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RESUMO

Efeito anti-inflamatorio e antioxidante da Solanum stipulaceum Willd. ex Roem. & Schult
na inflamacgédo cutanea em camundongos. Etjo Rodrigo Santana Nunes, 2026.

Solanum stipulaceum, popularmente conhecida como sacatinga, € uma planta endémica da
caatinga brasileira, tradicionalmente utilizada para disturbios gastricos. Evidéncias cientificas
comprovam seus efeitos gastroprotetores, atribuidos a compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, e demonstram a presenca de &cidos fendlicos e flavonoides,
o que reforca a importancia de investigar suas propriedades anti-inflamatorias. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos anti-inflamatorio e antioxidante do extrato hidroetandlico das
folhas de Solanum stipulaceum (EHSs) e do &cido 4-hidroxibenzéico em modelo de inflamacéo
cutdnea em camundongos. Camundongos fémeas da linhagem Swiss foram submetidos a
inducdo da inflamacdo na orelha direita por aplicagéo topica de 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA; 1 pg/orelha em 20 pL de acetona). Cinco minutos depois, os animais receberam
tratamento topico com EHSs e AHB em diferentes doses (0,3; 1,0 e 3,0 mg/orelha), veiculo
(acetona) ou dexametasona (0,05 mg/orelha) como controle positivo. As orelhas contralaterais
receberam apenas veiculo e serviram como controle pareado. Seis horas ap6s a inducdo da
inflamacéo, os animais foram eutanasiados e os tecidos das orelhas foram coletados com punch
de 8 mm para avaliagdo do edema (diferenca de massa entre as orelhas), macroscopia, analise
histolégica (espessura dermo-epidérmica), atividade da mieloperoxidase (MPO),
hidroperdxidos totais, atividade da catalase (CAT) e quantificacdo de citocinas. Em
comparagdo ao grupo veiculo + TPA, o tratamento tépico com o EHSs (0,3; 1,0 e 3,0 mg/orelha)
e 0 AHB (3,0 mg/orelha) promoveram reducéo significativa do edema (p < 0,0001 para EHSs;
p = 0,0382 para AHB), dos parametros inflamatdérios macroscépicos (corroborados pelos
achados histolégicos), da espessura dermo-epidérmica (p = 0,0002; p = 0,0018; p = 0,0054,
respectivamente) e da atividade da MPO (EHSs: p < 0,0001; < 0,0001; p = 0,0003,
respectivamente; bem como o AHB (p = 0,0145). Na dose de 3 mg/orelha, 0 EHSs também
reduziu as concentracdes de IL-1p e IL-6 (ambas p < 0,0001), assim como o AHB (p =0,013 e
p = 0,0061, respectivamente), quando comparado ao grupo veiculo + TPA. Quanto aos
parametros de estresse oxidativo, o tratamento com EHSs diminuiu os hidroperoxidos totais (p
= 0,0062) e aumentou a atividade da catalase (p = 0,0205). Esses achados evidenciam as
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes do EHSs, com contribuicdo parcial do &cido 4-
hidroxibenzédico (AHB), refor¢ando o potencial farmacoldgico da espécie como candidata ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas ao tratamento de desordens cutaneas de
natureza inflamatoria e oxidativa.

Palavras-chave: Compostos Fendlicos; Edema; Estresse oxidativo; Extratos vegetais.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and antioxidant effect of Solanum stipulaceum Willd. ex Roem. &
Schult on cutaneous inflammation in mice. Etjo Rodrigo Santana Nunes, 2026.

Solanum stipulaceum, popularly known as "sacatinga"”, is a plant endemic to the Brazilian
Caatinga, traditionally used for gastric disorders. Scientific evidence supports its
gastroprotective effects, attributed to bioactive compounds with antioxidant and anti-
inflammatory properties, and confirms the presence of phenolic acids and flavonoids,
reinforcing the relevance of investigating its anti-inflammatory potential. This study aimed to
evaluate the anti-inflammatory and antioxidant effects of the hydroethanolic extract of Solanum
stipulaceum leaves (EHSs) and of 4-hydroxybenzoic acid in a mouse model of skin
inflammation. Female Swiss mice were subjected to inflammation induction in the right ear by
topical application of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA; 1 pg/ear in 20 pL acetone).
Five minutes later, the animals received topical treatment with EHSs and AHB at different
doses (0.3, 1.0, and 3.0 mg/ear), vehicle (acetone), or dexamethasone (0.05 mg/ear) as a positive
control. The contralateral ears received only vehicle and served as paired controls. Six hours
after inflammation induction, the animals were euthanized, and ear tissues were collected using
an 8 mm punch for evaluation of edema (mass difference between ears), macroscopic analysis,
histological analysis (dermo-epidermal thickness), myeloperoxidase (MPO) activity, cytokine
quantification, total hydroperoxides, and catalase (CAT) activity. Compared to the vehicle +
TPA group, topical treatment with EHSs (0.3, 1.0, and 3.0 mg/ear) and AHB (3.0 mg/ear)
promoted significant reduction of edema (p < 0.0001 for EHSs; p = 0.0382 for AHB), of
macroscopic inflammatory parameters (corroborated by histological findings), of dermo-
epidermal thickness (p = 0.0002; p = 0.0018; p = 0.0054, respectively), and of MPO activity
(EHSs: EHSs: p < 0.0001; < 0.0001; p = 0.0003, respectively; AHB: p = 0.0145). At the dose
of 3 mg/ear, EHSs also reduced IL-1p and IL-6 concentrations (both p < 0.0001), as did AHB
(p=0.013 and p =0.0061, respectively), when compared to the vehicle + TPA group. Regarding
oxidative stress parameters, treatment with EHSs decreased total hydroperoxides (p = 0.0062)
and increased catalase activity (p = 0.0205). These findings demonstrate the anti-inflammatory
and antioxidant properties of EHSs, with partial contribution of 4-hydroxybenzoic acid (AHB),
reinforcing the pharmacological potential of this species as a candidate for the development of
therapeutic strategies for inflammatory and oxidative skin disorders.

Keywords: Phenolic Compounds; Edema; Oxidative Stress; Plant Extracts.



RESUMO PARA COMUNIDADE

A Solanum stipulaceum, conhecida popularmente como sacatinga, ¢ uma planta tipica da
caatinga brasileira e ja é usada tradicionalmente para problemas no estdmago. Estudos
cientificos mostram que ela tem substancias com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, como os &cidos fendlicos e os flavonoides. Por isso, resolvemos testar se ela
também poderia ajudar no tratamento de inflamag6es na pele. Em nosso trabalho, aplicamos
uma substancia chamada TPA na orelha de camundongos para causar uma inflamacao parecida
com doengas de pele humana. Em seguida, tratamos 0s animais com o extrato da planta ou com
uma de suas substancias isoladas, o &cido 4-hidroxibenzdico (AHB). Depois de 6 horas,
analisamos as orelhas para ver se o tratamento funcionou. Os resultados mostraram que tanto o
extrato da planta quanto o AHB reduziram o inchaco (edema) e a entrada de células de defesa
no local da inflamacdo. Também observamos que eles diminuiram a producéo de substancias
inflamatdrias (como a IL-6 e a IL-1pB) e protegeram a pele contra 0 estresse oxidativo, um
desequilibrio causado por radicais livres que prejudicam as células. Em resumo, nossos dados
indicam que a sacatinga tem potencial para ser usada no tratamento de inflamacgdes na pele,
sendo o acido 4-hidroxibenzéico um dos compostos responsaveis por esse efeito. Futuramente,
ap0s mais estudos, ela pode se tornar uma alternativa natural para o desenvolvimento de novos

medicamentos aplicados diretamente na pele.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo, sendo responsavel por diversas fun¢Ges, como a
protecdo contra agressdes externas, a percep¢do de pressao, a nocicepcao e a termorregulacéo.
Quando submetida a um processo inflamatério, sua complexidade se manifesta por meio da
ativacdo de mdltiplas vias de sinalizacdo, que podem levar & morte celular programada
(apoptose) como parte da resposta tecidual (Anderton; Alqudah, 2022). Nesse contexto, a
inflamacdo € a resposta protetora frente a injurias agudas ou cronicas aos tecidos, seja oriundas
de microrganismos ou neoplasias, seja por traumas no organismo, a qual se deflagra por meio
de cascatas de fatores produzidos por células do sistema imunoldgico, cuja principal funcédo é
superar a lesdo que deu origem ao seu surgimento (Robbins; Cotran, 2010).

As enfermidades de pele e tecido subcutdneo apresentam aumentos robustos na
incidéncia e mortalidade nas ultimas décadas, sendo a dermatite atopica a doenca responsavel
pela maior carga de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYS) (Li et al., 2026). Os
Nesse mesmo cenario, 0s canceres de pele sdo os mais frequentes no Brasil e representam uma
enfermidade de atencédo para a saude publica, face a alta mortalidade associada (Brasil, 2026).
Os tratamentos atuais, porém, tém limitacOes: corticoides topicos causam atrofia cutanea
(Burshtein et al., 2025) e imunobiologicos sdo caros e exigem uso continuo (Orfali et al., 2023).
Assim, terapias alternativas mais seguras e acessiveis, como produtos naturais, tornam-se
promissoras.

Os extratos advindos de plantas, destacam-se como tratamentos topicos alternativos para
as enfermidades inflamatdrias visto que frequentemente apresentam multifuncionalidades
biologicas (Mohd Zaid et al., 2022). No Brasil, a investigacdo desses produtos € amplamente
realizada, posto que dispGe da natureza mais biodiversa, que abrange um terco das espécimes
de fauna e flora globais, o0 que implica nesse esfor¢co em busca por compostos bioativos com
atividades bioldgicas de interesse para a saide humana (Gomez-Garcia; Medina-Franco, 2022).

O género Solanum € alvo de diversas investigacGes fitoquimicas, tendo sido
identificados compostos fendlicos, saponinas esteroidais, cumarinas, terpenos, alcaloides, entre
outros compostos bioativos que estdo associados a atividades farmacoldgicas deste taxon, como
as atividades antitumoral, analgésica, anti-inflamatoria, antipsoriatica, entre outras (Kaunda;
Zhang, 2019a). Seus usos populares sdo os mais diversos: desde aplicacdo tdpica contra dores
ou em feridas a fim do efeito cicatricial até o uso de infusdes para tratar tosses, colicas e
canceres (Gafforov et al., 2024).

Uma planta que se destaca nesse género é a Solanum stipulaceum Willd. ex Roem. &
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Schult. Estudos preliminares identificaram riqueza de compostos bioativos potencialmente
antioxidantes em diferentes estruturas e formas de extragdo dessa planta. A partir do extrato
benzénico das folhas, foram isolados os flavonoides kaempferol, quercetina e tilirosideo, além
do &cido p-hidroxibenzoéico (Nascimento et al., 2005). No dleo essencial das flores, foram
identificados mais de 24 compostos, incluindo B-cariofileno, y-gurjuneno e B-gurjuneno
(Osorio, 2015) . Ja a partir do extrato cloroférmico das folhas, Lima (2023) identificou &cido
cafeico, N-ferulil-tiramina 1 e Il, secoisolariciresino (lignana), acido azelaico (&cido
dicarboxilico  saturado),  kaempferol-O-rutinosideo  (flavonoide), &cido  oxo-di-
hidroxioctadecenoico e acido tri-hidroxi-octadecendico (oxilipinas), além dos monoterpenos
loliolide I e loliolideo II.

Paralelamente, na investigacdo etnobotanica realizado no sertdo alagoano desenvolvida
por Lima e colaboradores, (2017), a S. stipulaceum foi identificada como a principal planta de
uso medicinal utilizada para sintomas associados a ulcera gastrica. Diante disso, estudos pré-
clinicos também corroboraram a atividade gastroprotetora dos extratos aquosos, hidroetanolico
e cloroférmico das folhas do S. stipulaceum no modelo de Ulcera géstrica (Lima et al., 2021;
LIMA, 2017; Lima, 2023). Conjuntamente, fragdes do extrato das folhas de S. stipulaceum
mostraram o potencial antixodante in vitro no ensaio de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
(de Limaet al., 2021; Lima, 2023) e in vivo na avaliacdo de potencial redox em tecido hepatico
de animais com Ulceras gastricas induzidas por etanol e tratados com o extrato hidroetanolico
da folha (de Lima et al., 2021).

Ja em estudo pré-clinico com ratos, o tratamento com o extrato etanolico do caule dessa
espécie produziu efeitos cardiovasculares caracterizados pela diminuicdo da contratilidade do
coracao (efeito inotropico negativo) e da frequéncia cardiaca (efeito cronotropico negativo),
indicando que o extrato atua modulando a funcdo cardiaca (Ribeiro et al., 2002).
Adicionalmente, o extrato alcaloidal do caule da S. stipulaceum também apresentou efeito
molusquicida (Silva et al., 2006). O Oleo essencial das folhas demonstrou atividade
antileucémica em linhagem THP-1, sem apresentar citotoxicidade em culturas de fibroblastos
Wi-26V A4, agindo de forma seletiva (Osorio et al., 2015).

Diante da diversidade de bioativos da folha de S. stipulaceum, da versatilidade do género
e do promissor perfil antioxidante e anti-inflamatorio ja observado, acredita-se que essa espécie
possa ter efeito benéfico em condicGes inflamatdrias da pele. Assim, a hipdtese deste estudo é
de que o extrato hidroetandlico da folha da S. stipulaceum (EHSs) promove efeito anti-

inflamatério e antioxidante no modelo de edema de orelha em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ANATOMOFISIOLOGIA DA PELE

A pele representa 0 maior 6rgao dos mamiferos, sendo constantemente relatada como
barreira de protecdo entre 0 meio interno e externo. No entanto, a barreira cutanea possui
diversas propriedades biomecénicas e bioquimicas fundamentais para a homeostase dos
organismos, tornando seu conceito funcional como um tecido dindmico (Wong et al., 2016). A
protecdo mecanica, a detec¢do somatossensorial e a defesa imunolégica sintetizam as principais
funcdes da pele nos organismos. Isso se deve ao fato de que esse 6rgao, além de apresentar
elevada complexidade fisioldgica, dispGe de diversos mecanismos moleculares e de
autorreparacdo unicos (Pefia; Martin, 2024).

Em sua anatomia, sdo encontradas estruturas morfofuncionais complexas, as quais estéo
dispostas em trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme (ou tecido subcutaneo).
Nesta primeira camada, sdo encontrados os queratindcitos em abundancia, responsaveis por
formar a barreira densa semi-permeavel da pele; na derme, ha abundancia dos fibroblastos,
responsaveis pela producdo de coldgeno e proteinas de matriz extracelular, as quais
desempenham importante papel de reserva de fatores de crescimento e hidratacéo intercelular;
e a hipoderme, caracterizada pela reserva de tecido adiposo, constituindo, assim as principais
células que compdem a anatomia cutanea (Losquadro, 2017; Wong et al., 2016). A figura 1

ilustra os componentes basicos da anatomo-histologia da pele:

Figura 1: Representacdo esquemadtica da histologia cutdnea e seus
principais componentes.
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A integridade da pele esté diretamente ligada ndo s6 a protecdo mecénica e prevengao
de perda de &gua e solutos, mas também a sua permeabilidade da pele (Rajkumar et al., 2023).
Além disso, as jun¢des oclusivas, que tém a funcdo de selar o espaco intercelular, e os foliculos
pilosos também participam da regulacéo da absorcdo dérmica, atuando como moduladores das
estruturas adjacentes frente as substancias presentes (Basler et al., 2016).

Paralelamente, a funcdo sensorial cutanea decorre da presenca de diferentes receptores
tateis que convertem as forcas indcuas em sinais elétricos para o sistema nervoso central (SNC)
através de axdnios dos mecanorreceptores de baixo limiar (LTMRs) (Handler; Ginty, 2021).
Esses receptores desempenham fungdes especificas: o complexo célula de Merkel-neurito
confere discriminacdo espacial aguda; as terminag0es de Ruffini estdo associadas ao
estiramento da pele e a propriocepc¢éo; e as terminagdes nervosas livres sdo responsaveis pela
nocicepcdo (deteccdo de dor). Essa ultima funcdo se destaca principalmente pelo carater
protetivo, uma vez que a dor sinaliza a presenca de estimulos nocivos (como calor extremo,
pressdo excessiva ou agentes quimicos), desencadeando respostas reflexas de afastamento e
prevenindo les6es teciduais mais graves (Abraira; Ginty, 2013).

Um outro tipo de protecdo oferecido pela pele é a defesa imunoldgica. Nesse contexto,
0s principais componentes intrinsecos a esse tecido incluem as células de Langerhans, que
desempenham papel de vigilancia na epiderme diante da possibilidade de capturar antigenos
para proceder a formacdo de memdria imunoldgica. Ainda na epiderme, 0s queratindcitos
também sdo capazes de produzir defensinas e catelicidinas, peptideos antimicrobianos que
atuam na regulacdo da flora cutanea. Por fim, ha também a presenca de linfocitos T residentes,
cuja funcéo esta atrelada em responder a possiveis reinfeccdes (Abbas; Lichtman, 2015). E
justamente quando esse sistema imunologico cutaneo é desafiado por agentes agressores que se

desencadeia a resposta inflamatoria.

2.2. INFLAMACAO AGUDA E ESTRESSE OXIDATIVO CUTANEO

A inflamacdo é uma resposta protetora do hospedeiro a uma agressdo tecidual,
desencadeada por uma complexa cascata de sinalizacdo que envolve mediadores quimicos,
células do sistema imune e alteracfes vasculares (Kummar; Abbas, 2015).

Nesse contexto, a resposta inflamatoria é desencadeada, em grande parte, por células
residentes da pele, como células de Langerhans (CL) e outras células apresentadoras de
antigenos, as quais reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) ou a
danos (DAMPs) (Abbas; Lichtman, 2015). Uma vez ativadas por esses sinais, essas células

produzem uma série de mediadores inflamat6rios, como citocinas, quimiocinas e eicosanoides,
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que deflagram a resposta tecidual. Nesse contexto, as espécies reativas de oxigénio (EROSs)
também podem atuar como agentes lesivos e amplificam o dano tecidual. Os processos de morte
celular decorrentes, particularmente a necrose, liberam DAMPSs que ativam vias de sinalizacdo
adicionais, como o inflamassoma NLRP3 (proteina 3 do dominio de pirina da familia NLR),
que contribui para a ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB (fator nuclear Kappa B). Essas vias
atuam em conjunto, criando algas de retroalimentagéo positiva que amplificam e perpetuam a
resposta inflamatoria (He et al., 2017).

Desse modo, essa resposta inflamatdria é caracterizada por ser a reacdo fisioldgica
primaria para a protecdo contra agentes agressores, mediada por células e moléculas de defesa
locais e recrutadas pela circulacéo sanguinea. A inflamacao aguda, por sua vez, € composta por
trés caracteristicas, quais sejam: hiperemia de pequenos vasos e consequente aumento de fluxo
sanguineo; aumento de permeabilidade, a fim de permitir a infiltragdo de proteinas e leucocitos
polimorfonucleares; e migracdo dessas células para o sitio afetado (Kumar; Abbas, 2015).

Consequentemente ao aumento da permeabilidade vascular nos capilares do sitio
inflamatdrio, ocorre perda de fluido e de proteinas plasmaticas, como albumina e
imunoglobulinas, para o espaco intersticial. Esse processo ocorre porque as juncdes aderentes
e oclusivas das células endoteliais, estimuladas por mediadores inflamatorios como histamina,
bradicinina, leucotrienos e interleucinas afastam-se umas das outras, criando espagos
interendoteliais que permitem o extravasamento de fluidos e proteinas. Essa maior
permeabilidade também facilita a migracdo de leucdcitos, que inicialmente interagem com o
endotélio por meio de selectinas, realizando o chamado rolamento leucocitario, seguido de
adesdo firme e transmigracdo (Pober; Sessa, 2007). Todavia, 0 excesso de passagem de
exsudato nesse sitio, que tende a se acumular no espaco intertisical, caracteriza-se como 0
edema, um dos primeiros sinais cardinais da inflamacdo (Siddall; Khatri; Radhakrishnan,
2017).

Ademais, outros sinais acompanham a inflamacdo. Além do edema, mediadores como
a histamina dilatam os vasos sanguineos, deixando-o0s mais ingurgitados. Isso aumenta o fluxo
sanguineo local, gerando calor e vermelhid&o (rubor), outros dois sinais cardinais da inflamacao
(Varela et al., 2018). Outrossim, mediadores como as prostaglandinas e a bradicina podem
também interagir com as terminac@es nervosas, levando a dor. Por fim, o quinto sinal cardinal,
a perda de funcdo, ¢é a repercussdo mais tardia na inflamac&o, diante dos danos que pode causar
aos tecidos como necrose e apoptose (KUMAR; ABBAS, 2015). A figura 2 esquematiza 0s

sinais cardinais da inflamacéo aguda e algumas das moléculas e mediadores:



16

Figura 2: Principais eventos envolvidos na resposta inflamatoria aguda e
suas repercussdes no tecido.
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Concomitantemente a essas manifestacfes clinicas, ocorre um conjunto de eventos
celulares no tecido cutaneo inflamado. Nesse contexto, as CL e outros macrofagos
apresentadores de antigenos, bem como o endotélio dos sitios inflamatorios produzem
mediadores, como as interleucinas 6 ¢ 1B (IL-6 e IL-1P), para o recrutamento de células do
sistema imune, a fim de combater o agente causador da resposta. O processo de migracao
celular consiste no rolamento dessas células para proximo ao local de dano, por meio das
selectinas, proteinas expressas pelo endotélio, que aderem as integrinas do leucdcito;
posteriormente, ocorre a adesao estavel e ativacao desses leucocitos por meio das quimiocinas.
Este processo culmina na transmigracdo das células para o sitio, afim de efetuar a resposta
protetora (Abbas; Lichtman, 2015).

Entre os mediadores produzidos no microambiente inflamatorio, as citocinas destacam-
se como moléculas marcadoras mais bem estudadas em modelos de inflamacédo experimental.
Dentre essas, destacam-se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que atua diretamente no
endotélio aumentando a permeabilidade vascular e contribuindo para o edema; a interleucina-
1B (IL-1pB), que amplifica a resposta inflamatoria e induz febre; a interleucina-6 (IL-6),
envolvida na resposta de fase aguda e na diferenciacédo de linfécitos T; e a interleucina-8 (IL-
8/CXCLS8), que atua como potente quimioatraente de neutrdfilos, direcionando essas células
para o sitio inflamado (Abbas; Lichtman, 2015).

Desse modo, as primeiras células a interagir com as quimiocinas do sitio inflamatério

sdo os neutrofilos. Eles desempenham diversas fungdes como a fagocitose de patdgenos, a



17

liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio do chamado burst oxidativo,
mediado, em grande parte, pela enzima mieloperoxidase (MPQ). Os neutréfilos também podem
liberar armadilhas extracelulares (NETS) que sdo estruturas compostas por cromatina e
proteinas granulares, as quais imobilizam e eliminam microorganismos, mas quando em
excesso, contribuem para o dano tecidual e cronicidade da inflamagdo. Por fim, também
estimulam mecanismos de reparacdo tecidual como a revascularizagdo, pela agdo das
metaloproteinases da matriz, que ativam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
promovem o recrutamento de outras células reparadoras como fibroblastos (Castanheira;
Kubes, 2019).

Nesse contexto, o0 estresse agudo na pele compromete a integridade tecidual por meio
de um remodelamento transitorio, especialmente quando ndo controlado adequadamente. As
principais causas de lesdo incluem fatores externos, como exposicao a radiacdo solar e interacao
com produtos quimicos, bem como fatores internos, como doencas autoimunes e dieta
inadequada (Passeron et al., 2021). Para estudar esses processos inflamatérios na pele, modelos
experimentais sdo frequentemente utilizados. Algumas dessas pesquisas induzem a inflamacéo
topica por meio do 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), um ativador da proteina quinase
C (PKC) que desencadeia a liberacao de mediadores inflamatdrios. Neste modelo é evidenciada
a intensa infiltracdo de neutrofilos, hiperemia vascular e acentuado espessamento dérmico na
andlise histoldgica, além de entumescimento, aumento da vascularizacao e rubor das orelhas na
analise macroscopica (Jayasinghe et al., 2025).

Por outro lado, a barreira cutdnea também dispGe de um sistema antioxidante
constantemente ativo uma vez que desempenha funcéo fundamental na defesa continua contra
a radiacdo solar ultravioleta (UV) e outros processos de defesa ao meio externo (Candido et al.,
2022). O desequilibrio da homeostase redox, isto €, um desequilibrio dindmico entre a sintese
de moléculas pro-oxidantes e de antioxidantes (redutoras) a nivel celular, contribui para o dano
tecidual. 1sso ocorre porque os radicais livres presentes, como o peroxido de hidrogénio, séo
altamente reativos aos componentes celulares. Consequentemente, essas estruturas podem ser
oxidadas e deflagrar vias de morte celular programada de modo desajustado (Kumar; Abbas
2015).

Por conseguinte, os produtos do estresse oxidativo sdo moléculas potencialmente
citotoxicas. Por exemplo, os hidroperdxidos, que atuam como marcadores precoces de dano as
membranas lipidicas, ou ainda, o malondialdeido (MDA\) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE), que,
por sua vez, refletem um estdgio mais avancado de fragmentacdo e oxidacdo lipidica (Sies;

Berndt; Jones, 2017). No tecido cutaneo, os marcadores de oxidacéo lipidica permitem avaliar
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o0 grau de comprometimento da barreira fisico-quimica da pele, visto que esse dano pode causar
falhas na permeabilidade e agir como DAMPs, os quais podem gatilhar a inflamacéo (Pomi et
al., 2025).

Ademais, o sistema antioxidante da pele desenvolveu mecanismos especiais, havendo
maior concentracdo de substancias enzimaticas e ndo-enzimaticas, como as vitaminas C e E, na
epiderme, comparado & derme (Rinnerthaler et al., 2015). J& as substancias enzimaticas
compdem o sistema de defesa antioxidante, atuando como primeira linha no combate ao estresse
oxidativo. A superéxido dismutase (SOD) atua como a primeira catalisadora, atuando na
conversdo do radical anion superoxido (Oz2¢7) em peroxido de hidrogénio (H20:) e oxigénio
molecular. Posteriormente, duas enzimas atuam na elimina¢do do H:20: gerado: a catalase
(CAT), localizada frequentemente nos peroxissomos, decompde o H20: em agua e oxigénio,
enquanto a glutationa peroxidase (GPx), presente no citosol e nas mitocondrias, reduz o H20-
e hidroperoxidos lipidicos utilizando glutationa (GSH) como doadora de elétrons, sendo
particularmente importante na protecdo das membranas celulares (Ighodaro; Akinloye, 2018).

O excesso de EROs nas camadas da pele (distresse), funciona como gatilho que
disparam cascatas de sinalizacdo para aumentar a expressdo génica de proteinas como as
enzimas antioxidantes, sendo a via mais conhecida para esse fim, a do Fator Nuclear derivado
de eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Ngo; Duennwald, 2022). Quando o equilibrio redox
é estabelecido as enzimas produzidas por esse sistema, como a CAT e SOD, agem para mitigar
0s subprodutos reativos em moléculas estaveis, evitando a citotoxicidade e o dano a barreira
dérmica (Candido et al., 2022).

Esses processos de inflamacdo e estresse oxidativo sdo 0s principais mecanismos
atrelados as manifestacfes das doencas inflamatorias de pele, e o controle terapéutico desses

eventos é um dos grandes desafios para a dermatologia (Nascimento; Almeida, 2022).

2.3.FARMACOTI§RAPIA DE ENFERMIDADES
DERMATOLOGICAS
As doencas inflamatorias de pele representam, a nivel mundial, uma evidente demanda
em investimentos para a satde publica, visto que ha uma tendéncia de aumento da incidéncia
de doencas como dermatite atopica (DA) e psoriase, face aos fatores ambientais e genéticos da
populacdo (Pezzolo; Naldi, 2020). Ha estimativa para a América Latina que sugere a
prevaléncia de DA entre 2 a 5 % em adultos (Barbarot et al., 2018), o que pode indicar que o
Brasil acompanha a tendéncia dessa enfermidade. Além disso, as enfermidades dermatolégicas

apresentam importante correlagdo com o comprometimento da qualidade de vida. Individuos
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afetados apresentam escore de qualidade de vida significativamente reduzido (0,89 vs. 0,95 na
populacdo geral) e maior risco de sintomas depressivos, isolamento social e soliddo (Yew et
al., 2020).

Essas desordens podem ser complicadas pelo fato da pele ser um ambiente bastante
exposto aos oxidantes ambientais como radiacdo UV, fatores quimicos e fisicos, o que permite
0 desequilibrio redox, fragiliza os componentes dérmicos e consequentemente enfraquece a
barreira dérmica e sua permeabilidade (Kruk; Duchnik, 2014). Diante disso, o tratamento das
enfermidades dérmicas se depara com diversos desafios, como a via de administracdo de
farmacos. A via topica e transdermal, hodiernamente, é vastamente utilizada visto que oferece
vantagens quanto a adesdo do paciente, liberacdo e distribuicdo dos farmacos e reducdo de
efeitos sistémicos (Jiménez-Rodriguez; Guardado-Félix; Antunes-Ricardo, 2022). Apesar
dessas vantagens, o uso de formulagcbes tépicas pode, em alguns casos, induzir ou agravar
quadros de dermatite de contato irritativa (DIC), uma reacdo inflamatoria ndo imune,
desencadeada por dano quimico ou fisico direto a barreira cutanea (Gongalo, 2021).

Nesse cenario, os glicocorticoides sdo amplamente utilizados na farmacoterapia das
afeccOes dermatoldgicas devido a capacidade de se ligar ao receptor citoplasmatico de
glicocorticoide (GR) e regular diversos fatores génicos. Entre os principais alvos dessa
regulacdo estdo os fatores de transcricdo NF-kB e da proteina ativadora 1 (AP-1), que
desempenham papel chave na sintese de sinalizadores pro-inflamatorios (Brunton; Chabner,;
Knollmann, 2021). Embora eficazes, os corticdides apresentam limitacGes importantes no que
tange a necessidade de uso continuo ou quando a utilizacéo € indiscriminada. I1sso é o motivo
pelo qual esses farmacos promovem diversos efeitos adversos como atrofia de pele,
telangiectasias e supressdao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, que podem reduzir a
efetividade do tratamento (Vitalino et al., 2025).

Por outro lado, a utilizacdo de imunobiolégicos representa uma abordagem terapéutica
alternativa com menos efeitos adversos que os corticOides. Esses agentes farmacoldgicos
consistem em medicamentos produzidos a partir de organismos vivos por meio de
biotecnologia, sendo projetados para modular componentes especificos do sistema
imunologico. Um exemplo desse direcionamento sdo 0s anticorpos monoclonais que blogueiam
a interleucina-17 (IL-17), uma citocina central de doencas autoimunes como psoriase (Brunton;
Chabner,; Knollmann, 2021). Entretanto, sdo medicamentos que precisam de constantes
investimento em estudos continuados e tecnologias farmacéuticas, portanto, sdo de alto custo
para sistemas publicos e privados de saude (Orfali et al., 2023).

Diante disso, 0s produtos naturais (composi¢oes ou moléculas isoladas), representam
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uma excelente alternativa como terapias adjuvantes visto que muitos desses compostos, como
a curcumina e resveratrol, apresentam multifuncionalidades farmacol6gicas na pele com menor
risco de toxicidade cumulativa (Kumar et al., 2024). Além disso, de acordo com o estudo de
Jadoon e colaboradores (2015), fitoprodutos topicos como a Calendula officinalis, incorporados
em tecnologias como cremes, tém mostrado eficicia contra dermatites inflamatdrias
principalmente através da neutralizacdo de ROS e reparagdo da integridade da barreira cuténea,
fato esse que corrobora a eficacia e seguranca desses produtos. Essa conjuntura evidencia a
relevancia da prospeccdo de novas espécies vegetais com potencial bioativo para o
desenvolvimento de fitoterapicos tdpicos seguros e eficazes.

2.4. Solanum Stipulaceum: BIOCOMPOSTOS E EVIDENCIAS
FARMACOLOGICAS

O género Solanum é responsavel por aproximadamente 1244 espécies aceitas, sendo 62

dessas nativas da América do Sul, o que a torna um dos maiores géneros angiospermas de
distribuicdo cosmopolita (Knapp; Sarkinen; Barboza, 2023). Ainda, representa 0 género mais
diverso da familia Solanaceae, sendo historicamente associado ao uso popular para tratar
distintas enfermidades por possuir atividades antitumorais, analgésicas, anti-inflamatorias,
antipsoriaticas, efeitos associados as saponinas esteroidais, compostos fendlicos, cumarinas,
terpenos e alcaloides frequentemente identificados em seus espécimes (Kaunda; Zhang, 2019b).
A Solanum stipulaceum Willd. ex Roem. & Schult. ¢ uma espécie endémica do Brasil,

de nome popular sacatinga, a qual ocorre em oito dos nove estados brasileiros
predominantemente no bioma da Caatinga (de Lima et al., 2021). Nessa perspectiva, 0 estudo
etnobotéanico de Lima e colaboradores (2017), realizado em Arapiraca, Alagoas, investigou
produtos naturais utilizados no tratamento de Ulceras gastrointestinais pela populacéo local e,
dentre as 17 plantas listadas, a S. stipulaceum, mostrou-se como a espécie mais promissora.
Essa espécime € uma planta arbustiva presente exclusivamente no Brasil, que ocorre
majoritariamente no bioma Caatinga, podendo também ser encontrada em partes do Cerrado e
Mata Atlantica. Algumas de suas estruturas e caracteristicas botanicas estdo demonstradas na

figura 3 (Solanum in Flora e Funga do Brasil, 2026).
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Figura 3: A) Espécie S. stipulaceum, cultivada em Arapiraca, Alagoas; B) Folha e
fruto de S. stipulaceum; C) Flor de S. stipulaceum.

Fonte: (Lima et al., 2017).

Estudos fitoquimicos preliminares observaram que a S. stipulaceum possui um perfil
rico em substancias bioativas. Estudos primarios isolaram trés flavonoides (kaempferol,
quercetina e tilirosideo) e o acido p-hidrobenzoico a partir do extrato benzénico das folhas, e
constataram a capacidade antioxidante pelo sequestro de radicais livres (DPPH) in vitro
(Nascimento et al., 2005).

Paralelamente, Osorio (2015) investigou o perfil fitoquimico das flores e folhas. Os
extratos etanolico e hexanico, bem como a fracdo em diclorometano das folhas, possuem
diversos hidrocarbonetos lineares, tais como, B-sitosterol, estigmasterol, farnesilfarnesol e bis-
(2-etil-hexil) ftalato. Ja o perfil fitoquimico das flores permitiu a identificacdo de mais de 24
compostos entre eles, o P-cariofileno, y-gurjuneno e B-gurjuneno, permitindo evidenciar
diversas classes quimicas, dentre elas alcaloides esteroidais, flavonoides e terpenoides, com
potencial atividade antioxidante. Outrossim, nessa mesma pesquisa, o 6leo essencial das flores
apresentou importante atividade antileucémica em linhagem celular THP-1 e ndo apresentou
citotoxicidade em culturas de células da linhagem de fibroblastos humanos Wi-26VA4.

Posteriormente, o trabalho de Lima (2023) com o extrato cloroférmico e a fracdo
cloroférmica das folhas dessa espécie verificou a capacidade antioxidante pelo teste DPPH e
de reducdo do acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) in vitro, bem
como a quantificacdo de fenolicos totais. Foram identificados 10 compostos no EC: &cido
cafeico, N-ferulil-tiramina | e N-ferulil-tiramina Il (acidos fendlicos); secoisolariciresino

(lignana); é&cido azelaico (&cido dicarboxilico saturado); kaempferol-O-rutinosideo
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(flavonoide); &cido oxo-di-hidroxioctadecenoico (oxilipina); acido trihidroxi-octadecendico
(metabolito da lipoxigenase do &cido linoleico) e loliolide I e loliolide 11 (monoterpenos). Tais
achados corroboram a presenca eximia e a capacidade redutora de radicais livres.

Estudos pré-clinicos in vivo avaliaram os efeitos farmacoldgicos de S. Stipulaceum na
protecdo contra Ulceras estomacais. A administracdo oral aguda do extrato hidroetanélico das
folhas de S. stipulaceum (EHSs), 5 g/kg, ndo produziu sinais de toxicidade ou mortalidade em
ratos (Lima et al., 2017). Procedendo as investigacGes, 0 extrato aquoso bruto, o EHSs, junto
as fragBes hexanica, cloroférmica , acetato de etila e hidrometandlica (200 e 400 mg/kg) (Lima,
2021; Lima, 2017, 2020), inibiram lesdes géastricas em ratos Wistar.

O extrato cloroférmico (300 mg/kg) e a fracdo cloroférmica (200 mg/kg) também
evidenciaram efeito gastroprotetor, com mecanismo relacionado as prostaglandinas (PG),
canais Katp, Oxido nitrico e grupamentos sulfidrilicos, havendo indicios de que o composto N-
trans-feruloiltiramina seria, em parte, o responsavel pela atividade antitlcera (Lima, 2023).

Recentemente, o trabalho de doutorado de Biano (2026) avaliou o efeito cicatrizante de
membranas de alginato de sodio incorporadas com o EHSs em feridas cutaneas excisionais
induzidas em camundongos. O tratamento (1%) reduziu significativamente os niveis da citocina
pro-inflamatoria IL-1p no tecido cicatricial tanto no 3° quanto no 7° dia ap6s a indugéo da ferida,
em comparacgédo ao grupos ndo tratado. Esse efeito foi acompanhado por aumento da expresséo
do fator de crescimento VEGF, reducgéo do estresse oxidativo (hidroperoxidos) e melhora dos
parametros histoldgicos, sugerindo que a modulacédo e promocéo do reparo tecidual cutaneo.

Ja o extrato etandlico do caule revelou efeitos cronotropico e inotropico negativos em
atrios isolados conforme a concentracdo (60-300 pg/ml), alem de efeito hipotensor por
vasodilatacdo independente do endotélio (Ribeiro et al., 2002). Adicionalmente, o extrato
alcaloidal do caule apresentou efeito molusquicida contra esquistossoma nas concentrac@es de
100 e 50 pg/ml (Silva et al., 2006).

Nesse contexto, preparacdes com S. stipulaceum causaram diversos efeitos bioldgicos
em organismos, associados a riqueza de biocompostos presentes na planta, que em geral estdo
relacionados aos efeitos antioxidantes. Considerando que o processo inflamatério agudo na pele
esta intrinsicamente associado ao estresse oxidativo e a producao excessiva de espécies reativas
de oxigénio (ROS), a comprovada atividade antioxidante da planta permite hipotetizar que a S.
stipulaceum também possa atuar modulando a resposta inflamatéria cutanea. Dessa forma, esse
conjunto de evidéncias estabelece uma base sélida para instigar diferentes investigacdes
farmacoldgicas de relevancia cientifica, incluindo estudos voltados ao tratamento topico de

inflamacGes agudas da pele.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-inflamatdrio e antioxidante do extrato hidroetanolico das folhas
da Solanum stipulaceum (EHSs) e do seu composto abundante em modelo murino de

inflamacéo cutanea aguda.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito topico do EHSs em modelo de inflamacdo cutanea aguda nos seguintes
parametros:
e Edema de orelha;
e Alteracdes antamopatologicas;
e Infiltracdo de neutroéfilos;
e Concentracao de citocinas TNF-a, IL-6, e IL-1p;

e Estresse oxidativo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DROGAS

Foram utilizados o agente indutor TPA (Sigma-Aldrich®), o controle positivo
dexametasona (Decadron® 4 mg/mL) e o anestésico isoflurano (BioChimico®). O &cido 4-
hidroxibenzdico utilizado foi adquirida da Sigma-Aldrich®, em forma de p6, com pureza >
99%, conforme especificado pelo fabricante. Esse composto foi diluido em acetona (Avantor®)
e alcool etilico 99% (Exodo Cientifica®).

4.2. COLETAE IDENTIFICACAO DA Solanum stipulaceum Willd ex. Roem & Shult

As folhas da S. stipulaceum foram colhidas em setembro de 2019 no Povoado Nasceca
do municipio de Sao Francisco, Sergipe, Brasil (10° 23.215524°S, 36° 54.091662°W). A planta
foi encaminhada ao Herbario da Universidade Federal de Sergipe, Brasil, para o deposito de
exsicata com o numero de registro 42625.

O acesso ao patriménio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero
AD57577.

4.3. PREPARACAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE S.
stipulaceum Willd ex. Roem & Shult

Amostras de 200 g folhas secas de S. stipulaceum foram enviadas ao Nucleo de Pesquisa
em Produtos Naturais e Tecnologias Sociais em Saude, no departamento de Farmacia (DFA)
da UFS, onde a extracdo por infuséo foi procedida em solvente 80% de etanol e 20% de agua,
durante sete dias. Posteriormente, foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo (LG
LOGEN) a 45% sob pressdo reduzida. Em seguida, a secagem foi realizada a temperatura de
40°C em chapa. O rendimento final foi de 26 g de extrato (13%).

A caracterizacao fitoquimica do EHSs foi realizada em colaboracdo com pesquisadores
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe, estando disponiveis no
estudo de Reis (2026), na qual foi utilizado 0 mesmo lote do extrato empregado nesses ensaios
biologicos. As analises foram conduzidas por espectrometria de massas de alta resolucéo (FT-
Orbitrap MS) no modo de ionizagdo por electrospray na polaridade negativa (HESI(—)). As
amostras foram preparadas na concentracdo de 50 ppm em metanol grau HPLC e infundidas
diretamente no espectrémetro sob as seguintes condi¢Ges: temperatura da regido de vaporizacdo

de 40 °C, voltagem do spray de 3,5 kV, temperatura do capilar de 300 °C, gas de bainha a 12
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u.a. e gas de arraste a 5 u.a. As massas exatas dos ions detectados na forma [M—H]~ foram
convertidas em férmulas moleculares, e as estruturas propostas foram atribuidas por

comparagdo com dados da literatura.

4.4. ANIMAIS

Foram utilizados 108 camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss (25- 30
g), provenientes do biotério do Laboratorio de Farmacologia do Processo Inflamatério —
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos em
sala com temperatura controlada (21 + 2°C) e ciclo claro/escuro controlados (12 h cada) com
acesso a ragdo e agua ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas sobre cuidados com
animais previstos e fiscalizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Sergipe, cujo projeto foi previamente aprovado sob o protocolo CEUA
n° 1919270924 (ANEXO 1).

Ao final do experimento os animais foram anestesiados com isofluorano inalatorio,
seguida por eutanasia por deslocamento cervical. As carcacas foram acondicionadas em sacos

plasticos e guardadas em freezer reservado para este fim até o descarte definitivo.

45. AVALIACAO DE EDEMA INDUZIDO POR TPA

O edema foi induzido de acordo com a metodologia de Young; Wagner; Spires (1983),
adaptada por Bonfim et al. (2014). Para tanto, os camundongos (n=5-7 por grupo), foram
devidamente contidos e foi administrado topicamente, na orelha direita, 0 agente indutor de
inflamacdo, o TPA (1 ug/orelha dissolvido em 20 pL de acetona). Na orelha esquerda e nas
contralaterais dos animais de todos os grupos foram administrados 20 uL de acetona ou salina a
0,2 % de tween 80 %, com o intuito de que cada animal fosse seu proprio controle.

Cinco minutos apos a administracdo de TPA, as orelhas direitas dos animais foram
tratadas topicamente com EHSs (dissolvido em Tween 80 a 0,2% preparado em salina a 0,9%)
ou AHB (dissolvido em acetona e alcool etilico 99%, proporc¢édo de 1:1), nas diferentes doses
ou com o veiculo, como descrito na Tabela 1. Como controle positivo, foi utilizado 20 uL de
dexametasona (0,05 mg/orelha). As doses do EHSs escolhidas para essa pesquisa foram baseadas
em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa com outro extrato aquoso das folhas de Annona
muricata L. (Cercato, 2021). Diante disso, foram utilizados os seguintes grupos experimentais
para triagem de melhor dose efeito nas avaliagdes de edema, atividade de mieloperoxidase e

de par@metros histologicos e macroscopicos, de acordo com a tabela a seguir:
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Tabela 1: Relagéo dos grupos experimentais para a avaliacdo do efeito anti-inflamatorio tépico do EHSs e AHB
no modelo de edema de orelha induzido por TPA.

Grupos experimentais Inducéo/Tratamento por administragado topica
) Tween 80 (0,2%) em salina + Acetona (20 pL/orelha) ou Acetona
1. Veiculos .
+ Alcool etilico.
2. Veiculo + TPA Acetona + TPA (1 pg/orelha)
3. EHSs ou AHB 0,3
EHSs ou AHB (0,3 mg/orelha) + TPA (1 pg/orelha)
mg + TPA
4. EHSs ou AHB 1 mg
EHSs ou AHB (1 mg/orelha) + TPA (1 pg/orelha)
+ TPA
5. EHSs ou AHB 3 mg
EHSs ou AHB (3 mg/orelha) + TPA (1 pg/orelha)
+ TPA
6. Dexa+ TPA Dexa (0,05 mg/orelha) + TPA (1 pg/orelha)

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; AHB: Acido
hidroxibenzéico; Dexa: dexametasona. Fonte: Autor, 2026.

A eutanasia foi realizada por deslocamento cervical nos animais previamente anestesiados
com isoflurano inalatorio, apos 6 h da inducéo da inflamacdo. Em seguida, os sitios das orelhas
foram recortados circularmente com o auxilio de um punch metalico de 8 mm de diametro e foi
realizada a medida da massa dos sitios das orelhas, por um avaliador treinado e enconberto
quanto a identidade dos grupos. Os valores foram expressos em mg e a partir deles foi calculado o

edema como a variagdo (A) a partir da subtracao entre as orelhas direita e esquerda de cada animal.

4.6. AVALIACAO MACROSCOPICA DE ORELHAS

A fim de visualizar as alteracGes inflamatorias caracterizadas por inchaco (edema) e
vermelhiddo (hiperemia) auriculares, os registros fotograficos foram realizados por meio de
captura digital de alta resolucdo (50 MP) com smartphone, mantido em suporte fixo para
garantir distancia focal e angulacdo padronizadas em todos 0s grupos experimentais.

Os animais foram mantidos anestesiados por isofluorano e foram individualmente
posicionados sobre um anteparo de Etileno Acetato de Vinila (EVA) na cor azul, afim de
contrastar e padronizar as imagens. As fotografias foram tiradas por um observador treinado,
encoberto para o grupo e, posteriormente, as fotos que representaram a média entre 0s animais

do grupo foram selecionadas.

4.7. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A analise histologica das orelhas (n=5/grupo) foi realizada em tecido cuidadosamente
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retirado com o punch de 8 mm, sendo fixado e conservado em formol (10%) em microtubo até
0 momento da realizacdo dos cortes histologicos. Posteriormente, as orelhas foram desidratadas,
incluidas em parafina e em seguida seccionadas transversalmente num micrétomo em cortes de
5 pm de espessura. Estes cortes foram fixados em laminas e corados com hematoxilina e eosina.
As laminas foram visualizadas em microscépio 6ptico Olympus, acoplado a sistema de captura
de imagens digital utilizando o software Q-Capture Pro 7 (Qlmaging), com objetiva de 10 x e
20 x. Foram avaliados os aspectos histoldégicos, como espessura da derme e infiltrado
leucocitario.

Para determinacdo das espessuras dermo-epidérmicas, foram utilizadas trés seccOes
histoldgicas de cada espécime, analisadas em magnificacdo de 100x. Um campo histoldgico foi
selecionado (hot spot) em cada seccdo e foram tomadas trés medidas de espessura
dermoepidérmica em cada area. As medidas foram obtidas através do software Image J (versdo
1.44). Inicialmente, foi realizada a calibragdo do fotomicroscopio, a partir do qual a fotografia
foi obtida (formato .tiff), a fim de ajustar a escala da imagem e obter a correta escala de
conversao de pixel para micrémetros. Usando a ferramenta Set Scale, o software foi calibrado
com a imagem de uma régua de calibracédo (1000 pum) obtida no mesmo microscopio e aumento
citados. Em seguida, utilizando a funcéo straight line, foi tracada uma reta em trés pontos
equidistantes em cada campo histologico. A partir do comprimento dessas retas, foram obtidas
as trés medidas de cada campo analisado.

Para cada animal (espécime) foram obtidas 15 medidas, que foram expressas por médias
de cada individuo, totalizando 75 medidas por cada grupo. Todas as etapas da avaliacdo dermo-
epidérmica foram realizadas por avaliadores encobertos. Quanto aos grupos e as fotos

representativas, foram obtidas do animal que apresentou a espessura média entre 0s grupos.

4.8. ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

O recrutamento de neutrofilos foi avaliado indiretamente pela medida da atividade da
da MPO nos sitios das orelhas. Apos a medida da massa, as amostras de orelha foram mantidas
sob refrigeracdo (-20°C). Posteriormente, foram adicionados 300 pl de tampédo fosfato de
potassio (50 mmol/L, pH 6,0) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB).
Cada amostra foi previamente picotada e homogeneizada, e 0 homogenato foi centrifugado
(10.000 g, por 15 min). Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a analise da atividade da
MPO em placa de 96 pocos. Para tanto, 10 pL dos sobrenadantes foram adicionados a solucéo
de di-hidrocloreto de o-dianisidina (0,167 mg/mL, preparada em tampdo fosfato de potassio,

50 mmol/L, contendo 0,005% de H.O,). As alteragdes nos valores de absorbancia a 460 nm
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foram registradas durante um intervalo de 2 min e os resultados foram expressos como unidades
de MPO (UMPO/sitio de orelha), considerando-se 1 UMPO como a quantidade de enzima que
degrada 1 pmol de H,O; a 25°C, conforme previamente descrito por Bradley e colaboradores
(1982).

4.9. DOSAGEM DE HIDROPEROXIDOS TOTAIS

Para dosagem de hidroperéxidos totais, que sdao marcadores primarios de lesdo
oxidativa, foi utilizada a técnica espectrofotométrica por FOX-2 modificado. Essa técnica
consiste basicamente na oxidacdo de ions ferroso (Fe?") a ions férrico (Fe*) sob condices
acidas, pelos hidroperdxidos lipidicos, sendo o xilenol orange o indicador.

Para tanto, cada amostra foi previamente picotada e os sitios auriculares dos animais
(n=7) foram homogeneizados em 300 pL de tampdo fosfato salino (PBS) e centrifugadas
(10000 g, 4°C, em 30 min). Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a analise em placa de
96 pocos. Para tanto, 20 pL dos sobrenadantes foram adicionados a solugdo de FOX (Proporgao
1:9 de Solucdo 1: Xilenol orange 0,76 mg/ml; sulfato ferroso amoniacal 0,98 mg/ml e &cido
sulfarico a 250 mM; e Solugdo 2: Hidroxitolueno butilado 0,97 mg/ml e Metanol). Passados os
30 min a leitura foi realizada a 560 nm. Os resultados foram expressos como o coeficiente de
extincdo molar dos hidroperéxidos, considerando-se que absorbancia € resultado do coeficiente
de extingdo molar do croméforo = 4,3x10* M*cm™ x concentracdo de hidroperdxidos (mol/L),

conforme previamente descrito (Jiang; Hunt; Wolff, 1992).

410. ATIVIDADE DA CATALASE

A dosagem de atividade da catalase (CAT) foi realizada com base nos estudos de
Nelson; Kiesow (1972) e Gioda e colaboradores (2010). Amostras de orelhas foram pesadas,
homogeneizadas em PBS e tiveram a quantidade de proteinas normalizadas para 1 mg/mL
(Bradford, 1976). Posteriormente, foram pipetadas 10 uL em duplicada na placa de 96 pocos
junto aos 195 pL do tampdo CAT (140 mg/mL de fosfato de potassio monobasico e 4,3 mg/mL
de fosfato dissodico hepta-hidratado) e 5 pL de peroxido de hidrogénio a 1 mol/L. A leitura dos
pocos foi realizada a 240 nm em cinética de 5 min, com intervalo de 15 s entre as leituras. A
atividade da enzima foi expressa pela diferenca da variagdo das absorbancias (AE/minuto/mg

de proteinas), representando o decaimento de H20, nos 5 minutos.

411. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

As citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1p foram quantificadas utilizando kits para ELISA
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(Invitrogen®). Os sitios das orelhas foram homogeneizadas em um volume fixo de 300 pL de
tampao de extracédo de citocinas (PBS contendo coquetel de inibidor de protease, PMSF, NaCl,
EDTA e Triton X) e centrifugadas (9000 g, 4°C, em 10 min). Desses, cerca de 50 uL do
sobrenadante foi adicionado a placa de 96 pocos de alta ligagdo, com o anticorpo de captura
previamente aderido e a placa bloqueada. Posteriormente, as amostras foram incubadas (3 a 24
horas), lavadas e adicionadas ao anticorpo de detec¢do. Em seguida, o conjugado foi adicionado
a placa e, por fim, acrescentado o substrato. As placas foram analisadas em espectrofotdmetro
de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracdo de citocinas foi expressa em

picogramas por sitios auriculares coletados (pg/sitio).
4.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e foram avaliados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Confirmada a distribuicdo normal, foram
avaliados por andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste para comparacoes
multiplas de Bonferroni.

Em todos estes procedimentos foi utilizado o programa estatistico GraphPadPrism

(versdo 8.4.2). Foram considerados significativos os valores que apresentaram p < 0,05.
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5. RESULTADOS
A caracterizacdo fitoquimica do EHSs foi realizada em parceria com o Departamento de
Quimica da UFS, utilizando o mesmo lote do extrato testado nos experimentos biologicos. A
analise por FT-Orbitrap MS no modo negativo revelou uma composi¢do rica em &cidos
fendlicos e flavonoides (Reis, 2026). Dentre os compostos identificados, destacam-se o acido
4-hidroxibenzdico (12,32% de abundancia relativa), o &cido protocatecuico (7,44%), o
kaempferol (7,11%) e a quercetina (0,33%) (ANEXO 2).

Como demonstrado na figura 4, apés a inducao da inflamacéo, houve menor edema nos
grupos tratados com 0,3, 1,0 e 3,0 mg de EHSs/orelha ou dexa em comparagdo ao grupo veiculo
+TPA (8 5,8, p < 0,0001; 9,227 + 5,872, p < 0,0001; 7,442 + 4,65 p < 0,0001; 6,983 + 3,425
p < 0,0001 vs 19,77 £ 4.694, respectivamente). A figura demonstra o resultado de 2
experimentos independentes (n= 5-7/grupo/experimento), nos quais as amostras foram

destinadas para avaliacdo de analise histoldgica e atividade da MPO.

Figura 4: Delta (A) do peso das orelhas submetidas ao tratamento com o extrato
hidroetandlico da S. stipulaceum (EHSS).
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A inflamacdo topica foi induzida nos animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=6-12) nas orelhas direitas. O
tratamento incluiu 0 EHSs nas doses de 0,3 mg/orelha (n=6-12), 1,0 mg/orelha (n=6-11) ou 3,0 mg/orelha (n=6-
12), ou dexametasona (0,05 mg/orelha; n=7-12). Os dados representam o delta (A) calculado a partir do peso dos
sitios das orelhas direitas (inflamadas) subtraindo pela massa da orelha contralateral. Dados apresentados como
média + desvio padrdo; ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Bonferroni. (****p<0,0001 e *p<0,05 vs
grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum;
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Dexa: dexametasona. Fonte: Prdprio autor, 2026.

A partir dos experimentos realizados para avaliacao do efeito terapéutico do EHSs foram
obtidas as imagens representadas na figura 5, na qual estdo expostos as fotografias
representativas de cada grupo, captadas a fim de demonstrar a analise macroscopica das orelhas
dos animais. O animal do grupo acetona e TPA (A) apresenta, em sua orelha direita,
intumescimento, rubor e engurgitamento de vasos sanguineos auriculares, evidenciando-se
também o exsudato e maciez ao corte por punch. Nos grupos de tratamento com EHSs nas doses
de 0,3 mg/orelha (B) e 1 mg/orelha (C) essas alteracBes inflamatérias sdo observadas, no
entanto apresentam-se moderadamente atenuadas, enquanto no tratamento com 3 mg/orelha
(D), a vascularizacdo e espessamento auricular apresentam-se com um aspecto semelhante a
orelha esquerda. No grupo dexa (E), o intumescimento do tecido € considerado impercepitivel.

Figura 5: Alteracdes macroscopicas nas orelhas apés 6 h da aplicacdo do TPA e tratamento com
o0 extrato hidroetandlico da S. stipulaceum (EHSs) ou dexametasona.

EHSs
0,3 mg/orelha

EHSs EHSs Grupo Dexa
1 mg/orelha 3 mg/orelha

(Dexa). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; AHB: Acido 4-hidroxibenzoico; EHSs: Extrato hidroetanélico de

S. stipulaceum. Fonte: Préprio autor, 2026.

A avaliacdo histopatoldgica das orelhas tratadas com EHSs evidenciou importantes
variagOes estruturais entre os grupos. O grupo acetona (figura 6A) apresentou arquitetura
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celular preservada, havendo auséncia de exsudato e infiltracdo de células inflamatdrias
aparentes, demonstrando padrdo histologico préximo a normalidade.

J& na Figura 6B, o grupo veiculo + TPA caracterizou-se por um denso infiltrado
inflamatorio e exsudato dérmico. No compartimento epidérmico, o0s queratindcitos
apresentaram tumefacdo celular (seta azul) compativel com degeneracdo hidrépica. Houve
expressivo aporte de células polimorfonucleares (seta preta), com predominio de neutréfilos
dispersos entre os feixes de colageno e anexos epidérmicos. Adicionalmente, constatou-se
moderado desalinhamento tecidual, secundario a expansdo do espaco intersticial por liquido
de edema (seta verde), decorrente do aumento da permeabilidade capilar. AlteracGes
hemodinamicas locais, como vasodilatacdo e hiperemia (seta vermelha) ativa, também foram
notaveis, consolidando o perfil histopatoldgico tipico da inflamacdo aguda induzida pelo
TPA.

Nos grupos tratados com o extrato EHSs, observou-se menor presencga dos parametros
inflamatdérios em comparacdo com o grupo veiculo + TPA. Ainda, os grupos tratados
apresentaram epiderme mais preservada morfologicamente e diminuicdo progressiva da
deposicdo de exsudato entre as estruturas dérmicas e infiltracdo de células inflamatorias.
Todavia, a dose de 0,3 mg/orelha ainda apresentou discreta presenca de vasos hiperemiados
(figura 6C).

Dentre as trés doses testadas, 0 grupo tratado com a dose de 3 mg de EHSs/orelha
apresentou 0os melhores aspectos histoldgicos, com marcante diminuicdo do infiltrado
inflamatdrio e do exsudato dérmico, além de organizacdo tecidual mais preservada (figura
6E). Observou-se reducdo importante da celularidade inflamatéria e menor evidéncia de
alteracdes vasculares e de edema, indicando efeito protetor relevante do tratamento sobre a
inflamacéo induzida.

De modo semelhante, o grupo dexa (figura 6F), utilizado como controle
farmacoldgico, apresentou menor presenca do processo inflamatorio, evidenciada por menor
presenca do infiltrado de polimorfonucleares, exsudato dérmico e com preservacdo da

arquitetura cutanea.
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Figura 6: Andlise morfoldgica das sec¢des histologicas nos diferentes grupos experimentais.
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A inflamag@o topica foi induzida em todos os animais pela aplicacdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas direitas. O tratamento incluiu o EHSs nas doses de 0,3 (n=5); 1,0
(n=5) ou 3,0 mg/orelha (n=5), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=5). O grupo acetona (n=5) ndo recebeu o TPA (orelhas contralaterais). Fotomicrografias de
seccdes histologicas coradas em HE (200 x) representativas dos principais aspectos histomorfoldgicos observados nos diferentes grupos experimentais. Barras de escala = 20
pm. TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Proprio autor, 2026.
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Na andlise histomorfométrica (Figura 7G), realizada a fim de estimar o edema de
maneira quantitativa pela espessura dermo-epidérmica, também foi possivel notar diferencas
significativas entre os grupos. E possivel observar os cortes histologicos representativos das
médias dos grupos entre no painel da figura 7 (A-F). O grupo veiculo + TPA apresentou
espessura aumentada em comparagéo ao grupo acetona (359,5 um + 61,19 vs 164,9 um + 24,93,
p < 0,0001). As orelhas tratadas com 0,3, 1 e 3 mg de EHSs apresentaram menor espessura em
comparagdo com o grupo veiculo +TPA (226,2 um + 66,01, p = 0,0002; 248,5 um = 7,042, p =
0,0018; 260 um + 14,40, p = 0,0054 vs 359,5 um + 61,19, respectivamente). O tratamento com
a dexametasona (0,05 mg/orelha) apresentou menor espessura em comparagdo com 0 grupo
veiculo + TPA (252,7 + 42,16 vs 359,5 um £ 61,19, p = 0,0027) (Figura 7F).



35

Figura 7: Determinacgdo da espessura dermo-epidérmica média nos diferentes grupos.
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A inflamacéo topica foi induzida nos animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas direitas. O tratamento incluiu o EHSs ndoses de 0,3 (n=5); 1,0 (n=5); 3,0
mg/orelha (n=5), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=5). O grupo acetona (n=5) ndo recebeu o TPA (orelhas contralaterais). (A-F) Fotomicrografias representativas
dos cortes histoldgicos com as espessuras medias das orelhas de camundongos corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), evidenciando as medidas locais de espessura tecidual
(um). Imagens capturadas sob aumento original de 100x; barras de escala = 100 um. (G) Médias das espessuras dermo-epidérmica (n= 5, obtido a partir de médias de 15
medidas por animal). Dados expressos por média + DP; ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs grupo veiculo +
TPA. TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Prdrpio autor, 2026.
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A fim de obter a quantidade indireta de neutréfilos, foi avaliada a atividade da MPO nos
sitios de orelhas dos diferentes grupos experimentais. Conforme a Figura 8, quando expostos
apenas ao veiculo + TPA, houve maior atividade de MPO nos sitios em comparagdo ao grupo
acetona (41,74 £ 10,44 vs 4,998 * 2,944 respectivamente, p < 0,0001). Quando tratadas com as
doses de 0,3, 1,0, e 3,0 mg de EHSs/orelha, foi encontrada menor atividade da MPO, comparada
ao grupo veiculo + TPA (13,07 £ 14,17, p<0,0001; 13,07 + 14,17, p<0,0001; 11,21 £ 8,474,
p =0.0003 vs 41,74 + 10,44, respectivamente). No entanto, ndo foi observada relagéo de dose-

dependéncia para o efeito do EHSs.

Figura 8: Atividade de MPO nas orelhas inflamadas e submetidas ao tratamento com o
extrato hidroetanolico da S. stipulaceum (EHSSs).
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Inflamac8o topica foi induzida nos animais pela aplicacdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas direitas. O
tratamento incluiu o EHSs nas doses de 0,3 mg/orelha (n=6), 1,0 mg/orelha (n=6), 3,0 mg/orelha (n=6); ou
dexametasona (0,05 mg/orelha; n=5). O grupo acetona (n=7) ndo recebeu tratamento com TPA. Os dados sdo
mostrados como a concentragdo da MPO no tecido (em U/sitio). Média + DP; ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Bonferroni. (***p<0,001 e ****p<0,0001 vs grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol

acetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Proprio autor, 2026.

Para prosseguimento das demais andlises (citocinas, dosagem de hidroperéxidos totais
e atividade da CAT) foi estabelecida a dose de 3 mg/orelha de EHSs, que promoveu relevante
eficacia e maior homogeneidade nos parametros até entdo avaliados, com a mesma finalidade
de reduzir o nimero de animais utilizados.

Nessa perspectiva, procedeu-se 0s ensaios de avaliagcdo de pardmetros antioxidantes.
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Para tal, a dosagem de hidroperdxidos totais foi realizada a fim de analisar a possivel agdo
antioxidante do EHSs. Na figura 9, pode-se observar a maior concentracdo desse metabdlito
no grupo veiculo + TPA, em comparagdo com as orelhas que ndo receberam TPA (0,9837 +
0,4232 vs 0,3550 £ 0,1627, p = 0,0001). Para o grupo tratado com o EHSs na dose de 3
mg/orelha, observou-se diminui¢do na concentracdo de hidroperoxidos, quando comparado ao
grupo veiculo + TPA (0,5455 + 0,1154 vs 0,9837 + 0,4232, p = 0,0062), bem como no grupo
dexa (0,5181 + 0,08004 vs 0,9837 + 0,4232, p = 0,0036).

Figura 9: Determinacdo de hidroperoéxidos totais.
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A inflamagdo topica foi induzida em todos os animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=7) nas orelhas
direitas. O tratamento incluiu 0 EHSs nas doses de 3,0 mg/orelha (h=7), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha;
Dexa, n=7). O grupo acetona (n=7) ndo recebeu a aplicacdo de TPA. A concentracdo de hidroperdxidos esta
expressa em nmol/sitio. Média + DP (n=7). ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Bonferroni. (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 vs grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; EHSs: Extrato

hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Préprio autor, 2026.

Complementarmente, foi avaliada a atividade da enzima antioxidante CAT, conforme
Figura 10, nas orelhas dos diferentes grupos. O grupo veiculo + TPA apresentou atividade da
enzima reduzida em compara¢do ao grupo gue recebeu apenas acetona (4,233 + 2,038 vs 10,12
+ 2,767, p = 0,0034). Ao tratar as orelhas com 3 mg/orelha de EHSs, a atividade da CAT foi
maior em comparacdo com o grupo veiculo + TPA (8,872 +2.316 vs 4,233 + 2,038, p = 0,0205),
e 0 mesmo ocorreu para o grupo dexa (9,396 + 2,854 vs 4,233 + 2,038, p= 0,0097).

Figura 10: Avaliacédo da atividade da enzima antioxidante CAT.
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A inflamagdo topica foi induzida em todos os animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas
direitas. O tratamento incluiu o EHSs na dose de 3,0 mg/orelha (n=5) ou com dexametasona (Dexa, 0,05
mg/orelha; n=5). O grupo acetona (n=5) ndo recebeu tratamento comTPA. A concentragdo da CAT esta expressa
pela diferenca da variacdo das absorbancias durantea analise espectrofotométrica. Média + DP (n=5-6). ANOVA
de uma via seguida pelo pds-teste de Bonferroni. (* p<0,05 e ** p<0,01 vs grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-
tetradecanoilforbolacetato; EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Prérpio
Autor, 2026.

A fim complementar a investigacdo anti-inflamatoria do EHSs, foi procedida a
avaliacdo do efeito do acido 4-hidrozibenzdico (AHB), acido fendlico com maior abundancia
relativa identificada na caracterizacdo, de maneira isolada. Como demonstrado na Figura 12,
apos a inducdo da inflamacgdo, houve menor edema nos grupos tratados com 3,0 mg de
AHB/orelha ou dexa (0,05 mg/orelha) em comparacdo ao grupo veiculo + TPA (10.82 + 3.473,
p = 0,0382; 3.557 + 1.846, p < 0,0001 vs 16.50 £+ 3.703, respectivamente). Ndo foram
constatados menor edema nas intervengdes de 0,3 e 1,0 mg em comparagdo ao grupo veiculo +
TPA (16.72 £2.218,p=10.6282 € 13.52 + 4.475, p>0.9999 vs 16.50 + 3.703, respectivamente).
Diante disso, a dose de 3 mg AHB/orelha foi selecionada as subsequentes analises de
macroscopia, concentracées de MPO e citocinas pro-inflamatorias a fim de novamente reduzir
a quantidade de animais utilizados.

Figura 11: Delta (A) do peso das orelhas submetidas ao tratamento com Acido
hidroxibenzoico (AHB).
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A inflamacdo tdpica foi induzida nos animais pela aplicacdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas
direitas. O tratamento incluiu o ABH nas doses de 0,3 mg/orelha (h=6); 1,0 mg/orelha (n=6) ou 3,0 mg/orelha
(n=6), ou dexametasona (0,05 mg/orelha; n=7). Os dados representam o delta (A) do peso dos sitios das orelhas
direitas (inflamadas) dos quais foi subtraida a massa da orelha contralateral. Dados apresentados como média +
desvio padrdo; ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. (****p<0,0001 e *p<0,05 vs grupo

veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; AHB: Acido 4-hidroxibenzéico; Dexa: dexametasona.
Fonte: Proprio autor, 2026.

Na analise macroscopica (Figura 12), foi possivel notar que os mesmo padrdes
inflamatdrios auriculares ja outrora observados nos grupos controles que foram descritos nas
figura 5, evidenciando-se, entdo, no grupo que recebeu tratamento com AHB 3 mg/orelha
(Figura 12B), a vascularizacdo e espessamento auricular discretamente ateneuados quando
comparados a orelha que recebeu apenas TPA.
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Figura 12: Alteracbes macroscopicas nas orelhas apds 6 h da aplicagdo do TPA e
tratamento com o acido hidroxibenzoéico (AHB) ou dexametasona (Dexa).

Grupo AHB 3 mg/orelha Grupo Dexa

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; AHB: Acido 4-hidroxibenzoico; Fonte: Proprio autor, 2026.

Conforme a figura 13, quando expostos apenas ao veiculo + TPA, houve maior atividade
de MPO nos sitios em comparacgdo ao grupo acetona (41,3 + 9,2 vs 5,0 + 1,3 respectivamente,
p <0,0001). Quando tratada com a dose de 3,0 mg de AHB/orelha, observa-se que, assim como
as intervencbes com EHSs, apresentou menor atividade da MPO quando comparado ao grupo
veiculo (28,2 +10,3 vs 41,26 £ 9,2 respectivamente, p = 0,0145).

Figura 13: Atividade de MPO nas orelhas inflamadas e submetidas ao tratamento com o
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&cido hidroxibenzdico (AHB).
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A inflamagdo topica foi induzida nos animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=6) nas orelhas direitas. O
tratamento incluiu 0 AHB na dose de 3,0 mg/orelha (n=6) ou dexametasona (0,05 mg/orelha; n=6). O grupo
acetona (n=6) nao recebeu tratamento com TPA. Os dados sdo mostrados como a concentracdo da MPO no tecido
(em Ulsitio). Média £ DP; ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni. (****p<0,0001 e *p<0,05
vs grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; AHB: Acido 4-hidroxibenzdico; Dexa:
dexametasona. Fonte: Proprio autor, 2026.

Dando prosseguimento, as analises de concentracdes das citocinas pré-inflamatorias IL-
1B, IL-6 e TNF-o foram realizadas com 0 EHSs e o AHB. Foi possivel constatar uma menor
concentracdo da IL-1pB nas orelhas que foram tratadas com 3 mg de EHSs ¢ ABH, bem como
no grupo dexa quando comparados ao grupo veiculo + TPA (Figura 14A) (22,47 £ 1,18, p <
0,0001; 54.46 + 25,32, p = 0,01333; 23,75 = 16,17, p < 0,0001 vs 16,50 + 3,703,
respectivamente). Pode-se observar esse mesmo padrdo-resposta na dosagem da IL-6 nos
grupos que receberam as intervengbes (EHSs e AHB — 3 mg/orelha e grupo dexa) em
comparagdo com o grupo veiculo + TPA (Figura 14B) (28,47 + 35,82, p < 0,0001; 178,5 +
83,31, p =0,0061; 33,21 £ 34,91, p < 0,0001 vs 296,2 + 83,42, respectivamente). Todavia, ndo
foi possivel observar diferenca estatistica na concentracdo da TNF-a nas intervengdes com
EHSs e AHB, tendo sido observado apenas no grupo dexa em comparac¢do com o grupo veiculo
+ TPA (4,115 £ 0,8417 vs 1,04 + 5,425 p = 0,0304) (Figura 14C).

Adicionalmente, foi possivel observar diferencas significativas entre as intervencdes
testadas nesse mesmo experimento. Na dosagem da IL-1pB e IL-6, foi possivel observar uma
menor concentracdo desses mediadores no grupo que recebeu 3 mg de EHSs quando

comparado com o grupo que recebeu AHB na mesma dose (22,47 + 19,18, vs 54,46 + 25,32, p
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=0,0270; 28,47 £ 35,82 vs 178,5 £ 83,31, p = 0,0005, respectivamente).
Figura 14: Concentracdo de IL-1p (A), IL-6 (B), TNF-a (C) na orelha.
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A inflamagéo topica foi induzida em todos os animais pela aplicacdo de TPA (1 pg/orelha, n=5-6) nas orelhas
direitas. O tratamento incluiu o EHSs e AHB nas doses de 3,0 mg/orelha (n=5-6), ou com dexametasona (0,05
mg/orelha; Dexa, n=6). As concentracfes das citocinas estdo expressas em picogramas presentes nos sitios
coletados pelo punch de 8 mm (pg/sitio). O grupo acetona (n=6) ndo recebeu tratamento com TPA. Média + DP
(n=6). ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Bonferroni. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
**xxn<0,0001 vs grupo veiculo + TPA). TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato; AHB: Acido 4-hidroxibenzéico;
EHSs: Extrato hidroetandlico da S. stipulaceum; Dexa: dexametasona. Fonte: Prorprio autor, 2026.
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6. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a investigar o efeito do extrato hidroetanélico das folhas de S.
stipulaceum (EHSs) em modelo de inflamagéo topica. Diante do perfil rico em antioxidantes,
hipotetizou-se sua agdo anti-inflamatdria na pele e, concordantemente, observou-se que o EHSs
reduziu o edema, o infiltrado de neutréfilos (MPO), a concentracéo das citocinas IL-6 e IL-
1B, o espessamento dérmico e as alteracfes morfoldgicas da inflamacdo aguda. Além disso,
diminuiu a peroxidacéo lipidica (hidroperéxidos) e aumentou a atividade da catalase (CAT),
ressaltando o seu potencial terapéutico.

Diversos estudos procuram investigar potenciais medicamentos entre os produtos
naturais de uso popular. Isso se deve ao fato de frequentemente possuir carater de
multifuncionalidade farmacologica e maior janela terapéutica (que precisa ser comprovada para
cada produto individualmente), o que os tornam potenciais substitutos dos corticoides topicos
utilizados em doengas dermatoldgicas (Mohd Zaid et al., 2022).

Neste estudo, o TPA foi utilizado para induzir a inflamacao na pele por representar um
potente ativador da PKC, proteina central nas vias de sinalizagdo celular que estimulam a
inflamacéo por meio da ativacdo dos fatores de transcricdo como NF-xB ¢ AP-1, resultando na
producdo de citocinas pro-inflamatérias, sendo 0 TNF-a a mais relevante para aumento de
permeabilidade e vasodilatacdo e as IL-6 e IL-1B, responsaveis pela quimiotaxia dos
neutrofilos. Apés 6 h de exposicdo das orelhas ao TPA sdo observadas alteracbes que
mimetizam aquelas encontradas em dermatites irritativas de pele (Murakawa et al., 2006).

A dexametasona, por sua vez, € um dos anti-inflamatorios estoroidais mais potentes e
amplamente utilizados na rotina clinica, tanto por via tépica, como por via sistémica, para tratar
doencas inflamatdrias e autoimunes de pele (Brunton; Chabner; Knollmann, 2021). Portanto,
foi utilizado como controle farmacoldgico positivo.

Nas avaliacdes da acdo anti-inflamatdria do EHSs (atividade da MPO, concentracéo de
citocinas pro-inflamatérias, edema e analise morfologica e morfométrica da histologia) foi
possivel observar efeito consistente sobre os parametros inflamatérios, bem como avaliar parte
desses parametros ao longo da curva de doses testadas (0,3; 1 e 3 mg/orelha). Embora ndo tenha
sido observada uma relacdo de dose-dependéncia nos parametros quantitativos, a dose de 3
mg/orelha destacou-se por apresentar maior homogeneidade de resultados entre os diferentes
parametros avaliados, mostrando efeito superior ou igual as demais doses na maioria das
analises. Diante disso, essa dose foi escolhida para prosseguir com as demais avaliacdes.

A diminuigdo do edema foi corroborada com a anélise histoldgica dos tecidos a partir
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da avaliagdo das espessuras dermo-epidérmicas. Apesar disso, ao realizar a anélise histologica
morfoldgica, o grupo que recebeu 3 mg/orelha de EHSs apresentou arquitetura mais preservada.
Essa diferenca de respostas doses-dependentes entre os métodos pode justificar a contradicéo,
visto que a espessura € medida de forma pontual e objetiva, enquanto a anélise morfoldgica é
subjetiva e depende da interpretacdo do analista sobre um conjunto de fatores variaveis entre
0s hotspots das laminas.

Apesar disso, foi possivel observar nos dois pardmetros de andlise a diminuicdo do
edema entre as diferentes doses em compara¢do com o grupo induzido por TPA. Na analise
morfologica, os grupos expostos ao EHSs apresentaram menor infiltrado inflamatorio,
atenuacdo de hiperemia e menor presenca de exsudato dérmico, que é vastamente associado na
literatura a capacidade anti-inflamatoria de extratos em modelos experimentais (Murakawa et
al., 2006; Yeom et al., 2019; Jayasinghe et al., 2025).

Nesse sentido, a diminuicdo da MPO indica importante influéncia do EHSs na fase
celular da inflamacdo aguda, uma vez que € um marcador indireto da infiltracdo e ativagédo de
neutrofilos (Bradley et al., 1982). Quando ativados, os neutrdfilos utilizam MPO como agente
oxidante para combater corpos estranhos e microorganismos, além de formar NETs (redes
extracelulares de cromatina e proteinas granulares que prendem e matam patdgenos). Alem da
funcdo de primeira linha de combate aos patdgenos, também contribui para o reparo tecidual
na fase de resolucdo inflamatdria (Castanheira; Kubes, 2019). Embora tenha sido registrada
menor atividade desta enzima nos grupos tratados com EHSs, ndo foi observada, mais uma vez,
uma resposta dose-dependente. Essa auséncia pode ser explicada pela complexidade
farmacoldgica do extrato, cujos compostos bioativos podem atuar de maneira sinérgica e nem
sempre aditiva, fato frequentemente descrito para extratos do género Solanum (Ahmed et al.,
2026).

No contexto dos mediadores inflamatdrios envolvidos no edema induzido por TPA, o
EHSs ndo promoveu reducao significativa dos niveis de TNF-a, apesar de ter atenuado de forma
consistente o edema e outros marcadores inflamatérios. Esse achado sugere que 0 mecanismo
de acdo do EHSs ndo envolve a modulacdo direta dessa citocina, indicando um perfil anti-
inflamatério potencialmente mais seletivo no que se trata da acdo e producdo das citocinas pré-
inflmatdrias mais amplamente investigadas.

Por outro lado, a reducdo significativa de IL-1p e IL-6 observada nas orelhas tratadas
com EHSs é particularmente relevante do ponto de vista fisiopatologico. A IL-1p, assim como
0 TNF-a, desempenha papel crucial na amplificagdo da resposta inflamatoria, promovendo a

indugdo de outras citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos, além de contribuir para o
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aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de neutréfilos (Dinarello, 2011). Dessa
forma, sua inibicéo pode resultar em um efeito anti-inflamatorio substancial mesmo na auséncia
de modulacéo direta do TNF-a.

Outro ponto relevante é que o efeito do EHSs sobre a IL-1p ndo se restringe ao modelo
de edema de orelha induzido por TPA. Em estudo paralelo conduzido por (Biano) 2026, o
EHSs, incorporado a membranas de alginato, também reduziu os niveis de IL-1p em feridas
cuténeas excisionais em camundongos, tanto no 3° quanto no 7° dia apds a lesdo. Esse dado
sugere que a modulacdo da IL-1p pelo extrato é um efeito consistente e independente do
estimulo inflamat6rio por TPA ou cirurgico, reforcando a relevancia terapéutica da planta em
diferentes contextos de inflamacdo cutanea.

Adicionalmente, a IL-6 exerce papel central na transi¢do da inflamacdo aguda para a
crbnica, atuando na amplificacdo da resposta inflamatdria sistémica e na regulacdo da
diferenciacé@o de linfocitos T, especialmente na polarizacdo de células Th17 (Hunter; Jones,
2015; Yameny, 2025). A reducéo dessa citocina sugere que o EHSs pode interferir em vias de
sinalizagdo associadas a perpetuacédo da inflamacéo, contribuindo ndo apenas para a atenuagéo
do edema agudo, mas também para a limitacdo de processos inflamatérios mais prolongados.

Nesse sentido, a auséncia de efeito significativo sobre 0 TNF-a ndo invalida a atividade
anti-inflamatoria do EHSs, mas, ao contrario, reforca a hipotese de que o extrato atue
preferencialmente sobre vias downstream ou paralelas, como aquelas mediadas por IL-1p e IL-
6, ou ainda, pode-se especular que possa agir por mecanismos independentes de citocinas
classicas, incluindo a modulacdo de mediadores vasoativos (como histamina, 6xido nitrico e
bradicinina) e de vias intracelulares de sinalizacdo, como NF-kB e MAPKs (Kuo et al., 2010).

Diante da consisténcia desses dados, o passo seguinte foi investigar os possiveis
mecanismos antioxidantes envolvidos na a¢do do EHSs, uma vez que a literatura aponta riqueza
de compostos com essa atividade na espécie. Fato corroborado pela caracterizacao fitoquimica
do lote utilizado para confeccdo do EHSs objeto desse estudo (Reis, 2026).

Conforme explorado anteriormente, a inflamacdo e o0 estresse oxidativo estdo
intrinsecamente correlacionados em condicGes experimentais como a do presente estudo, uma
vez que compartilham diversas vias de ativacdo molecular, como as das proteinas quinases
(PKC) e do fator de transcricdo NF-kB, as quais sdo retroalimentadas tanto por metabodlitos do
estresse oxidativo quanto por outros mediadores inflamatérios (He et al., 2017). A inflamacéo
induzida pelo TPA corrobora esse fato, uma vez que sua aplicacdo topica aumentou a
concentracdo de hidroperoxidos e reduziu a atividade da catalase (CAT).

Ao expor o tecido a agentes oxidantes, seus compostos lipidicos sofrem degradacéo e
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sdo convertidos em subprodutos do estresse oxidativo, sendo os hidroperoxidos os produtos
primarios dessa degradacéo (Jiang; Hunt; Wolff, 1992). J4 a CAT é uma enzima antioxidante
amplamente encontrada nos organismos, sendo responsavel por reduzir o peréxido de
hidrogénio (H202) em agua, modulando sua participagdo nas fung¢des celulares (Nelson;
Kiesow, 1972). Diante disso, o tratamento com o EHSs na dose de 3 mg/orelha diminuiu a
peroxidacao lipidica, marcada pela reducao das concentrac6es de hidroperoxidos, e ao aumentar
a atividade da enzima antioxidante CAT, indicando um possivel restabelecimento da
homeostase redox no tecido inflamado.

Integrando os achados, € possivel observar a relacdo consistente quanto ao infiltrado
inflamatorio. A reducéo da MPO indica indiretamente um menor recrutamento e ativacao de
neutrofilos. Esse Ultimo fato esta frequentemente descrito com modulacao da agéo ou producéao
da quimiocina CXCLS8/IL-8 e IL-6 (Abbas; Lichtman, 2015; Castanheira; Kubes, 2019). Essa
ultima tendo sido encontrada atenuada nas orelhas tratadas com EHSs no presente estudo. Alem
disso, os achados histologicos também evidenciaram a menor infiltracdo de polimorfonucleares
compativeis com neutrofilos.

Tratando-se do estresse oxidativo, o extrato reduziu a peroxidacdo lipidica e
restabeleceu a defesa antioxidante (CAT), sugerindo ativacdo da via Nrf2 ou sequestro direto
de ROS. Esses efeitos multiplos sdo consistentes com a presenca de flavonoides e acidos
fendlicos, como quercetina e acido cafeico. Compostos dessa natureza ja foram descritos como
inibidores da translocacéo do NF-«B e supressores da via MAPK, com consequente redugdo de
citocinas como TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 (Di Salvo et al., 2023) além de ativarem a via Nrf2
para producdo de fatores antioxidantes, como as enzimas CAT e superoxido dismutase
(Rinnerthaler et al., 2015). Esses mecanismos podem estar inseridos nos efeitos biologicos do
EHSs uma vez que possuem esses mesmos compostos e foi capaz de atenuar as concentragdes
de IL-6 e IL-1P nos sitios auriculares.

A caracterizacgdo fitoquimica do EHSs, realizada por espectrometria de massas de alta
resolucdo (FT-Orbitrap MS) com o mesmo lote do extrato utilizado nos ensaios bioldgicos,
demonstrou a presenca de acidos fendlicos (como é&cido 4-hidroxibenzoico, 4acido
protocatecuico e acido cafeico) e flavonoides (como kaempfero e quercetina) (Reis, 2026).
Muitos desses compostos como quercetina, kaempeferol, N-feruliltiraminas e loliolideos ja
possuem estudos que reforcam a atividade anti-inflamatdria e antioxidante (Di Salvo et al.,
2023) A quercetina 0 e kaempeferol também demonstraram agdo inibindo seletivamente
enzimas inflamatdrias como hialuronidase e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), além de suprimirem a

producdo de Oxido nitrico. Mesmo em concentracbes nanomolares, esses flavondides



47

protegeram a Caco-2 (linhagem de adenocarcinoma de c6lon humano) contra estresse oxidativo
e inibem a ativagdo do fator de transcricdo NF-xB (Speisky; Arias-Santé; Fuentes, 2023), fato
que pode sugerir possiveis mecanismos antiedematosos do EHSs.

Diante disso, é importante salientar que o método de extracdo com etanol e dgua (70%)
foi descrito como eficaz para extracdo de compostos fendlicos e flavonoides, superando o uso
de solventes puros (Minello et al., 2021), o que pode corroborar o potencial de presenca de
antioxidantes classicos no extrato.

O écido 4-hidroxibenzoéico (AHB) é um &cido fendlico de grande abundancia relativa
do EHSs (12.32 %) (Reis, 2026) e possui razoavel investigacdes quanto suas propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora (Kou et al., 2024; Winter et al., 2017).
Considerando esses fatos, foi estabelecida a hipoOtese de participacdo desse composto de
maneira isolada na atividade anti-inflamatoria. Desse modo, quando tratadas com AHB (3
mg/orelha) as orelhas demonstraram tanto menor edema, quanto menor concentracdo de MPO
e interleucinas I1L-6 e IL-1p.

Recentemente, a utilizacdo do AHB ja foi descrita com potencial de inibir a ativacao do
inflamassoma NLRP3 e neutralizar ROS em modelos de choque séptico induzidos por LPS
(Kou et al., 2024). O que pode sugerir que a acdo desse composto de maneira isolada poderia
acontecer sobre os marcadores pro-inflamatdrios, especialmente a IL-1p, para atenuagdo do
processo inflamatorio e consequente edema.

Preliminarmente, outros estudos pré-clinicos com extratos e componentes produzidos
pela familia Solanacea apresentaram efeitos positivos contra a inflamacgéo tdpica induzida por
TPA. A fracdo alcaldide do Solanum paranense também reduziu a atividade da MPO e
preservou a arquitetura cutanea dos sitios inflamados (Piana et al., 2017). Mais recentemente,
0 extrato etanodlico do fruto da Solanum nigrum também diminuiu 0 edema e preservou
parametros histopatologicos (Yeom et al., 2019). Diversos glicolipideos isolados da Solanum
lanceolatum, por sua vez, inibiram a fosfolipase A2 e a COX-2 (Herrera-Salgado et al., 2005),
sugerindo que esse género ndo sé é promissor quanto ao tratamento da inflamagdo, mas que
também detém multiplos compostos com diversos mecanismos anti-inflamatorios.

Quanto a acdo da S. stipulaceum néo foi encontrada descricdo da avaliagdo em qualquer
modelo pré-clinico relacionado ao tecido cutaneo. Ha disponiveis relatos de acédo protetora no
epitélio gastrico (Aradjo De Lima et al., 2017; Lima, 2023).

Diante de todos os fatos apresentados, € necessario pontuar as limitagdes do presente
estudo. Quanto ao perfil antioxidante, sdo necessarios mais parametros para corroborar os dados

obtidos. A avaliacdo in vivo da atividade da superoxido dismutase (SOD) e da glutationa
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peroxidase (GPx) é amplamente utilizada em modelos experimentais como forma de
complementar esses achados. Nessa mesma perspectiva, outros marcadores de estresse
oxidativo poderiam também ser avaliados, como o malondialdeido (MDA) e grupos sulfidrilas
(-SH), a fim de corroborar a determinacdo de hidroperdxidos e acdo antioxidante do extrato
estudado (Poljsak; Jamnik; Milisav, 2025).

Por outro lado, outras questdes relacionadas ao extrato também carecem de melhor
elucidacdo. Apesar da toxicidade aguda ja ter sido avaliada para essa planta anteriormente
(Aratjo De Lima et al., 2017), demonstrando falta de toxidicade aguda, ndo ha estudos
publicados acerca de toxicidade crénica e subcronica (estudo em andamento no laboratério), ou
quanto a irritacdo dérmica ou citotoxicidade realizados especificamente com o EHSs. Esse fato
promove lacunas importantes na transicdo de produtos naturais para ensaios pré-clinicos mais
avancados (Mohd Zaid et al., 2022). Ademais, embora tenha sido planejado, também ndo foi
possivel avaliar o EHSs no modelo de multiplas aplicacdes de TPA (modelo cronico), o que
poderia tracar um perfil de resposta diante da persisténcia do estimulo inflamatério.

Apesar destas limitacbes, os dados obtidos mostram de forma consistente que a
aplicacdo topica do EHSs causa efeito anti-inflamatério e antioxidante, com participagéo, pelo
menos em parte, do &cido 4-hidroxibenzdixo. Essas acGes bioldgicas possivelmente estdo
atreladas ao perfil de biocompostos presentes nesse extrato. No entanto, abrem-se perspectivas
para identificacdo e isolamento desses compostos, bem como para avaliacdo do extrato em

outros testes e modelos experimentais complementares, visando a confirmacao desses efeitos.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato hidroetandlico das folhas de Solanum
stipulaceum (EHSs) possui efeito anti-inflamatdrio e antioxidante no modelo de edema de
orelha induzido por TPA em camundongos. O tratamento tépico com o extrato reduziu o edema,
a atividade da mieloperoxidase (MPO), os niveis das citocinas IL-6 e IL-1p ¢ as alteragdes
histoldgicas, além de diminuir as concentracdes de hidroper6xidos e aumentar a atividade da
catalase (CAT), sugerindo restabelecimento da homeostase redox. Ademais, o acido 4-
hidroxibenzdico composto identificado preliminarmente no EHSs também reduziu o edema,
MPO e as citocinas pré-inflamatérias de forma isolada, sugerindo sua participacdo, a0 menos
parcial, na acdo anti-inflamatdria do extrato bruto.

Esses resultados posicionam o EHSs como um candidato promissor para o
desenvolvimento de fitoterapicos topicos, oferecendo uma alternativa potencial aos tratamentos
alopéticos disponiveis para doengas inflamatorias da pele. Contudo, estudos complementares
s80 necessarios para o isolamento e avaliacdo de outros compostos ativos, a investigacdo da
irritacdo dérmica, a resposta em modelo de inflamacao crénica (multiplas aplicacdes de TPA)

e a ampliacdo do perfil antioxidante com a dosagem de SOD e GPx.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras, pretende-se complementar a investigacdo do perfil
antioxidante com a dosagem da superdxido dismutase (SOD), enzima que atua na primeira linha
de defesa contra espécies reativas de oxigénio, nos sitio auriculares submetidos ao tratamento
com o EHSs.

Adicionalmente, a elucidacdo dos mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos
observados torna-se essencial, com énfase na investigacao das vias Nrf2 (regulacéo da resposta
antioxidante) e NLRP3 (mediacdo da producdo de IL-1p), uma vez que os achados do presente
estudo sugerem a participacdo do EHSs e do AHB nesses processos. Para tanto, técnicas
moleculares como Western blotting e PCR poderdo ser empregadas para analise da expressdo

proteica e génica dessas vias, respectivamente.
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ANEXO 2 - Cromatogramas e espectros de massas (ESI-MS) da caracterizacéo
fitoquimica do EHSs (Reis, 2026).

1. Identificacdo dos compostos presentes no extrato de Solanum stipulaceum utilizando
espectrometria de massas de alta resolugao.

Compostos ?r/ln /-|Z-) [M - HJ - ,(6(:21)mdan0|a Relativa

Pyrogallol 125.0244 CeHsO3 0.03
4-Hydroxybenzoic acid 137.0244 C7HeO3 12.32

Protocatechuic acid 153.0193 C7HeO4 7.44
p-Coumaric acid 163.0401 CoHgO3 5.57
Vanillic acid 167.0350 CgHsO4 4.03
Gallic acid 169.0143 C7HeOs 0.09
Caffeic acid 179.0350 CoHsO4 0.76
Azelaic acid 187.0976 CoH1604  |8.58
Ferulic acid 193.0506 Ci10H1004 | 1.57
Loliolide 195.1027 C11H1603 [0.95
Kaempferol 285.0405 CisH1006 | 7.11
12-Oxo phytodienoic acid | 291.1966 CisH2s03 |0.31
Sorbifolin 299.0561 C16H1206 | 0.01
Quercetin 301.0354 CisH1007  10.33
3-0O-methyl quercetin 315.0510 Ci6H1207 0.07
Cumaric acid 325.0929 CisH180s | 1.04
Caffeic acid hexoside 341.0878 Ci15H1809 | 0.09
Santin 343.0823 CisH1607 1 0.01
Chlorogenic Acid 353.0878 C16H1809 |0.11
Secoisolariciresinol 361.1657 C2a0H2606 | 0.05
Herqueinone 371.1136 CooH2007 ]0.25
loganic acid 375.1297 Ci16H24010 |0.01
Umuhengerin 387.1085 Ca20H200s | 0.03
Tuberonic acid glucoside | 387.1661 CigH2809 | 0.04
Theveside 389.1089 Ci6H22011 | 0.01
Kaempferol 3-O-glucoside | 447.0933 C21H20011 | 3.51
Quercetin 3'-glucoside 463.0882 C21H20012 |0.09

M.T. [M — H]": Massa tedrica apresentada sem a presenca de um préton; F.E.: Formula elementar.




2. Espectros de massas (ESI-MS) da caracterizacédo fitoquimica do EHSs.
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