdes ambientais,
solo, manejo, processamento e armazenamento da matéria-prima (Bertoldi, 2006).

Quimicamente, sao definidos como substancias que possuem um anel

aromatico com um ou mais substitutos hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
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proporcionando, a estes compostos, uma caracteristica multifuncional (Angelo; Jorge,
2007). Enquadram-se em diversas categorias como fendis simples, acido fendlicos,
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (Sousa et al., 2007).

Devido a grande importancia nutricional dos compostos fendlicos nos ultimos
anos, tém se havido um interesse crescente em seu aprendizado, principalmente no
que diz respeito a sua ag¢ao antioxidante que esta relacionada, sobretudo, as suas
propriedades redutoras, desempenhando um papel importante na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelagao de metais de transi¢cdo, agindo tanto na etapa
de iniciagcdo como na propagacgao do processo oxidativo, sendo seus intermediarios
formados relativamente estaveis (Kujala et al., 2000; Sousa et al., 2007). Este
mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas, possui uma
funcao importante na reducao da oxidagao lipidica em tecidos vegetal e animal, pois
quando incorporada na alimentagdo humana, além de auxiliar na conservagao e
qualidade do alimento, também reduz os riscos de desenvolvimento de doengas como
aterosclerose e cancer (Angelo; Jorge, 2007).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via
dos fenilpropanoides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como
aminoacidos alifaticos, terpenoides, acidos graxos, entre outros (Dornas et al., 2007).
Essa classe de metabdlitos especiais € amplamente distribuida no reino vegetal,
podendo ser encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes,
talos e flores (Coutinho; Muzitano; Costa, 2008).

Segundo Zuanazzi, Montanha e Zucolotto (2017), em 1994, o numero de
flavonoides identificados foi estimado acima de 4.000 e, em 2005, superior a 7.000,
sendo que o numero de novas estruturas identificadas quase dobrou nos ultimos 20
anos. Ocorrem com regularidade oxigenados mas um grande numero ocorre
conjugado com agucares.

Sua estrutura quimica consiste em um nucleo fundamental, constituido de 15
atomos de carbono arranjados em trés anéis caracteristicos C6-C3-C6, sendo dois
anéis fendlicos substituidos (chamados de A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C)
acoplado ao anel A (Dornas et al., 2007). As modificagdes no seu anel central levam
a diferenciagao em subclasses distintas, tais como: chalconas, flavonas, flovononais,

flavondis, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas (Coutinho; Muzitano; Costa,
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2008). Ou seja, essa classificagdo € baseada no estado de oxidagdo e no grau de
insaturagao do anel heterociclico central (Zuanazzi; Muzitano; Zucolotto, 2017).

Varias funcdes sao atribuidas aos flavonoides nas plantas, como: protecéo
contra raios ultravioleta e visivel, contra insetos, fungos, virus e bactérias, atragao de
animais com a finalidade de polinizagao, antioxidante, controle da agao de hormédnios
vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (Santos; Rodrigues, 2017;
Zuanazzi; Muzitano; Zucolotto, 2017).

Além das diversas fung¢des nos vegetais, esta classe de polifendis participa de
inumeras atribuigdes bioldgicas, principalmente como atividade antitumoral, antiviral,
anti-inflamatéria, reguladora hormonal, dentre outras, conferindo-lhe elevada
importancia farmacologica (Coutinho; Muzitano; Costa, 2008; Santos; Rodrigues,
2017).

Os flavonodis sdao compostos que fazem parte de um grande grupo de
flavonoides de origem biossintética, apresentando, em sua estrutura quimica, uma
hidroxila na posicdo C-3 do nucleo fundamental das flavonas. Este grupo é
classificado junto com os flavondis, pois suas analises, sinteses e reagdes quimicas
possuem uma base tedrica relativamente comum (Zuanazzi; Muzitano; Zucolotto,
2017).

Flavondis e flavonas ocorrem nos alimentos, geralmente, como O-glicosideos,
nos vegetais estao localizados principalmente nas folhas, flores e partes externas das
plantas. A principal forma encontrada € a quercetina, cujo nome deriva de quercetum
(floresta de carvalhos) sendo seu uso datado desde 1857. (Aherne; O’Brien, 2002).
Esta, € considerada uma substancia com potente acdo antioxidante devido a sua
capacidade de eliminar radicais livres através da presencga do grupo catecol no anel B
e 0 grupo OH na posicdo 3 do anel A. Ademais, segundo D’Andrea (2015), a
quercetina atua interrompendo a propagac¢ao da peroxidagao lipidica e aumentando
os niveis de glutationa, contribuindo, assim, na prevengao da formagao de novos
radicais livres.

Derivada do termo tanante, tradicionalmente a importancia das plantas ricas
em taninos esta ligada as suas propriedades de transformar pele de animal em couro
a partir da sua capacidade de combinar-se com macromoléculas, como a fibras de
colageno, resultando na em um material resistente ao calor, agua e alguns abrasivos.
Esta principal atuacéo justifica o grande interesse econémico e ecoldégico nestes

metabalitos especiais vegetais (Monteiro; Albuquerque; Araujo, 2005; Mello; Santos,
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2017). Os taninos apresentam uma importante capacidade de adstringéncia, inibindo
desta forma a invasao de parasitas e animais herbivoros nos tecidos vegetais (Paiva
et al., 2002). Sao classificados, segundo a sua estrutura quimica, em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Ambos podem ser encontrados em
varias partes dos vegetais, como no cerne da madeira, na casca, nas folhas, nos frutos
e nas sementes (Azevédo et al., 2017).

Plantas ricas em taninos tém sido alvo de diversos estudos ecoldgicos, devido
a sua capacidade de diminuir a taxa de predacéao pela caracteristica impalatavel e, por
ter acado antioxidante, auxilia também na defesa quimica vegetal (Paiva et al., 2002;
Monteiro, Albuquerque; Araujo, 2005). No que diz respeito as acdes bioldgicas, na
medicina tradicional os taninos sdo empregados em diversas moléstias como diarreia,
presséao alta, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais,
problemas renais e do sistema urinario e processos anti-inflamatoérios em geral (Mello;
Santos, 2017).

6.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
6.4.1 Oleo essencial e Extrato Aquoso

O processo respiratorio, bem como as diversas reacbes oxidativas que
ocorrem nas células aerdbicas, levam a formacgao de radicais livres. Estas moléculas
sao caracterizadas por apresentarem instabilidade quimica e capacidade reativa por
possuirem um ou mais elétrons ndo pareados, tornando-as altamente reativas (Silva

et al., 2010; Silva, 2018). Quando se apresentam em excesso, interferem
negativamente na manutengao das fungdes normais do organismo, relacionando-se
com varias patologias crbnicas e degenerativas, incluindo o cancer, doengas
cardiacas, mal de Alzheimer, inflamagdes e estimulacdo do processo de
envelhecimento (Bergamashi, 2010). No organismo sao produzidos radicais livres de
carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio, mas, devido a sua alta reatividade, os radicais
livres de oxigénio sdo os que mais se destacam (Bergamashi, 2010).

A acao dos radicais livres pode ser reduzida ou até bloqueada por substancias
antioxidantes definidas como qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne

significativamente a oxidagao do mesmo (Silva, 2018). O organismo possui diferentes
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mecanismos de defesa antioxidante para combater o excesso de radicais livres
incluindo enzimas (catalase, superoxido dismutase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase), pequenas moléculas antioxidantes (acido urico, glutationa, albumina,
bilirrubina) além de certas vitaminas (acido ascorbico, a-tocoferol) e carotenoides
(Bergamashi, 2010).

Segundo Sari (2016), os antioxidantes podem ser obtidos de forma sintética
ou natural, para serem posteriormente utilizados em alimentos onde devem
apresentar seguranga para a saude. Sao varios os exemplos de antioxidantes
sintéticos, como o hidroxianisol de butila (BHA), o hidroxitolueno de butila (BHT),
propilgalato (PG) e o terc-butil hidroquinona (TBHQ), mas estudos demonstram que a
utilizacao destes causam grandes efeitos prejudiciais a saude, o que justifica a busca
de antioxidantes naturais.

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de plantas disponiveis e séo
excelentes fontes de terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados, que demonstram
alto potencial de compostos bioativos, podendo ser utilizados principalmente na
industria alimenticia e farmacéutica (Bergamashi, 2010).

Neste contexto, foi analisado a atividade antioxidante do extrato e odleo
essencial de folhas de T. papyrifer através de trés métodos diferentes, DPPH, ABTS+
e atividade antioxidante com o sistema -caroteno/ acido linoleico.

O ensaio DPPH mede a capacidade de uma substancia de eliminar o radical
DPPH, reduzindo-o ao composto hidrazina, isto ocorre quando uma substancia que
atua como doadora de atomos de hidrogénio é adicionada a solugdo DPPH, obtendo
a hidralazina e, como resultado, ocorrendo a mudanga de coloragdo do composto de
violeta para amarelo palido (Formagio et al., 2014). O método ABTS + ¢ aplicado para
a medicao da atividade antioxidante total de substancias puras e constitui-se de um
método espectrofotométrico (Sari, 2016). E, o sistema B-caroteno avalia a capacidade
de uma substancia em prevenir a oxidagao do B-caroteno, protegendo-o dos radicais
livres gerados durante a peroxidagdo do acido linoleico (Formagio et al., 2014). A
atividade antioxidante por este método é muito util especialmente na investigagao de
antioxidantes lipofilicos (Bergamashi, 2010).

A interpretagcdo dos resultados obtidos do método DPPH e ABTS + foram
expressas em |Cs, (concentragdo inibitéria) mostrados na tabela 3 (atividade

antioxidante do extrato aquoso) e 4 (atividade antioxidante do dleo essencial).
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Tabela 3 — Atividade antioxidante do extrato de T. papyrifer pelos métodos DPPH, ABTS +
e autoxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico.

AMOSTRA DPPH ABTS A CAFIQ_?,\IT(EE'EOK;SC'DO
Sequestro de radical IC5o(ug/mL) Peroxidacao (AA%)
Extrato T.papyrifer 29,33 £ 0,02 78,90 £ 0,04 55,65 + 0,07
Quercetina 20,72 £0,02 27,4 + 0,04 86,65 *+ 0,04
Acido Ascérbico 26,16 + 0,06 60,91 £ 0,02
BHT 17,4 £ 0,04 26,2 + 0,04

Legenda: ICs, = concentragao inibitoria de 50%; AA% = atividade antioxidante avaliada pelo método -
caroteno / acido linoleico. Os valores sdo expressos como média (n=3).
Fonte: A autora (2024)

Tabela 4 — Atividade antioxidante do 6leo essencial de T. papyrifer pelos métodos DPPH, ABTS
+ e autoxidagdo do sistema B-caroteno / acido linoleico.

AMOSTRA DPPH ABTS A CAFT_?JgE‘gég‘C'DO
Sequestro de radical I1Cs,(ug/mL) Peroxidacao (AA%)
Oleo T.papyrifer 89,56 £ 0,45 75,33 +0,67 22,72 +0,02
Quercetina 20,72 £ 0,02 27,4 £0,04 86,65 +0,04
Acido Ascérbico 26,16 £ 0,06 60,91 +0,02
BHT 17,4 £ 0,04 26,2 +£0,04

Legenda: ICso = concentragdo inibitéria de 50%; AA% = atividade antioxidante avaliada pelo método -
caroteno / &cido linoleico. Os valores sédo expressos como média (n=3).
Fonte: A autora (2024)

Analisando os resultados da tabela, para o método DPPH, o extrato de T.
papyrifer exibiu maior atividade antioxidante quando comparado com o 6leo essencial,
29,33 + 0,02 ug/mL e 89,56 £ 0,45 ug/mL, respectivamente. Quando avaliamos as
amostras com as substancias utilizadas como padrédo, o extrato obteve valor mais
aproximado dos resultados obtidos com a quercetina e acido ascorbico, caracterizando-
0 como uma substancia antioxidante. A atividade antioxidante utilizando o método
DPPH foi observada, também, no extrato metandlico do caule deT. papyrifer, em estudo
realizado por Jin et al. (2013) e Jeong-ae et al. (2013), sendo considerados por estes
pesquisadores uma substancia com potente acao antioxidante.

O extrato também obteve maior atividade antioxidante, quando comparado
com o 6leo essencial, no método de branqueamento do B-caroteno, atingindo uma
porcentagem de 55,65%%0,07% em contraposicdo a 22,72%%0,02% do odleo

essencial. Na Tabela 2, pode-se observar que os principais constituintes do extrato de
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T. papyrifer sao compostos polifendlicos e flavonoides caracterizados por
apresentarem potente acdo antioxidante, confirmando os resultados dos testes
antioxidantes.

Para os resultados obtidos no teste ABTS+, ambas as amostras obtiveram
resultados analogos, o extrato obteve um IC5, de 78,90 + 0,04 e o dleo esencial obteve
um ICs, de 75,33 £ 0,67. Os padrdes utilizados como referéncia para esta metodologia
foram a quercetina, o acido ascérbico e o BHT, os quais apresentaram valores de ICs,

mais adequados para a analise da atividade antioxidante.

6.5 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
6.5.1 Edema de Pata, Hiperalgesia Mecanica e Estimulagdo Térmica ao Frio

A atividade anti-inflamatéria do extrato de folhas de T. papyrifer foi avaliada
através da analise dos seguintes métodos: verificagcdo da espessura do edema de
pata induzido por carragenina, demonstragao da sensibilidade mecanica da pata com
edema utilizando o teste de Von Frey (Insight ®, EFF 301, analgesimetro digital) e
demonstracdo da estimulacao térmica ao frio utilizando a acetona (20 pL).

Proveniente das algas vermelhas, principalmente a alga Chondrus crispus, a
carragenina € um polissacarideo sulfatado encontrado em Carragheen (Irlanda). A sua
utilizacdo, nos métodos de experimentacdo animal para modelos de inflamacgao in
vivo, possibilita a avaliacdo tanto do processo inflamatério como também a
nocicepgao, pois caracteriza-se pela liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina
(1-2 h ap6s a indugdo) e uma grande producao de prostaglandinas e NO na segunda
fase (3-6 h apds a indugdo), desenvolvendo, assim, o edema por aumento da
permeabilidade vascular (Kassuya, 2019).

A verificacdo da espessura do edema da pata foi avaliada a partrdas 2h e 4 h
apos a aplicagao da carragenina (Grafico 5A-B). Apds 2 h, o tratamento oral com EATP
(100 mg/kg) inibiu significativamente a formagédo de edema em comparagao com o
grupo controle, apresentando uma modesta redugdo deste apdés a quarta hora de
observagao, com inibigdes de 44,77% e 47,57%, respectivamente (Tabela 5). O controle
positivo, prednisolona (3 mg/kg) exibiu uma porcentagem de redugado do edema nos
dois momentos de observacao, 90,29% e 83,98%, respectivamente. Para as doses

baixas 3 mg/kg e 30 mg/kg, a porcentagem de reducao do edema nao foi significativa.
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Grafico 5 — Efeito da administracdo oral de EATP no edema de pata induzido por carragenina.
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Legenda:Os animais receberam EATP, via oral, (3, 30 e 100 mg/Kg), solugéo salina estéril 0,9%
(controle) e prednisolona (3 mg/Kg) e injegao intraplantar de carragenina 2 h e 4 h. Cada barra
representa a média de 6 animais. Teste ANOVA: a = controle; b =p < 0,001; ¢ = p < 0,05 em
comparagao com o grupo controle.

Tabela 5 — % de inibicdo do edema de pata apds a administracdo de EATP

Edema apoés 2 h % inibicdo Edema apds 4 h % inibicao
EATP 3 mg/kg - EATP 3 mg/kg 3,88
EATP 30 mg/kg -EATP 100 EATP 30 mg/kg 7,76
mg/kg 44,77 EATP 100 mg/kg 47,57
Prednisolona 3 mg/kg 90,29 Prednisolona 3 mg/kg 83,98

Fonte: A autora.

A nocicepgao em animais pode ser mensurada através de testes que avaliam
os limiares nociceptivos, baseando-se em estados agudos de dor que dependem de
estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos para desencadear a nocicepgao no
animal. O teste nociceptivo relacionado a estimulagdo mecanica comumente utilizado
€ o Teste de Von Frey que consiste em um conjunto de monofilamentos de nylon de
varias espessuras que exercem diferentes graus de for¢a quando aplicados sobre a
area glabra da pata com a finalidade de induzir o reflexo de retirada, lambida ou
sacudida da pata (Medeiros et al., 2020).

Os testes relacionados a estimulagéo térmica compreendem tanto aqueles
que envolvem o estimulo quente como o frio. Neste emprega-se a acetona que,
através do seu processo de evaporacao, produz um estimulo frio detectavel em
animais com alguma lesédo. Geralmente, os resultados s&o expressos em o numero
de retirada, lambida ou sacudidas repetidas da pata (Medeiros et al., 2020).

Para a andlise da sensibilidade mecanica (Grafico 6A-B), a administragao oral

do EATP (100 mg/mL) apresentou uma reducéo significativa (Tabela 6) tanto a partir
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da terceira hora (75,43%) como a partir da quarta hora (73,68%) quando comparados
com o controle positivo prednisolona (3 mg/mL), 87,44% e 87,66%, respectivamente.
A dose de 30 mg/mL também demonstrou reducao na sensibilidade mecénica na pata
exposta a carragenina de 57,57% (2 h) e 51,61% (4 h).

Grafico 6 — Efeito da administragéo oral de EATP no teste de Von Frey.
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4 h apos a aplicagao da carragenina
Legenda: Os animais receberam EATP, via oral, (3, 30 e 100 mg/kg), solugdo salina estéril 0,9%

(controle) e prednisolona (3 mg/kg) e teste de Von Frey 3 h e 4 h. Cada barra representa a média de 6
animais. Teste ANOVA: a = controle; b =p < 0,001; ¢ = p < 0,05 em comparagao com o grupo controle.

Tabela 6 — % de inibicado para o Teste de Von Frey.

Teste de Von Frey apés 3 h ini;i/;éo TeStzszs\/A,O: Frey % inibicao
EATP 3 mg/kg 39,13 EATP 3 mg/kg 16,66
EATP 30 mg/kg 57,57 EATP 30 mg/kg 51,61
EATP 100 mg/kg 75,43 EATP 100 mg/kg 73,68
Prednisolona 3 mg/kg 87,44 Prednisolona 3 mg/kg 87,66

Fonte: A autora.

Na demonstragao de sensibilidade ao frio, os animais foram observados apés
a aplicagao da acetona. A inibicao maxima da sensibilidade ao frio foi medida em
86,95% e 82,35% para EATP (100 mg/kg) as 3 h e 4 h ap6és a aplicagdo de
carragenina, respectivamente (Grafico 7A-B). A dose de 30 mg/kg do EATP também
reduziu a sensibilidade, demonstrando uma porcentagem de inibicdo de 57,57% apos
2h e 51,61% apos 4h (Tabela 7).
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Grafico 7 — Efeito da administragédo oral de EATP no teste de estimulagdo ao frio.
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Legenda: Os animais receberam EATP, via oral, (3, 30 e 100 mg/kg), solugédo salina estéril 0,9%

(controle) e prednisolona (3 mg/kg) e estimulagéo ao frio 3 h e 4 h. Cada barra representa a média de
6 animais. Teste ANOVA: a = controle; b =p <0,001; ¢ = p < 0,05 em comparagido com o grupo controle.

Tabela 7 — % de inibicdo nociceptiva a estimulagdo ao frio.

Estimulagdo aofrio ap6s 3 h % inibigao Estimulagdo ao frio apos 4 h % inibicao
EATP 3 mg/kg 34,78 EATP 3 mg/kg 17,64
EATP 30 mg/ kg 56,52 EATP 30 mg/ kg 47,05
EATP 100 mg/kg 86,95 EATP 100 mg/kg 82,35
Prednisolona 3 mg/kg 92,76 Prednisolona 3 mg/kg 90,2

Fonte: A autora.

Dessa forma, pode-se verificar que o EATP apresentou atividade anti-
hiperalgésica, inibindo a hiperalgesia mecéanica e a sensibilidade ao frio até mesmo
nos testes utilizando concentragées menores de EATP (30 mg/kg), repercutindo em
uma porcentagem de inibicdo acima de 50% em ambos. No que se refere aos efeitos
anti-inflamatérios do EATP, foi necessario a utilizagdo de 100 mg/kg (dose maxima
utilizada) para que ocorresse a diminuicdo da resposta inflamatéria ocasionada pelo

edema induzido pela carragenina.
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8 CONCLUSAO

No estudo anatébmico de folhas de Tetrapanax papyrifer as principais
caracteristicas que se destacam sao folha anfihipoestomatica, presenga de tricomas
tectores pluricelulares unisseriados na base (4-6 células) e com porgao apical
ramificada, mesofilo dorsiventral, feixes vasculares colaterais, nervura mediana com
formato biconvexo, além da presenca de drusas de oxalato de calcio e ductos
secretores.

A analise microquimica revelou a presenga de compostos fendlicos no floema
da nervura central e peciolo. No parénquima esponjoso da lamina foliar e na bainha
amilifera do sistema vascular do peciolo foi observado a existéncia de graos de amido.
As caracteristicas botanicas e quimicas neste estudo auxiliam na identificagao de T.
papyrifer e fornecem subsidios farmacogndsticos ao controle da qualidade de drogas
vegetais e fitoterapicos.

Na investigagcdo dos compostos quimicos do 6leo essencial, por CG-EM,
foram identificadas 22 substéncias, com predominéncia em terpenos, sendo estes
classificados em monoterpenos (a-pineno, B-pineno, limoneno e terpineol) e
sesquiterpenos (6-elemene, a-copaeno, B-elemene, a-gurjuneno, cariofileno, B-
copaeno, a-humuleno, allo-aromadendreno, germacreno D, B-selineno, a-selineno,
biciclogermacreno, a-muuroleno, a-cadineno, nerolidol, globulol, guaiol e a-muurolol).

Na analise fitoquimica do extrato aquoso, observou-se a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides, em maior concentragao, reafirmando os resultados
dos testes para a acao antioxidantes.

Nos testes para a verificacdo da atividade anti-inflamatéria, o EATP na
concentracdo de 100 mg/kg obteve excelentes resultados, diminuindo o edema
formado e, principalmente, apresentando atividade anti-hiperalgésica justificando a
utilizagao popular do infuso de T. papyrifer para doengas de carater inflamatario.

Verificou-se ainda que, a partir de buscas em periddicos e trabalhos, ndo ha
estudos sobre a tematica especificamente apresentada nesta pesquisa. Dessa forma,

o estudo possibilitara a oportunidade da sua continuidade.
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