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RESUMO

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel é popularmente conhecida nas regides Norte e
Nordeste do Brasil como janauba, janaguba, tiborna, jasmim-manga, pau-de-leite
entre outras denominacdes. Na pratica popular, esta espécie € usada como anti-
inflamatoria, antitumoral, analgésica e vermifuga. O presente estudo investigou os
efeitos analgésico, anti-inflamatério, cicatrizante e antioxidante do extrato
hidroalcodlico das cascas do caule da Himatanthus drasticus (EHA) coletadas no
municipio de Sdo Bento - MA. Quando administrado nas doses de 0,5; 0,75 e 1,0
g/kg (v.0.), o EHA reduziu de forma dependente de dose a formacao de edema e a
migracao leucocitaria em camundongos machos, submetidos a injecao intraplantar
de carragenina 1%. De forma similar, o EHA reduziu o ndmero de contorgcbes
abdominais induzidas por acido acético 1%, evidenciando a atividade
antinociceptiva. Entretanto, o EHA n&o promoveu qualquer efeito sobre a percepgao
central da dor. Em consonancia com estes efeitos, o EHA também mostrou
significante atividade cicatrizante, uma vez que, acelerou o tempo de contracdo da
ferida induzida por excisdo de pele nos camundongos. Finalmente, a avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro do EHA foi sugestiva de que a mistura fendlica
presente no extrato € capaz de sequestrar o radical DPPH® em velocidade
semelhante a antioxidantes classicos como o a-tocoferol. Sendo assim, este estudo
mostra que o EHA das cascas da Himatanthus drasticus possui importante agao
analgésica, anti-inflamatoria, cicatrizante e antioxidante. Ademais, este estudo
contribui para a validagéo do uso popular da espécie e abre perspectivas para novas
investigacoes.

Palavras-chave: Himatanthus drasticus, janauba, anti-inflamatoria, anti-nociceptiva,

cicatrizante, antioxidante.



ABSTRACT

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel is popularly known in the North and Northeast
Regions of Brazil as janauba, janaguba, tiborna, jasmim-manga and pau-de-leite, as
well. Brazilian traditional medicine knowledge attributes to the species anti-
inflammatory, analgesic, antitumoral and dewormer properties. Thus, the present
study sought to investigate the anti-inflammatory, analgesic and wound-healing
effects of the hidroalcoholic extract (HAE) made from Himatanthus dratiscus stem
bark, which were collected in Sao Bento (MA) Brazil. Oral administration of HAE (0.5,
0.75 and 1.0 g/kg) reduced in a dose-dependent manner both oedema’s formation
and leukocyte migration in mice submitted to intraplantar injection of 1% carragenin.
Similarly, HAE also reduced the number of contortions in the acetic acid-induced
writhing test. However, HAE had no effect on pain’s central perception. Corroborating
these data, HAE showed significant wound-healing effect since it accelerated the
wound contraction time in the mice. Finally, assessment of in vitro antioxidant activity
of HAE suggested that phenolic compounds found in the extract is able to scavenger
DPPH’ radical as fast as well-known antioxidants like a-tocopherol. Therefore, this
study shows that HAE promotes relevant analgesic, anti-inflammatory, wound-
healing and antioxidant activity. Moreover, this study contributes to validation of
popular use of the species as well as open up new perspectives for future

investigations

Key words: Himatanthus drasticus, janauba, anti-inflamatory, antinociceptive, wound-
healing and antioxidant.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mecanismos Fisiopatologicos de Resposta a Agressao e Lesao.

1.1.1 Mecanismos fisiopatolégicos da dor.

Segundo a Associacao Internacional de Estudos da Dor (IASP), a dor é uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano presente ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano. Esta definicdo avanga na diregdo de
que a dor é uma experiéncia Unica e individual, modificada pelo conhecimento prévio
de um dano que pode ser existente ou presumido (MERSKEY, BOGDUK, 1994).
Assim, por ser uma experiéncia subjetiva, pessoal e de dificil definicdo, o seu
significado e suas manifestagbes somente podem ser entendidas com base nos
substratos neurais que medeiam func¢des sensoriais e afetivas (BASBAUM, JESSEL,
2000).

Os mecanismos fisioldgicos da dor envolvem processos tais como a
nocicepcao e a percepcao. A nocicepcao resulta da ativagdo de subpopulagdes de
neurdnios sensoriais primarios especificos, 0s nociceptores, que transmitem a
informacao nociceptiva para o cordao espinhal, de onde é transmitida até ao cortex.
A percepcéo corresponde a integracao funcional dos sinais da via da dor, modulado
por condi¢cdes psicoldgicas, motivacionais e emocionais (RIEDEL, NEECK, 2001;
VERRI et al., 2006). Baseado nestes conceitos, o termo dor seria mais bem aplicado
aos seres humanos do que aos outros animais, pelo fato de envolver um
componente emocional. Mesmo assim tornou-se uma convengao o uso do termo
‘dor” para pacientes humanos e ndo humanos (HELLEBREKERS, 2002; LUNA,
2006).

A exposicdo da pele ou outro 6rgdo a estimulos potencialmente nocivos
induz a uma sensacao desagradavel, que informa o individuo sobre perigo real ou
potencial a sua integridade fisica. A informacéo processada pode ser diferenciada
como dor patoldgica ou fisiolégica (FANTONI, MASTROCINQUE, 2002; ALMEIDA et
al., 2006).
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A dor patoldgica é o resultado de um processo inflamatoério crénico, como
artrite e cancer, ou de lesdao aguda como traumatismo e cirurgia, e tem efeito
protetor menos claro ao individuo e, sempre que possivel, deve ser tratada
(JUTKOWITZ, 2008). Ja dor fisiolégica é aquela que induz respostas protetoras,
como o reflexo de retirada, com intuito de interromper a exposicdo ao estimulo
nocivo. Este sinal é tipico da dor aguda produzida por estimulos intensos na
superficie da pele. A dor visceral e a dor somatica profunda sdo causadas por
estimulos inevitaveis e apresentam respostas adaptativas especificas, geralmente
sdo subagudas e podem vir acompanhadas de respostas autondémicas ou
comportamentais especificas (FANTONI, MASTROCINQUE, 2002;
HELLEBREKERS, 2002).

O mecanismo de transmissdo da dor € mediado por fibras nervosas
aferentes do tipo C ndo-mielizadas, também conhecidas por nociceptores polimodais
C, as quais apresentam baixa velocidade de condugéo. Além destas, ha participagéo
de fibras aferentes delicadas do tipo A-delta (Ad), que conduzem mais rapidamente
embora respondam a estimulos periféricos semelhantes (RANG, DALE, RITTER,
2007). Neste processo temos ainda, importantes sistemas de modulac&o nociceptiva
mediados por receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opiodides, distribuidos por
toda extensdo do sistema nervoso central. Ha ainda, a participacdo de mediadores
quimicos que sa&o aminoacidos inibitérios ou excitatérios e neuropeptideos,
produzidos, armazenados e liberados nas terminagdes nervosas aferentes e nos

neurdnios do corno dorsal (RYGH et al., 2005).

Células lesadas e fibras aferentes primarias liberam uma série de
mediadores quimicos que tem efeitos diretos sobre a excitabilidade dos
nociceptores, sdo as chamadas substancia algésicas, que incluem H*, K*, histamina,
bradicinina e serotonina, substadncia P e o peptidio relacionado com o0 gene da
calcitonina —CGRP (RANG, DALE, RITTER, 2007; SOMMER, 2004). Estes
mediadores também promovem vasodilatacdo com extravasamento de proteinas
plasmaticas e o recrutamento de células inflamatorias. Mastocitos, macrofagos,
linfécitos e plaquetas contribuem para a formacdo de um ambiente complexo,
composto por mediadores inflamatérios, tais como os derivados do &cido

araquiddnico e as citocinas. Estes, promovem diminuigdo do limiar de excitabilidade
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dos nociceptores, sendo por isso chamados de substancias hiperalgésicas (GARRY
et al., 2004; SCHAIBLE, 2007). Por sua vez, as citocinas podem ser do tipo pré-
inflamatdrias e induzir a hiperalgesia ou do tipo antinflamatérias que sao capazes de
inibir a producdo daquelas proé-inflamatérias (VANNIER, MILLER, DINARELLO,
1992).

As propriedades antinociceptivas de uma substancia podem ser avaliadas
pela sua habilidade em aumentar o limiar de sensibilidade das terminagdes nervosas
ao estimulo algico, ou entdo, de fazer com que os nociceptores nao respondam a
este estimulo (HUNZIKER, 1992). As pesquisas experimentais geralmente utilizam
animais de laboratério. Embora estes animais ndo tenham a capacidade de
comunicar a ocorréncia de um processo doloroso, sdo capazes de exibir respostas
fisiolégicas comportamentais e motoras semelhantes as observadas em seres
humanos. Essas manifestagbes comportamentais sdo analisadas e comparadas na
presenca de substancias potencialmente analgésicas que interferem no mecanismo
fisioldgico da dor, permitindo identificar no animal modificagdes da resposta algica
(LAPA et al., 2003).

1.1.2 Mecanismos fisiopatolégicos da inflamacao.

As primeiras descricoes de processos inflamatérios datam de 3.000 anos
atras e sua histéria se entrelaga com a observacao das lesdes na pele. A analise de
textos cuneiformes mesopotamicos mostra varios termos médicos que podem ser
traduzidos como inflamagdo. Ummu, por exemplo, significa "a coisa quente" e era
usado em um contexto que sugeria a existéncia de calor local ou geral. Entretanto, o
primeiro documento a descrever 0s sinais classicos da inflamacao, quais sejam
rubor, edema, calor e dor, € de autoria do enciclopedista romano Aulus Cornelius
Celsus, o qual viveu entre 30 A.C e 38 D.C (MAJNO, 1975).

A inflamacédo é classicamente definida como uma resposta fisioldégica a
agressdo tecidual e tem por objetivo combater os agentes nocivos, sejam de
natureza infecciosa ou ndo, além de potencializar o reparo tecidual (FLOWER,
PERRETTI, 2005). Atualmente, entende-se inflamacdo como uma resposta de
adaptacdo ao mau funcionamento de tecidos ou desequilibrio homeostatico.

Macroscopicamente, a area inflamada exibe caracteristicas marcantes, tornando-se
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avermelhada, edemaciada, quente e dolorosa, com interferéncia ou alteragdo da sua
funcdo. O resultado final pode ser a cura ou a evolugdo para inflamacao crénica
(CONTRAN, KUMAR, COLLINS, 2000).

Deste modo, as modificacoes fisiolégicas associadas a inflamacdo podem
ter durabilidades diferentes, o que favorece uma classificagdo da inflamagdo em
aguda ou crbnica. Quando as alterac6es e a resolucao ocorrem em minutos ou até
mesmo em dias, a inflamacdo é classificada como aguda. Neste caso, ocorre
ativacdo de nociceptores, edema, migracao celular e, em alguns casos, ativacdo da
cascata da coagulagdo. No entanto, quando ocorrer o prolongamento do tempo da
inflamacdo para semanas ou meses, a inflamagdo é classificada como crénica
evidenciada pela presenca de células mono e polimorfo nucleadas, destruicdo da
estrutura e reparo tecidual decorrente da deposigao de tecido conjuntivo no local da

lesdo (COLLINS, 1999; GERALDO, ALFENA, 2008).

A ativagao das células de defesa nos tecidos lesados ou infectados promove
a liberacdo de diversos mediadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas, eicosanoides, aminas biogénicas e neuropeptideos. Os mediadores
inflamatoérios podem ser sintetizados apo6s estimulacao celular ou estar presentes na
forma de precursores armazenados em granulos citoplasmaticos ou plasmaticos que
sao formados mediante ativacdo apds atingir o sitio inflamatorio (SPINOSA,
GORNIAK, BERNARDI, 2006; GILMAN et al., 2006).

As reag0es inatas ocorrem localmente, no interior dos tecidos, podendo ser
divididas em eventos vasculares e celulares. Os fenbmenos vasculares
caracterizam-se por alteragdes no calibre vascular, que provocam um aumento no
fluxo sanguineo (calor e rubor) e por alteracbes da permeabilidade vascular,
conduzindo ao extravasamento de plasma para o intersticio, com consequente
formagcédo de edema. A vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade vascular com
exsudacao sao provocados por mediadores, produzidos a partir do plasma e das
células. Tais mediadores, agindo isoladamente, em conjunto, ou em sequéncia,
amplificam a resposta inflamatoria e influenciam sua evolugdo. J& nos eventos
celulares, as células envolvidas estdo normalmente presentes nos tecidos
(mastocitos) ou tém acesso ao local a partir da circulagéo (plaquetas e leucécitos)

(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008).
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A serotonina é uma amina vasoativa responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular (RYAN, MAJNO, 1977). A histamina é liberada durante a
degranulacdo dos mastécitos promovida por diversos estimulos, incluindo a
substancia P, a interleucina-1 (IL-1) e fator de crescimento neuronal (NGF),
desempenhando um papel central na hipersensibilidade imediata e nas respostas
alérgicas (CARVALHO, LEMONICA, 1998; WHITE, 1999; BRUTON, LAZO,
PARKER, 2006). Por sua vez, a bradicinina € um cininogénio vasoativo de alto peso
molecular, sendo descrita como ativadora direta dos nociceptores e mediadora
hiperalgésica (MYLLAN, 1999; ARAUJO, 2007).

As células do sistema imunolégico reconhecem a presenca dos patégenos
ou qualquer outro dano tecidual através de diversas proteinas que estdo expostas
em sua superficie (DEKKER, SEGAL, 2000; JASON et al., 2001). Porém, para que
ocorra a ativagao dessas células é necessario que se estabelega uma comunicagao
entre as mesmas. Quem desempenha esse papel de intermediador sdo as citocinas,
as quais sao parte integrante do processo inflamatério (HEINRICH et al., 1998).

As citocinas sao um grupo heterogéneo de proteinas de baixo peso
molecular que iniciam sua acao através da ligagdo com receptores especificos,
provocando alteracdo da sintese de RNA e de proteinas de diferentes células do
organismo, podendo agir no local onde sé&o produzidas, em células préximas ou
serem langadas na circulagao, com efeitos a distancia (SHEERAN, 1997). Entre elas
encontramos as interleucinas (ILs), o fator de necrose tumoral (TNF) e o interferon
(INF), nos seus varios subtipos. (TOWNSEND; MCKENZIE, 2000; XING, 2000).

O fator de crescimento plaquetario (PAF), favorece o aumento da adesao
celular e ativa as células endoteliais por efeito direto ou através da formagédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou dos eicosandides, metabdlitos do acido
araquidonico (SALLES et al.,1999).

As EROs tem importancia fundamental ao processo inflamatoério devido a
ativacao e agregacdo de macrofagos, leucdcitos polimorfonucleares e células
endotelias, ocorrendo infiltracao tecidual e consequentemente aumento de consumo
de oxigénio e producdo de citocinas. Estes radicias livres podem ainda agir em

sinergia com enzimas proteoliticas, e facilitar a degradagcdo de componentes
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importantes do tecido conjuntivo e também podem iniciar e modular a reagdo em
cadeia das prostaglandinas amplificando a cascata que culmina na resposta
inflamatéria (BLAKE et al., 1987).

Os eicosandides sao produtos do metabolismo do acido araquidbnico
liberados ap6s ativagdo celular por toxinas, complexos imunes, patégenos ou
mediadores soluveis. Estes fatores produzem alteragcbes na membrana celular e
aumento de calcio intracelular que resulta na translocacdo da fosfolipase A2
citosélica para as membranas nuclear e citoplasmatica, culminando na liberacao do
acido aracdoénico dos fosfolipidios de membrana. O acido aracdénico liberado pode
ser metabolizado por diversas vias dando origem principalmente a prostaglandinas e
leucotrienos (Golden, 2007). As prostaglandinas tem sua sintese iniciada com a
adicdo do oxigénio molecular ao acido araquiddnico pelas ciclooxigenases, para
formar o endoperdxido intermediario prostagladina G2 (CARVALHO, RIOS, 2004).
Os leucotrienos sao importantes mediadores quimicos em uma variedade de
condicoes inflamatérias e alérgicas, podendo ser divididos em leucotrienos pro-
inflamatérios (LTB4) e leucotrienos espasmogénicos (LTC4, LTD4 e LTE4)
(HAEGGSTROM, 2000).

O processo inflamatério promove uma série de mudancas nao so6 nas células
leucocitarias como nas células endoteliais ativadas por varias citocinas, como IL-1 e
TNF. As células endoteliais expdem moléculas de adesdo que conduzem o0s
neutrofilos para a periferia dos vasos sanguineos, este processo é de extrema
importadncia para o recrutamento destas células ao sitio inflamatério (ABBAS,
LICHTMAN, POBER, 2003). As células endoteliais sdo adaptadas a expressar altos
niveis de moléculas de adesdo, molécula 1 de adesao intercelular (ICAM-1) e
molécula 1 de adeséo da célula vascular (VCAM-1). A expressao dessas moléculas
e resultado do processo de ativacao do endotélio que ocorre em condi¢des de lesdo
tecidual, na presenca de subprodutos de microrganismos ou mediante contato com
fatores provenientes da resposta inflamatéria como componentes das cascatas do
complemento, coagulagéo, citocinas (IL-1, TNF-a) e mediadores como a histamina e
o leucotrieno B4 (NIGROVIC, 2005).

O contato das células com a parede endotelial aumenta a exposi¢dao dos

leucécitos aos fatores quimiotaticos presentes no endotélio ativado ou as
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quimiocinas que se difundem no sangue a partir do tecido lesado. Entre os fatores
quimiotaticos destacam-se fragmentos de fibrina, coldgeno, fatores sollveis
plaquetarios, mediadores dos mastdcitos, subprodutos do complemento (C5a, C3a e
C4a), residuos do metabolismo bacteriano como os peptideos n-formilados, entre
outros. Sao também importantes as quimiocinas, grupo de citocinas secretadas por
diferentes tipos celulares e responsaveis por direcionar as células para o foco
inflamatério (ABBAS et al., 2008).

Os neutroéfilos sao as primeiras células a deixar a vasculatura e migrar para
o tecido, atraidos pelas quimiocinas. A capacidade fagocitaria dos neutréfilos é
estimulada por receptores “Toll-like”, que reconhecem padrées moleculares
associados com patdégenos (PAMPs) presentes na superficie dos microrganismos,
receptores para opsoninas, receptores para Fc de IgG e receptores para C3b. O
microrganismo ou particula estranha fagocitada é mantido dentro de um vacuolo
fagossémico que se funde com os lisossomos ricos em enzimas proteoliticas e
oxidativas que conferem aos fagocitos sua capacidade microbicida. A fusdo do
fagossomo com o lisossomo resulta no fagolisossomo onde se da a destruicao do
microrganismo. O NADPH oxidase dos fagécitos € composto por multiplas
subunidades enzimaticas cuja funcao é reduzir o oxigénio molecular a intermediarios
reativos do oxigénio as ERO, que sao bastante tdxicos para bactérias (CYSTER,
1999).

1.1.3 Mecanismos fisiopatologicos de reparo tecidual

Apoés a leséo tecidual ser iniciada, uma sucessao de eventos ira mediar a
reparagdo e o restabelecimento da fungdo tecidual. Estes eventos incluem as fases
inflamatoria, proliferativa, de contracédo, de remodelacédo e de maturagéo da cicatriz.
(BALBACHAS, 1965). Na fase inflamatdria sdo observadas todas as alteracbes ja
descritas no item anterior. Os macrofagos assumem um papel de suma importancia
no mecanismo de reparacgao tecidual, pois debridam o tecido através da fagocitose e
da digestdo de microrganismos patogénicos, limpando a area do tecido lesado
(NEWMAN et al., 1992).

A fase proliferativa € caracterizada por angiogénese e proliferacdo
fibroblastica, com a consequente producao de fibras colagenas e acentuacdo do
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mecanismo de epitelizacao do tecido de granulacao (KOHN, 1992). A angiogénese é
0 processo pelo qual surgem novos vasos para refazer a circulacdo local, necessaria
para oxigenacao e nutricdo da ferida, diante da hipdxia e a diminuicdo do pH no
centro da lesdo. Esse evento tem como componente fundamental os macro6fagos,
que fazem uma interagdo com os tromboxanos e as prostaglandinas produzindo
assim o fator angiogénico (quimiotatico) que atrai as células meso e endoteliais
(WITTE; BARBUL, 2002). As primeiras fibras de coldgeno produzidas pelos
fibroblastos surgem em quatro a cinco dias e o espaco da ferida € preenchido
rapidamente por pequenos feixes orientados ao acaso, que aumentam
gradativamente dando origem a uma estrutura densa e consistente que une
firmemente os tecidos lesados (MAJNO, 1992).

Considerando a profundidade da area afetada e a perda tecidual, as feridas
podem ser do tipo superficial, profunda e aberta. A lesdo superficial atinge somente
o epitélio sem comprometer a camada basal da epiderme, existindo epitelizacédo por
deslocamento das células sem resultar em cicatriz . A lesao profunda é constituida
por uma ferida incisa limpa com perda inapreciavel de tecido, minima hemorragia,
auséncia de infeccdo e com bordas bem justapostas . Na lesédo aberta, ocorre perda
das substancias de preenchimento dos tecidos superficiais, com bordas irregulares,
havendo no espacgo formagdo de uma massa de vasos e células que constituem o
tecido de granulacdo com posterior conversdo em tecido fibroso (WEISSMAN,
1992).

Em termos clinicos, a cicatriz pode ser classificada em primeira, segunda ou
terceira intencdo. A cicatriz de primeira intengdo ocorre quando as bordas da ferida
sdo apostas ou aproximadas, havendo perda minima de tecido, auséncia de
infeccdo e edema minimo. Quando as feridas cicatrizam-se por primeira intencéo, a
formagédo de tecido de granulagdo néo é visivel. Na cicatriz por segunda intencéo
ocorre perda excessiva de tecido e presenca de infeccao. O processo de reparo,
neste caso, € mais complicado e demorado. Esse método de reparo é também
denominado cicatrizacdo por granulagdo, pois no abscesso formam-se brotos
mindsculos chamados granulagbes. Ja& na por terceira intencdo o processo de
cicatrizagcdo assemelha-se ao de primeira e ao de segunda intencdo. A ferida é
deixada aberta por um determinado periodo, funcionando como cicatrizagdo por
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segunda intencdo, sendo suturada posteriormente, como ferida de primeira intengéo
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A remodelacao é caracterizada por modificagdes no tecido conjuntivo, como
aumento na resisténcia entre as fibras colagenas, acdo das colagenases e
diminuicdo da quantidade de agua (SPRINGER, 1994). Nesta fase o tamanho da
ferida é diminuido substancialmente, como resultado de células mediadoras de
contracdo da matriz. Isto € primariamente causado pelos fibroblastos que se
encontram no tecido de granulacdo e muitos dos quais se diferenciam em um
fendtipo, que séao referidos como miofibroblastos (O’ LEARY et al., 2002). Esta etapa
ocorre durante um longo periodo produzindo um tecido com resisténcia tensil e
fibras colagenas instaveis, diferentemente com o que obser-se em uma derme
intacta (MONACO & LAWRENCE, 2003).

1.2 Impacto Socio- econémico e Perfil Farmacoterapéutico das Doencas
Inflamatorias

Estudo do Intercontinental Marketing Services Health Inc. (IMS Health), no
ano de 2010, aponta uma expansido sem precedentes no mercado “Pharmerging”.
Este termo € a nova classificacdo adotada pelo IMS Health e busca definir os 17
mercados emergentes, entre eles o Brasil, de alto potencial em crescimento
farmacéutico, no periodo de 2009 a 2013. E prevista uma expansao do faturamento
farmacéutico da ordem de US$ 90 bilhdes e que permitira um crescimento de 48%
em 2013, acima dos 37% registrados em 2009. O mesmo estudo indica mudancas
significativas no cenario econémico global e de saude, incluindo aumento dos niveis
de acesso e financiamento a saude (IMS Health, 2010). Este cenario nédo é
alcancado por uma camada significativa da sociedade Brasileira. Estudos do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam que 15 — 20% da
populagcdo ndo tém acesso aos medicamentos, sendo este dado relacionado ao fato
de que 51% tem renda de até 4 salarios minimos (MAGALHAES, BOECHAT,
ANTUNES, 2008).

Para enfrentar esta situagdo, o Ministério da Saude (MS) tem implementado

politicas que visam o acesso gratuito, através do Sistema Unico de Saude (SUS),
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aos produtos farmacéuticos constantes na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME) (MAGALHAES, BOECHAT, ANTUNES, 2008). O acesso aos
medicamentos essenciais € uma preocupag¢ao mundial, sendo que um dos fatores
de divergéncia sao os precos praticados por diferentes produtores nacionais e
internacionais (NOBREGA (2007) comparou as diferencas de precos em 200 formas
farmacéuticas de medicamentos essenciais no Brasil e na Suécia. Dentre os varios
panoramas descritos, havia casos como a ciclofosfamida (200mg, injetavel) cujo
preco era 13 vezes maior no Brasil. De maneira semelhante, o paracetamol
(200mg/mL, solucéo) e o alopurinol (100 mg, comprimido), tinham precos 8,9 e 9,1
vezes superior, respectivamente. Por outro lado, a amoxicilina (250 mg,
comprimido), antimicrobiano largamente utilizados pela populacéo, tinha preco 3,2
vezes menor no mercado Brasileiro.

Os anti-inflamatorios estao entre os agentes terapéuticos mais utilizados no
mundo, porém apresentam algumas limitagdes com relagcédo a sua poténcia, eficacia
e efeitos adversos (FIORUCCI et al., 2001).

Os anti-inflamatoérios nao esteroides (AINEs) atuam inibindo as enzimas
cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2), que produzem prostaglandinas.
As prostaglandinas produzidas pela COX-1 tem funcdo de protecao tecidual em
sitios renais e gastrintestinais, por exemplo, por isso os efeitos adversos
relacionados a danos nesses tecidos. Enquanto isso, a COX-2 age em locais de
inflamagé&o, onde as prostaglandinas ajudam a promover a reagao inflamatoéria
(SMITH, et al., 2004 ). Os AINEs seletivos de COX-2 inibem apenas esta isoforma
da enzima, que atua no processo inflamatério e portanto ndo causam os mesmos
efeitos adversos dos AINE nao seletivos (SMITH, et al., 2004). Porém, estes séo
medicamentos relativamente novos e seus efeitos adversos ainda ndo estao bem
definidos, mas sabe-se que variam de lesdo gastrica a ulceragdo, faléncia renal,
asma e problemas cardiovascular (WANNMACHERL & BREDEMEIER, 2004).

Tentativas de desenvolver AINEs desprovidos da toxicidade classica,
principalmente lesdo gastrointestinal, seguiram varias estratégias. Os AINEs foram
associados com agentes gastroprotetores, como o misoprostol (andlogo de PGE1),
antagonistas do receptor H> da histamina e inibidores da bomba de proétons; estas

associacdes tém a intencdo de manter a sintese de muco gastrico diante da inibicao
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da sintese de prostaglandinas e diminuir a secrecao acida gastrica, respectivamente.
Entretanto, a terapia combinada introduz outros problemas relacionados a
farmacocinética, toxicidade, e adesdo do paciente, podendo também propiciar o
aparecimento de novos efeitos colaterais (BERTOLINI, 2001; RANG et al., 2007).

Os antiinflamatérios esteroidais podem atuar na inibicdo indireta da
fosfolipase A2, aumentando a expressado do gene que codifica a lipocortina, inibindo
assim a sintese de fosfolipase A2, Dessa forma, ndo ha liberacdo de acido
araquidonico, leucotrienos e nem de endoperdxidos. Atuam ainda na diminuicdo da
liberacao de histamina pelos mastécitos e basoéfilos, e supressao dos niveis de
bradicinina e consequentemente dessensibilizando as terminagées nervosas e
diminuindo a dor (RANG et al., 2007). Apresentam proeminentes efeitos adversos
(devido a acdo comum aos esteroides) como diminuicdo da capacidade fagocitica
(os microrganismos sdo englobados, mas nao sao destruidos), imunosupressao e
diminuigdo da deposicdo de fibrina e proliferacdo de fibroblastos, interferindo na
coagulacao e cicatrizacao (RANG et al., 2007).

Ja os recentes moduladores ou anti-citocinas (IFN-y e TNF-a) sdo muito
caros e a via de administracao € subcutanea, pelo menos duas vezes por semana, o
que diminui a adesdo ao tratamento (CALIXTO et al, 2004). Estes agentes
biolégicos medicamentosos sdo frutos de avangos em biotecnologia que permitiram
a producdo de anticorpos monoclonais terapéuticos, diferindo dos agentes
terapéuticos classicos por sua especificidade contra alvos terapéuticos definidos, por
esse mesmo motivo, seu perfil de toxicidade difere do perfil tipicamente associado

aos anti-inflamatérios tradicionais (MORENO et al., 2006).

1.3 Uso de Plantas Medicinais como Alternativa Terapéutica

O Brasil detém a maior biodiversidade de fauna e flora mundial com imenso
potencial farmacolégico para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Entretanto, menos de 1% dessas espécies tiveram suas propriedades avaliadas
cientificamente com o fim de determinar o seu real potencial terapéutico. No Estado

do Maranhao a diversidade da flora imprimiu a fitoterapia uma forte tradicdo popular
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de uso para o tratamento de doencas ou condicées patologicas (LIMA JUNIOR,
DIMENSTEIN, 2006; MELO et al., 2006).

O interesse popular tem induzido a adocao de diversas medidas por parte do
MS no sentido de fortalecer a fitoterapia no SUS. Desde a década de 80, diversas
resolucdes, portarias e relatérios foram elaborados com énfase na questdo das
plantas medicinais. As Conferéncias Nacionais de Saude vém contemplando
deliberagdes para desenvolvimento de uma Politica Nacional de Plantas Medicinais,
Medicamentos Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica e insercdo destas plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos na atencao a saude no SUS. Além disso,
esta politica pretende garantir o acesso seguro e o uso correto de plantas medicinais
e fitoterapicos mediante o uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da
industria nacional. Para tanto, estabelece diretrizes para acbes direcionadas a
melhoria da qualidade de vida da populagédo e do complexo produtivo na area de
salde (BRASIL, 2006).

Além das plantas medicinais e fitoterapia, a implementacdo da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS trouxe outras praticas
como: medicina tradicional chinesa, acupuntura, homeopatia e termalismo social pro
contexto do cuidado integral em saude, com o objetivo de ampliar as opgdes
terapéuticas aos usuarios (BRASIL, 2006).

Na ultima década se observou um aumento significativo na publicagédo de
trabalhos que descrevem importantes atividades biolégicas, dentre elas a anti-
inflamatoria, exercidas por preparagdes de origem vegetal. Na maioria das vezes,
estas preparacdes inibem diferentes vias metabdlicas, maximizando os efeitos anti-
inflamatorios e minimizando efeitos adversos. Isso se deve ao fato de haver uma
mistura de substéancias que podem agir sinergicamente ou antagonicamente, através
de diferentes mecanismos de acdo. Assim, do ponto de vista inflamatério, um
mesmo composto pode ter suas acgoes relacionadas a habilidade em inibir a sintese
ou acgao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséao, vias do acido araquiddnico
ou NO, dentre varios outros possiveis mecanismos (CALIXTO et al., 2004;
SCHMITZ, BACHER, 2005, WERZ, 2007).
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1.4 Potencial Terapéutico da Espécie Himathantus drasticus (Mart.) Plumel

1.4.1 Taxonomia e Caracteristicas Botanico-geograficas

Segundo SPINA (2004), a espécie Himathantus drasticus (Mart.) Plumel
apresenta a seguinte classificacao taxondmica:

e Reino: Plantae

e Filo: Trachaeophyta

e C(Classe: Magnoliopsida
e Subclasse: Asteridae
e Ordem: Gentianales

e Familia: Apocynaceae
e Género: Himatanthus

o Espécie: Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

A familia Apocynaceae abrange cerca de 400 géneros. Sdo plantas de
habitos variados, ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras, na maioria latescentes,
que vivem tanto nos campos como nas matas. Varias substancias tém sido isoladas
a partir de suas espécies, como por exemplo reserpina, ajmalicina, serpentinina,
alcaldides de Rauvolfia, cimarina, ouabaina, vimblastina e vincristina. Muitas destas
substancias sdo consideradas prototipos de classes farmacolégicas e fazem parte
da histéria da Farmacologia e da Terapéutica. A diversidade quimica desta familia,
devido a presenca de alcaloides, triterpendides e iriddides de comprovada eficacia
terapéutica, aliada ao fato de que ha varias de suas espécies cuja composicao
quimica ainda é desconhecida, tem gerado interesse sobre o estudo quimico e
avaliagédo de atividade farmacoldgica de diversas espécies desta familia (DI STASI,
HIRUMA-LIMA, 2002).

Além dos representantes com inumeras atividades medicinais, a familia
Apocynaceae mostra-se uma importante fonte de recursos econémicos. A borracha
pode ser obtida do latex de véarias espécies e a madeira, de excelente qualidade,
pode ser utilizada para confec¢coes de mdveis bem como muitos representantes séo
utilizados como decoradores de ambientes (RIZZINI, 1990).
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O género Himatanthus foi descrito por J. A. Schultes em 1819, a partir de
amostras coletadas no estado do Pard, as quais haviam sido trazidas por J. C. Von
Hoffmannseg (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002).

A classificagdo mais recente do género Himatanthus (SPINA, 2004),
sinonimizou algumas espécies e estabeleceu em nove o numero de espécies do
género. Seis destas ocorrem na regiao Amazénica: H. attenuatus (Benth.) Woodson,
H. phagedaenicus (Mart.) Woodson, H. revolutus (Huber) Spina & Kinoshita, H.
semilunatus Markgr., H. tarapotensis Schum. ex Markgr. e H. articulatus (Vahl.)
Woodson. Uma espécie, H. obovatus (Muell. Arg.) Woodson, ocorre em areas de
cerrado do Brasil e da Bolivia. Duas outras espécies, H. bracteatus (A. DC.)
Woodson e H. drasticus (Mart.) Plumel. H. drasticus (Mart.) Plumel, sdo restritas a
regido nordeste do Brasil ocorrendo em vegetagcdo de cerrado e caatinga. Além
disso, H. fallax foi considerada sinénimo de H. drasticus; H. lancifolius e H.
speciosus sao sindnimos de H. bracteatus, H. sucuuba sinénimo de H. articulatus e
H. stenophyllus sinbnimo de H. revolutus. Por outro lado, H. bracteatus var. revolutus
foi elevada ao nivel especifico como H. revolutus (Huber) Spina & Kinoshita. Uma
analise das espécies H. phagedaenicus e H. bracteatus mostrou que estes nomes
como usualmente aplicados sdo incorretos e que a espécie previamente conhecida
por H. phagedaenicus deveria ser denominada H. bracteatus e vice-versa (SPINA,
2004).

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Figura 1) € uma espécie vegetal muito
comum nos estados do norte e nordeste de Brasil como Para, Maranh&o, Piaui,
Ceara e Bahia, conhecida popularmente como janauba, janaguba, tiborna, pau de
leite, jasmim manga, raivosa, sucuba ou sucuuba, ocorrendo também em paises
como Guianas e Suriname, onde € conhecida por carterpillar e frangipani
respectivamente (PLUMEL, 1991).
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Figura 1. llustragcdo da espécie Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel. Fonte: De Melo, Eugénio
Arantes 2011

A espécie Himatanthus drasticus apresenta-se como arvores de até 7 m de
altura, ocorrendo principalmente no interior da mata. Perenifolia e helitfita, é
densamente folheada na extremidade dos ramos. Apresenta tronco com crescimento
simpodial, com um ou mais ramos laterais em expansao na sua porgao distal, dos
quais um é re-orientado para a porgao vertical para se tornar uma nova unidade de
tronco, esta forma de crescimento é denominada “Modelo de Koriba” (HALLE et al
1978; BELL, 1991 apud SPINA, 2004). As cascas do caule (Figura 2C) apresentam
fragmentos de forma quase plana, encurvando-se na extremidade. Sua superficie
externa tem coloragdo acastanhada com fissuras longitudinais, enquanto a interna,
castanho-esbranquigcada, € finamente estriada no sentido do comprimento. A
superficie de fratura transversal € nitida, escura externamente e clara na regido
interna (SPINA, 2004). A casca exsuda um latex branco bastante utilizado na
medicina popular, principalmente pelos habitantes da regido norte e nordeste do
Brasil (LUCETTI et al., 2010).

As folhas de Himatanthus drasticus caracterizam-se por serem obovadas e
coriaceas. Seu limbo de base atenuada apresenta-se de pequena dimenséo, seu
apice pode ser obtuso ou arredondado com margem inteira e plana. A face adaxial

apresenta cor verde-escura, com nervura central desenvolvida e proeminente de
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onde partem, em angulo levemente agudo, nervuras secundarias paralelas amarelas
e retas que se unem a 1-2 mm da margem, formando um arco. A face abaxial, de
coloracdao verde-amarelada e consisténcia coridcea, possui nervuras secundarias
destacadas, sendo a nervura central ainda mais proeminente nesta face. O peciolo é
curto, canaliculado em cima e convexo arredondado na parte de baixo (SPINA,
2004).

Figura 2. llustragdes das folhas (A), flores (B) e cascas do caule (C) da espécie Himatanthus drasticus
(Mart.) Plumel. Fonte: De Melo, Eugénio Arantes 2011

As flores sao vistosas, brancas e de odor suave. Apresentam calice com 5
sépalas desenvolvidas, de diferentes tamanhos, ovais a lanceoladas Corola
perfeitamente gamopétala, infundibuliforme ou hipocrateriforme de tubo longo.
Androceu formado por cinco estames epipétalos, em geral de filetes curtos, alternos
com os lobos da corola e opostos ao estigma. Ovario supero bicarpelar e bilocular
com muitos évulos. Carpelos separados com um sé estilete e um grande estigma em
forma de carretel e em geral com dois apiculos. Os frutos séo foliculos alongados,
ligeiramente curvos, cilindricos em sua parte mediana, lisos, apresentando finas
estrias longitudinais, contendo sementes aladas, ocorrendo de fevereiro a outubro
(SPINA, 2004).

1.4.2 Composicdo Quimica e Propriedades Farmacoldgicas do Género
Himatanthus

O latex e as cascas de diversas espécies do género Himatanthus, tais como
Himatanthus drasticus e Himatanthus sucuuba, sao ricos em triterpenos e alcaldides

(Patocka, 2003). O lupeol, triterpeno pentaciclico pertencente a familia do lupano, é
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um metabdlito importante e que pode estar relacionado a propriedade
antiinflamatéria e antinociceptiva do género (Silva, 1998). Foi demonstrado
recentemente que o acetato de lupeol apresenta efeito antiinflamatério regulando a
atividade do TNF-alfa e IL2 e esta propriedade muita das vezes, acompanha a sua
acao imunomoduladora e antitumoral (Patotka, 2003; Petronelli, 2009; Saleem,
2009). Além destas propriedades, foi demonstrado ainda efeitos gastroprotetores
(Leite et al.,, 2009). Na fragdo apolar das cascas de Himatanthus articulata, foram
detectados, além do lupeol e seus derivados, outros terpendides tais como
estigmasterol e sinosterol (Barreto et al.,1998), descritos como agentes citotdxicos
contra varias linhagens de células (Asmah, 2006; Sacoman, 2008).

Participando ainda das atividades biolégicas do género Himatanthus, temos
os iridoides plumericina, isoplumericina e fulvoplumericina, recentemente estudados,
revelaram efeito neuroprotetor, antiinflamatério, imunomodulador, hepatoprotetor e
cardioprotetor (Tundis et al., 2008). Estudos com extrato das cascas da Himatanthus
lancifolius, demonstraram preliminarmente a presenca dos alcalbides uleina e
demetoxiaspidospermina (Franca et al, 2000) com atividades gastroprotetora
(Baggio et al., 2005) e efeitos sobre a resposta em musculatura lisa vascular e ndo
vascular (Rattman et al., 2005). VILLEGAS et al. (1997) também evidenciaram a
atividade farmacoldgica de H. sucuuba, mostrando efeito cicatrizante e atoxico
significativo. GUERRA e PETERS (1991) sugeriram baixa toxicidade reprodutiva e
teratogénica em ratas utilizando decocto de cascas de Himatanthus sucuuba,
indicando que seu consumo € seguro para a espécie humana no tratamento de
gastrites e hemorroidas.

1.4.3 Composicdo Quimica e Propriedades Farmacoldgicas da espécie
vegetal Himatanthus drasticus.

Os metabdlitos mais frequentemente isolados da espécie vegetal Himatantus
drasticus sao alcaldides e terpendides dos tipos monoterpendides (iriddides) e
triterpendides (lupeol e seus derivados), além de compostos fendlicos (SAFAIHY,
1997; PATOCKA, 2003; TUNDIS, 2008). Os triterpenos pentaciclicos tais como,
cinamato de a e B-amirina, cinamato de lupeol e acetato de lupeol sdo encontrados
nas cascas e no latex da Himatanthus drasticus. Estudos realizados por Lucetti e

col. (2010), utilizando varios modelos de inflamacdo em ratos, demonstraram um
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potente efeito antiinflamatério do latex. Além disto, foram demonstradas agbes
analgésicas de proteinas do latex da Himatanthus drasticus utilizando modelos de
contorcbes abdominais (Colares et al., 2008) e foi demonstrado efeito citoprotetor
em modelos de ulceras induzidas por etanol em camundongos (Leite et al., 2009).
Em trabalho recente, a caracterizacdo os efeitos psicofarmacologicos do extrato
bruto das cascas mostrou intensa atividade anticonvulsivante, neuroléptica e

hipnosedativa, mesmo em pequenas doses (PINTO, 2012).

1.5 Justificativa do Estudo

Apesar de dados da literatura a respeito do potencial farmacolégico do
acetato de lupeol e da presenga deste triterpeno nas cascas do caule de
Himatanthus drasticus, pouco tem-se investigado as propriedades terapéuticas desta
parte da planta. Especialmente no Estado do Maranh&o, o ché das cascas é usado
popularmente contra doencas como artrite e Ulceras estomacais, hemorroidas,
anemia. Infusdes, decocg¢des e cataplasmas preparadas a partir da casca sao
usadas ainda como vermifugas e laxativas e também contra artrites, tumores,

furanculos, hérnias e inchagos de traumas mecanicos.

Assim, frente as potencialidades da espécie, nos dispusemos a investigar os
efeitos do extrato hidroalcodlico das cascas de Himatanthus drasticus em modelos
animais de analgesia, inflamagao, cicatrizacdo, bem como atribuir se estas

propriedades estariam relacionadas a uma possivel atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades farmacolégicas do extrato hidroalcodlico
(EHA) das cascas do caule de Himatanthus drasticus (Mart.)
Plumel em modelos murinos experimentais de analgesia,

inflamacao e cicatrizacdo em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do EHA de H. drasticus em modelos
experimentais de analgesia e anti-nocicepc¢éao tanto central quanto
periférica em camundongos.

Caracterizar os efeitos do EHA de H. drasticus sobre a formagao
de edema e migracao leucocitaria observadas no modelo de
inflamag&o induzida por carragenina 1%.

Descrever os efeitos do EHA de H. drasticus sobre o processo de
retracdo da ferida observado durante a cicatrizagao.

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do EHA de H. drasticus e
correlaciona-la com as propriedades farmacolégicas observadas
nos experimento in vivo.
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Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Apocynacea) € popularmente conhecida como janaiba, sendo o litex e as cascas do
caule da planta popularmente utilizados como anti-inflamatério, analgésico e anti-tumoral. A avaliacdo das atividades
analgésica, anti-inflamatdria e cicatrizante do extrato hidroalcodlico (EHA) das cascas de Himatanthus drasticus demonstrou
que o EHA reduz as contor¢des abdominais induzidas por dcido acético, embora ndo interfira na percepcao central da dor. O
EHA inibiu a formagdo de edema e a migrac@o leucocitdria induzidas por carragenina 1%. Em consonancia, o EHA também
promoveu um importante efeito cicatrizante. Tais atividades podem estar associadas a forte presenca de alcaldides e triterpenos
frequentemente encontrados nessa espécie vegetal. A presenca de compostos fendlicos, embora em menor propor¢do, parece
contribuir para estas atividades, uma vez que, o EHA apresentou capacidade antioxidante quando avaliado em ensaio in vitro

nas doses 0,5; 0,75 e 1,0 g/Kg.

Palavras-chave: Himatanthus drasticus, janatba, anti-inflamatdria, anti-nociceptiva, antioxidante, cicatrizante.

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel — (Apocynaceae) é
uma planta de vasta ocorréncia nas regides Norte e
Nordeste do Brasil onde é conhecida como janatba,
janaguba, tiborna, pau-de-leite, entre outras sinonimias [1].
O latex e as cascas do caule e raizes sio amplamente
utilizados na pratica popular para o tratamento de tumores,
inflamagées e ulceras [2]. Embora os estudos
sistematizados priorizem a caracteriza¢do dos constituintes
e propriedades farmacoldgicas do latex, andlises
farmacognésticas qualitativas indicam forte presenca de
alcaldides e triterpenos, além da presenca moderada de
saponinas e cumarinas em outras parte da planta [3].
Virios estudos [3-6] tem investigado as potenciais
atividades anti—inflamatéria e anti—tumoral de espécies do
género Himatanthus, especialmente as propriedades de
triterpenos de esqueleto lupanico, tais como o lupeol, a
betulina e o 4cido betulinico [7-9]. Recentemente, foi
demonstrado que o lupeol presente no latex é o principal
responsavel pela atividade anti — inflamatéria da espécie
H. drasticus [2]. Além deste, depsideos, iriddides e
alcaléides também sdo frequentemente encontrados nestas
espécies e podem contribuir para as atividades bioldgicas
propaladas [4].

No Estado do Maranhdo, as cascas do caule de H.
drasticus s3o0 a principal parte utilizada com fins
terapéuticos. Entretanto, hd escassez de estudos que
corroborem sua aplicagdo polular. A recente descri¢do da
presenca de sais de lupeol nesta parte da planta [3] trouxe
novas perspectivas e motivou o desenvolvimento deste
estudo que teve como objetivo caracterizar os efeitos
analgésico, anti-inflamatério e cicatrizante do extrato
hidroalcéolico (EHA) das cascas de H. drasticus.

O EHA preparado a partir das cascas de H. drasticus
apresentou colora¢do marrom — avermelhada e rendimento
de 7,03%. A determinagdo da dose letal mediana (DLs)
foi utilizada como parametro avaliador da toxicidade
aguda e norteador das doses terapéuticas a serem utilizadas
nos ensaios bioldgicos. A administracio do EHA, em
cinco doses crescentes (1,0 — 5,0 g/kg), por via oral,
resultou em valor de DLs, = 3,4 g/kg. Este resultado é
semelhante ao descrito para outra espécie do género, H.
sucuuba Wood, a qual fora atribuida baixa toxicidade [6].
A partir desta andlise, as doses de 0,5; 0,75 e 1,0 g/kg
foram determinadas como toxicologicamente seguras e
utilizadas nos ensaios biol4gicos.



A atividade anti-inflamatdria do EHA foi avaliada no teste
de edema de pata induzido por injecdo intraplantar de
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carragenina a 1%. Conforme pode ser observado na Figura
1A, a administracdo oral do EHA reduziu a formacdo de
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Figura 1:Efeitos da administracio oral do extrato hidroalcoélico das cascas de H. drasticus (Mart.) Plumel sobre o edema de pata
induzido por carragenina 1%: A administracdo oral do EHA [0,5 (O);0,75 (A) e 1,0 (1J) g/kg], indometacina [IND — 0,01 (H)
g/kg] ou veiculo (CTR — @) 30 minutos antes da indugdo de edema por inje¢do intraplantar de carragenina 1% inibiu tanto a
evolugdo do edema (A), quando o volume total de edema formado(B). Os pontos e barras verticais representam média + EPM (n =
6). ANOVA (Newman-Keuls), p<0,05 * vs. CTR, § vs. IND, # vs. EHA 0.5, v vs. EHA 0.75 ¢ f vs. EHA 1.0.

edema de maneira dependente de dose. A andlise da drea
sob a curva de evolu¢do do edema (Figura 1B) mostrou
que o EHA, nas doses de 0,75 e 1,0 g/kg, reduziu o volume
total de edema em 29 e 58%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle, atingindo resposta
semelhante a obtida com indometacina na dose de
0,01g/kg.

O modelo de resposta inflamatéria induzida por
carragenina apresenta edema e infiltracdo leucocitdria
induzidos por histamina e serotonina na fase inicial e por
prostaglandinas e bradicinina na fase tardia. Drogas anti-
inflamatdrias ndo esterdidais, tais como a indometacina,
reduzem a resposta inflamatéria total ao inibirem a geragio
de prostaglandinas e o consequente efeito quimiotético das
mesmas [10, 11]. Na figura 1A, observa-se que a
indometacina inibiu principalmente a segunda fase da
resposta inflamatéria, apdés 30 minutos da inducdo.
Comportamento semelhante foi observado nos animais
tratados com o EHA, sendo que, o grau de inibicdo
apresentou efeito dependente de dose. Isto posto, é
plausivel supor que EHA exerca sua acdo, principalmente,
mediante a diminui¢do da infiltracdo leucocitaria
decorrente da menor geracio de substincias quimiotaticas.

Para avaliacdo da migrac@o leucocitéria, foram preparadas
laminas histolégicas das patas dos animais injetados ou
ndo com carragenina 1%. Como pode ser observado na
Figura 2 (Painéis A — F), a administracdo de carragenina

induziu massiva migracao leucocitdria (Painel B vs. Painel
A), a qual foi eficientemente inibida pela administracio
prévia de indometacina (Painel C). Em consonancia com
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os dados mostrados na figura 1, a administracdo prévia do
EHA resultou em diminuigio da migracdo leucocitdria
(Figura 2, Painéis D — F). Para confirmacdo dos dados
histolégicos, coletou-se o exsudado inflamatério plantar
dos animais, o qual foi utilizado para contagem de
leucocitos totais. Como mostrado na figura 2G, a
administracdo prévia do EHA, nas doses de 0,5; 0,75 e 1,0
g/kg, reduziu a migragdo leucocitdria, de forma dependente
de dose, em 67; 79 e 87%, respectivamente.

O lupeol, triterpeno presente tanto no latex [2] quanto na
casca do caule [3] de H. drasticus, tem atividade anti —
inflamatéria atribuida & inibicdo da producdo de
mediadores inflamatérios, especialmente fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) e interleucinas 1, 2 e 6 (IL-1, IL-2 e
IL-6) [8, 12-14]. Considerando que a liberacdo de TNF-a
por mastécitos € um dos mecanismos responsdveis pela
macica infiltracdo leucocitdria induzida por carragenina
[11], é possivel sugerir que a atividade anti-inflamatdria
aqui observada seja resultante da acdo do lupeol ou outro
triterpeno de esqueleto lupanico presentes no EHA. Além
disso, nosso estudo evidencia que os efeitos do EHA sobre
a infiltracdo leucocitdria e edematogénese (78% e 89%)
foram mais pronunciados que os observados apds a
administracdo da fra¢@o hexanica do latex de H. sucuuba
[15] e semelhantes ao do acetato de lupeol extraido do
litex de H. drasticus [2]. Isto sugere que os efeitos
observados neste trabalho decorram da ac¢fo sinérgica com
outros metabdlitos secunddrios presentes no EHA, os quais
podem ter se perdido no processo de extracdo e
fracionamento  realizados  por  outros  autores.
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Figura 2: Efeitos da administracio oral do extrato
hidroalcodlico das cascas de Himatanthus drasticus
(Mart) Plumel sobre a migracido leucocitaria
induzida por carragenina 1%: Painéis A — F
representam a andlise histoldgica do tecido subplantar
de camundongos (ampliados 100x) tratados com o
extrato hidroalcodlico [EHA 0,5 (D); 0,75(E) e 1,0 (F)
g/kg] ou indometacina [IND (C) 0,01 g/kg] 4 horas
apds a inducdo de edema por injecdo subplantar de
carragenina 1% . Painéis A e B representam tecido ndo
inflamado e inflamado (CTR), respectivamente. Painel
G demonstra a contagem total de leucdcitos presentes
no exsudato inflamatério. As barras verticais
representam média £ EPM (n = 6). ANOVA (Newman-
Keuls), p<0,05. * vs. CTR, § vs. IND, # vs. EHA 1.0 e
f vs. EHA 0.5.

Também foi avaliada a ag@o analgésica do EHA em
modelos de analgesia periférica e central. Camundongos
pré — tratados com EHA nas doses de 0,5; 0,75 e 1,0 g/kg
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apresentaram reducdo de 22, 43 e 53%, respectivamente,
do nimero total de contor¢cdes abdominais induzidas pela
injecdo intraperitoneal de solucdo de acido acético 1%

Tabela 1: Efeitos do extrato hidroalcodlico de H.
drasticus (Mart.) Plumel e indometacina (IND)
administrados por via oral sobre a inibi¢do das contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético (1%,
intraperitoneal).

% inibicdo em

Composto 2/?(1? relacdo ao grupo
controle(CTR)
Veiculo (CTR) - -
IND 0,01 71,4 *
EHA 0,50 22,0 =8
0,75 43,6 %/
1,00 52,9 *%

ANOVA (Newman Keuls) p<0,05 *vs.CTR, §vs.IND, #vs. EHA
0,75 e fvs.EHA 1,0.

(Tabela 1). Entretanto, a avaliacdo da acdo analgésica
central através do teste da placa quente ndo demonstrou
qualquer a¢do do EHA (dados ndo mostrados). Este grupo
de dados reproduz achados anteriores de Colares et al. [3],
nos quais o extrato etandlico das cascas do caule de H.
drasticus apresentou efeito analgésico periférico, mas ndo
central.

No teste da placa quente, apds o pré-tratamento
com as doses do extrato obtendo-se aumento de 26%
(500mg), 26% (750mg) e 29% (1000mg) no tempo de
reacdo dos animais, ndo foi observada diferencas
significativas entre os grupos tratados com extrato € o
grupo salina experimental. Considerando-se os grupos em
que utilizou-se o antagonista naloxona, observou-se uma
reducdo no tempo de reacdo com a dose de 1000mg e um
bloqueio na acéo do opiéde morfina.

Teste Placa Quente

-e- Salina
& 40 = Morfina
o -+ Extrato 500 mg
S, 30 -¥ Extrato 750 mg
§ 20 -o- Extrato 1000 mg
3 -0~ Nalox.(i.p)+Morf.(i.p)
o )
g_ 10 8 Nalox.(i.p)+1000mg(v.0)
g
[

0 50 100 150
Tempo (minutos)

Figura 3 Efeito do tratamento oral com EHHD sobre o
tempo de reacdo no teste da placa quente em
camundongos. Os camundongos foram tratados com
EHHD (500; 750 e 1000 MG/ML) ou salina e submetidos
a estes testes depois de 1h. O grupo controle positivo
recebeu morfina (dose mg/kg) S.C. 15 minutos antes do
teste) no teste de placa quente. Os pontos e barras verticais
representam a média = erro padrio das médias de 6
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experimentos. (*) Significantemente diferente do valor
médio obtido no grupo controle p<0,05 (ANOVA).

Estudos realizados em espécies vegetais do mesmo género
monstraram atividade analgésica e antiinflamatdria dos
iridéides plumierideo, isoplumierideo e protoplumericina,
além de triterpendides presentes nas cascas e no latex [16,
17]. Por outro lado, a atividade analgésica do lupeol &
controversa. Miranda et al. [15] mostraram que uma
mistura de cinamatos de a-amirina e lupeol extraidos do
latex de H. sucuuba inibiu em 58% as contor¢des
abdominais induzidas por dcido acético. Lucetti et al.[2],
propuseram que a atividade anti-nociceptiva observada no
teste da formalina se devia ao efeito do acetato de lupeol
extraido do latex de H. drasticus sobre o sistema opidide.
Enquanto isso, Kweifio-Okai et al. [18] ndo encontraram
qualquer atividade analgésica ou antipirética para o lupeol,
o que os fez sugerir que o mesmo agiria por um
mecanismo diferente da inibi¢do da ciclooxigenase-1.

Para melhor caracterizar os efeitos do EHA nos processos
de inflamacdo e reparo, avaliamos sua acdo sobre a
velocidade de contracdo da ferida durante a cicatrizagdo.
Os dados mostrados na Figura 3 evidenciam que a
aplicagdo tépica didria de 0,1 mL de EHA acelerou a
contracdo da ferida de maneira dependente de dose. Apds
7 dias da formacdo da ferida, os animais tratados com o
EHA nas concentracdes de 0,75 e 1,0 g/mL apresentaram
reducio de 50,1 e 662% na d&drea da ferida,
respectivamente, consideravelmente superior a dos CTR
(38,8%). Este efeito se manteve apds 14 dias quando o
EHA, nas mesmas concentracdes, havia promovido a
contracdo da ferida em 78,6 e 92,3%, respectivamente,
enquanto no grupo CTR a contracio foi de 65,8%. Embora
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Figura 4: Efeitos da administracio tépica do extrato
hidroalcodlico das cascas de H. drasticus (Mart)
Plumel sobre a contracdo da ferida induzida por
excisdo de pele: Painel superior apresenta imagens
ilustrativas do processo de contracdo de ferida induzida
por excisdo de pele em camundongos. Apds excisao
(dia 0), os animais foram tratados com aplicagdo tpica
didria de 0,1 mL de EHA (0,5; 0,75 e 1,0 g/mL),
Fibrase (FIB) ou veiculo (CTR). Apés 7 e 14 dias de
tratamento, foram tomadas imagens das feridas e a
andlise da drea da ferida (mm?) realizada através do
software Image J. (Software livre, NIH, EUA) Painel
inferior apresenta a quantificacdo e andlise estatisticas
das dreas em cada grupo. Os pontos e barras verticais
representam média £ EPM (n = 6). ANOVA (Newman-
Keuls), p<0,001. * vs. CTR, # vs. FIB.
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a aplicacdo do EHA na concentracdo de 0,5 g/mL ndo
tenha promovido qualquer efeito acelerador da
cicatrizagdo, a aplicacdo de 1 g/mL promoveu efeito
praticamente idéntico ao observado nos animais tratados
com Fibrase®, uma droga cicatrizante padrdo. Nossos
dados corroboram os achados de Villegas et al. [19], os
quais demonstraram que as cascas de H. sucuuba
promovem efeito cicatrizante e indutor do aumento da
permeabilidade capilar. Além disso, foi demonstrado que o
lupeol presente na casca do caule de ambas as espécies
bloqueia o sitio ativo da 3-B glicogénio sintase quinase,
enzima inibidora da cicatricdo pela via das [-cateninas
[20].

Virias espécies vegetais tem suas propriedades anti-
inflamatdrias atribuidas a capacidade antioxidante, ou seja,
a capacidade de sequestrar espécies oxidantes produzidas
por células inflamatérias antes que estas possam causar
danos celulares ou teciduais [21]. Dentre as classes de
metabdlitos secunddrios, os compostos fendlicos sao os
que mais se destacam nesta atividade, embora haja um
paradoxo entre as atividades encontradas em ensaios in
vitro e as propriedades observadas in vivo [22].

Assim, para melhor caracterizagdo dos possiveis
mecanismos da atividade anti-inflamatéria do EHA,
realizou-se a avaliagdo da capacidade antioxidante do
extrato. A quantidade total de compostos fendlicos no
EHA foi de 14,64 + 2,51 EAG/100g EHA (Figura 4A).
Quando avaliou-se a capacidade do EHA em sequestrar o
radical DPPH", a ICs, foi igual a 533,0 + 1,1 g/kg de
DPPH’ (Figura 4B). Segundo Halliwell [23], uma mistura
com boa atividade antioxidante deve regenerar o substrato
ou prevenir significativamente sua oxidagdo em
concentracdes significativamente menores que aquela do
substrato oxiddvel. O EHA apresentou proporcio
EHA:DPPH’ de aproximadamente 1:2, sendo que, o 4cido
gdlico, padrao desse experimento, apresentou proporc¢ao de
1:25.

Entretanto, Sanchéz — Moreno e colaboradores [24],
propuseram que a atividade antioxidante pode também ser
inferida pelo tempo decorrido até que o sequestro do
DPPH" atinja o platd. Se o tempo ¢ inferior a 5 minutos é
classificada como rdpida, entre 5 e 30 minutos ¢é
intermedidria e se maior que 30 minutos, o antioxidante é
considerando de reacdo lenta. Os dados da Figura 4C
deixam claro que os compostos fendlicos presentes no
EHA apresentam capacidade de reagdo antioxidante
intermedidria, compativel com aquela de antioxidantes
classicos como o a-tocoferol [24]. Assim, € possivel
sugerir que a atividade antioxidante do EHA contribui para
a atividade anti-inflamatéria aqui demonstrada. E

importante salientar ainda que esta atividade antioxidante
ndo estd relacionada ao lupeol, uma vez que, o acetato de
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Figura 5: Avaliacgio in vitro da capacidade antioxidante do
EHA das cascas de H. drasticus (Mart.) Plumel: A.
Quantificagdo de fendis totais (C¢HsO) presente no
EHA (A) obtida a partir da equacio de regressao linear
de curva padrdo de 4cido gélico (). B. Determinacdo
da ICsy do EHA sobre o DPPH’, obtida por regresso
nao linear. Os pontos representam o percentual final de
DPPH" apés 30 minutos da adicio de EHA em
diferentes concentracdes, expressas como log[EHA]. C.
Cinética do sequestro do radical DPPH" por diferentes
concentragdes de EHA [260 (A), 520 (<), 1040 () e
2080 (O) g/kg DPPH']. Todos os procedimentos foram
conduzidos em triplicata.

lupeol extraido de H. drasticus ndo apresentou qualquer
efeito sequestrador do radical DPPH" [2], embora tenha
suprimido a geracdo de radical superéxido por neutroéfilos
humanos estimulados com 4cido araquidonico [25].

Vistos de forma integrada, os dados aqui apresentados
reafirmam a indicacdo popular da espécie Himatanthus
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drasticus (Mart.) Plumel como anti-inflamatério e
cicatrizante, estendendo esta atividade as cascas do caule.
Ao que se sabe, esta é a primeira vez que a atividade anti —
inflamatdria é demonstrada em extratos preparados desta
parte da planta. Ademais, sdo sugestivos de que o EHA
possui outros metabolicos secundarios que contribuem
para os efeitos descritos, uma vez que, estes efeitos foram
potencialmente mais expressivos que outros obtidos com
substancias isoladas do latex de H. drasticus, em especial
o lupeol.

Experimental

Material botdnico e obtencdo do extrato: As cascas do
caule da espécie vegetal Himatanthus drasticus (Mart.)
Plumel foram coletadas em marco de 2010 no municipio
de Sdo Bento — MA, Brasil ( 02° 41°45” N; 44° 49°17) ¢
identificadas no Laboratério de Botanica da Universidade
Estadual do Maranhdao (UEMA), onde se encontram
catalogadas sob registro #01032. O p6 das cascas secas foi
submetido a maceracdo com etanol 70% (1:3) por 72h e a
troca do solvente a cada 24 h. Os extratos foram reunidos,
filtrados e concentrados em evaporador rotativo a véicuo,
sob baixa pressdo e temperatura de 55°C. Aliquotas do
extrato hidroalcodlico (EHA) final foram utilizadas para
determinacio do peso seco e do rendimento percentual da
extracao.

Animais: Foram utilizados camundongos machos, espécie
Mus musculus, variagdo Swiss (n= 6, £ 90 dias, 30 g),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Marahdao (UFMA). Os animais foram mantidos em
gaiolas de polietileno, em ambiente com temperatura
controlada (22 + 2°C) com 4gua e racdo ad libitum e sob
ciclo claro/escuro de 12hs. Para utilizacdo dos animais
obteve-se previamente a aprovacio pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMA (23115-006060/2010-18).

Determinacdo da Dose Letal Mediana (DLso): Seguiu-se
o protocolo descrito por Almeida [24]. Foram separados 6
grupos (n=6 / grupo), classificados da seguinte forma:
Grupo controle (salina a 0,9%, v.o. e i.p.) e Grupos
experimentais de H. drasticus (1,0g, 2,0g, 3,0, 4,0g e 5,0
g/kg, v.o. e 1ip.). Apds o tratamento, pelas vias de
administracdo oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), os animais
foram postos em gaiolas para observacdo e apds 24 horas
foi contabilizada a porcentagem de animais mortos por
dose, para posterior determinacdo da dose necessdria para
causar 50% de mortalidade dos animais tratados.

Determinagdo do teor de fenois totais: O teor de fendis
totais foi determinado mediante adaptagdo dos métodos
descritos por Pueyo & Calvo [26] e Berker et al. [27]. As
amostras do EHA foram misturadas a etanol 96% em
volume igual a 100 — x pL, onde x € o volume em pL da
amostra. A seguir, adicionou-se 630 pL de H20
deionizada, 20uL HC1 1IN, 150uL de K3[Fe(CN)6],50uL
de dodecil sulfato de sdédio(SDS) 1% e 50 uL de
FeCl3-6H20 obtendo-se um volume final de 1 mL. As
misturas foram agitadas em vortex e deixadas em repouso
em temperatura ambiente por 30 minutos antes da leitura
em 750 nm. O branco foi determinado como a mistura
acima sem adi¢do de extrato ou antioxidante padrdo. Uma

solugdo estoque de acido galico (AG) foi preparada na
concentra¢do de 1mg/ml em metanol. A partir da solugdo
estoque foram tomadas aliquotas de modo a obterem-se
concentracoes finais de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 ug/ml.
Todas as andlises foram realizadas em quadruplicata. As
concentracdes de fendis totais e a capacidade antioxidante
total (CAT) dos extratos foram determinadas por derivagio
da equagdo de regressdo linear obtida para o padrio acido
gélico.

Determinagdo da atividade antioxidante in vitro. A
atividade antioxidante foi avaliada pelo método
fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPHe (2,2-
difenil-1-picril 1-hidrazil) descrito por Sanchéz-Moreno et
al [24], com alteracdes. A uma cuveta foi adicionada 1,9
ml de solugdo metandlica de DPPHe (25ug/mL), preparada
no momento do experimento e mantida em frasco ambar.
A seguir foram tomadas leituras da absorbancia em 515
nm, a cada minuto por 5 minutos para verificacio da
estabilidade da solucdo. Em seguida, foram adicionadas
aléquotas de 100uL do EHA em concentracdo suficiente
para se obter concentracdo final varidvel de 1 — 100
pg/mL. As absorbincias continuaram a serem medidas a
cada minuto até que fosse observada a estabilizacdo da
leitura, sendo o tempo minimo de 20 minutos adotado
como controle. Foi utilizado metanol como branco. A
capacidade inibitéria do EHA foi calculada a partir de uma
curva de calibragio do DPPHe construida nas
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM, utilizando
metanol para as dilui¢des. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

Edema de pata induzido por carragenina 1%: Os animais
em jejum de 12 horas foram divididos em 5 grupos (n=6) e
tratados por via oral com EHA nas doses 0,5; 0,75 e
1,0g/kg, indometacina 0,01g/kg ou com veiculo (solucdo
salina). Apés 30 minutos, em todos os animais, foram
injetados na regido subplantar 0,3mL de solugdo salina na
pata traseira direita e igual volume da carragenina (1%) na
pata traseira esquerda. O volume das patas foi determinado
e avaliado em funcdo do tempo (min.) por meio de
pletismémetro. O edema foi relatado como a diferenca
entre os volumes das patas direita e esquerda [28].

Andlise histologica da migracdo leucocitdria em edema
induzido por carragenina 1%. Amostras tecidual das patas
dos camundongos foram colhidas na terceira hora de
inducdo do edema e fixadas em solucdo de formalina 10%.
As pecas cirdrgicas foram desidratadas em dlcool,
emblocadas em parafina, seccionadas e coradas em
hematoxilina e eosina (HE), sendo os resultados avaliados
com base na infiltragcdo leucocitéria no tecido edemaciado.

Determinagcdo do niimero de células leucocitdrias do
liquido intersticial colhido por puncdo da pata
edemaciada.

Apds a administragdo de carragenina 1% na pata esquerda
do animal, por volta da terceira hora de indu¢io do edema,
foi coletado o liquido intersticial da regido edemaciada da
pata para posterior contagem global de leucdcitos em
camara de Neubauer.
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Teste de contor¢des abdominais: O EHA (0,5; 0,75 e 1,0
g/kg) foi administrado, por via oral (v.0.), em
camundongos (n=5). Apés 1 h de tratamento, 0,1m1/10g de
acido acético 0,1% foram administrados
intraperitonealmente e o n° de contor¢des abdominais foi
contado entre 10 e 20 min apds esse procedimento. O
grupo controle recebeu (0,1mL/10g) salina (v.0.).
Indometacina (0,01g/kg, v.0.) foi o controle positivo do
teste e serviu para validar o método [29].

Teste da placa quente: Os animais, divididos em grupos
(n=6) de acordo com o tratamentto a ser recebido
previamente em; grupos experimentais, utlizando-se o
EHA (v.0) nas doses de 0,5; 0,75 e 1,0g, grupo
salina(0,1mL/10g v.0), grupo morfina (7,5mg/kg i.p) e
grupo naloxona (Smg/kg i.p), foram colocados sobre uma
placa de aluminio aquecida (¥50°C) e observou-se o
comportamento dos animais ao estimulo térmico
nociceptivo, caracterizado pela troca rapida do apoio dos
pés, lamber ou levantar uma das patas quando colocadas
sobre uma superficie aquecida (placa quente). Os
resultados foram avaliados pela medida da laténcia ou do
tempo decorrido desde o momento em que o animal é
colocado sobre a placa até o aparecimento da resposta
motora, durante os intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise conjunta dos dados apresentados fornece um avango importante
no conhecimento das propriedades farmacolégicas da espécie Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel, especialmente das cascas do caule. Apesar de ter seu uso
vastamente propalado na populacdo, esta parte da planta tem recebido pouca
atencao de estudos sistematizados.

Foi mostrado que o tratamento com o EHA promove significativo efeito
analgésico, o qual parece estar mais relacionado com a inibigdo da ativagcdo dos
nociceptores periféricos, uma vez que, nao houve efeito sobre a percepcao central
da dor. Quando avaliada a atividade anti-inflamatéria, observou-se que o EHA
diminui a formacdo de edema numa agao provavelmente relacionada a diminuigcao
da migracao de leucdcitos para o foco da inflamagédo. Os mecanismos pelos quais o
EHA promoveu estes efeitos também parecem concorrer para a atividade
cicatrizante. Embora nao se tenha avaliado caracteristicas histoldégicas do tecido
cicatricial, o EHA acelerou a retracdo da ferida de maneira similar a observada com

o uso de um farmaco cicatrizante padrao.

A avaliacdo destas atividades em animais tratados com o latex de H.
drasticus tem sugerido que estes efeitos sdo decorrentes, principalmente, da acao
de triterpenos e alcaléides. Embora este trabalho ndo tenha se aprofundado em
questdes fitoquimicas, especialmente com relacdo a caracterizagéo e identificagao
destes metabolitos, a avaliagdo da atividade antioxidante do EHA mostrou que a
despeito da baixa presenca de compostos fendlicos, o extrato apresenta significante

atividade sequestradora do radical DPPH".

Este trabalho é pioneiro ao abordar tais atividades farmacoldgicas para esta
parte da planta e abre uma frente importante de investigacdo. Entretanto, para a
plena validacdo do uso popular a espécie € essencial que estes estudos sejam
aprofundados, especialmente no que diz respeito ao isolamento e identificacdo dos
principios ativos responsaveis por estas atividades. Uma abordagem essencial é a
comparacao com a eficiéncia terapéutica de compostos ja isolados em outras partes
da planta, tais como os sais de lupeol, além do aprofundamento do estudo da



atividade antioxidante, de modo a caracterizar os efeitos sobre a imobilizacdo de
outros tipos radicalares e/ou geracao de radicais. Nao obstante, a realizacdo de
analises toxicol6gicas mais especificas é essencial tanto a validagédo do uso popular
quanto ao embasamento de estudos que prevejam a obtencdo de produtos
fitoterapicos ou correlatos.

Sendo assim, a analise do conjunto de dados aqui apresentados demonstra
que este trabalho ndo apenas atingiu os objetivos propostos, como também passa a
constituir obra de referéncia, uma vez que, ao que se sabe, esta é a primeira vez
que este conjunto de propriedades farmacoldgicas € descrito para extrato preparado

a partir das cascas do caule de Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel.
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ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae), popularly known as “mastruz” or
“erva-de-santa-maria”, is a perennial plant found in Brazil and used in folk
medicine for the treatment of contusions and fractures. The objective of this
study was to evaluate the topical effect of a cataplasm prepared from fresh
C. ambrosioides leaves on the treatment of fractures experimentally induced in
rabbits. Thirty rabbits were divided into three groups (n = 10). After anesthesia, a
radius fracture was created and the animals received topical applications of
C. ambrosioides cataplasm (MZG), diclofenac sodium (DG) and isotonic solution
0.9% NaCl (Control). At 30 days, we evaluated the animal bone regeneration
through both qualitative macroscopic analysis of the fracture focus as by
determination of serum alkaline phosphatase (ALP). The evolution of bone repair
has been verified at 30 and 45 days through the histological analysis. No significant
difference in ALP levels was observed between groups. In addition, no allergic
reactions or impairment of tissue adjacent to the fracture focus were seen in any of
the groups. In contrast, although all groups exhibited similar tissue architecture, the
histological analysis revealed greater formation of mature bone tissue in MZG at
30 days, when compared to DG and control group. In addition, higher collagen fiber
density was observed in MZG at 45 days. These results indicate Chenopodium
ambrosioides as a promising therapeutic agent for bone regeneration. The plant may
be useful as a raw material for the production of biomaterials for fracture healing,
contributing to its validation in ethnomedicine.

Key words: Chenopodium ambrosioides, mastruz, fracture healing

INTRODUCTION

More than 6 million fractures occur worldwide each year.
Many patients require long-term treatment, with consequent
increased costs for them and for the public health system
(Giannoudis and Dinopoulos, 2010).

Natural biomaterials, including those derived from
medicinal plants used by the population, are of great
importance since they are biocompatible and easily applied
and stored, in addition to favoring bone growth (Franco et al.,
2001).

Chenopodium ambrosioides L. (syn. Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin and Clemants), Chenopodiaceae,

www.ansinet.com

popularly known as “mastruz” or “erva-de-santa-maria”) is
used by the population in Brazil and Latin America as teas,
infusions or syrups for the treatment of inflammatory
disorders, leishmanial ulcers (Franca et al., 1996) or
contusions and fractures (Baptistel et al., 2014).

Pharmacological trials suggest that C. ambrosioides has
action antitumor (Nascimento et al., 2006), in vitro
(Bezerra et al., 2006) and in vivo leishmanicidal
(Patricio et al., 2008). Additionally, studies have reported
anti-inflammatory and anti-nociceptive activity of this plant
species (Ibironke and Ajiboye, 2007; TrivellatoGrassi et al.,
2013).
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Despite its traditional use in contusions and fractures,
studies that scientifically validate the therapeutic property of
this plant are sparse. In Brazil, the federal government created
in 2009 a program that compiled a list of 71 medicinal plant
species used by the population as alternatives for the treatment
of health disorders. On this list, called the National
Register of Plants of Interest to the National Health System
(Relagdo Nacional de Plantas de Interesse do Sistema Unico de
Saude-RENISUS), C. ambrosioides occupies the 17th
position, but without importance for the use in bone fractures.

Preliminary studies conducted by our group showed
that the cataplasm  prepared from fresh leaves of
Chenopodium ambrosioides has a potential for repair of soft
tissue and bone fractures induced experimentally in rabbits.
These findings were obtained by evaluating the inflammatory
process, inhibition of edema and radiographic analysis
(Pinheiro Neto et al., 2005).

Considering the importance of this plant species as a
raw material potential for obtaining biomaterials, the aim of
this study was to evaluate the effect of the cataplasm of
C. ambrosioides leaves on bone regeneration fractures in radio
rabbits through analysis serum biochemical and histological
evaluation.

MATERIALS AND METHODS

Plant material: Chenopodium ambrosioides leaves were
collected at the time of use in the herbarium of the
‘Prof. Dr. Berta Lange de Morretes” Medicinal Plant Garden,
UFMA (Sao Luis- MA, Brazil), in October 2006. A voucher
specimen was cataloged, identified and deposited under the
registration number 0998.

Preparation of the Chenopodium ambrosioides cataplasm:
Fresh leaves were washed with distilled water to remove
impurities and then dried on filter paper and triturated in a
homogenizer. The material obtained was mixed with saline
(0.9% NaCl) (3 g of tissue per 1 mL saline) at room
temperature. This mixture was called Cataplasm and was
directly applied to the fractures.

Experimental animals: Thirty adult male New Zealand
rabbits (Oryctolagus cuniculus), weighing 3.0£0.5 kg,
obtained from the Animal House of the State University of
Maranhao (UEMA) were used. The animals were kept at a
temperature of 24+1°C and received ration and water
ad libitum. The animals were acclimated for 10 days and
handled under the same conditions. Next, the rabbits were
randomly divided into three groups of 10 animals each:
Control group, C. ambrosioides (“mastruz’) group (MZG) and
Diclofenac Sodium (DG) group. The protocol was approved
by the Ethics Committee on Animal Research of UEMA
(Permit No. 0026/2006).

Anesthetic technique and bone defect creation: The
animals were anesthetized by intramuscular injection of 5%
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ketamine hydrochloride (30 mg kg™') and 2% xylazine
hydrochloride (4 mg kg™). An incision of approximately 3 cm
was then made in the skin and subcutaneous tissue in the
middle third of the left radius. A complete, simple, transverse
diaphyseal fracture (1 cm) was created at this site with an
oscillating bone saw, followed by topical application of 10 mL
isotonic solution 0.9% NaCl (control), 10 mL of the cataplasm
(MZG) or 2 g (gel) diclofenac sodium (DG). The diclofenac
sodium was used as anti-inflammatory for positive control.
The tissues were closed with simple sutures. During the
postoperative period, dressings were applied daily for 10
consecutive days and the sutures were removed after this
period (Miranda et al., 2005). The animals were euthanized
with anesthetics overdose. The evolution of the tissue adjacent
to the fracture focus was observed macroscopically throughout
the experiment, evaluating features such as color, occurrence
of edema, suture dehiscence, presence of a hypertrophic scar
and possible allergic reactions.

Biochemical parameters and bone markers: Thirty days
after surgery, five animals of each group were anesthetized
and blood was collected for biochemical analysis of alkaline
phosphatase (ALP). The blood samples were collected into
tubes without EDTA and centrifuged at 3000xg for 10 min for
the collection of serum. Serum ALP was measured with the
Labtest® kit in a semi-automated apparatus-Bioplus®
(Bioplus, Barueri, Sao Paulo).

Histological evaluation: Histological analysis was performed
30 and 45 days after surgery and application of isotonic
solution 0.9% NaCl, C. ambrosioides cataplasm or sodium
diclofenac to monitor the evolution of bone callus formation,
considering the neoformation of fibrous, cartilaginous and
bone tissues during the healing process. Cross-sections were
cut from the fractured bone segments and fixed in 10%
buffered formalin for 24 h. After decalcification in 10% nitric
acid, the fragments were processed and stained with
Hematoxylin and Eosin (HE) and Sirius red (Franco et al.,
2001). The histological sections were submitted to descriptive
qualitative analysis for evaluation of the pattern of bone
regeneration.

Statistical analysis: The ALP results are expressed as the
MeanzStandard Error of the Mean (SEM) for 05
animals/group and were compared by analysis of variance
(ANOVA) followed by the Newman-Keuls post-test,
considering p<0.05 significant. Statistical analysis was
performed using the GraphPad Prism 5.0 program. The
histological results are expressed qualitatively.

RESULTS

Qualitative macroscopic analysis of the fracture focus:
No alterations were observed in the tissue adjacent to the
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Fig. 1: Fracture site photomicrograph from the control
group at 30 days after surgery. AL: Active lacuna,
EO: Endochondral ossification, Ob: Osteoblasts,
COF: Fibrous bony callus. Hematoxylin and Eosin
stain (HE) (400X magnification)

fracture focus in any of the groups studied. In addition, no
allergic reactions were seen at the site of application.
Chenopodium ambrosioides cataplasm was found to be
biocompatible in the experimental model used.

Effect of Chenopodium ambrosioides cataplasm on serum
ALP levels: No significant difference in ALP levels was
observed at 30 days. The levels were 104.0+34.0, 103.0+£29.0
and 121.0+21.0 UI L™ in the control, DG and MZG,
respectively. The reference range of ALP in rabbits reported
in the literature is 72.4429.7 TU L.,

Histological evaluation of Chenopodium ambrosioides
cataplasm: Histological analysis of the fracture focus 30 days
after the surgical procedure revealed similar bone remodeling
in all groups, including the presence of endochondral
ossification and osteoblasts. A fibrous bone callus and discrete
maturation of lacunae were observed in the control group
(Fig. 1). Endochondral ossification was observed in DG during
this early stage, with the presence of active lacunae and
osteoblasts (Fig. 2). There was an increase in osteoclasts
during the process of phagocytosis in MZG, in addition to
active lacunae and formation of mature bone (Fig. 3).
Histological analysis at 45 days showed endochondral
ossification and the presence of osteoblasts in the control
group (Fig. 4). Abundant cartilaginous tissue (cartilaginous
collar) and large numbers of chondrocytes and osteoblasts
were seen in DG (Fig. 5). Fibroblast proliferation and an
increase in collagen density were also observed during
this phase in the control and DG, accompanied by
neovascularization in the former. In contrast, animals of MZG
exhibited marked formation of mature bone tissue and a
moderate density of collagen when compared to the other
groups (Fig. 6).
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Fig. 2: Fracture site photomicrograph from the diclofenac
sodium group at 30 days after surgery.
AL: Active lacuna, EO: Endochondral ossification,
Ob: Osteoblasts. Hematoxylin and Eosin stain (HE)
(400X magnification)

Fig. 3: Fracture site photomicrograph from the Chenopodium
ambrosioides cataplasm group at 30 days after surgery.
AL: Active lacuna, IL: Inactive lacuna, MB: Mature
bone, Ocl: Osteoclast. Hematoxylin and Eosin stain
(HE) (400X magnification)

Fig. 4: Fracture site photomicrograph from the control
group at 45 days after surgery. IL: Inactive lacuna,
EO: Endochondral ossification, Ob: Osteoblasts,
Oc: Osteocytes. Hematoxylin and Eosin stain (HE)
(400X magnification)
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Fig. 5: Fracture site photomicrograph from the diclofenac sodium at 45 days after surgery. AL: Active lacuna, CM: Cartilage
Matrix, CH: Hypertrophic chondrocytes, Ob: Osteoblasts, HE: Hematoxylin and Eosin stain (400X magnification)

Fig. 6(a-c): Photomicrographs of collagenization of the rabbit radius at 45 days after surgery, (a) Control group, (b) Diclofenac
sodium e and (c) Chenopodium ambrosioides cataplasma. Sections stained by Sirius red method (400X magnification)

DISCUSSION a promising biomaterial since it is biocompatible and easily
applied and favors bone growth.
The present study shows that C. ambrosioides cataplasm Fractures characterized by substantial bone loss play an

acts on the process of bone repair when applied topically to ~ important role in clinical-surgical routine in both human and
fractures induced in rabbits, suggesting this plant speciestobe  veterinary medicine (Alievi et al., 2007). The healing potential
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of a bone fracture depends on patient-related variables,
location and the treatment employed. These variables must
create biological and mechanical conditions that favor the
repair process by influencing factors that are determinant for
the organization and final process of fracture consolidation
(Muller et al., 2004).

The main objective of surgical treatment is to fill the
fracture with material that can promote osteoinduction and/or
osteoconduction and consequently, reparative osteogenesis
(Tsonis, 2002). This type of treatment is a constant challenge
in orthopedic therapy since the ideal bone implant should not
physically modify the tissue and should not induce allergic
reactions, in addition to being easily obtained in the amount
and shapes necessary to fill the bone defect.

The C. ambrosioides cataplasm was found to be
applicable and biocompatible since no alterations in adjacent
tissue or allergic reactions were observed in the animals
studied (qualitative macroscopic analysis) throughout the
period of topical treatment of the fracture.

Bone formation involves endochondral ossification and
the production of cartilage in the bone tissue which is used
secondarily by osteoblasts for the formation of new bone.
Bone formation comprises the following steps: Proliferation of
chondrocytes, chondrocyte hypertrophy, matrix mineralization,
apoptosis, vascular invasion, ossification and remodeling of
lamellar bone (Marino and Ziran, 2010).

Histological analysis after 30 days of treatment showed a
similar tissue architecture in all groups. However, greater
formation of new bone was observed in MZG (Fig. 3)
suggesting that the C. ambrosioides cataplasm promotes
osteogenesis and may serve as a stimulator of bone
regeneration (Wong and Rabie, 2006; Pereira-Junior et al.,
2007; Filho et al., 2009; Ishizeki et al., 2009).

In addition, a greater density of collagen fibers was
observed in MZG at 45 days (Fig. 6). The extracellular matrix
which is rich in collagen, contributes to mineralization,
angiogenesis and growth factor production and therefore,
favors bone regeneration (Roden, 2010).

Within the context of bone remodeling, important
markers of real-time bone formation are total ALP and bone
ALP (Seibel, 2000; Allen, 2003). In the present study, no
difference in ALP activity was observed between MZG and
the other groups. This finding might be explained by the fact
that this enzyme is not specific for bone neoformation and
future studies using osteocalcin and bone ALP are necessary.

The results of this study show that cataplasm of
Chenopodium ambrosioides leaves induces early bone
neoformation, contributing to the treatment of bone repair and
opening new perspectives for its use as an alternative, easily
obtainable biomaterial.
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