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RESUMO

A artrite reumatdide (AR) é uma doenca articular grave, que acomete 0,5-1% da populagdao
mundial, caracterizada pelo comprometimento de articulagcdes periféricas, sinovite persistente
e dor. A terapéutica desta patologia inclui o uso de anti-inflamatérios/analgésicos,
demandando elevados custos, e envolvendo sérios efeitos colaterais. O uso de plantas
medicinais tem sido uma prética popular universal, que as habilitam como ferramentas de
estudos etnofarmacolégicos. Ximenia americana (familia Olacaceae) ou “ameixa-do-sertdo” ¢
uma planta usada na medicina popular do Nordeste brasileiro que possui diversos compostos
bioativos em sua composicao, dentre eles os polissacarideos. Vdrias partes da planta sdo
utilizadas na medicina popular para tratamento de transtornos inflamatdrios e/ou dolorosos.
Estudos envolvendo modelos experimentais de inflamacdo aguda e cronica em roedores,
demonstraram ac¢do anti-inflamatéria de seus extratos polissacaridicos e suas fracgoes.
Adicionalmente, o extrato aquoso e as fragdes polissacaridicas apresentaram acgdo
antinociceptiva em modelo de pancreatite em camundondongos. Além disso, o ché das cascas
inibe parametros inflamatorios em modelo experimental de gastrite. Diante do exposto, este
estudo tem como foco a investigacdo do efeito envolvido na acdo antiinflamatéria do cha e
dos polissacarideos das cascas de Ximenia americana em modelos de inflamacdo aguda e de
artrite induzidos por zimosan, bem como a toxicidade decorrente do seu tratamento. O cha
(50, 100, 150 mg/kg; v.o.), contendo carboidratos (44,8 %) e polifendis (28,3%); e fragcdes
polissacaridicas (FI, FII: 1 mg/kg; e.v.) foram administrados em Camundongos Swiss antes
(indugdo do edema ou peritonite) ou em Ratos Wistar apds (inducdo de artrite) a estimulacao
com zimosan. Em seguida, as avaliagdes dos parametros inflamatérios (edema, migracao
celular, hipernocicep¢ado, analises histopatolégicas) foram feitas de O a 24 horas, e até o 14°
dia, para as demais avaliagdes (parametros hematologicos, bioquimicos plasmaticos,
histopatoldgicos e comportamentais). Os resultados do estudo mostraram que o chd e os
polissacarideos de X. americana inibem parametros inflamatérios como o edema, migracao
celular e dor, tanto visceral como articular, induzidas por zimosan. Além disso, os dados
também sugerem que o uso do chd por via oral é relativamente seguro, visto ndo ter
apresentado letalidade, ou induzido alteragdes fisioldgicas e/ou comportamentais
significativas nos animais. Este estudo € relevante porque valida cientificamente o uso

popular desta planta em processos inflamatérios e dolorosos.

Palavras-chave: artrite experimental; inflamacdo aguda; plantas medicinais.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a severe arthropathy that affects 0.5-1% of world population,
characterized by peripheral joints impairement, persistent synovitis and pain. The
therapeutical approach of this pathology includes anti-inflammatory/analgesic drugs and
implies high costs, and involving serious side effects. The use of medicinal plants has been a
universal popular practice, which enables them as tools of ethnopharmacological studies.
Ximenia americana (Olacaceae family) or “ameixa-do-sertao” is used popularly in Northeast
Brazil, contains a diversity of bioactive compounds, including polysaccharides. Several parts
of the plant are used in folk medicine to treat inflammatory and/or painful disorders. Studies
involving experimental models of acute and chronic inflammation in rodents, have
demonstrated anti-inflammatory action of its aqueous and hydroethanolic extracts.
Additionally, the aqueous extract and the polysaccharide fractions showed antinociceptive
action in a model of pancreatitis in mice. In addition, tea of the barks inhibits inflammatory
parameters in an experimental gastritis model. Thus, this study focuses on investigating the
effect and mechanisms involved in the anti-inflammatory action of tea and polysaccharides
from the barks of Ximenia americana in models of acute inflammation and arthritis induced
by zimosan, as well as the toxicity resulting from its treatment. Tea (50, 100, 150 mg/kg; v.o.),
containing carbohydrates (44.8%) and polyphenols (28.3%); and polysaccharide fractions (FI,
FII: 1 mg/kg; e.v.) were administered to Swiss Mice before (induction of edema or peritonitis)
or to Wistar Rats after (arthritis induction) stimulation with zimosan. Then, the evaluations of
the inflammatory parameters (edema, cell migration, hypernociception, histopathological
analyzes) were made from O to 24 hours, and until the 14th day, for others evaluations
(hematological, plasma biochemical, histopathological and behavioral parameters). The
results of the study showed that tea and polysaccharides from X. americana inhibited
inflammatory parameters such as edema, cell migration and pain, both visceral and articular,
induced by zimosan. In addition, the data also suggest that the use of tea by mouth is relatively
safe, as it has not shown any lethality, or has induced significant physiological and/or
behavioral changes in animals. This study is relevant because it scientifically validates the

popular use of this plant in inflammatory and painful processes.

Keywords: experimental arthritis; acute inflammation; medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatério ocorre em resposta a agentes lesivos (substincias
quimicas, processos fisicos ou microorganismos externos), que sdao reconhecidos pelo
organismo e desencadeiam com prontiddo uma resposta do sistema imunolégico, modulada
por substancias denominadas mediadores inflamatérios (PEDRAZA-ALVA et al., 2015). Para
controlar ou inibir completamente essa condi¢do, sdo comumente utilizados medicamentos
anti-inflamatérios como os glicocorticéides e os AINEs (anti-inflamatérios ndo esteroidais).
Contudo, o uso prolongado e/ou em altas doses destas substancias pode causar efeitos
adversos gravissimos, que incluem complicagdes gastrointestinais e cardiacas,
imunossupressio, osteoporose, entre outros (BACCHI et al., 2012; ADCOCK; MUMBY,
2016).

Como forma alternativa ao tratamento com os anti-inflamatérios, pessoas de todo
o mundo vem aderindo a Fitoterapia. Os compostos naturais isolados de plantas medicinais
tétm sido investigados principalmente devido as suas propriedades anti-inflamatoérias e
analgésicas,permitindo a validagdo do uso popular e direcionando diversas pesquisas clinicas.
Esses compostos podem ser obtidos a partir de vdrias partes das plantas, como cascas de
caules, folhas, frutos, sementes, raizes, e sdao popularmente utilizados como infusdo,
maceracdo, decoc¢do, etc (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Dentre os compostos vegetais, os polissacarideos apresentam-se como
macromoléculas altamente biodisponiveis e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade
(OVODOY, 1998), sendo constituidas por varios mondmeros de monossacarideos, unidos por
ligacdo glicosidicas (DELATTRE et al., 2011). Estudos relatam a grande versatilidade de
atividades bioldgicas de polissacarideos de plantas, como antitumoral, anti- inflamatoria,
anticoagulante, anti-diabetes, antiviral, imunomoduladora, dentre outras (XIE et al., 2015;
HUANG; MEI; HU, 2017; YU et al., 2018; ZHAO et al., 2020).

Com relagdo as atividades bioldgicas de polissacarideos no processo inflamatorio,
os extratos metanolicos de Opuntia ficus indica apresentaram agdo protetora nos modelos de
inflamacdo cronica proliferativa em camundongos (PARK et al., 2001) e deferidas cutaneas
(AMMAR et al., 2015). As fracdes polissacaridicas obtidas das vagens de Caesalpinia ferrea
(Jucd) e sementes de Azadirachta indica (neem) inibiram a migracdo de leucdcitos e
mediadores inflamatérios de fase aguda em ratos (PEREIRA et al.,, 2012a; 2012b). Em
processos nociceptivos, os polissacarideos da fruta Thladiantha diibia reduziram as

contorcdes abdominais induzidas por dcido acético (WANG et al., 2011). Relacionado a
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atividade antioxidante, polissacarideos de vdrias plantas reduziram os niveis de produtos
oriundos da peroxidagdo lipidica, além de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes
como SOD e GSH(CHEN et al., 2004; LIU et al., 2011;WANG et al., 2013;MENGOME et
al., 2014;LIN et al., 2017; LIU; SUN; HUANG, 2018).

Ximenia americana L. (Olacaceae), popularmente conhecida como ameixa-do-
sertdo ou ameixa-brava é amplamente distribuida no Nordeste do Brasil (LE et al., 2012),
sendo a decoc¢do das cascas, na forma de “chd”, a mais utilizada para tratar condi¢des
inflamatodrias e dolorosas. Estudos experimentais demonstraram o efeito anti-inflamatério dos
extratos hidroetandlicosda casca em modelos de inflamacdo aguda e cronica (DA SILVA et al.,
2018). O extrato aquoso das raizes de X. americana reduziu o edema da pata, a migracao de
neutr6filos e a permeabilidade vascular induzida por carragenana em camundongos
(OLABISSI et al.,, 2011). A atividade antinociceptiva também foi demonstrada na fase
inflamatéria do teste da formalina (SORO et al., 2009). Os polissacarideos totais e fracdes
isoladas de X. americana apresentaram efeito inibitério em modelos inflamatérios(SILVA-
LEITE et al., 2017, 2018).Além disso, o efeito inibitdrio sobre a migracdo de neutrdfilos foi
demonstrado no modelo de gastrite para o cha de X. americana, mesmo material usada no

presente estudo (SILVA-PANTOIJA et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do cha e dos polissacarideos obtidos da casca
do caule de Ximenia americana em modelos de inflama¢do aguda induzida por zimosan em

camundongos.

2.2 Especificos

a) Analisar quimica e estruturalmente o cha e as fragdes polissacaridicas de X. americana.

b) Avaliar a atividade anti-inflamatéria das fracdes polissacaridicas de X. americana
administradas por via endovenosa no modelo de edema de pata;

¢) Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante das fragdes polissacaridicas de X.
americana administradas por via endovenosa no modelo de peritonite, observando-se os
parametros de infiltrado leucocitario, extravasamento de proteina, estresse oxidativo
(malondialdeido) e dor inflamatéria;

d) Avaliar a atividade anti-inflamatéria do cha de X. americana administradas por via oral no

modelo de edema de pata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais do Processo Inflamatorio

A inflamacdo pode ser caracterizada como um importante mecanismo protetor do
organismo, subjacente a uma variedade de processos patolégicos e infecciosos. E
desencadeada por vdrios fatores, incluindo agentes bioldgicos (bactérias, virus, protozodrios),
quimicos (4cidos, formaldeido, zimosan, etc), fisicos (calor e frio excessivos, radiacoes,
traumatismos, etc) e imunes (exposicdo a antigenos). Tem como objetivo principal a
remog¢dodo agente lesivo e o reparodo tecido lesado. Entretanto, a resposta inflamatdria ndo
controlada e exacerbada pode levar a maultiplas disfun¢des do organismo, diversas doencas e
alguns tipos de traumas (PEDRAZA-ALVA et al., 2015).

Durante o processo inflamatério, podem ser identificadas duas fases distintas,
classificadas quanto a duracdo e caracteristicas patologicas. A fase aguda constitui o inicio do
processo, na qual hd a atuacdo do sistema imune inato, apresentando eventos de curta duracdo
e neutrofilos como células predominantes. Além disso, ocorrem importantes alteracoes
vasculares, que permitem o extravasamento de plasma e proteinas plasmaticas, caracterizando
a formacdo de edema, e também a saida dos leucécitos dos vasos para o local da lesdao
(GOOCH, 2011).

Caso ndo haja resolugdo e a resposta persista, o processo evolui para a fase
cronica, que apresenta duragdo mais longa (semanas a meses) e estd associada a presenca de
outros tipos celulares, predominantemente mononucleares, como os linfécitos e os
macréfagos. Devido a gravidade da destruicdo tecidual neste estigio, as tentativas de
reparagdo cursam com os processos de proliferacdo vascular (angiogénese), fibrose e necrose
tecidual. Estes processos sdo responsaveis por injdria tecidual irreversivel, perda de funcdo de
orgaos e tecidos e até morte (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017).

A inflamacdo é um processo complexo, que se d4 com a ocorréncia de eventos
celulares e vasculares de forma simultianea e relacionados durante todo o curso da resposta.
Basicamente ocorrem reacdes nos vasos sanguineos, que levam ao acimulo de fluidos e
células sanguineas no local afetado. Para que tudo isto aconteca, hd a atuacdo indispensavel

de diversas substancias soliveis que orquestram e modulam o processo.
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3.1.1 Eventos vasculares da Inflamacdo

O processo inflamatério inicia-se imediatamente apds o contato com o agente
lesivo e envolve, neste primeiro momento, a microcirculacdo. Em situacdes basais, as células
e as proteinas migram livremente de acordo com o fluxo da circulagdo. Entretanto, diante de
um estimulo lesivo, a permeabilidade dos vasos € alterada para facilitar a passagem das
células sanguineas (Figura 1).

Primeiramente hid uma modificagdo no calibre dos vasos que dura poucos
segundos e caracteriza-se como uma vasoconstri¢do transitéria. Logo em seguida ocorre
vasodilatacdo, estimulada por mediadores inflamatorios de agcdo majoritariamente vascular
como a histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas. O maior aporte de sangue nos
vasos dilatados resulta no aumento da pressdo hidrostatica local, o que permite a transudacao
de fluidos para o espago extravascular (SERHAN; SAVILL, 2005).

As alteracOes da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo modificam a
temperatura local, induzindo calor e rubor (importantes sinais clinicos da inflamag¢do aguda).
Também estimulam oextravasamento de liquidos e proteinas para o intersticio, induzindo a
formacdo de edema, outro parametro importante observado nas respostas agudas. Além disso,
a saida de proteinas plasmdticas do vaso sanguineo aumenta a viscosidade do sangue, gerando

uma diminui¢do da circulagdo e levando ao processo de estase (ALLER et al., 2007).

3.1.2 Eventos celulares da Inflamagdo

A vasodilatagdo e a exsudacdo de proteinas plasméticas sdo processos que
facilitam a migracao de leucdcitos para o local da lesdo. A migracao celular caracteriza-se por
ser um evento indispensdvel a resolu¢do da resposta inflamatdria, pois € nesta etapa do
processo que ocorre a fagocitose e a degradacdo dos agentes estranhos causadores da lesdao
(SUNDERKOTTER et al., 2003).

Os eventos celulares da inflamacdo ocorrem nos vasos e podem ser divididos em
trés etapas: a primeira delas envolve amarginacdo, o rolamento e a adesdo firme dos
leucécitos ao vaso; a segunda fase € constituida pela transmigracdo dos leucdcitos pelo
endotélio, denominada diapedese; e a tultima fase relaciona-se com a quimiotaxia, ou seja,
com migracdo das células pelos tecidos, estimulados por substiancias quimiotéticas. Aqui,

destacam-se substancias como os fragmentos do sistema do complemento (C3a e C5a),

leucotrienos, citocinas, quimiocinas e bioprodutos bacterianos (SMITH, 2008; RIBEIRO et
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al., 1991; 1996).

As mudangas dos parametros hemodinamicos vasculares proporcionam a
margina¢do dos leucdcitos nas paredes dos vasos. Concomitantemente, as células endoteliais
expressam em sua superficie moléculas de adesdo nos leucdcitos, bem como a secrecdao de
mediadores inflamatérios.O primeiro grupo de moléculas de adesdo a atuar na migracdo
celular, especificamente na fase de rolamento, é formado pelas selectinas. Existem trés tipos
de selectinas, classificadas de acordo com o local onde sdo produzidas. A selectina E ¢é
expressa em células endoteliais em resposta a citocinas inflamatdrias, tais como o fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucinal (IL-1). A selectina P, sintetizada por megacaridcitos
e incorporada a plaquetas, também € expressa no endotélio vascular sob a agcdo de citocinas
inflamatorias, trombina e histamina. A selectina L, encontrada constitutivamente na superficie
de leucdcitos, facilita seu rolamento pelo endotélio e sua saida para os tecidos linféides
periféricos (McEVER, 2010).

Logo ap6s a fase de rolamento, os leucdcitos aderem de maneira firme em um
local do vaso que vai proporcionar a sua saida. Este processo é mediado por outras moléculas
de adesdo, denominadas imunoglobulinas e integrinas, as quais podemos citar as moléculas de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1), moléculas de adesdo intercelular-2 (ICAM- 2) e molécula de
adesdo de célula endotelial e plaquetas (PCAM-1). Depois de ligados firmemente ao
endotélio, os leucdcitos de achatam, para que a drea de contato com a superficie vascular seja
aumentada e a ligacdo as moléculas de adesdo seja amplificada. Além disso, as células
residentes promovem a libera¢ao de outros mediadores, que permitem maior avidez de ligacao
entre as moléculas de integrinas e os leucécitos (SMITH, 2008).

Ap6s a adesdo firme, finalmente os leucdcitos migram em direcdo ao espago
extravascular, acompanhados pelas proteinas plasmaticas, em um movimento denominado
diapedese. No ambiente extravascular, emigram nos tecidos em direcdo a regido de agressao
proporcionados pela quimiotaxia, que promove uma locomocao destas células através de um
gradiente quimico (PETRI; BIXEL, 2006). As substancias que promovem esse fluxo sdo os
agentes quimiotdticos que podem atrair as células de forma direta, como o leucotrieno B4
(LTB4), C5a, fMLP, interleucina-8 (IL-8); ou indireta, como as citocinas IL- 1 e o fator de
necrose tumoral o (TNF-a), que agem estimulando células residentes a liberar agentes
quimiotéticos diretos (RIBEIRO et al., 1996).

As células residentes localizam-se nos tecidos e incluem macréfagos, mastocitos,

linfocitos, fibroblastos e células endoteliais. Na presenca de um estimulo agressor, atuam
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liberando mediadores quimicos e modulam tanto eventos vasculares quanto celulares da
inflamacdo aguda. Desta forma,causam migracdo de outras células de defesa e amplificam a

resposta inflamatéria (PEDRAZA-ALVA et al., 2015).

Figura 1. Alteracdes vasculares e celulares induzidas pelo processo inflamatdrio.
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| \ residentes ocasionais
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3.1.3 Dor inflamatoria

Além de induzir alteracdes vasculares e migracdo de células para o foco
lesionado, os mediadores inflamatérios também induzem a ativacdo ou sensibilizacdo de
neurdnios, processo que pode proporcionar dor, alodinia ou hiperalgesia ao organismo. A dor
pode ser compreendida como uma experi€ncia sensitiva e emocional desagradavel,
influenciada em graus varidveis por fatores bioldgicos, psicologicos e sociais. Além disso,
geralmente estd associada a uma lesdo real ou potencial (IASP, 2020). A alodinia se refere a
um processo induzido por um tipo de estimulo que, em condi¢des normais, ndo provoca dor.
Em contrapartida, a hiperalgesia € uma dor intensa provocada por um estimulo originalmente
doloroso (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A dor € um processo sensorial que envolve a integracdo de varios niveis neurais,
compreendendo desde a detec¢do do estimulo por nociceptores periféricos até o
processamento no sistema nervoso central (SNC). Dentre as principais modalidades de dor, a
inflamatoria estd associada a produgdo e liberacdo de vérios mediadores como citocinas
(TNF-a), eicosandides (prostaglandinas), aminas vasoativas (serotonina, histamina),
substancia P, que atuam ativando ou desativando os nociceptores, atuando de forma

importante na sinalizacdo neural e nas alteracdes funcionais de neurdnios do SNC
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(LEUNG; CAHILL, 2010).

3.1.4 Terapia anti-inflamatoria

Quando a resposta inflamatdria amplificada causa efeitos deletérios ao organismo,
impedindo o restabelecimento da homeostase, os medicamentos anti-inflamatérios como os
glicocorticoides (do tipo esteroidais) e os AINEs (do tipo ndo esteroidais) sdo comumente
utilizados com o objetivo de curar ou aliviar os sintomas de inflamacéo e dor.

A terapia anti-inflamatoria realizada com AINEs € considerada a mais utilizada
mundialmente, pois apresenta grande eficicia como agentes analgésicos e anti- inflamatdrios.
O mecanismo de acdo destas substincias ocorre pela inibicdo da enzima ciclooxigenase,
responsavel pela producdo de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, e pode envolver
trés isoformas (COX 1, COX 2 e COX 3). A COX 1 € a forma constitutiva, uma vez que esta
presente nas mucosas do organismo e tem funcdo de protecao, enquanto a COX 2 ¢ altamente
expressa durante o processo inflamatério (SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004). A limitacdo
do uso prolongado dos AINEs se resume na possibilidade de seus graves efeitos colaterais
principalmente sobre o trato gastrointestinal, uma vez que inibem nao s6 a isoforma COX 2,
mas também a COX 1. O efeito supressor sobre a enzima constitutiva pode resultar, além das
ulceracdes e hemorragias géstricas, em alteracdes cardiovasculares e renais (SOSTRES, 2010;
BACCHTI et al., 2012).

Os glicocorticéides (GCs), ou anti-inflamatorios esteroidais (AIEs) sdo utilizados
como tratamento para varios disturbios inflamatorios, autoimunes e alérgicos hd décadas. Sao
medicamentos que possuem acdo mais ampla que os AINEs, pois agem no inicio da cascata
inflamatéria (Figura 2), bloqueando a enzima fosfolipase A2 e impedindo a formagdo do
acido araquidodnico, substrato importante das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase. A
auséncia da enzima lipoxigenase impede a formacdo dos leucotrienos, um dos principais
agentes quimiotdticos para neutr6filos. Apesar da eficdcia, os GCs também podem causar
véarios efeitos adversos devido ao uso prolongado e/ou em doses elevadas, que estdo
relacionados principalmente a imunosupressdo. Além disso, também podem causar efeitos
gastricos e problemas 6sseos, entre outros (ADCOCK; MUMBY, 2016).

Apesar da eficdcia comprovada das terapias anti-inflamatdrias, a possibilidade de
ocorréncia de efeitos adversos diminui, em muitos casos, as vantagens de suas utilizacoes.

Este cendrio tem estimulado a busca constante por novas alternativas terapéuticas, que
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tragam menos efeitos indesejados, e as buscas t€ém se concentrado bastante nos produtos

naturais de origem vegetal.

Figura 2. Mecanismo de a¢do dos anti-inflamatérios.
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3.2 Polissacarideos de plantas

3.2.1 Caracteristicas estruturais e funcionais

Os carboidratos sdo as macromoléculas mais abundantes na natureza e apresentam
grande importancia para as c€lulas vegetais, visto serem os principais componentes de suas
paredes celulares (AVIGAD; DEY, 1997). Os polissacarideos sdo carboidratos contituidos por
dez ou mais unidades monossacaridicas unidas por ligacdes glicosidicas, diferindo entre si na
unidade, no grau de ramificacdo, no tipo de ligacdo e no comprimento de suas cadeias,
apresentando diferentes composi¢oes e fungdes (LEHNINGER, 2006).

A parede celular vegetal é uma estrutura altamente organizada, composta
de variados polissacarideos, além de proteinas e substincias aromdticas. Dentre estes,
acelulose € o polissacarideo mais abundante, compreendendo aproximadamente 30-60% da
parede celular das gimnospermas e aproximadamente 60-65% da parede celular das
angiospermas (BeMILLER, 2001a). A estrutura de polissacarideos de parede celular

consiste de pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-glucose, D-manose, D-
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galactose), dcidos urdnicos (4cido D-glucurdnico, 4cido D-galacturénico, 4dcido D-4-O-
metil-glucurdnico) e desoxi-hexoses (L-ramnose, L-fucose) (WALDRON; FAULDS,
2007).

A celulose é um polimero de glicose rigido e linear, com liga¢oes B-(1-2>4). As
hemiceluloses sdo variagdes de celulose, compondo cerca de 15-35% da parede celular,
embora o percentual possa exceder 40% em algumas espécies de angiospermas (BeMILLER,
2001a). Consistem de polissacarideos associados a celulose, onde ha uma cadeia principal de
glucose, xilose ou manose, e ramificacdes com arabinose, xilose, galactose, fucose ou acido
glucurdnico (BeMILLER, 2001b; FRY, 2001). Estes polissacarideos constituem importante
funcdo estrutural na célula vegetal.

A rede de microfibrilas formada pela associacdo entre celulose e hemicelulose,
estd inserida em uma matriz de pectinas, polissacarideos carregados negativamente, que
correspondem 1 a 4% da parede celular (DAVIES, 2001). As microfibrilas de celulose sdo
sintetizadas por grandes complexos hexaméricos na membrana plasmdtica, enquanto
hemiceluloses e pectinas, que compdem a matriz polissacaridica, sdo sintetizadas no
complexo de Golgi, sendo depositadas na superficie da parede por vesiculas (COSGROVE,
2005).

3.2.2 Atividades biologicas de polissacarideos de plantas

Pessoas de todo o mundo vém aderindo a Fitoterapia como uma forma alternativa
de tratamento dos processos inflamatérios e dolorosos. Compostos naturais isolados de
plantas medicinais tém sido investigados devido as suas propriedades anti-inflamatorias e
analgésicas, permitindo a valida¢do do uso popular e direcionando diversas pesquisas clinicas.
Esses compostos podem ser obtidos a partir de vdrias partes das plantas, como cascas de
caules, folhas, frutos, sementes, raizes, e sdo popularmente utilizados como infusao,
maceracdo, decoc¢do, etc (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Entre os compostos vegetais, os polissacarideos apresentam-se como moléculas
altamente biodisponiveis e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade (OVODOYV, 1998).
Estdo entre as macromoléculas mais importantes da familia dos biopolimeros, sendo
constituidos por monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas (DELATTRE et al., 2011).
Apresentam grande versatilidade em suas atividades bioldgicas, incluindo-se antitumoral,
imunomoduladora, antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatdria, analgésica, dentre outras (XIE

et al., 2015; YATOO et al., 2018). Diante desta vasta gama de agdes, os polissacarideos de
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plantas t€ém se mostrado bastante promissores quanto ao seu papel na saide humana e tém
sido alvo de varios estudos cientificos.

Com relagdo as atividades bioldgicas de polissacarideos no processo inflamatdrio,
os extratos metandlicos de Opuntia ficus indica apresentam a¢do protetora nos modelos de
inflamacdo crénica proliferativa emcamundongos (PARK et al., 2001) e feridas cutineas
(AMMAR et al., 2015). As fragdes polissacaridicas obtidas das vagens de Caesalpinia ferrea
(jucd) e sementes de Azadirachta indica (neem) inibem a migracdo de leucdcitos e
mediadores inflamatérios de fase aguda em ratos (PEREIRA et al., 2012a; 2012b). Em
processos nociceptivos, os polissacarideos da fruta Thladiantha ditbia reduzem as contor¢des
abdominais induzidas por &4cido acético (WANG et al.,, 2011). Relacionado a atividade
antioxidante, polissacarideos de varias plantas reduzem os niveis de produtos oriundos da
peroxidacdo lipidica, além de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como
superdxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) (WANG et al., 2013; LI; SUN;
HUANG, 2018).

3.2.3 Efeitos dos polissacarideos de Ximenia americana na inflamagcao

A planta medicinal Ximenia americana L. (Olacaceae), amplamente distribuida no
Nordeste brasileiro, é conhecida popularmente como ameixa-do-sertdo ou ameixa-brava (LE
et al.,, 2012). Possui vasta utilizacdo pela populacio, sendo empregada em tratamentos de
condi¢des que envolvem inflamacdo e dor, e consumida na forma de “ch4”, preparadopor
decoc¢ao das cascas do caule.

Estudos experimentais demonstraram o efeito anti-edematogénico dos extratos
hidroetandlicos das cascas de X. americana em modelos de inflamacdo aguda e cronica (DA
SILVA et al., 2018). O extrato aquoso de suas raizes inibe o edema da pata, a migracdo de
neutréfilos e a permeabilidade vascular induzidos por carragenina em camundongos
(OLABISSI et al.,, 2011). O extrato aquoso da casca do caule mostrou atividade
antinociceptiva na fase inflamatéria do teste da formalina (SORO et al., 2009). Os
polissacarideos totais e fracdes isoladas de suas cascas inibem parametros de inflamacdo e
dor, incluindo a melhora do quadro de pancreatite experimental (SILVA-LEITE et al., 2017,
2018). Além disso, o efeito inibitorio na migracdo de neutréfilos foi demonstrado no modelo
de gastrite para o cha de X. americana, preparado da forma utilizada no presente estudo

(SILVA-PANTOJA et al., 2018).
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Figura 3. Ximenia americana L.

Fonte: Arquivo préprio



33

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

As atividades anti-inflamatdrias e anti-hipernociceptivas do chd e das fracdes
polissacaridicas das cascas do caule de Ximenia americana foram avaliadas apds a
administracdo do agente flogistico zimosan nas patas ou no peritdnio de camundongos. Em
seguida, foram feitas as andlises dos seguintes parametros: edema, extravasamento de
proteina, infiltrado leucocitdrio, estresse oxidativo (malondialdeido) e hiperalgesia. Os
animais do grupo controle receberam salina estéril pelas vias subcutinea (s.c.) nas patas ou

intraperitoneal (i.p.).

4.2 Material

4.2.1 Planta

As cascas de Ximenia americana (Olacaceae) foram coletadas no municipio de
Custédio (Quixada-CE) e a exsicata da planta encontra-se depositada na FECLESC/Quixada e
no Herbario Prisco Bezerra - UFC (n° 46794). A atividade de avaliacdo foi registrada no
Sistema Brasileiro de Gestdo do Patriménio Genético e dos Conhecimentos Tradicionais

Associados (SISGEN - A8B2C79), de acordo com a Lei Federal n° 13123/2015.

4.2.2 Preparo do chd, extracdo e isolamento dos polissacarideos de X. americana

O ch4 foi obtido por decoc¢do das cascas do caule de X. americana em 4gua
destilada (100°C/5 min) e liofilizacdo, antes de ser utilizado nos protocolos experimentais
(SILVA-PANTOJA et al., 2018).

Para a extracdo e isolamento dos polissacarideos, as cascas foram lavadas, secas
(400°C) e maceradas em pé (5 g), suspensas em metanol (1:50, p/v), homogeneizadas (76 °C,
2 h) e filtradas (2x). A porcio insoldvel foi adicionado NaOH 0,1 M (97 °C, 2 h), que foi
filtrada e centrifugada (2496 g, 15 min, 25 ° C). Os sobrenadantes foram neutralizados (HCI
IM), precipitados em etanol e centrifugados nas condi¢des anteriores. O precipitado final foi
dialisado, centrifugado e o sobrenadante liofilizado denominado PLT, o qual foi precipitado

com dcido tricloroacético (TCA) durante 4 h em banho de gelo (4 ° C) até atingir pH 2,0 ou
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3,0. O precipitado de proteina foi separado por centrifugacido (2.496 g, 30 min, 25 ° C) e o
sobrenadante dialisado e liofilizado para se obter o PLT-Xa desproteinado (ZHAO et al.,
2014).

4.2.3 Fracionamento, caracterizacdo quimica e estrutural do chd e dos polissacarideos de X.

americana

- Fracionamento do chd e dos polissacarideos: os PLT foram dissolvidos em 4gua destilada
(1:2, p/v) e aplicados em coluna cromatografica (9,8 x 1,0 cm) contendo resina de troca idnica
(DEAE-celulose), equilibrada e lavada com dgua destilada e eluida (60 mL/h) com NaCl (0,1;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0 M).

- Andlises quimicas do chd e dos polissacarideos: As andlises quimicas do ché e das fracdes
polissacaridicas majoritdrias foram realizadas pelo método do fenol-4cido sulftrico (DUBOIS
et al., 1956) e reacdo de carbazol (DISCHE, 1947) para hexoses e acido hexurdnico,
respectivamente. A presenca de pigmentos e/ou proteinas, nas fragdes cromatograficas, foi
observada pela leitura em absorbancia a 280 nm. Os teores de proteinas foram analisados pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e os de compostos polifendlicos de acordo com a
metodologia descrita por SIDDIQUI et al., 2017, utilizando padrdes de albumina sérica
bovina e dcido galico, respectivamente.

- Caracterizagdo estrutural do chd: O cha de X. americana foi analisado por espectroscopia
de infravermelho (FT-IR). Para tanto, amostras (2 mg) foram misturadas com brometo de
potdssio em pé e prensadas em disco na regido do infravermelho médio a 500-4000 cm-1,

com resolucao de 3 cm-1 (Perkin Elmer Spectrum 100, EUA).
4.3 Protocolos experimentais
4.3.1 Animais
Camundongos Swiss albinos (25-35 g) foram mantidos com livre acesso a comida
e dgua, em condicOes ambientais controladas (12/12 h de ciclo claro/escuro, temperatura de

25 © C). Todos os protocolos experimentais realizados foram aprovados pelo Comité de €tica

para o Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (UECE n°: 4153018/2018).
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4.3.2 Tratamento de animais

O cha das cascas de X. americana (50, 100, 150 mg/kg) foi administrado por via
oral (v.0.) e as fragdes polissacaridicas FI (0,1 M) e FII (0,25 M), por via endovenosa (1

mg/kg; e.v.) 1 h antes da inducdo do edema ou da peritonite com zimosan.

4.3.3 Modelo de edema da pata

O edema da pata foi induzido comzimosan, na pata traseira do animal por via
subcutanea (500 pg; s.c.) e medido por hidropletismometria antes da indug¢do(tempo zero) e
em intervalos de tempo selecionados posteriormente (0,5;1 - 5 h). Os animais controle
receberam solucdo de salina estéril (NaCl 0,9%) na pata contralateral (0,1 ml/10 g de massa
corporal; s.c.). Os resultados foram expressos como a variagdo no volume da pata (ul) ou area

sob a curva dose-efeito (ASC) (LANDUCCI et al., 1995).

4.3.4 Modelo de peritonite

Zimosan (500 pg/cavidade) foi administrado 4 h antes da avaliagdo da
hipernocicepcio. Imediatamente a avaliacdo da dor, os animais foram eutanasiados para a
coleta do fluido peritoneal com 3 ml de salina heparinizada (5 UI) paracontagem total e
diferencial de leucdcitos (neutréfilos e células mononucleares), quantificacdo de proteinas
totais (BRADFORD, 1976) e de malondialdeido (MDA — TBARS) (HUONG et al., 1998).

Para avaliacdo da hipernocicepcao visceral, os camundongos foram colocados em
caixa individual de acrilico transparente 15 min antes do teste de adaptacdo ao ambiente. O
limiar nociceptivo dos animais foi avaliado por meio da aplicacdo de pressao gradual (g) no
abdomen, com ponteira de polipropileno, acoplada a um transdutor de forca manual
(Anestesiometro Eletronico Von Frey; Insight). A hipernocicep¢do também foi avaliada antes

da inducdo da peritonite (tempo zero) (LE BARS et al., 2001).

4.4 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + EPM. Foi aplicada a analise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizacio quimica e estrutural do cha e dos polissacarideos de X. americana

O cha preparado por decocgdo das cascas de X. americana mostrou rendimento de
1,8%, apresentando como constituintes majoritarios carboidratos (44,8%, incluindo 10,4%
acido urodnico) e polifendis (28,3%). Além disso, apresentou baixo teor de proteinas (1,34%).
O PLT-Xa, extraido das cascas de X. americana por uma combinagdo de solucdo alcalina leve
seguida de precipitacdo com etanol, apds aplicagdo em coluna de DEA- Celulose, resultou em
duas principais fragdes polissacaridicas parcialmente desproteinadas (FI e FII), com teores de
carboidratos semelhantes ao do chd, principalmente FII (PLT-Xa: 43%; FI: 25%; FII: 44%).
Entretanto, as fracdes apresentaram diferentes teores de dcido urdnico (PLT-Xa: 5,2 %; FI:
9,8%; FlII:25%) e de proteinas (TPL-Xa: 0,6%; FI: 0,9%; FII: 0,8%). Ressalta-se também
umadiminuicdo relevante no teor de polifendis (TPL-Xa: 4,64; FI: 0,78; FII: 1,50 GAE) em
comparacdo ao chd. Além disso, a relacdo acidourdnico/hexoses (0,56) foi maior para FII

(Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento e analise quimica do cha e das fracoes polissacaridicas de X. americana

. 0 b . .
Amostra Rendimento 3Carb(‘)71dratos AAcu'lo ¢4 cido dP oliendis €proteinas
(%) (%) ur( (:;“)CO urénico/Hexoses (GAE) (%)
(/)
Cha 1.8 44.8 104 0.23 28.3 1.34
FI 9.0 25.0 9.8 0.39 0.78 0.9
FII 34.0 444 25.0 0.56 1.50 0.8

aDubois et al., 1956;  °Dische, 1947, ‘Razdo molar;  9Siddiqui et al., 2017 <Bradford, 1976
GAE: equivalente de dcido galico (mg/g). Rendimento: a partir de 5 g de p6 seco das cascas de X. americana.

Os espectros de FTIR obtidos do cha X. americana revelaram picos de absor¢ao
em torno de 3375 cm! e 2925 cm’!, correspondentes ao alongamento de O-H e C-H,
respectivamente (SUN et al., 2009). Picos em 1442 cm™, 1525 cm™! e 1612 cm™ também
foram detectados, indicando a presenca de dacido urdnico (grupo COOH) (LI et al.,
2014). Regides de absorc¢ao entre 1500 e 700 cm™! correspondem a faixa de carboidratos
(KARNIK et al., 2016), em que o pico em 1113 cm™! caracteriza as liga¢oes glicosidicas
(XU et al., 2016).

O pico observado em 1442 cm™! foi atribuido ao alongamento do grupo C=0 de

anéis aromaticos, tipico de compostos fenélicos e o pico em 1296 cm™! para ligacdes CO, que
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correspondem a flavondides (BAGHERI et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4. Andlise do cha de X. americana por espectroscopia de infravermelho (FTIR). A regido espectral

examinada foi de 500 a 4000 cm~ !, com resolugdo de 3 cm~ 1.
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5.2 O cha e as fracoes polissacaridicas de X. Americana inibem o edema de pata

induzido por zimosan

A injecdo subcutanea intraplantar de zimosan (500 pg) induziu edema de pata nos
animais, que atingiu efeito maximo apds 3 h (211,4 + 24,1 pl vs.salina: 2,5 £ 2,5 ul), e foi
mantido até 5 h. O tratamento dos animais com o chad de X. americana apresentou atividade
de inibi¢do do edema, com efeito mdximo 3 h apds inducdo, em 43% (100 mg/kg: 120,0 £
10,2 ul) e 40% (150 mg/kg: 131,4 + 15,3 pl) (Figura 5A). O célculo da area sob a curva dose-
resposta (2-4 h) revelou que o chd, nas doses de 150 mg/kg e 100 mg/kg, reduziu o edema
induzido por zimosan (355,0 + 38,1 ASC vs. salina: 4,2 + 4,2 ASC) em 38% (222,5 + 18,7
ASC) e 36% (229,2 + 15,6 ASC), respectivamente (Figura 5B). As fracdes polissacaridicas FI
e FII (1 mg/kg) reduziram o edema apds 2 h de inducdo em 55% (38,7 £6,9 pl vs. zimosan:
86,6 £ 95 ul) e 65% (30,0 = 6,6ul vs.zimosan: 86,6 + 9,5 pl), respectivamente
(Figura 5C). A éarea sob a curva mostrou que FI e FII reduziram o edema em 47% (933,8 +

158,1 ASC) e 30% (1263 + 124,8 ASC), respectivamente (Figura 5D).
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.....

de pata induzido por zimosan. (A) Os camundongos foram tratados com o chd (50, 100, 150 mg/kg; p.o.) ou
(C) FI e FII (1 mg/kg; e.v.) 1 h ap6s o zimosan (500 ug/pata, s.c); os animais controle receberam solucdo salina.
O edema foi avaliado por hidropletismometriaapés (1-5 h) e antes do tratamento. (B, D) Area sob a curva. Média
+ EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni * p <0,05 vs. salina #p <0,05 vs.zimosan.
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5.3 FII inibe parametros inflamatérios na peritonite induzida por zimosan

O zimosan 1.p. (500 pg) induziu hipernocicepcdo em camundongos, observado
pelo comportamento de retirada do abdomen em resposta a pressao aplicada, o que reduziu o
limiar nociceptivo dos animais em comparagdo ao grupo controle (zimosan: 4,7 = 0,3 g vs.
salina: 14,7 = 0,9 g). O tratamento endovenoso com FII aumentou em 66% o limiar
nociceptivo dos animais, restaurando-o para valores préximos aos obtidos nos animais
controles injetados com salina (FII: 13,87 + 1,59) (Figura 6A).

O zimosan i.p. (500 pg) também estimulou a migracdo de leucdcitos,aumentando
em 5 vezes o numero de leucdcitos totais/ul no peritdnio dos animais (10979 + 1475
células/ul vs.salina: 2.106 = 266,7 células/ul). O tratamento com FII reduziu em 63% o

ndmero total de leucdcitos (3993 =+ 439,1 células/ul), causada principalmente pela
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inibicdo de neutréfilos, em 82% (1350 + 2389 vs.zimosan: 7773,2 + 1191 células/pl)
(Figura 6B). Além disso, FII diminuiu os niveis de proteinas plasméticas em 64% (92,6
+ 4,5 vs. zimosan: 119,6 += 5,4 pg/ml) (Figura 6C) e de MDA em 63% (57,5 = 3,5
vs.zimosan: 88,9 + 6,3 g/ml) (Figura 6D).

Figura 6. Efeito inibitorio da fracdo polissacaridica FII de X. americana sobre parimetros inflamatérios
induzidos por zimosan no modelo de peritonite. Camundongos foram tratados com FII (1 mg/kg; e.v.) 1 h
ap6s zimosan (500 pg/cavidade, i.p.); os animais controle receberam solug@o salina. Os pardmetros inflamatdrios
foram avaliados no liquido peritoneal 4 h apds os estimulos: (A) Hipernocicepcdo abdominal; (B) Leucdcitos
totais e diferenciais; dosagens de (C) Proteina e (D) MDA. Média = EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni * p
<0,05 vs. salina. #p <0,05 vs. zimosan.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra a obtencdo e caracterizacdo quimica do chd e das
fracdes polissacaridicas desproteinadas obtidos das cascas do caulede Ximenia americana,
juntamente com sua atividade anti-inflamatéria em modelos de edema de pata e peritonite
induzidos por zimosan em camundongos.

O chd apresentou alto teor de carboidratos totais e polifendis, além de baixo teor
de proteinas. Estudos anteriores ja haviam demonstrado esse padrdo em chds e fragcdes de
polissacarideos obtidas de plantas (ZHU et al, 2019, YANG et al., 2018, CHEN et al., 2018).

O PLT-Xa e a fracdo FII de X. americana apresentaram um teor de carboidratos
semelhante ao do chd, contudo foram diferentesquanto aos teores de acido ur6nico. A fracao
Fllmostrou-se superior na relacdo 4cido urdnico/hexoses, mas apresentou niveis
substancialmente menores de polifenéis, quando comparados ao chd. E bem relatado na
literatura que fracdes de polissacarideos de varias plantas apresentam composi¢do quimica
semelhante em comparacdo as decocgdes (CHEN et al., 2016).

Os espectros de FT-IR obtidos do ché das cascas de X. americana revelaram picos
relacionados a faixa de ligacOes referentes a presenca de carboidratos, dcido urdnico (grupo
COOH), compostos fendlicos e flavondides (SUN et al., 2009; KARNIK et al., 2016; LI et al.,
2014; BAGHERI et al.,, 2013). Nossos dados reforcam a sugestdo de que, apesar dos
diferentes métodos de extracdo utilizados nos trabalhos referidos, o teor de carboidratos totais
ndo muda significativamente. Essas faixas de absor¢do encontradas no nosso trabalho
corroboram os resultados encontradosnos espectros de FT-IR da fracao Fllextraida das cascas
de X. americana, a mesma utilizada em nosso estudo, previamente publicada pelo nosso
grupo de pesquisa (SILVA-LEITE et al., 2017).

O tratamento dos animais com o ché (v.0.) e com as fracdes polissacaridicas (e.v.)
de X. americana inibiu o edema de pata induzido por zimosan. O zimosan € um polissacarideo
da parede celular de levedura que induz uma resposta inflamatéria envolvendo edema dose e
tempo dependente e infiltrado leucocitédrio intenso (SUO et al., 2014). Estudos mostraram o
efeito anti-inflamatério de extratos polissacaridicos de plantas, como os de C. ferrea, A. indica
(PEREIRA et al., 2012a; 2012b), de Ximenia americana (extrato aquosoetandlico das raizes)
(OLABISSI et al., 2011), e de Sangentodoxa cuneata (GUO et al., 2018) no modelo de
edema de pata induzido por carragenana, que também apresenta os mesmo padroes
inflamatérios de extravasamento protéico e intenso infiltrado leucocitdrio que o edema

induzido por zimosan (DiROSA et al.,1971).
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O zimosan, administrado no peritonio, induz inflamacdo aguda caracterizada por
infiltrado leucocitdrio intenso, aumento da permeabilidade vascular, hipernocicepcdo e
liberacdo de mediadores inflamatérios (LEITE et al., 2015). O tratamento dos animais com
FII reduziu a migragdo de neutréfilos e a permeabilidade vascular, evidenciada pela
diminuicdo do extravasamento de proteinas, e também aumentou o limiar nociceptivo
abdominal, apresentando acdo significativa na dor inflamatéria. Em estudos anteriores,
resultados semelhantes foram relatados para outros polissacarideos de plantas (PEREIRA et
al., 2012a; 2012b; WANG et al., 2011; OLABISSI et al., 2011; SILVA-LEITE et al., 2017).

Além disso, nossos resultados mostraram que a fragcdo polissacaridica FII eduziu
os niveis de MDA no fluido peritoneal de animais estimulados com zimosan. O
malondialdeido € um dos principais produtos da peroxidagdo lipidica, sendo, portanto, um
importante determinante do estresse oxidativo em situacdes clinicas, como a inflamacao
(GIERA et al., 2012). Trabalhos anteriores descreveram a capacidade dos polissacarideos de
plantas na eliminacao de radicais livres, configurando a atividade antioxidante (CHEN et al.,
2004; LIU et al., 2011; WANG et al., 2013; MENGOME et al., 2014; LIN et al., 2017 ;LIU;
SUN; HUANG, 2018; GUO et al., 2018).

A anélise quimica revelou alto teor de carboidratos na composi¢do do ché e das
fracdes polissacaridicas, principalmente da fracdo FII, o que leva a suposi¢do de que tanto o
efeito antiinflamatorio do ché e das fragdes quanto o efeito antioxidante de FII podem ser
atribuidos aos polissacarideos presentes nas amostras estudadas. Além disso, o chd também
apresenta considerdvel teor de polifendis, substancia bem descrita na literatura por suas

propriedades antiinflamatdrias e antioxidantes (XU et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

Diante destes resultados pode-se concluir que as fracdes polissacaridicas e o cha
obtido das cascas do caule de Ximenia americana apresentam efeito anti-inflamatério em
camundongos nos modelos de edema de pata e peritonite induzidos por zimosan por meio de
reducdes nos pardmetros edema, exsudacdo proteica, migracdo de neutréfilos e dor
inflamatéria. Esses efeitos podem validar o uso popular do cha X. americana como anti-

inflamatorio.
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CAPITULOII:
Efeito anti-inflamatério do ché e dos polissacarideos das cascas de Ximenia
americana na artrite experimental induzida por zimosan: papel modulador de

polissacarideos
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1 INTRODUCAO

Estima-se que de 0,5 a 1% da populacdo mundial adulta tenha sido diagnosticada
portadora de artrite reumatdide (AR), incluindo 1,8 milhdes de brasileiros (Sociedade
Brasileira de Reumatologia, 2013). A doenga afeta com maior incidéncia pessoas do sexo
feminino, entre 30 e 50 anos (CROWSON et al.,, 2011). Possui causa desconhecida e
progndstico complicado na maioria dos casos, além do custo do tratamento, que inclui
elevadas despesas médicas e hospitalares. Além disso, envolve perda de produtividade pessoal
e invalidez, o que pode trazer sérios danos a qualidade de vida das pessoas e considerdvel
impacto socioecondmico.

A AR ¢ uma doenca inflamatéria sistémica que estd associada a danos
progressivos e irreversiveis nas articulacdes periféricas. Inicialmente, o quadro se inicia com
eventos imunoldgicos que evolui para sinovite hiperpldsica (pannus reumatdide) e dor
articular. A progressdo da doenc¢a depende da atividade de células mononucleares como os
linfécitos B e macréfagos, que liberam citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento
(MORADI et al., 2014; ANIC; MAYER, 2014; SIOUTI; ANDREAKOS, 2019). Os
neutréfilos sdo

células-chave na inflamacao articular, atuando durante toda a resposta imune. Sdo
responsaveis pela liberacio de enzimas proteoliticas, indu¢do da formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) eativacdo de células inflamatorias residentes. Desta forma,
regulam tanto as fases aguda como a cronica (CECCHI et al., 2018; STAMP et al., 2012).
Destaca-se também a atuacdo dos linfécitos T na progressdo inflamatéria da AR, liberando
citocinas inflamatérias envolvidas na migracdo celular e na destruicio Ossea, além de
ativacdo de outras células como macréfagos, linfécitos B (na produgdo de anticorpos),
fibroblastos e células epiteliais (VEALLE; ORR; FEARON, 2017).

A terapéutica medicamentosa para o controle e alivio dos sintomas da AR envolve
o uso de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), glicocorticéides e medicamentos
modificadores do curso da doenca (DMARDs) (SMOLEN et al., 2016, 2017; TANAKA,
2013; BURMESTER; POPE, 2017). Estes, apesar da eficicia comprovada, produzem efeitos
colaterais graves que restringem seu uso a longo prazo, tais como hipertensao, hiperglicemia,
imunossupresso, transtornos gastrointestinais e cardiovasculares, dentre outros (MOLLER et
al., 2015).

Principios ativos isolados de plantas medicinais com propriedades anti-

inflamatodria e analgésica vém sendo amplamente estudados pelo seu potencial no tratamento
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de doencas, como a artrite (DRAGOS et al., 2017). Virios estudos focados no
processo inflamatério articular relatam os efeitos promissores de substancias purificadas ou
extratos de origem vegetal. A curcumina, administrada oralmente, e a quercetina, administrada
por via subcutanea, diminuiram o infiltrado leucocitirio e a produg¢do de mediadores
inflamatérios nas membranas sinoviais de ratos (NONOSE et al., 2014; GUAZELLI et al.,
2018). Os extratos hidroetandlico e etandlico das folhas de Schinus terebinthifolius (aroeira-
vermelha) e Eryobotrica japonica, respectivamente também inibiram a migragcdo celular na
articulacdo e, esta ultima, a dor inflamatdria induzida por zimosan (ROSAS et al., 2015;
KURAOKA-OLIVEIRA et al., 2019). Além destes, o extrato aquoso das folhas de Libidibia
ferrea, rico em polifendis, apresentou atividade anti-oxidante e anti- inflamatdria na
inflamacdo articular em joelho de ratos, induzida por zimosan em ratos (FALCAO et al.,
2019).

Os polissacarideos sdo constituintes vegetais de fdcil obtencdo, ampla
biodisponibilidade e baixa ou nenhuma toxicidade (OVODOYV, 1998). Nos processos
inflamatorios articulares, a galactomanana extraida de Cyamopsis tetragonolobus inibe a dor
da osteoartrite experimental (CASTRO et al., 2007); e a glucoronoxilomanana isolada da
levedura Cryptococcus neoformans reduz a severidade da artrite reumatdide em roedores
(MONARI et al., 2009). Polissacarideos isolados da planta Angelica sinensis também
diminuiram a atividade oxidante em lesdo de osteoartite de condrdcitos humanos isolados
(ZHUANG et al., 2018). Com relacdo aos extratos brutos de plantas, o tratamento oral de
ratos com o chd das folhas de Camellia sinensis (cha preto indiano) reduziu a peroxidacao
lipidica no tecido articular, em modelo de poliartrite induzida por adjuvante de Freund (ROY
et al., 2008).

Ximenia americana L. (ameixa-do-sertdo) é amplamente distribuida no Nordeste
brasileiro e utilizada na forma de decoc¢ao (“‘chd”) das cascas do caule para tratar processos
inflamatérios e dolorosos (SOUZA et al, 2014). Experimentalmente, demonstrou-se que
extratos hidroetandlicos, aquosos e fragdes polissacaridicas obtidos das cascas apresentam
propriedades anti-inflamatdrias e antinociceptivas (SORO et al., 2009; OLABISSI et al.,
2011; da SILVA et al, 2018; SILVA-LEITE et al., 2017; 2018, MARQUES et al.,
2020). Mais recentemente, foi demonstrado o efeito inibitério do chd das cascas de X.
americana sobre a migracdo de neutréfilos em modelo de gastrite (SILVA-PANTOJA et al.,
2018) e de inflamagdo aguda induzida por zimosan em camundongos (MARQUES et al.,
2020). A despeito disso, estudos envolvendo os efeitos e os mecanismos da acdo desta planta

em modelo de artrite experimental sdo inexistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos anti-inflamatério e analgésico do cha e dos polissacarideos
extraidos a partir das cascas de Ximenia americana, no modelo de artrite induzida por zimosan

na articulagao tibio-tarsal de ratos.

2.2 Especificos

a) Avaliar a atividade anti-inflamatéria do cha de X. americana administrado por via oral,
em esquema de pré e pds tratamento, no modelo de artrite tibio-tarsal induzida por
zimosan;

b) Avaliar a atividade anti-inflamatéria da fragdo polissacaridica FII de X. americana
administrado por via endovenosa no modelo de artrite tibio-tarsal induzida por zimosan;

¢) Avaliar a atividade anti-inflamatéria do chd e da fracdo FII sob parametros histo- e
imunohistoldgico nas articulagdes;

d) Avaliar a durag@o do efeito anti-inflamatério do cha de X. americana administrado por
via oral;

e) Avaliar a participacdo do 6xido nitrico no efeito do chd e dos polissacarideos de X.

americand.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacao anatomica e fisiologica do sistema articular

3.1.1 Definigdo e classificacao das estruturas articulares

As articulacdes (ou juntas) sdo estruturas que compdem o sistema articular e
podem ser definidas como regides de conexdo entre dois ou mais ossos e cartilagens. A
principal funcdo desse sistema € permitir a movimentacdo do esqueleto nas contragdes
musculares sem o desgaste dos ossos, além de manté-los unidos, garantindo estabilidade e
postura ao corpo humano, mesmo apos o crescimento 6sseo (ARCHER et al., 1999).

Com relacdo a composi¢do, as articulagdes podem ser classificadas em fibrosas,
cartilaginosas e sinoviais. A articulacdo fibrosa € constituida basicamente de tecido conjuntivo
e tem importante papel na absor¢ao dos choques e atritos, sendo considerada imével. Pode ser
do tipo sutura, que sdo aquelas encontradas nos ossos do cranio, e sindesmose, entre a tibia e a
fibula. A articulacdo cartilaginosa consiste de tecido cartilaginoso hialino (sincondroses) ou
fibroso (sinfises) entre as estruturas désseas. Sdo semi-mdveis, portanto apresentam pouco
movimento (ARCHER et al., 1999; HUNZIKER; QUINN; HAUSELMANN; 2002).

Ha ainda a articulacio do tipo sinovial, objeto de estudo deste trabalho, que se
caracteriza por ser movel devido a presenca de liquido, denominado sindvia ou liquido
sinovial, na cdpsula articular, estrutura importante na unido dos ossos, cartilagens e
ligamentos. Podem ainda ser classificadas em uniaxiais, quando possuem apenas um eixo de
rotacao; biaxiais, com dois eixos de rotacdo e poliaxiais, com trés eixos de rotacdo. Esses
eixos sdo importantes porque possibilitam os mais diversos movimentos corporais, como 0s
de abducdo, aducio, flexdo, extensao, rotacdo, pronacao, etc. Além do liquido sinovial, estas
articulacdes possuem outras estruturas basicas denominadas cavidade e cartilagem articular

(DECKER; KOYAMA; PACIFICI, 2014).

3.1.2 Composigdo do tecido cartilaginoso

O tecido cartilaginoso das articulagdes sinoviais € composto por um nimero de

condrdcitos totais reduzido (1-2% do volume total) e uma extensa matriz extracelular,

composta predominantemente de fibras coldgenas, proteoglicanos (agrecano), proteinas nao
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coldgenas, e grau de hidratacio médio de 70% (PALUKURU et al., 2014). E uma estrutura
avascular e, por ndo possuir irrigacdo sanguinea, sua nutri¢do e regeneracao € mais dificil e
lenta, ocorrendo por difusdo. Além disso, ndo possui inervacdo, fato que ndo permite que a
dor pelo desgaste da cartilagem apareca precocemente, mas quando ja foi profundamente
danificada e atingiu a parte 6ssea subcondral (ARMIENTO et al., 2018). Histologicamente, a
cartilagem exibe quatro regides distinguiveis: superficial ou tangencial (superficie articular),
média ou de transicdo (fibrilas coldgenas), profunda ou radial (fibrilas coldgenas,
proteoglicanos e dgua), e cartilagem calcificada (espaco entre a cartilagem e o 0sso sub-
condral) (ESPANHA et al., 2010). Além de desempenhar um papel estrutural, a matriz
extracelular, possui funcdo de regulacdo, constituindo um meio importante de interagdo dos
seus constituintes com os condrocitos (WANG et al., 2001).

As fibras coldgenas contribuem com cerca de 50 a 60% do peso seco da
cartilagem e tem importancia nas propriedades biomecanicas da cartilagem. Tornam o tecido
mais resistente através da propriedade de estabelecimento de ligacdes cruzadas, que restringe
0o movimento molecular e o nimero de sitios disponiveis para hidratacio, tornando o tecido
mais resistente. Neste cendrio, o coldgeno do tipo II € predominante, formando a estrutura das
fibrilas, entretanto, o do tipo XI também apresenta papel fundamental na génese das fibrilas e
o do tipo IX, localizado na superficie, participa das interacdes com os proteoglicanos e demais
elementos da matriz extracelular, sendo importante na sua organizacdo e estabilizagao (LUO
et al., 2017). Com relagdo a organizagdo das fibras coldgenas, na zona superficial estas se
dispdem paralelamente a superficie, junto aos condrdcitos. Nas camadas seguintes, mais
profundas, orientam-se aleatoriamente e conferem sustentacdo aos condrdcitos, que se
organizam em colunas. Nas camadas basais, estas fibras se organizam de forma vertical, onde
se inserem na superficie do osso subcondral (SILVER; BRADICA; TRIA, 2001).

Os proteoglicanos participam com 30 a 35% da cartilagem e tem importancia
fundamental nas propriedades fisico-quimicas da matriz extracelular, conferindo alta
resisténcia a cartilagem durante o movimento. Apresentam alta afinidade pela agua,
possibilitando um meio viscoso no qual os metabdlitos e nutrientes difundem-se para interagir
com células do tecido. O agrecano € o principal proteoglicano e sua estrutura consiste de uma
macromolécula complexa formada por esqueleto protéico (core protein), onde se inserem
vérios glicosaminoglicanos como o queratan,0 condroitim-sulfato e o acido hialurdnico. O
nucleo proteico consiste de trés dominios globulares (G1, G2 e G3) e trés inter-globulares,
sendo o dominio G1, o local de unido entre o agrecano e os glicosaminoglicanos, através da

proteina de ligacdo (link protein) (10Z2Z0; SCHAEFER,2015) (Figura 1). Varias moléculas
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de agrecano podem ligar-se lateralmente a uma longa cadeia de 4cido hialurdnico, montando

um agregado de alto peso molecular.

Figura 7. Estrutura do proteoglicano
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Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo mucopolissacarideos que compdem todas
as membranas celulares e a matriz extracelular, com importante funcdo de manutencdo da
integridade celular e equilibrio eletrolitico, dentre outras (OBRIND et al., 1975; KANWAR et
al.,, 1980). Sao formados por dissacaridios de alto peso molecular, tendo como unidades
monossacaridicas N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina, 4acido urdnico ou
galactose. Os condroitins sulfatados sdo os glicosaminoglicanos predominantes na
cartilagem humana e possibilitam diversas interacdes bioldgicas devido as suas sulfatacdes
nas posigdes 4 e 6. Os sulfatos associados as carboxilas dos dcidos glicurénico e idurdnico
conferem as cadeias polissacaridicas forte carga negativa global, podendo reter grande
quantidade de agua (KOWITSCH et al., 2017). O &4cido hialurdnico, além de constituir os
agregados da matriz organica da cartilagem, € encontrado livre no liquido sinovial,
contribuindo para sua viscoelasticidade caracteristica (lubrificante em movimentos lentos e
absorvedor de impactos em movimentos rapidos) (SCOTT et al., 2000).

O padrao de sulfatagdo dos dissacarideos dos condroitins, bem como a sintese dos

GAGs, sofrem influéncia da idade, da topografia da superficie articular e a zona da
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cartilagem examinada. Camadas profundas da cartilagem imatura possuem cerca de quatro
vezes mais residuos sulfatados que regides mais superficiais do tecido. Por estas razdes,
ocorrem alteragdes na estrutura do agrecano e dos agregados formados com o 4cido
hialurdnico, como a reducdo do tamanho da cadeia da proteina central, culminando no

desgaste da articulacio (ROUGHLEY et al., 2014).

3.1.3 Manutencdo da cartilagem

As propriedades biomecanicas da cartilagem dependem principalmente da
integridade da rede coldgena e dos agrecanos. O excesso de cargas negativas no agrecano atrai
16ns sodio, mantendo a neutralidade elétrica e uma pressdo osmotica de hidratagdo,
contrabalancada pela tensdo na rede coldgeno-proteoglicana e pela sobrecarga da articulagdo
(SETTON et al., 1999). A homeostase da cartilagem € mantida por células como os
condrocitos, capazes de secretar enzimas liticas, tais como metaloproteases de matriz (MMP),
adamlisinas (ADAM) (AKKIRAJU; NOHE, 2015).

As MMP sdo produzidas como pré-enzimas, tornando-se ativas mediante
clivagem enzimdtica por proteases dependentes de serina ou cisteina (NAGASE, 1997),
podendo, assim, degradar uma variedade de componentes protéicos da matriz (WOESSNER,
1991). Como exemplo, pode-se citar as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) e as
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), enzimas essenciais na degradacdo da matriz
extracelular, clivando respectivamente coldgeno e proteoglicanos (TROEBERG; NAGASE,
2012).

Os condrdcitos também produzem os inibidores tissulares de metaloproteases
(TIMP), proteinas estdveis que interagem com as MMP, mantendo uma relacdo
estequiométrica de um para um. Alguns tipos estdo presentes na cartilagem articular (TIMP-1
e TIMP-2); a TIMP-3 encontra-se associada a matriz extracelular e um outro subtipo, a TIMP-
4, foi encontrada apenas em células cancerosas (LECO et al., 1994; BREW et al., 2000).

As adamlisinas sdo enzimas tipicas de membrana, constituidas por um dominio
para desintegrina e outro para metaloproteases, fato que lhes conferem essa denominagdo (A
Desintegrin And Metalloproteinases). Dentro desta familia, a ADAM-17 ou TACE (Tumour-
necrosis Factor-alpha Converting Enzyme) destaca-se em processos de artropatias devido a
sua atuacdo no processo de clivagem e ativacdo do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) a

sua forma ativa (MOSS et al., 1997).
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3.2 Artrite reumatoide

3.2.1 Epidemiologia

Estima-se que de 0,5 a 1% da populagdo mundial adulta tenha sido diagnosticada
portadora de artrite reumatdide (AR). No Brasil, dados da Sociedade Brasileira de
Reumatologia (2013) relatam que cerca de 1,8 milhdes de pessoas sdo acometidas de AR,
sendo mais incidente em mulheres na faixa etdria de 30 a 50 anos (CROWSON et al., 2011).
A prevaléncia mais comum em mulheres sugere que o desenvolvimento da doenga esteja
relacionado com os hormonios femininos, uma vez que pacientes que fazem uso de
contraceptivos orais ou em situacdo de gravidez apresenta importante remissdo dos sintomas
(JAMES, 1993; OLIVER; SILMAN, 2009; TEMPRANO; SCARBROUGH; FLOREA,
2011).

Estudos relatam que paciente portadores de AR apresentam taxas aumentadas de
mortalidade, com a sobrevida diminuida de 3 a 10 anos, a depender da gravidade. As causas
mais frequentes de morte sdo atribuidas a doencgas cardiovasculares, linfoproliferativas,
infeccdes e complicacdes gastrointestinais (CHEHATA et al., 2001; NAVARRO-CANO et al.,
2003; SOLOMON et al., 2006). Dentre estes fatores, € importante destacar a relacdo da AR
com sintomas depressivos (MARGARETTEN et al., 2011). E uma doenca de dificil
prognostico pois, além dos fatores ja mencionados, o tratamento da AR envolve custos
elevados, tanto no que diz respeito a fatores diretos (tratamentos com medicamentos, despesas
médicas e hospitalares a longo prazo), quanto a fatores indiretos (perda de produtividade

pessoal e laboral, absenteismo e aposentadoria por invalidez) (PINHEIRO et al., 2013).

3.2.2 O processo inflamatorio na fisiopatologia da AR

A AR se caracteriza como doenca inflamatdria cronica autoimune e sistémica, que
culmina na destruicdo progressiva e irreversivel das articulagcdes periféricas, tendo como
maiores observagdes clinicas a dor persistente e, em alguns casos, a perda de funcdo. O
processo inflamatério também afeta o osso subjacente, a cartilagem e causa fibrose da cépsula
articular (ANIC; MAYER, 2014). A medida que a deformidade progride, a articulagdo perde
toda a estabilidade. Dependendo da gravidade, pode causar sintomas secundarios, produzindo

alteracdes em outros 6rgaos como os pulmdes, a membrana que envolve o coragdo e os olhos.
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O efeito sistémico sobre o sangue ¢ um acontecimento comuns, manifestando-se como
anemia, que pode aumentar a gravidade da AR (SMYRNOVA, 2014).

O sistema imunolégico relaciona-se diretamente com o inicio, a progressdo e a
manutencdo da AR. Por se tratar de um distdrbio multifatorial, a AR altera o funcionamento
tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo. Alteracdes inflamatérias iniciais,
estimuladas pelos neutréfilos, culminam em sinais clinicos peculiares como a sinovite
hiperplésica disseminada, infiltrado celular (pannus reumatéide) e dor articular (FIRESTEIN;
MCcINNES, 2017).

As células da defesa inata dominam o cendrio neste momento, sendo recrutados
para a membrana sinovial por diversas quimiocinas (CXC, CXCLS, IL-6) e fragmentos do
sistema do complemento (C5a), liberados por células residentes. Também induzem seu
proprio recrutamento, retroalimentando a sintese de substincias quimiotdticas como
leucotrieno B4 (LTB4) e IL1-B (SADIK et al., 2012). Promovem dano articular através da
sintese de mediadores como a prostaglandina, o fator estimulador de coldnias de granuldcitos
(G-CSF), o fator estimulador de colonias de granuldcitos macréfagos (GM- CSF), o
interferon-y (IFN-y), interleucinas (IL-1B, IL-15, TNF-a), espécies reativas de oxigénio
(ROS) e proteases. Além da atuacdo aguda, estudos mostram a importancia dos neutréfilos na
manutencdo do estado inflamatério da AR, ja que estes mediadores estimulam a sintese e
liberacdo de autoanticorpos, vdrias outras citocinas, prostaglandinas, leucotrienos e também
estimulam sinovidcitos a interacdo com tipos celulares relacionados a imunidade adaptativa
(STAMP et al., 2012; CECCHI et al., 2018; PICERNO et al., 2015).

Desta forma, os eventos imunopatoldgicos que ocorrem na cavidade articular, uma
vez repleta de neutréfilos, também sofre acdo de células mononucleares, que também atuam
de forma importante na progressao da doenga. Os neutrdfilos, tanto os periféricos como os
que estdo na sindvia, produzem a proteina BLyS, que regula a atividade de células como os
linfécitos B, ativando uma resposta imune. Estas células desempenham um papel chave na
apresentacdo de antigenos, producdo de auto-anticorpos e sintese de mediadores
inflamatoérios. Uma vez ativadas, aumentam o dano e o influxo sanguineo na articulagdo

(Figura 8) (CHOY, 2012; CECCHI et al., 2018).
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Figura 8. O papel dos neutréfilos na AR.
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Os auto-anticorpos produzidos pelos linfocitos T apresentam papel fundamental no
inicio da doenga e constituem-se como marcadores de diagnéstico clinico. Reagem com
outros anticorpos presentes na sindvia e produzem complexos imunes, ativacao do sistema do
complemento e grave destruicdo tecidual. Estdo relacionados as piores manifestacdes da AR,
incluindo as extra-articulares. Entre eles estdo envolvidos os anti-CCP (contra peptideos
citrulinados citricos) e o fator reumatdide (INGEGNOLI; CASTELLI; GUALTIEROT; 2013).

O processo inflamatério da AR também ativa os linfécitos do tipo T,
sobressaindo-se os tipos efetores nas articulacdes. Estes atuam na producgdo inicial de
citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a, citocina alvo de muitas terapias bioldgicas
envolvendo inflamacao articular. As células T reguladoras, também presentes na periferia da
sindvia, parecem ineficazes frente as células inflamatérias e os mediadores liberados a
partir da ativacdo delas, o que faz com que a doenca progrida. Além disso, a
autorreatividade destas células, assim como as do tipo B também, possibilita a sintese de
muitas substincias inflamatérias, o que contribui ainda mais para a amplificacio da
inflamacao sinovial (MORADI et al., 2014; VEALLE; ORR; FEARON, 2017).

Além destas, outros tipos celulares efetores podem ser encontrados na
sindvia durante a progressio da doenca, tais como macréfagos, mastocitos, células
NK. Os macréfagos sdo células fundamentais na sinovite, pois sdo considerados uma das
principais fontes de mediadores pré-inflamatérios e quimiocinas, como o TNF-a, IL-1J,

CXCLS, que participam da modulagdo de todo o processo fisiopatolégico da AR, ativando
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diversos tipos celulares. Adicionalmente, secretam enzimas que degradam o tecido articular
(proteases), amplificado a cronificando a resposta inflamatdria, inclusive modulando a dor,
sinal peculiar da AR. Em contrapartida, podem produzir citocinas anti-inflamatérias, como a
IL- 4 e a IL-10, que atuam na secrecdo de inibidores de proteases, promovendo respostas de
protecdo contra a inflamacdo e a sensibilidade neuronal (VEALLE; ORR; FEARON, 2017;
WRIGHT et al., 2012; KATSIKIS et al., 1994).

3.2.3 Dor inflamatoria na AR

Um dos sintomas identificados como mais importantes e persistentes na AR € a
dor, portanto, contribui de maneira definitiva para a avaliacao clinica e condutas terapéuticas.
Na AR, a dor resulta da interacdo entre o estado inflamatério das articulagcdes e o
processamento dos sinais de dor pelas vias periféricos, espinhais e supraespinhais do sistema
nervoso (ZHANG:; LEE, 2018; WALSH; McWILLIAMS, 2014).

Os mecanismos periféricos da dor incluem a ativagdo direta de nociceptores, que
expressam um ou mais receptores de superficie celular para o reconhecimento e interagdo dos
mediadores com a célula. A partir desta interacdo, as células imunes residentes secretam
citocinas pré-inflamatérias (IL-1p, IL-6, IL-17 e TNF-a), quimiocinas (MCP-1), prostandides
(PGE; e PGI,), bradicinina, fatores de crescimento neurais (VEGF), endotelina e aminas
simpaticas. Em resposta aos mediadores inflamatorios, as vias de sinalizacdo levam a geracao
de potenciais de acdo, culminando com a redu¢do do limiar dos nociceptores a € com 0o
aumento da sensibilidade a dor (SCHAIBLE, 2014; PINHO- RIBEIRO; VERRI; CHIU,
2017). Quando a sensibilizacdo dos nociceptores ocorre desta forma, a dor gerada € de
origem inflamatdria, ativada por via ndo-neuronal, apresentando alta dependéncia de
mediadores quimicos para que a propagacao do estimulo doloroso aconteca. Estas substancias
também atuam em células ndo neuronais e estimulam a produgcdo de mais mediadores
inflamatdrios, mais uma fator que aumenta a dor local (WALSH; McWILLIAMS, 2014).

Além destes mecanismos, a sensibilizagdo de nociceptores também pode ocorrer
por uma via neuronal, em que os mediadores atuantes sdo neuropeptideos como a substancia P
(SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGPR), sendo liberados do corpo
celular para a periferia (Figura 9). Dependendo da natureza e concentragdao do mediador, ele
pode ativar diretamente o nociceptor e/ou reduzir seu limiar de ativagdo (VARDEH,

NARANIJO, 2017).
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Figura 9. Vias de ativacdo de nociceptores na dor da AR
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3.2.4 Principais mediadores inflamatorios na AR

Os mediadores inflamatérios desempenham papel critico tanto nas
respostas inflamatorias como na geragdo dos sinais nociceptivos processados em dor. Os
danos teciduais que originam as respostas de inflamacdo e dor sdo acompanhados pela
liberacdo de mediadores inflamatérios, que estimulam a migracdo celular e a

ativacdo de nociceptores, sinais clinicos prevalentes da AR (FIRESTEIN; McINNES, 2017).

- Citocinas:

O TNF-a € uma potente citocina que atua no inicio da injuria tecidual, e
no desenvolvimento de muitas doencas inflamatérias cronicas. Produzido majoritariamente
por mondcitos e macréfagos residentes, tém papel central na ativacdo de outras citocinas pré-
inflamatdrias, desempenhando atividades quimiotatica e vascular (aumento de permeabilidade
e angiogénese). Também estimula o aumento de mediadores lipidicos, tais como
prostaglandinas, desempenhando um papel importante na modulagdo da hiperalgesia
inflamatéria e neuropdtica. Atua na ativacdo de outras células inflamatérias como os
neutréfilos, os sinovidcitos e os linfécitos T, mediando a relagdo entre a imunidade inata e
adaptativa na AR (SCHAIBLE, 2014; RIDGLEY; ANDERSON; PRATT, 2018). Estudos

recentes demonstraram a relagdo do TNF- a com os niveis de serotonina e o desenvolvimento
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de depressdo em paciente com AR (KRISHNADAS et al., 2016).

A IL-1B ¢ uma citocina inflamatoria primaria, liberada durante a lesdo celular por
macréfagos, fibroblastos e células endoteliais. Atua na vasodilatacdo, aumento de
permeabilidade e no aumento da expressdao de moléculas de adesdo, estimulando o processo
de migracdo celular. Ativa células T para a diferenciacdo do eixo TH17, importante na
producdo de IL-17. Também tem participacdo na ativagdo de osteoclastos, modulando o
processo de erosdo Ossea. Em altas concentracdes, entra na circulacdo e passa a exercer
efeitos endocrinos induzindo a febre e a sintese de proteinas de fase aguda pelo figado
(RIDGLEY; ANDERSON; PRATT, 2018). Também € expressa em neurdnios e no ganglio da
raiz dorsal, no sistema nervoso, desempenhando papel fundamental em varios modelos de dor,
juntamente com o TNF-a, inclusive na artrite reumatoide. Cascatas de sinalizacOes
estimuladas por IL-1B levam a liberagdo de moléculas como a prostaglandina E2, substancia
P, IL-6 e metaloproteinases pelos neurdnios e células da glia (NIETO et al., 2016).

A IL-6 é uma citocina proveniente de linfécitos (B e T), macrofagos e
sinovidcitos. Tem agdo pleiotropica, influenciando as respostas antigeno-especificas e reacoes
inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores de fase aguda. Contribui para o
desenvolvimento da AR estimulando sinovidcitos na producdo de fatores de crescimento
(VEGF), MMPs e IFN; e também na estimulacdo de células T a producdo de IL-17
(SCHINNERLING et al., 2017; RIDGLEY; ANDERSON; PRATT, 2018). Participa de
processos dolorosos através de sua producdo por neurdnios apds contato com agente lesivo,
sendo regulada positivamente por eicosandides, como a PGE> (ST-JACQUES; MA, 2011).

A IL-17 € uma citocina pré-inflamatéria produzidas por células T helper 17
(Th17). Sao uma linhagem de células T CD4+ indutoras da inflamacao tecidual, identificadas
com um papel majoritario no desenvolvimento de doencas autoimunes (LUBBERTS, 2015).
Na AR, tem funcdo de promover a ativacdo, maturacdo e sobrevivéncia dos neutréfilos. Além
da ativacdo de outros tipos celulares como os sinovidcitos, induzindo a produgdo de outras
citocinas (TNF-a e IL-6), estdo também envolvidas na ativagdo de condrdcitos e producdo de
metaloproteinases, contribuindo para o processo de degradacdo da matriz extracelular. Seus
efeitos inflamatérios também culminam na osteoclastogénese e na reabsor¢do Ossea
(RIDGLEY; ANDERSON; PRATT, 2018). Vale destacar a importante relacdo entre a IL- 17 e
a L-23, uma vez que esta citocina promove a polarizacdo de linfécitos T ndo ativados para a
formacdo do eixo Th17, ao mesmo tempo que inibe a diferenciagcdo de células T reguladoras,
contribuindo para progressao e exacerbacao da doenca (LUBBERTS, 2015).

O IFN-y ¢ produzido principalmente pelos linfécitos Thl ativados, durante a fase
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efetora da resposta imune adquirida. Apresenta uma acido importante sobre macréfagos e
células dendriticas, além de outras células, que consiste na potencializacdo da acdo
microbicida pelo aumento da atividade fagocitica e maior produgdo de IL-12, TNF-a entre
outros mediadores inflamatorios. Estudos mostram seu envolvimento na destrui¢do cartilagem

articular e na reabsor¢do 6ssea, o que aumenta a severidade da doenca (ALVES et al., 2016).

- Mediadores lipidicos:

As prostaglandinas (PGs) sdao mediadores lipidicos, liberadas na fase inicial da
AR. Sao oriundas do metabolismo do dcido araquidonico e tém sua sintese desencadeada pela
acdo da enzima fosfolipase Az, através da liberagcdo dos fosfolipideos da membrana celular. A
prostaglandina E> (PGE:) aumenta a permeabilidade vascular e induz vasodilatagdo,
angiogénese, infiltracdo de leucdcitos e hiperplasia sinovial, atuando de forma critica no
processo de inflamacdo sinovial e edema articular. Também atua na manutencio da resposta
imune, modulando a produgdo de citocinas pelas outras células inflamatdrias. Sao importantes
sensibilizadores de nociceptores periféricos, acdo que pode ser potencializada por ROS, como
o oxido nitrico (CHENG; WU; DU, 2020). Também estdo envolvidas na produ¢do de enzimas
que degradam a cartilagem e atuam na reabsorcdo 6ssea (BROUWERS et al., 2015).

- Espécies Reativas de Oxigénio (ROS):

O 6xi1do nitrico (NO) é um gas soluvel produzido por vérios tipos celulares e esta
envolvido na patogénese de muitas doencas. Ele € originado a partir da oxi-reducdo da L-
arginina pela NO sintase (NOS), enzima de conversao que pode ser agrupada em trés tipos de
isoformas de NOS: a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), formas constitutivas € com
atividade dependentes de Ca™; e a iNOS, forma induzida e que ndo dependente de Ca*™". O
NO produzido pela iNOS estd intimamente envolvido na manuten¢do da resposta inflamatéria
(SALVEMINI et al., 1996).

Um aspecto marcante desta molécula é a sua ambiguidade nos organismos,
demonstrando capacidade de ser benéfica ou potencialmente téxica conforme a concentragao
ou depuracdo tecidual. Além de atuar como potente vasodilatador, ativa células residentes
como os linfécitos T e B e neutréfilos. Estudos demonstraram o aumento dos niveis da enzima
iNOS na sindvia e na cartilagem de pacientes portadores de artrite, sendo esta produgdo do
NO controlada por citocinas como TNF-a, IL-1 e IFN-y, causando inflamagao cronica. Além
disso, sdo importantes na manuten¢do da dor inflamatéria da AR, sensibilizando nociceptores

periféricos (SPILLER et al., 2019).
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3.2.5 Terapéutica atual versus compostos naturais vegetais

A terapéutica medicamentosa aplicada para controle e alivio dos sintomas da AR
envolve o uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais/analgésicos, corticéides e terapias
imunossupressoras como as drogas anti-reumdticas modificadoras do curso da doenca
(DMARD:s). Este grupo abrange as drogas sintéticas, que sdo as utilizadas como primeira
linha, isoladas ou associadas a outras drogas. Elas incluem o metotrexato (MTX), a
hidroxicloriquina e a sulfasalazina. Também fazem parte deste grupo as drogas bioldgicas,
incluindo os bloqueadores de TNF-a (infliximab) e IL-6 (tocilizumab) (CRONSTEIN; AUNE,
2020; SMOLEN et al.,, 2016, 2017; TANAKA, 2013). Apesar dos beneficios destes
medicamentos, que incluem a remissao das lesdes articulares e das dores, visando melhorar a
qualidade de vida dos pacientes, sdo relatados efeitos colaterais graves que podem restringir o
seu uso a longo prazo, tais como hipertensdo, hiperglicemia, imunossupressao, transtornos
cardiovasculares, renais e gastrointestinais, dentre outros (GOUT; OSTOR; NISAR, 2011;
MOLLER et al., 2015). Estes fatores tdm estimulado as pesquisas de novos produtos que
possam ter eficicia adequado e menos efeitos indesejados, como os constituintes natural de
plantas.

Principios ativos isolados de plantas medicinais com propriedades anti-
inflamatdria e analgésica vém sendo amplamente estudados pelo seu potencial no tratamento
de doencas, como a artrite e osteoartrite. Varios estudos focados no processo inflamatério
articular relatam os efeitos promissores de substancias purificadas ou extratos de origem
vegetal (DRAGOS et al.,, 2017). A curcumina, administrada oralmente, e a quercetina,
administrada por via subcutdnea, diminuiram o infiltrado leucocitdrio e a producido de
mediadores inflamatérios nas membranas sinoviais de ratos (NONOSE et al., 2014;
GUAZELLI et al., 2018). Os extratos hidroetandlico e etandlico das folhas de Schinus
terebinthifolius (aroeira-vermelha) e Eryobotrica japonica, respectivamente também inibiram
a migracdo celular na articulagdo e, esta ultima, a dor inflamatéria induzida por zimosan
(ROSAS et al., 2015; KURAOKA-OLIVEIRA et al., 2019). Um polifenol extraido do cha
verde teve acdo reconstrutora da cartilagem e foi capaz de reestabelecer a atividade
locomotora de camundongos em modelo de osteoartrite induzida por desestabilizacdao
cirdrgica de menisco (LEONG et al., 2014). Com relagdo aos extratos brutos de plantas, o
tratamento oral de ratos com o cha das folhas de Camellia sinensis (cha preto indiano) reduziu
a peroxidacao lipidica no tecido articular, em modelo de poliartrite induzida por adjuvante de

Freund (ROY et al., 2008); assim como o extrato aquoso das folhas de Libidibia ferrea, rico
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em polifendis, apresentou atividade anti-oxidante e anti- inflamatdria na inflamacao articular
em joelho de ratos, induzida por zimosan em ratos (FALCAO et al., 2019).

Entretanto, apesar da relevancia dos estudos envolvendo vérios alvos moleculares,
pouco se tém explorado sobre possiveis sinais de toxicidade decorrente do tratamento com

estes compostos.

3.2.6 Atividades de polissacarideos de plantas na inflamagdo articular

Dentre os constituintes de plantas os polissacarideos apresentam potencial
aplicacdo terapéutica devido a sua ampla biodisponibilidade, féacil obtencdo e baixa ou
nenhuma toxicidade (OVODOYV, 1998; DIALLO et al.,, 2001; KWEON; SONG; PARK,
2003).

Nos processos inflamatérios articulares, um polissacarideo isolado de Ephedra
sinica inibiu parametros inflamatérios in vivo, como infiltrado celular e edema articular,
diminuindo também as concentragdes séricas de TNF-a, IL-1b, PGEs, IL-6 em animais com
artrite induzida por adjuvante em ratos; além de diminuir os niveis de NO e PGEs em cultura
de células monociticas (WANG et. al, 2016). In vitro, polissacarideos isolados da planta
Astragalus membranaceus atenuam a producdo de citocinas inflamatdérias em cultura de
sinovidcitos estimuladas com IL-1b (MENG et al., 2017). Adicionalmente, polissacarideos
oriundos da planta Angelica sinensis inibiram parametros de estresse oxidativo da osteoartrite,
tais como MDA, peréxido de hidrogénio e NO em condrdécitos humanos (ZHUANG et al.,
2018).

Nas processos envolvendo dor inflamatéria, a galactomanana extraida de
Cyamopsis tetragonolobus inibe a dor da osteoartrite experimental (CASTRO et al., 2007); e
a glucoronoxilomanana isolada da levedura Cryptococcu sneoformans reduz a severidade da

artrite reumatdide em roedores (MONARI et al., 2009).

3.2.7 Polissacarideos de Ximenia americana

Um estudo anterior do nosso grupo (descrito no capitulo I deste trabalho)
demonstrou a acdo anti-inflamatéria da decocgao (chd) e das fracdes polissacaridicas obtidas
das cascas de X. americana em modelos de inflamacdo aguda induzida por zimosan em
camundongos (MARQUES et al., 2020). Também j4 foi demonstrado anteriormente o efeito

das fragdes polissacaridicas de X. americana em modelos animais que mimetizam
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caracteristicas clinicas da pancreatite (SILVA-LEITE et al., 2018). Um estudo recente relatou
o efeito inibitério do chd das cascas de X. americana sobre a migracdo de neutréfilos em
modelo de gastrite experimental induzida por indometacina em camundongos (SILVA-
PANTOJA et al., 2018). Apesar dos efeitos relatados na literatura, ainda s@o escassos estudos
envolvendo efeito e mecanismos de polissacarideos isolados de plantas em modelo de artrite

e, para a planta de X. americana, os dados sdo inexistentes.

3.2.8 Modelo experimental de artrite induzida por zimosan

Viérios modelos animais tém sido empregados no intuito de se reproduzir
clinicamente os sintomas da AR, visando uma melhor compreensiao da sua fisiopatologia e
fundamentagdes cientificas para a implementacdo de novas terapéuticas alternativas as
existentes. Os modelos de artrite até entdo empregados sdo induzidos por diferentes estimulos,
a depender do foco da investigacdo, onde podem ser utilizados como agentes flogisticos
zimosan, ovalbumina, coldgeno, antigenos, etc (ASQUITH et al., 2009).

O zimosan é uma substancia originada a partir da parede celular do fungo
Saccharomyces cerevesiae. Quando administrado em tecidos, tem capacidade de induzir
inflamacdo na pata, na cavidade peritoneal e na cavidade articular de ratos (DOHERTY et al.,
1985; GADO e GIGLER, 1991). Especificamente na articulacdo de roedores provoca edema,
reducdo de proteoglicanos na cartilagem, diminuicdo da atividade locomotora (GEGOUT et
al., 1994), influxo de células e liberacao de mediadores inflamatérios como os eicosandides e
aumento da permeabilidade vascular (GRIFFITHS et al., 1991). Sabe-se que ha a importante
participacdo de TNF-a e IL-1B , que podem ser modulados por citocinas como IL-4, IL-10,
IL-13 (VALE et al., 2004; VALE et al., 2003). E notdvel a importncia e o papel dual do NO
na artrite induzida por zymosan, uma vez que inibidores da iNOS diminuem a dor apenas em
esquema de pré-tratamento (antes do zimosan) € que animais, quando tratados com
substincias doadoras de NO apdés a indugdo da artrite, apresentam inibicdo da dor,
independente da formacao de edema (ROCHA et al., 2002).

Outro fator clinico bem presente em pacientes humanos portadores de AR € a
limitacdo de movimentos ou até mesmo a perda de fun¢do, em casos mais graves. Na artrite
experimental induzida por zimosan foi demonstrada a incapacitacdo articular em joelhos de
ratos (ROCHA et al., 1999), através de uma adaptacdo a avaliacio na deambulacdo destes

animais (TONUSSI e FERREIRA, 1992), refletindo o processo de hipernocicepg¢ao articular,
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que ocorre entre 3 e 4 horas apds a inducdo da artrite. A sensibilizacdo dos receptores
de dor especificos no tecido periarticular, em vez de tecido sinovial, é responsadvel
por disttrbios da marcha na artrite induzida por zimosan (ROCHA et al.,1999).

Guerrero e colaboradores (2006) adaptaram a artrite induzida por zimosan para
a articulac@o tibio-tarsal de camundongos. Neste contexto, a hipernocicep¢do, avaliada em
analgesimetro digital, se mostrou mdxima na 7* hora apds a induc¢do e permaneceu elevada
por até quatro dias. Além disso, foi observada uma intensa migracdo de neutréfilos, pela
mensuracdo da atividade da mieloperoxidase e andlise histopatoldgica das articulagdes dos
animais. Apesar de permitir avaliacdes conclusivas de alguns parametros marcantes da
patologia, o modelo apresenta desvantagens no que se diz respeito ao fornecimento
reduzido do fluido articular e da cartilagem, fontes de mediadores inflamatdrios, citocinas,
glicosaminoglicanos e outros componentes da matriz, que apresentam alteracdes e podem
fornecer informacdes importantes durante o processo inflamatdrio da artrite experimental.

No intuito de minimizar essas desvantagens, Bringel e colaboradores (2020)
desenvolveu o modelo de artrite induzida por zimosan em articulacdes tibio-tarsal de ratos,
uma espécie de maior porte. Os resultados deste estudo seguiram o padrdo do que ja que se
vinha sendo estabelecido para o modelo de artrite em roedores: zimosan estimulou influxo de
leucdcitos tanto na 6* h quanto no 14° apds a inducdo, e induziu hipernocicep¢do de maneira
significativa da 2* hora até o 14° dia de avaliacdo. No fluido sinovial foram encontradas
citocinas em concentragdes elevadas, tais como IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-4, IL- 13; fatores de

crescimento como VEGF, GM-CSF, entre outros.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

A avaliacdo das atividades anti-inflamatdria e anti-hipernociceptiva do chd e dos
polissacarideos obtidos a partir das cascas do caule da planta Ximenia americana foi realizada
antes e depois da inducdo da artrite com zimosan na articulagdo tibio-tarsal de ratos, por meio
da mensuracdo dos seguintes parametros: infiltrado leucocitdrio, edema articular e
hiperalgesia. O fluido sinovial e as articulacdes foram coletados e estocados para dosagens,

andlises histopatoldgicas.

4.2 Material

4.2.1 Planta

A espécie utilizada no estudo foi a Ximenia americana (Olacaceae). A planta foi
coletada no municipio de Custddio (Quixadd-CE) e a sua exsicata estd depositada na

FECLESC/Quixada e no Herbario Prisco Bezerra da UFC (n° 46794).

4.2.2 Obtencdo do chd de Ximenia americana

O ché das cascas do caule de X. americana foi obtido por decoccdo em dgua

destilada (100°C/5 min). Em seguida foi liofilizado para a utiliza¢do nos testes animais.

4.3 Protocolos experimentais

4.3.1 Animais

Foram utilizados Ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus), pesando entre 200 e
220 g (60 dias), oriundos do Biotério Central da UFC e da UNICHRISTUS. Os animais foram
mantidos em temperatura e luminosidade controladas, recebendo racdo e agua ad libitum.
Cada grupo experimental foi formado por 8 animais (n=8). Todos os protocolos experimentais
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica Institucional (CEUA/UECE N°
4153018/2018).
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4.3.2 Modelo de artrite induzida por Zimosan

Os animais foram anestesiados (cetamina 50 mg/kg + xilazina 5 mg/kg; via
intramuscular — i.m.) antes da indu¢do da artrite com zimosan (300 mg/25 ml), na articulacao

tibio-tarsal direita de ratos (BRINGEL, 2020). O grupo controle recebeu salina.

4.3.3 Tratamento dos animais

A decoccdo (chd) das cascas de X. americana foi administrada por via oral (100
mg/kg; v.0.) e as fracOes polissacaridicas desproteinadas — FI (0.1 M) e FII (0.25 M) foram
administrados por via endovenosa (1 mg/kg; e.v.) em esquema de pré-tratamento (1 hora

antes) ou poés-tratamento (3 horas apds) da indugdo da artrite.

4.3.4 Avaliacao da hipernocicepgao

A resposta hipernociceptiva de flexdo articular e retirada da pata foi avaliada,
imediatamente antes (tempo zero), 1-6 h, 12 h, 24 h da indugdo da artrite. Para isso, os
animais foram colocados individualmente em caixas de acrilico, onde foi aplicada uma
pressdo no centro da pata com uma sonda de area larga (4,15 mm), acoplada a um
analgesimetro digital, que registrou as pressdes em cada animal. O teste foi repetido por até 6
vezes, com exclusdo dos valores maximos e minimos de um mesmo animal (BRINGEL,

2020).

4.3.5 Avaliacdo da Migragao celular

Ap6s a avaliacdo da resposta hipernociceptiva (6 horas, 14 dias), os animais foram
eutanasiados para a coleta do fluido sinovial através da lavagem das articulacdes com 200 pl
de PBS contendo EDTA dissédico 10 mM para: a) avaliacdo da migracdo de leucdcitos totais
em camara de Neubauer e contagem diferencial em laminas coradas com H & E (SOUZA;

FERREIRA, 1985); b) dosagens de mediadores inflamatdrios.
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4.3.6 Avaliagdo histopatologica

A articulagdo tibio-tarsal esquerda dos animais foram removidas, fixadas em
formaldeido (10%), descalcificada em EDTA dissédico (10%), impregnadas em parafina
fundida a 60 °C. Apds a formagdo dos blocos, preparou-se os cortes histoldgicos (5 um de
espessura) através de micrétomo, seguidos de coloragdo com H & E. Os parametros avaliados
na histopatologia foram: arquitetura do tecido, presenca de edema, de infiltrado
polimorfonuclear, todos observados em microscopio 6tico (adaptado de ANDRADE et al.,

2011).

4.3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como = E.P.M. (erro padrdo da média), submetido
a Analise de Varidncia (ANOVA) ou ao teste t. considerando-se estatisticamente
significativos valores de p<0,05. Para comparacdo multipla dos resultados histopatoldgicos os
resultados foram expressos como mediana (intervalo interquartil) e utilizado o teste de Mann-

Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 O cha de X. americana inibe parametros inflamatorios da artrite induzida por

zimosan em esquemas de pré e pés-tratamento

A injecdo intra-articular de zimosan (500ug) reduziu o limiar nociceptivo em
resposta a pressao aplicada na pata dos animais, avaliada 6 h apds estimulacdo (zimosan: 11,4
+ 0,5 g vs. salina: 45,2 + 2,6 g). O chd de X. americana (100 mg/kg) aumentou o limiar
nociceptivo dos animais em 1,7 x, tanto em esquema de pré- (19,52 £+ 1,3 g) quanto de pds-
tratamento (20,0 £ 0,7 g) (Figura 10A). Zimosan também induziu aumento do edema
articular, comparado ao controle (3,0 £ 0,1 mm vs. salina: 0,1 = 0,0 mm), pardmetro que
também foi reduzido em 23% pelo pré- (2,3 £ 0,2 mm) e em 47% pelo pods-tratamento com
Tea-Xa (1,6 £ 0,1 mm) (Figura 10B). Nesta mesma hora,zimosan causou influxo leucocitario,
majoritariamente marcado por aumento de neutr6filos(54525 + 8673 células vs. salina: 74 +
30 células), que foi reduzido por Tea-Xa em 80% no pré- (10539 + 2886 células) e em 87%
no pos-tratamento (9032 + 1442 células) (Figura 10C).

Figura 10. Efeito inibitério do cha de X. americana sobre parametros inflamatoérios da artrite induzida por
zimosan em esquemas de pré e pés-tratamento. Zimosan (500 pg) foi administrado na articulag@otibio- tarsal
de ratos 2 h antes do tratamento com Tea-Xa (100 mg/kg; v. 0.). O grupo controle recebeu salina estéril. Apds 6
h, os animais foram eutanasiados paraavaliagdo. (A)Hiperalgesia; (B) Edema articular; (C) Infiltrado
leucocitario. Média + EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni *p<0,05 vs. salina. #p<0,05 vs. zimosan. Tea-Xa: cha
de X. americana.
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5.2 Curva dose-resposta do efeito inibitorio do cha de X. americana na artrite induzida

por zimosan em esquema de pos-tratamento

A injecdo intra-articular de zimosan (500ug) reduziu o limiar nociceptivo em
resposta a pressao aplicada na pata dos animais, avaliada 6 h apds estimulacdo (zimosan: 11,4
+ 0,5 g vs. salina: 45,2 £ 2,6 g). O cha de X. americana aumentou o limiar nociceptivo dos
animais nas doses de 30 mk/kg (1,8 x) e 100 mg/kg (1,7 x) (Figura 11A). Zimosan também
induziu aumento do edema articular, comparado ao controle (3,0 £ 0,1 mm vs. salina: 0,1 +
0,0 mm), parametro também reduzido pelo tratamento com o chd, porém somente na dose de
100 mg/kg (47%) (1,6 = 0,1 mm) (Figura 11B). Nesta mesma hora, zimosan causou influxo
leucocitario, majoritariamente marcado por aumento de neutréfilos (54525 + 8673 células vs.
salina: 74 + 30 células), que foi reduzido por Tea-Xa em 82% na dose de 30 mg/kg (9691 +
3224 células), em 83% na dose de 100 mg/kg (9032 + 1442 células) e em 82% na dose de 300
mg/kg (9865 + 1333 células) (Figura 11C).

Figura 11. Curva dose-resposta do efeito inibitorio do cha de X. americana sobre parametros inflamatérios
da artrite induzida por zimosan. Zimosan (500 pg) foi administrado na articulagdo tibio- tarsal de ratos 2 h
antes do tratamento com Tea-Xa (30, 100 e 300 mg/kg; v. 0.). O grupo controle recebeu salina estéril. Apds 6 h,
os animais foram eutanasiados para avalia¢do. (A)Hiperalgesia; (B) Edema articular; (C) Infiltrado leucocitério.
Média + EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni *p<0,05 vs. salina. #p<0,05 vs. zimosan. Tea-Xa: chd de X.
americana.
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5.3 Curva de duracao do efeito inibitério do cha de X. americana na artrite induzida por

zimosan em esquema de pés-tratamento

Zimosan (500ug) reduziu o limiar nociceptivo em resposta a pressao aplicada na
pata dos animais durante todo o curso temporal da hipernocicepcao. O tratamento com o cha
de X. americana aumentou o limiar nociceptivo dos animais 3 h apds tratamento em 2x (24,9
+ 2,1 g vs. zimosan: 13,0 = 1,5 g); 6 h apds tratamento em 2x (26,0 = 3,5 g vs.
zimosan: 14,2 + 1,0 g); 9 h apds tratamento em 1,7 x (33,8 £ 2,9 g vs. zimosan: 20,1 + 2,2
2); 10 h apés tratamento em 1,7 x (38,3 £ 2,9 g vs. zimosan: 23,0 £ 0,9 g) e 24 h apds
tratamento em 2 x (27,7 = 2,5 g vs. zimosan: 13,8 + 1,8 g) (Figura 12A). Além disso, 26 horas
ap6s inducdo, zimosan provocou influxo leucocitdrio significante, majoritariamente
polimorfonuclear, em compara¢do com o controle (1723 + 305 células vs. salina: 21 + 3
células), que foi diminuido pelo tratamento com o chd de X. americana em 68% (547 £ 178

células) (Figura 12B).

.....

Zimosan(500 pg) foi administrado na articulagdo tibio-tarsal de ratos 2 h antes do tratamento com o Tea-Xa (100
mg/kg; v.0.). O grupo controle recebeu salina estéril. Os animais foram avaliados de 1 a 10 h e 24 h ap6s o
tratamento.(A)Hiperalgesia; (B) Infiltrado leucocitario (24 h).Média + EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni

*p<0,05 vs. salina. #p<0,05 vs. zimosan. Tea-Xa: cha de X. americana.
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5.4 F1I desproteinada inibe parametros inflamatorios da artrite induzida por zimosan
em esquema de pos-tratamento.

A injecdo intra-articular de zimosan (500ug) reduziu o limiar nociceptivo em
resposta a pressao aplicada na pata dos animais, avaliada 6 h apds estimulagdo (11,6 0,8 g vs.
salina: 50,2 £3,4 g). FIId (1 mg/kg) aumentou o limiar nociceptivo dos animais em 3 x (31,6
+ 3,1 g). O controle de indometacina aumentou o limiar dos animais em 4 x (44,5 + 3,1 g)
(Figura 13A). Zimosan também provocou aumento do edema articular, comparado ao controle
(2,8 £ 0,1 mm vs. salina: 0,1 £ 0,1 mm), pardmetro que também foi reduzido em 43% pelo
tratamento com FIId (1,6 + 0,2 mm). O controle de indometacina reduziu o edema
articular em 30% (2,1 £ 0,0 mm) (Figura 13B). Nesta mesma hora, zimosan causou influxo
leucocitario, majoritariamente marcado por aumento de neutréfilos (57300 * 14659 células vs.
salina: 79 + 44 células), que foi reduzido pela FIId em 73% (15008 = 5794 células). O
controle de indometacina reduziu o influxo celular em 85% (8411 £ 2133 células) (Figura 13
O).

P

Figura 13. Efeito inibitério da fracao FII desproteinada de X. americana sobre parametros inflamatorios
da artrite induzida por zimosan. Zimosan (500 pg) foi administrado na articulacdo tibio-tarsal de ratos 2 h
antes do tratamento com FII (1 mg/kg; e. v.). O grupo controle recebeu salina estéril. Apds 6 h, os animais foram
eutanasiados para avaliacdo. (A)Hiperalgesia; (B) Edema articular; (C) Infiltrado leucocitario. Média + EPM (n
= 8). ANOVA e Bonferroni *p<0,05 vs.salina.#p<0,05 vs. zimosan.
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5.5 Comparacao do efeito inibitorio do cha de X. americana apés desproteinizacao sobre
parametros inflamatoérios da artrite induzida por zimosan em esquema de pos-
tratamento

A injecdo intra-articular de zimosan (500ug) reduziu o limiar nociceptivo em
resposta a pressao aplicada na pata dos animais, avaliada 6 h apds estimulagdo (11,6 0,8 g vs.
salina: 50,2 3,4 g). O tratamento com o chd desproteinado de X. americana (Tea-Xa 1
mg/kg) aumentou o limiar nociceptivo dos animais em 2,5 x (20,0 £ 0,7 g). O controle de
indometacina aumentou o limiar dos animais em 4 x (44,5 £ 3,1 g) (Figura 14A). Zimosan
também provocou aumento do edema articular, comparado ao controle (2,8 = 0,1 mm vs.
salina: 0,1 £ 0,1 mm), parametro que também foi reduzido em 43% pelo tratamento com Tea-
Xa (1,7 £ 0,1 mm). O controle de indometacina reduziu o edema articular em 30% (2,1 + 0,0
mm) (Figura 14B). Nesta mesma hora, zimosan causou influxo leucocitario, majoritariamente
marcado por aumento de neutréfilos (57300 + 14659 células vs. salina: 79 + 44 células), que
foi reduzido pelo cha desproteinado em 85% (8602 * 2963 células). O controle de

indometacina reduziu o influxo celular em 85% (8411 + 2133 células) (Figura 14C).

Figura 14. Efeito comparativo do cha de X. americana apés desproteinizacio sobre parimetros
inflamatdérios da artrite induzida por zimosan. Zimosan (500 pg) foi administrado na articulac¢o tibio- tarsal
de ratos 2 h antes do tratamento com Tea-Xad (100 mg/kg; v.0.) ou com Tea-Xa (100 mg/kg; v.0.). O grupo
controle recebeu salina estéril. Apés 6 h, os animais foram eutanasiados para avaliagdo. (A)
Hiperalgesia; (B) Edema articular; (C) Infiltrado leucocitirio. Média + EPM (n = 8). ANOVA e Bonferroni

*p<0,05 vs.salina.#p<0,05 vs. zimosan. Tea-Xa: cha de X. americana. Tea-Xad: cha desproteinado.
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5.6 O cha de X. americana e a fracdo FII reduzem infiltrado inflamatério, necrose e
desorganizacao na superficie das articulacoes tibio-tarsais de ratos com artrite induzida
por zimosan.

O grupo salina apresentou articulacdes com condrdcitos € condroblastos sem
alteracdes microscopicas, organizados em uma superficie articular sobre a qual repousa disco
articular composto por fibras coldgenas dispostas longitudinalmente em dire¢do pdstero-
anterior. No grupo tratado com zimosan observou-se intenso infiltrado inflamatério
predominantemente polimorfonuclear, com dreas de necrose, extensas zonas de edema e
desorganizacdo da superficie articular. O tratamento com Tea-Xa, na dose de 30 mg/kg,
proporcionou discreta reducdo do infiltrado inflamatério, com zonas de edema notéveis, bem
como desorganizacdo morfoldgica da superficie articular. Nos grupos tratados com as doses
de 100 e 300 mg/kg, houve redugdo significativa na intensidade do infiltrado
polimorfonuclear. Apesar de sinais de edema, houve redugdo significativa da incidéncia de
necrose tecidual e de desorganizacdo as estruturas articulares. O grupo tratado com FIId ainda
apresentou infiltrado inflamatério polimorfonuclear, entretanto sem sinais de desorganizacao
morfoldgica na maioria das amostras (apenas 1 amostra revelou pequeno foco de necrose
tecidual). O grupo controle, tratado com indometacina apresentou a maior parte dos animais
com intenso ou moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear, extensas faixas de necrose

tecidual e de edema (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacio histopatoldgica das articulacoes dos animais tratados com o cha e a fracio FIId de X.
americana. Apds 6 h da administracdo de zimosan (500 pg) e 4h do tratamento com Tea-Xa (30, 100 ou 300
mg/kg; v.0.) ou com FIId (1 mg/kg; e.v.), a articulag@o tibio-tarsal dos animais foi removida e fundida em blocos
histolégicos, seguido de coloracdo com H & E para andlises microscépicas.
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O tratamento com zimosan aumentou significativamente o infiltrado inflamatério
polimorfonuclear (p<0,001), o edema (p<0001) a necrose (p=0,027) e a desorganizag¢io
tecidual (p<0,001). O tratamento com o chd de X. americana nas doses de 100 e 300 mg/kg
reduziu significantemente a intensidade do infiltrado inflamatério (p<0,001), de necrose
(p=0,027) e de desorganizag¢do tecidual (p<0,001). O tratamento com FIId reduziu a necrose
tecidual (p=0,027), ao passo que o tratamento com IND reduziu apenas a incidéncia de

desorganizacio tecidual (p<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2: Analise histopatolégica do perfil anti-inflamatério do cha e da fracao FII desproteinada de X.

americana
Grupo
Tea-Xa 100
Salina Zimosan Tea-Xa 30 mg/kg mg/kg Tea-Xa 300 mg/kg FIId IND p-Valor
Perfil inflamatério
Ausente 6 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) <0,001
Agudo 0 (0.0%) 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 5 (100.0%)* 5 (100.0%)*
Crénico 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Escore inflamacao
Ausente 6 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) <0,001
Até 25 céls/campo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (20.0%)*
Entre 26 ¢ 125
céls/campo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (16.7%) 3 (50.0%)* 5 (83.3%)* 1 (20.0%) 2 (40.0%)
Mais de 125
céls/campo 0 (0.0%) 6 (100.0%)* 5 (83.3%)* 3 (50.0%) 1 (16.7%) 4 (80.0%)* 2 (40.0%)
Necrose 0 (0.0%) 4(66.7%)* 3 (50.0%)* 0 (0.0%)" 0 (0.0%)" 1 (20.0%) 2 (40.0%)* 0,027
Desorganizagio 0 (0.0%) 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 2 (33.3%)" 0 (0.0%)" 0 (0.0%)" 0 (0.0%)" <0,001
Material
endocitado 0 (100.0%) 6 (100.0%) 6 (100.0%) 6 (100.0%) 6 (100.0%) 5 (100.0%) 5 (100.0%)
Sinais de edema 0 (0.0%) 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 6 (100.0%)* 5 (100.0%)* 5 (100.0%)* <0,001

*p<0,05 versus salina; Tp<0,05, versus Zimosan; teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).
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5.7 O efeito inibitorio do cha de X. americana ocorre via reducao de nitrito

A injecdo intra-articular de zimosan (500ug) aumentou os niveis de nitrito
na articulacdo tibio-tarsal dos animais 6 h apds a estimulacdo (22,5 £4,9 g vs. salina: 7,3 + 1,6
uM/ml). O grupo que recebeu o tratamento oral com o chd de X. americana (100 mg/kg)

apresentou reducdo dos niveis de nitrito em 55% (10,0 = 1,5 g uM/ml) (Figura 16).

Figura 16. O tratamento oral com o cha de X. americana reduz os niveis de nitrito nas articulacées de
ratos. Zimosan (500 pg) foi administrado na articulag@o tibio-tarsal de ratos 2 h antes do tratamento com Tea-
Xa (100 mg/kg; v. 0.). O grupo controle recebeu salina estéril. Apés 6 h, os animais foram eutanasiados para
coleta do fluido sinovial e dosagem de nitrito (Método de Griess). Média + EPM (n = 6). ANOVA e Bonferroni
*p<0,05 vs. salina. #p<0,05 vs. zimosan.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o efeito inibitério do chd (decoc¢do) e de uma
fracdo polissacaridica desproteinada (FIId) obtidos da casca do caule de Ximenia americana
na artrite induzida por zimosan na articulagdo tibio-tarsal de ratos, caracterizada por ativar
eventos inflamatérios agudos, como a migraciao de neutréfilos, o edema e a hipernocicepgao
articular (GUERRERO et al., 2006; BRINGEL et al., 2020).

O ché (nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg) e a FIId foram administradas por via
oral e endovenosa, respectivamente, 2 horas apds a inducdo da artrite por zimosan (i.a.) € 0s
parametros foram avaliados na 6* hora apds estimulacdo. O chd, na dose de 100 mg/kg e a
FIId (1 mg/kg) reduziram todos parametros inflamatorios articulares induzidos por zimosan.
Dados que compdem este estudo (capitulo 1), publicados recentemente, demonstraram
previamente que o chd e as fragdes polissacaridicas obtidas da casca de X. americana
diminuiram a intensidade dos parametros inflamatérios agudos induzidos por zimosan em
camundongos (MARQUES et al., 2020). Embora tais efeitos ja tenham sido reportados e nos
tenham dado indicios destes resultados, nossos dados adicionam, de forma pioneira, o efeito
anti-inflamatério desta planta em esquema de pds-tratamento, além do efeito proporcionado
pelo pré-tratamento.

A literatura relata o efeito anti-inflamatorio e antioxidante de vérias plantas frente
as inflamacdes articulares (DRAGOS et al., 2017). De forma mais especifica, principios ativos
isolados de plantas medicinais conseguiram diminuir a severidade de inflamagdes articulares,
de forma similar aos resultados aqui. A quercetina, em esquema de pré- tratamento, conseguiu
diminuir o infiltrado leucocitiario nas membranas sinoviais, além de edema articular e a
hipernocicep¢do em camundongos apos a indugdo de artrite aguda com zimosan (GUAZELLI
et al., 2018). J4 a curcumina, administrada oralmente e em esquema de pds-tratamento, assim
como o protocolo utilizado neste trabalho, conseguiu diminuir a migracao de neutréfilos em
joelhos de ratos 6 horas apds a inducdo com zimosan, nao sustentando sua atividade inibitoria
24 h p6s indugdo (NONOSE et al., 2014).

J4 é conhecido que o efeito inflamatdrio do zimosan sobre migracao de neutréfilos
permanece por até 14 dias apds o estimulo da articulacdo (BRINGEL et al., 2020). De forma
contrdria ao encontrado por Nonose e colaboradores, nossos resultados mostraram que o
tratamento com chd manteve o efeito anti-inflamatério sobre a migracdo de neutréfilos,

mesmo apos 24 horas da inducdo da artrite na articulagdo dos animais. Este fato pode ser
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explicado pela presenca de outras substancias constituintes do chd, como os polifendis e
os polissacarideos (MARQUES et al., 2020), ja conhecidos na literatura por apresentar efeitos
anti-inflamatério e anti-oxidante (XU et al., 2017; WANG et al., 2013; LI; SUN; HUANG,
2018). Trabalhos anteriores também ressaltam estes efeitos em processo inflamatérios em
articulacdes. Um estudo recente demonstrou que o extrato aquoso das folhas de Libidibia
ferrea, rico em polifendis, apresentou atividade anti- oxidante e anti-inflamatéria na
inflamacdo articular em joelho de ratos, induzida por zimosan em ratos (FALCAO et al.,
2019). Vale ressaltar também que o chd das folhas de Camellia sinensis (chd preto indiano),
rico em polifendis, demonstrou reducao de edema articular e de espécies reativas de oxigénio
em modelos de inflamacdo aguda e cronica, incluindo a poliartrite (ROY et al., 2008).

Além da presenca de polifendis, as andlises quimicas revelaram alto teor de
carboidratos na composicdo do chd e da fracao polissacaridica FIId (MARQUES et al., 2020).
Para investigar o efeito dos polissacarideos sobre os pardmetros da artrite induzida por
zimosan, os animais foram tratados com FIId 2 horas apds a inducao da artrite. Os resultados
revelaram que, assim como o chd, o tratamento com a FIId também conseguiu inibir todos os
parametros inflamatorios provocados por zimosan na articulacdo dos ratos, sugerindo uma
importante participacdo dos polissacarideos neste efeito. Nossos dados estdo de acordo com
trabalhos prévios que relataram este efeito de fracdes polissacaridicas de X. americana em
processos inflamatérios e dolorosos (MARQUES et al., 2020; SILVA- LEITE et al., 2017,
2018; DA SILVA-PANTOIJA et al., 2018). Também ja foi demonstrado este efeito inibitorio de
polissacarideos isolados em estudos com foco na inflamagdo articular. Um polissacarideo
isolado de Ephedra sinica inibiu parametros inflamatérios in vivo, como infiltrado celular e
edema articular em artrite induzida por adjuvante em ratos (WANG et. al, 2016). In vitro,
polissacarideos isolados da planta Astragalus membranaceus atenuam a produgdo de
citocinas inflamatdérias em cultura de sinovidcitos estimuladas com IL-1b (MENG et al.,
2017). Adicionalmente, polissacarideos oriundos da planta Angelica sinensis inibiram
parametros de estresse oxidativo da osteoartrite, tais como MDA, per6xido de hidrogénio e
NO em condrécitos humanos (ZHUANG et al., 2018).

De forma complementar a investigacdo do efeito dos polissacarideos presentes no
chd, um processo de desproteiniza¢do foi realizado no extrato e este foi administrado nos
animais seguindo o mesmo esquema de tratamento esclarecido anteriormente. As andlises dos
dados mostraram que o tratamento dos animais com o chd desproteinado, contendo menor ou
quase nenhum teor protéico, manteve ou aumentou a inibicio dos parametros

inflamatoérios da artrite, fato similar ao que ocorreu no tratamento dos animais com a fragao
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desproteinada (FIId).

As andlises histopatoldgicas das articulagdes confirmaram que o tratamento com o
chd, nas doses de 100 e 300 mg/kg reduziram de forma significativa a intensidade do
infiltrado neutrofilico. O grupo tratado com FIId também mostrou reducdo do infiltrado
celular, mas de forma mais discreta, o que entra em concordancia com a contagem celular do
fluido sinovial, que revelou menor inibi¢cdo de FIId no processo de migracdo celular, porém
ainda muito significativa. Além disso, o chd nas doses de 100 e 300 mg/kg, também
reduziram a necrose tecidual e a desorganizacdo das estruturas articulares de forma
significativa, porém sinais de edema ainda foram observados. No grupo tratado com FIId
ainda foi observado infiltrado inflamatério e edema, porém nio revelou desorganizacio
estrutural das articulacOes. Estes aspectos também entram em consonancia com os resultados
observados na avaliacdo dos parametros anteriores. Trabalhos anteriores também mostraram o
mesmo achado em andlises histolégicas para os tratamentos com principios ativos isolados de
plantas (NONOSE et al., 2014; GUAZELLI et al., 2018).

A literatura descreve o papel central do NO como uma das principais substincias
moduladoras da dor inflamatoria na artrite reumatdide, atuando como sensibilizador dos
nociceptores periféricos (SPILLER et al., 2019). Em modelos animais de inflamagao articular
induzidas por zimosan, também se confirma que o NO atua de forma importante e apresenta
um papel dual (anti- ou nocicep¢do) na dor articular (ROCHA et al., 2002). O chd de X.
americana, na dose de 100 mg/kg, reduziu de forma significativa os niveis de nitrito nas
articulacdes inflamadas pelo zimosan, sugerindo que o este tratamento possa estar agindo na
inibicdo da dor interferindo na via do NO. Entretanto, protocolos futuros mais especificos

ainda precisam ser aplicados para a confirmacao deste fato.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que o chd e a fracdo polissacaridica
desproteinada (FIId), obtidos da casca do caule de Ximenia americana possuem efeito anti-
inflamatério em modelo de artrite experimental induzida por zimosan na articulacdo tibio-
tarsal de ratos, através das reducdes de: infiltrado neutrofilico, edema e hipernocicep¢ao
articular, nitrito. Esses efeitos podem ser importantes aliados para o tratamento combinado ou

coadjuvante de Ximenia americana na inflamacao articular.
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CAPITULO III:

Estudo da toxicidade aguda do chd das cascas de Ximenia americana L.
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1 INTRODUCAO

Ha séculos as plantas medicinais sdo utilizadas como importante instrumento
terapéutico pelo homem que, baseado no empirismo e em ensinamentos de geracdes
anteriores, seguiu implementando-as como tratamento na cura de doencas. Mesmo frente aos
notdaveis avancos da medicina moderna, continuam sendo utilizadas, estimando-se que
originam cerca de 30% das drogas avaliadas com potencialidades terapéuticas (BALUNAS;
KINGHORN, 2005).

A terapia alternativa, também conhecida como fitoterapia, tornou-se impar,
sobretudo nos paises subdesenvolvidos, por permitir a acessibilidade da populacio devido ao
baixo custo envolvido. O Brasil € um pais com vasto histérico no uso de plantas medicinais
para o tratamento de diversas doencas da populacdo. Portanto, o uso de chds, infusdes,
tinturas ou consumo oral in natura de plantas medicinais € bastante empregado devido a
varios fatores que envolvem a diversidade da flora brasileira e sua biodisponibilidade, a
dificuldade da populagdo ao acesso a assisténcia médica e farmacéutica e ao amplo comércio
em locais publicos, outro fator que facilita bastante o contato da populagdo com essas
alternativas (BRUNING et al., 2012).

Desde 1978, a OMS (Organizacdio Mundial da Saidde) tem incentivado
investimentos publicos para possibilitar o uso de plantas medicinais pela populacdo. Em 2005,
foi implantada a Politica Nacional da Medicina Tradicional e Regulamentacdo de
Medicamentos Fitoterdpicos, que veio abranger as politicas necessdrias a implantacdo da
medicina tradicional em todos os seus paises membros, inclusive no Brasil (BRASIL,2006).
A Farmadcia Viva, instituida no Brasil no ano de 2008, prevé indicagdo segura do uso de varias
plantas listadas pelo ministério da satde, respaldada pelos resultados de pesquisas que
avaliam o potencial téxico e atividades bioldgicas dessas plantas. Sua criacdo se baseou na
necessidade de ampliacdo da oferta de plantas medicinais/fitoterdpicos que atendesse a
demanda da populacdo brasileira. Seguindo a politica nacional de assisténcia farmacéutica, a
Farmicia Viva realiza todas as etapas (cultivo a coleta, processamento, armazenamento de
plantas medicinais, manipulacdo e dispensacdo) de preparacdes de plantas medicinais e
fitoterdpicos, os quais sdo prescritos por profissionais médicos e enfermeiros vinculados a
Atengdo Primdria a Satde (APS). E importante enfatizar que estes fitoterdpicos aparecem
como opg¢ao ao tratamento e busca da melhoria dos problemas de saide. Nesse contexto, €
necessario, por parte dos profissionais de saude, a valorizacdo e a importancia da cultura

popular, bem como a busca pelo conhecimento aprofundado da realidade em que a equipe
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de saide esta inserida (SAMPAIO et al., 2013).

Apesar dos efeitos benéficos comprovados das plantas medicinais, apenas o
conhecimento popular ndo € suficiente para valid4-las como medicamentos eficazes e seguros.
Dependendo da forma de utilizacdo, os extratos vegetais t€m potencial para provocar efeitos
colaterais graves nos seres humanos, razao pela qual podem apresentar contra-indicagdes. O
uso seguro de qualquer planta medicinal ou seus componentes requer testes de toxicidade.
Atualmente, dispde-se do protocolo recomendado pelas diretrizes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), baseado nas orientagdes da Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD), a qual estabelece pardmetros de avaliacdo em ensaios
de produtos quimicos (OECD, 2001). A descricio deste protocolo possibilitou além do
desenvolvimento, o registro € a comercializacdo de fitoterdpicos, legitimando assim a
Fitoterapia como tratamento alternativo ou coadjuvante (FIGUEREDO et al., 2011).

Considerando este cendrio, o estudo de eficidcia e seguranca de substancias
extraidas de plantas € fundamental, pois diversas pesquisas ji demonstraram que seus
constituintes, inclusive os polissacarideos vegetais, presentes no chd de Ximenia americana,
tém apresentado efeitos curativos promissores (WANG et al.,2011; ZHOU et al., 2010;
CHEN; CHEN; QIN, 2011; PEREIRA et al., 2012a, 2012b; PEREIRA et al., 2016; SILVA-
LEITE et al., 2018; MARQUES et al., 2020).

A planta Ximenia americana (familia Olacaceae) € conhecida popularmente como
ameixa brava, ameixa-brava-do-sertdo ou ameixeira-do-Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005). E
um arbusto pequeno, de casca fina e avermelhada ou cinza, folhas pequenas e flores branco-
amareladas. Seus frutos sdo aromadticos, do tipo drupa, de cor amarelo alaranjado. Vérias
partes desta planta sdo utilizadas para fins medicinais, entretanto, a casca do caule tem sido
especificamente explorada popularmente para o tratamento de diversas doengas, como
maldria, dor de estdmago, reumatismo, cancer, infec¢des na boca, lepra, dor de cabecga,
infeccoes da pele, cicatrizacdo, hemorroidas, inflamacdo de mucosas, dentre outros
transtornos inflamatérios e/ou dolorosos (BRASILEIRO et al.,, 2008; MATOS, 2007;
OGUNLEYE; IBITOYE, 2003; LE et al., 2012).

Estudos experimentais realizados com a X. americana demonstraram a¢do anti-
inflamatdria e antinociceptiva de seus extratos aquoso e hidroetandlico obtidos das raizes e
das cascas do caule. Além disso, demonstraram DL50 de 354 mg/kg (extrato da raiz) e 219-
237,5 mg/kg (extrato das cascas do caule) (OLABISSI et al., 2011; da SILVA et al.,2018;
SORO; TRAORE; SAKANDE, 2009). Também foi demonstrada acdo anti-inflamatéria do

cha e das fragdes polissacaridicas, obtidos das cascas do caule, em modelos cldssicos de
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inflamacdo aguda (MARQUES et al., 2020) e também em modelos de pancreatite e gastrite
(SILVA-LEITE et al., 2018, SILVA PANTOIJA et al., 2018). Entretanto, nenhum estudo
relacionado a toxicidade decorrente da administracdo oral dos extratos obtidos da casca do
caule de X. americana, parte da planta mais utilizada pela populacio, foi realizado.
Considerando que ensaios de toxicidade sdo subsidios importantes para estudos
aprofundados do envolvimento de componentes oriundos de plantas em processos bioldgicos
diversos, este trabalho buscou determinar uma faixa de seguranca para o uso do chd obtido
das cascas do caule de Ximenia americana, avaliando os efeitos do tratamento por via oral em
ratos, com vistas a uma possivel implementacdo como terapia alternativa ou coadjuvante no

tratamento de processos inflamatdrios e dolorosos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a toxicidade sistémica do cha das cascas do caule de Ximenia

americana administrado por via oral em ratos em testes de toxicidade aguda.

2.2 Especificos

a) Avaliar alteracdes sobre parametros hematoldgicos, histopatolégicos e bioquimicos
plasmaticos ap6s 14 dias da administracdo cha;

b) Avaliar alteraces motoras e comportamentais por meio da realizacdo do screening
hipocréatico de Malone por 14 dias consecutivos apds a administragdo do cha de X.
americana,

¢) Avaliar alteracdes na massa corporal e nos 6rgaos (cérebro, figado, estdbmago, rins e

baco) ap0ds 14 dias da administragcdo do cha de X. americana.
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais e Terapia Fitoterapica

O uso de chds, infusdes, tinturas ou consumo oral in natura de plantas medicinais
¢ herdado historicamente pela populacdo e tem papel importante na saide global ha séculos.
Mesmo com os notdveis avangos da medicina moderna, as plantas medicinais continuam
sendo utilizadas, estimando-se que cerca de 30% das drogas avaliadas com potencialidades
terapéuticas derivam de produtos naturais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Estudos abordando a composi¢do das plantas mostram a presenca predominante
de metabdlitos secunddrios como alcaldides, flavonoides, compostos fendlicos e polifendis.
Estas substancias conferem as plantas propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, anti-
cancer, analgésica, anestésica, entre outras (SEN; SAMANTA, 2014). Entretanto, variacdes
nos teores destas substancias, ocasionadas por diversos fatores podem interferir diretamente
nas atividades bioldgicas das plantas, o que refor¢a a necessidade de investigacdes cientificas.

Uma planta € considerada medicinal quando aplicada por uma via de
administracdo especifica exerce acdo terapéutica (MATTOS et al.,, 2018). Segundo a
Organizacao Mundial da Saide (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais como principal fonte de tratamento (RAMAKRISHNAN et al., 2017). Este fato,
estimulado por questdes sécio-econdmicos, vem contribuindo ndo sé com a descoberta de
novas substancias, mas também com padronizacdes que garantam a sua utilizacdo de forma
segura (WHO, 2002; ZENI et al., 2017; SOUZA et al., 2013. TOMAZZONI; NEGRELLE;
CENTA, 2016).

Entretanto, € importante lembrar que, além dos constituintes que conferem efeitos
benéficos, as plantas também contém toxinas, podendo ou nio apresentar efeitos toxicos.
Estas, se forem consumidas de forma prolongada ou inadequada, favorecem intoxicacoes,
efeitos teratogé€nicos e abortivos ou até consequéncias mais severas, como complicac¢des
sérias em Orgdos como o figado e o rim. Algumas precaucdes devem ser tomadas antes
mesmo do consumo, desde a obtengdo até a fase de preparo, pois em todas estas etapas,
principalmente na estocagem do material vegetal podem ocorrer contaminagdes que poderao
contribuir de forma definitiva para a toxicidade da planta (VEIGA JUNIOR et al., 2005;
PASSOS et al., 2018; FERREIRA; PINTO, 2010; CAMPOS et al., 2016).

A terapia alternativa ou tradicional, hoje conhecida como fitoterapia, vem
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ganhando mais adeptos, principalmente nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento,
onde a populagdo tem dificuldade de acesso ao sistema publico de saide (ZHENG et al.,
2013; EKOR, 2014; ROVEDDER et al., 2016). No Brasil esta prética terapéutica € bastante
difundida ndo s6 pela questdo da acessibilidade, mas pela diversidade cultural e saberes
populares advindos dos povos indigenas e, de forma muito importante, devido a grande
biodiversidade e biodisponibilidade da flora brasileira, que perfaz 25% de toda biodiversidade
vegetal mundial (EVANGELISTA et al., 2013; MICHELON et al., 2016). O aumento
constante da adesdo ao consumo de produtos oriundos de plantas talvez também possa estar
associado a conscientizacdo sobre potenciais riscos do consumo abusivo de produtos
farmacéuticos (reacdes adversas e tolerdncia medicamentosa), além dos relatos bem
sucedidos do uso popular somados aos jd reportados em estudos cientificos, comprovando
sua eficicia. Estimulados por estes fatores, os profissionais e pesquisadores da drea da saide
recomendam e prescrevem a utilizacdo de fitoterdpicos como alternativa ou terapia combinada
para prevencao e tratamento de doengas, sobretudo, pelo menor custo, facil acesso e menores
reacOes adversas.

Neste contexto, foram criados programas e politicas que abordam o uso de plantas
medicinais e a fitoterapia em ambito nacional. Em 2006, foi fundada a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares para o SUS (PNPIC — Portaria 971/GM/MS). Essa
politica atende, sobretudo, a necessidade de conhecer, apoiar, incorporar e implementar
experiéncias que ja vém sendo desenvolvidas na rede publica de muitos municipios e estados,
dentre as quais destacam-se a Medicina Tradicional Chinesa, Homeopatia, Fitoterapia,
Medicina Antroposodfica e Termalismo-Crenoterapia (TESSER; SOUSA; NASCIMENTO,
2018). Ainda em 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
(Decreto N° 5.813, de 22/06/2006) que estabelece diretrizes e linhas prioritdrias para o
desenvolvimento de a¢des voltadas a garantia do acesso seguro e ao uso racional de plantas
medicinais e fitoterdpicos em ambito nacional, além do uso sustentdvel da biodiversidade
brasileira.

Em 2009, o Ministério da Satde publicou uma lista contendo plantas cuja
utilizagdo gera interesse ao SUS (Figura 17). E a Relagio Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Satdde (RENISUS) (BRASIL, 2009). Tais iniciativas vém
possibilitando a realizacio de estudos, geracdo e implementacdo de medicamentos
fitoterdpicos, constituindo vantagens para a populacdo, sobretudo as de baixa renda, pelo
custo-beneficio decorrente. Aqui ndo sdo contempladas todas as iniciativas desenvolvidas

pelos governos em suas esferas, mas mostra-se os principais mecanismos envolvidos no uso
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de plantas medicinais e fitoterapia que estdo em desenvolvimento continuo.

Figura 17. Relacao de Plantas Medicinais - RENISUS

REMISUS - Relacio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Espécies i
1 |Achillea millefolium 37 | Lippia sidoides
2 [Alfiur sativum 38 | Malva sylvestris
. Maytenus spp* (M. aquifolium ou M.

3 |Aloe spp* (A. vera ou A. barbadensis) 39 icifolia)

lafpinia spp* (A. zerumbet ou A.
4 eciosa) 40 | Mentha pulegium

: ; Mentha spp*® (M. crispa, M. plperita ou
5 |Anacardium occidentale 41|y villosa)
Mikania spp* (M. glomerata ou M.
6 |Ananas comasus 42 laevigata)
7 |Apuleia ferrea = Caesalpinia ferrea * 43 | Momordica charantia
8 Arrabidaea chica 44 | Morus sp*
9 |Artemisia absinthium 45 | Ocimum gratissimum
10 |Baccharis trimera 46 | Orbignya speciosa
11 uhinia spp* (B. affinis, B. forficata ou 47 Passifiora spp* (P. alata, P. edulis ou P.
. variegata) incarnata)
: Persea spp* (P. gratissima ou P,
12 lB.ldens pilasa 48 americana)
13 \Catendula officinalis 445 | Petroselinum sativum
Phyllanthus spp* (P. amarus, P.nirurt,

14 |Carapa guianensis 50 P. tenellus e P. urinaria)
15 |Casearia sylvestris 51 | Plantago major
16 Chamemilla recutita = Matricaria 5 Plectranthus barbatus = Coleus

ichamomilla = Matricaria recubita barbatus

T o Polygonum spp* (P. acre ou P.

17 |Chenopodium ambrosicides 53 hydropiperoides)
18 |Copaifera spp* 54 | Portulaca pilosa

Cordia spp* (C. curassavica ou C. HER
19 verbanacea)* 55 | Psidium guafava
20 |Costus spp* (C. scaber ou C. spicatus) 56 | Punica granatum
21 |Croton spp (C. cajucara ou C. zehntnerl) | | 57 | Rhamnus purshiana
22 |Curcuma longa 58 | Ruta graveolens
25 |Eleutherine plicata 61 | Solanum paniculatum
26 [Equiseturmn arvense 62 | Solidago microglossa

6 Stryphnedendron adstringens =

27 Erythrina mulungu Stryphnoedendron barbatimam

Syzygium spp* (S. fambolanum ou 5.

28 [Eucalyptus globulus 64 cumini)
29 [Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana® 65 | Tababuia avellanedess
30 |Foeniculum vulgare 66 | Tagetes minuta
31 |Glycine max 67 | Trifolium pratense
32 |Harpagophytum procumbens B8 | Uncarla tomentosa
33 Patropha gossypiifolia &9 | Vernonia condensata
34 [usticia pectoralis 7p | Vernonia spp* (V. ruficoma ou V.
polyanthes)
35 Kalanchoe pinnata = Bryophyllum
lealycinum*

71 | Zingiber officinale
36 [Lamium album

* definir a(s) espécie(s) com cultivo, estudos e indicacdo de uso

Fonte:http://portalarquivos2.saude.gov.br/http://portalarquivos2.saude.gov.br/

3.2 Ensaios de toxicidade

Toxicologia € a ciéncia que investiga a ocorréncia de efeitos danosos originados a
partir da exposi¢do, em condi¢Oes especificas, do organismo a xenobidticos (HODGSON,

2004). De uma maneira mais especifica, a toxicologia visa avaliar as lesdes causadas no
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organismo por agentes toxicos, investigar os mecanismos, identificar e quantificar as
substincias toxicas presentes nos fluidos biolégicos, bem como determinar seus niveis
tolerdveis no organismo (PASSAGLI, 2012).

A toxicidade € a ferramenta de estudo da toxicologia e refere-se a capacidade de
uma substancia causar efeitos adversos a um organismo, quando este € exposto a tal. A
avaliacdo da toxicidade tem como objetivo caracterizar estes efeitos, para que haja uma
regulamentacdo do uso da substincia em questio (MEYER, 2003). Os testes toxicoldgicos
podem abranger varios aspectos e a decisdo de utiliza¢do vai depender do objetivo do estudo.
Estes podem incluir toxicidade aguda, toxicidade sub-cronica, toxicidade cronica,
mutagénese, carcinogénese, reproducio e teratogénese, toxicocinética, efeitos locais sobre a
pele e olhos, sensibilizacdo cutinea e ecotoxicidade(SPIELMANN, 2002; BARROS;
DAVINO, 2003).

Utiliza- se com bastante frequéncia modelos animais para estudos toxicoldgicos,
pois estes permitem mapear os efeitos de determinadas substincias em seres humanos
(BARROS; DAVINO, 2003). No contexto da fitoterapia estes estudos sdo considerados
indispensaveis, pois além de avaliar o uso seguro, impulsionam e estimulam novas pesquisas
para validacdo do uso popular pela possibilidade de selecdo prévia de espécies que
apresentam resultados mais significativos. As observacdes comportamentais dos animais
fornecem uma estimativa geral da toxicidade da substidncia no sistema nervoso central,
avaliando pardmetros como: atividade e coordenacdo do sistema motor, reflexos, diversas
atividades do sistema nervoso central e disposicao geral (MALONE; ROBICHAUD, 1983).
De acordo com protocolo padrdo para observagdo dos parametros de comportamento, €
possivel definir dosagens intermedidrias as usadas no teste de atividade farmacoldgica para
avaliacdo de toxicidade subcronica.

A diretriz 423 da OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development) determina os pardmetros dos testes para toxicidade aguda, que define os efeitos
adversos ocorrentes em um periodo curto apds a administragdo de uma dose tnica ou de doses
multiplas durante 24 horas no animal. Geralmente, a dose tUnica € utilizada para avaliar os
efeitos da substancia nos casos acidentais (ingestdo ou envenenamento) e as doses multiplas

para avaliar efeitos de acimulo, utilizando a via oral como escolha (OECD 423, 2001).



87

3.3 Ximenia americana

A planta medicinal Ximenia americana L. (Familia Olacaceae) ¢ popularmente
conhecida como ameixa brava, ameixa-brava-do-sertao, ameixa-do-norte, ameixeira-do-Brasil
(LE et al., 2012). Caracterizam-se como arbustos pequenos, de casca fina, avermelhada ou
cinza, folhas pequenas e flores branco-amareladas. Seus frutos sdo aromaticos, do tipo drupa,
de cor amarelo alaranjado.

Virias partes da planta X. americana sao utilizadas para fins medicinais,
entretanto, a casca do caule tem sido especificamente explorada pela populacdo para o
tratamento de diversas doencas, como maldria, dor de estdmago, reumatismo, cancer,
infeccoes na boca, lepra, dor de cabeca, infecgdes da pele, cicatrizagdo, hemorroidas,
inflamacdo de mucosas, dentre outros transtornos inflamatérios e/ou dolorosos
(BRASILEIRO et al., 2008.; MATOS, 2007; OGUNLEYE; IBITOYE, 2003.; LE et al., 2012)

E importante destacar que a literatura relata efeitos biolégicos importantes desta
planta. Estudos realizados com a Ximenia americana demonstraram a¢do anti-inflamatéria
dos extratos aquoso e hidroetandlico das cascas em modelos de inflamacdo aguda e cronica
(OLABISSI et al., 2011; SILVA et al., 2018). Foi demonstrada a¢@o antinociceptiva do extrato
aquoso das cascas (SORO; TRAORE; SAKANDE, 2009) e das fragdes polissacaridicas em
modelo de inflamac¢do mimetizando clinicamente o quadro de pancreatite (SILVA-LEITE et
al., 2018). Além disso, o tratamento oral com o chd, produzido por decoc¢do a partir das
cascas do caule, reduziu parametros inflamatdrios no modelo de gastrite experimental (SILVA
PANTOJA et al., 2018) e em modelos classicos de inflamacdo aguda (MARQUES et al.,
2020).

Apesar do vasto uso popular e dos registros da literatura acerca de suas
potencialidades farmacoldgicas, hd escassez de estudos relacionados a toxicidade dos extratos
e do cha obtidos da casca do caule de X. americana administrados por via oral em ratos. Desta
forma, faz-se necessario estabelecer parametros de seguranca e testes de toxicidade, visto que
sao subsidios importantes para estudos aprofundados do envolvimento desses compostos em

processos bioldgicos diversos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) f€meas, oriundas
do Biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade Estadual do
Ceara (UECE), mantidos em temperatura controlada (26 £+ 2° C) e ciclo claro/escuro de 12/12
h, com 4gua e racdo ad libitum. Os animais foram adaptados ao ambiente de laboratdrio
durante um periodo minimo de uma hora antes dos testes e foram manipulados de acordo com
os Principios Eticos de Experimentacio Animal. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de FEtica para Uso Animal da UECE (CEUA/UECE N°
4153018/2018).

4.2 Obtencao do cha de Ximenia americana

A planta foi coletada no municipio de Custédio (Quixadd — CE) e sua exsicata
encontra-se depositada na FECLESC/Quixad4d e no Herbdrio Prisco Bezerra (UFC) n°® 46794.
O cha das cascas do caule de X. americana foi obtido por decoccdo em dgua

destilada (100 °C/5 min) e liofilizado para a utilizacio nos testes animais.

4.3 Desenho experimental

Esta investigacdo baseou-se nas orientagdes do guia para a condugdo de estudos
ndo clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica necessdrios ao desenvolvimento de
medicamentos da ANVISA e nas recomendacOes presentes nas diretrizes 423 (toxicidade
aguda) da OECD.

Os animais (n=9) foram submetidos a um periodo de jejum de duas horas antes da
administracao oral do chd de X. americana. Apds essa etapa, os animais permaneceram em
jejum por mais duas horas, para evitar alteragdes na absor¢do. Os animais foram divididos em
trés grupos que receberam por via oral (gavagem): salina; cha de X. americana (300 mg/kg);
cha de X. americana (2000 mg/kg). No primeiro dia, os animais foram observados durante as
primeiras quatro horas, e, posteriormente, uma vez ao dia durante quatorze dias consecutivos.

Ao longo dos 14 dias de observacdo foram feitas as seguintes avaliagdes:
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intensidade dos sinais de toxicidade (escala de triagem hipocritica de Malone), mensuragdo
do peso corpoéreo (primeiro, sétimo dia e décimo quarto dia de observagdo), teste de campo
aberto durante 60 minutos (sete e quatorze dias apds a administragao). Além disso, os animais
foram observados individualmente durante 30 minutos diariamente, para 0 monitoramento de
reacoes toxicas e os tempos de inicio e duracdo do periodo de recuperacdo. Todas as
observagdes foram registradas em uma ficha individual padronizada para cada animal.

No décimo quarto dia de avaliacdo, os animais foram eutanasiados para coleta de
sangue e dos Orgdos(cérebro, figado, estdmago, rim e baco) para realizacdo de anélises

hematoldgicas, bioquimicas do plasma e histopatoldgicas.

4.4 Avaliacao da atividade exploratdria

Os animais foram alocados no campo aberto (estrutura transparente, feita de
acrilico, com paredes transparentes € piso preto com 100 x 50 x 90 cm, dividido em nove
quadrantes de iguais dimensdes) para observacao e registro dos parametros durante 5 minutos,
ap6s 1 minuto de ambientacdo. Os parametros observados foram: ndimero de cruzamentos
pelos quadrantes com as quatro patas (“movimentacdo espontdnea”), numero de
comportamentos de autolimpeza (grooming) e numero de elevagdes sobre duas patas sem

apoiar-se nas paredes do assoalho (rearing).

4.5 Avaliacio da toxicidade do Sistema Nervoso

Nas avaliacdes didrias, foram observados sinais de toxicidade que configuram
alteracOes no sistema nervoso autonomo (SNA): diminui¢do da frequéncia respiratoria,
excre¢do fecal, diarréia, sialorreia, diurese, lacrimacdo e cianose; alteracdes no sistema
nervoso central (SNC): autolimpeza, movimentos estereotipados, agitacdo, reacdo de fuga,
catatonia, tremores e convulsdo; e da atividade somatossensorial: padrdes de atividade
locomotora, comportamento de lamber patas, movimento de vibrissas, marcha alterada,
prostracdo, exoftalmia, sedac@o e analgesia.

Os eventos foram mensurados quanto ao tempo de inicio, intensidade, duragdao e

progressdo, e classificados em uma escala, seguindo os escores: 0 (ausente), 1 (raro), 2

(discreto), 3 (moderado) e 4 (intenso) (MALONE; ROBICHAUD, 1962; MALONE, 1977).
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4.6 Avaliacao hematoldgica

No 14° dia, o sangue dos animais foi coletado em capilares sanguineos e
acondicionado em tubos contendo anticoagulante (EDTA) para determinagdo dos
parametros hematolégicos ou em tubos sem anticoagulante e com gel separador, para obter o
plasma sanguineo utilizado na avaliacdo dos pardmetros bioquimicos.

O material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos para as andlises
bioquimicas, que incluiram a quantificacdo de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), creatinina, glicose e uréia por métodos bioquimicos, utilizando Kkits
da Labtest.

Para andlise do leucograma, o material foi corado com May-GrunwaldGiemsa e os
valores quantificados para contagem total de linfocitos (LYM), células médias (mondcitos,
basdfilos e eosindfilos — MID), leucécitos (WBC), granulécitos (GRA) e porcentagem de
granulécitos (GR%), células médias (MID%), e linfécitos (LY%). Também foram
quantificados os eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (MVC), hemoglobina,
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina corpuscular (MCHC), hemoglobina corpuscular
média (MCH) e distribui¢cdo de células vermelhas (RDwc).

Os valores foram determinados 24 horas apds a coleta.A contagem de plaquetas
(PLT), porcentagem de plaquetas (PCT%), volume médio de plaquetas (MPV) e sua
distribuicdo também foram determinados em analisador hematoldgico celular automético

(SDH-3, Labtest).

4.7 Analise histopatologica dos orgaos

No 14° dia, ao final das avaliagdes os 6rgdos (cérebro, figado, estdbmago, rins e
baco) foram removidos, fixados em formol a 10% e mantidos em dlcool a 70%. Em seguida,
foram desidratados em série alcodlica crescente, diafanizados em xilol, impregnados em
parafina fundida a 60 °C, formando blocos a temperatura, ambiente. Segmentos de 5 um de
espessura foram seccionados, utilizando o micrétomo e depois corado em hematoxilina e
eosina (HE) (Adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Os parametros avaliados por
microscopia Optica foram: arquitetura padrao do tecido de cada 6rgdo, presenca de edema,

presenca de células inflamatdrias, necrose e hemorragia.
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4.8 Analise de massa relativa dos 6rgaos e peso corporal

Os animais foram pesados antes da administragao do chd, no sétimo e no décimo
quarto dias para determinar possiveis alteracdes de peso. Apds eutandsia, o cérebro, figado,
estdmago, rins e o baco foram retirados e pesados. O cédlculo da massa relativa dos 6rgdos de
cada animal foi realizado no dia da coleta, dividindo-se o peso de cada 6rgao (g) pelo peso
corporal de cada animal e multiplicando-se o resultado por 100. O resultado foi expresso em

2/100 g de peso vivo (g/100g p.v.).

4.9 Analise estatistica

As diferencas entre os dados obtidos para os grupos (dados ndo paramétricos)
foram avaliadas por meio de teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Os resultados foram
expressos em graficos e tabelas apresentados como média () e erro padrao da média (E.P.M).
O nivel de significancia foi fixado em p<0,05 para todas as andlises. Para realizacdo dos testes

estatisticos foi utilizado o software Prisma versao 5.03 da GraphPad Software.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacio de sinais de toxicidade

5.1.1 Efeito do tratamento com o chd de X. americana na atividade exploratéria

A avaliacdo do teste de campo aberto demonstrou uma tendéncia ao aumento do
comportamento de autolimpeza do grupo que recebeu o cha na dose de 300 mg/kg, entretanto,
ndo houve diferenca estatistica quando comparado ao controle (Figura 18 A). Além disso, o
grupo tratado com a dose de 2000 mg/kg, também mostrou uma leve tendéncia a aumentar o
nimero de elevacdes e travessias, porém, nio significativa quando comparada ao controle

(Figura 18 B e 18 C).

Figura 18. Efeito do tratamento do cha das cascas de X. americana sobre a atividade exploratoria 60
minutos apos administracdo. Ratos foram tratados com o chd (300 e 2000 mg/kg; via oral). 60 minutos
depois,os comportamentos foram observados e registrados (durante 5 minutos): A) nimero de autolimpezas; B)
nimero de elevagdes; C) nimero de travessias. Média + EPM (n = 3).Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn.
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Na avaliacdo realizada no sétimo dia ndo foram observadas alteracdes do
comportamento de autolimpeza entre os grupos tratados (Figura 19 A). Os grupos que
receberam as doses de 300 e 2000 mg/kg, apresentaram tendéncia ao aumento no nimero de
elevagdes quando comparados ao controle (Figura 19 B). J4 no numero de travessias, 0s
tratamentos nas doses de 300 e 2000 mg/kg mostraram aumento significativo comparado ao

controle (Figura 19 C).
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Figura 19. Efeito do tratamento do cha das cascas de X. americana sobre a atividade exploratoria 7 dias
apos administracdo. Ratos foram tratados com o chd (300 e 2000 mg/kg; via oral).7 dias depois, os
comportamentos foram observados e registrados (durante 5 minutos): A) nimero de autolimpezas; B) nimero de
elevacdes; C) nimero de travessias. Média £ EPM (n = 3). Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

A) B) C)
Dia 7 Dia 7 Dia 7
512 v W s00egrg B 2000 meha] 201 [ Convce BN 300mghs B 2000 moio 30'|= Conirol: W M0mghy B 'iwul'trrhgl
44 T - * I
15+ | 1
34 | o 'E
5 10 £ 409
24 g E a——
14 5 I 30

A avaliacdo realizada no décimo quarto dia revelou uma tendéncia a reducao no
comportamento de autolimpeza nas duas doses testadas (Figura 20A). O nimero de elevagdes
também foi reduzido quando comparadas as doses de 300 e 2000 mg/kg ao grupo controle
(Figura 20 B), entretanto, sem alteracdes significativas. O nimero de travessias na dose de
2000 mg/kg apresentou tendéncia ao aumento quando comparado ao grupo controle, sem
significancia (Figura 20 C).

Figura 20. Efeito do tratamento do cha das cascas de X. americana sobre a atividade exploratéria 14 dias
apos administracdo. Ratos foram tratados com o chd (300 e 2000 mg/kg; via oral).14 dias depois, os

comportamentos foram observados e registrados (durante 5 minutos): A) nimero de autolimpezas; B) nimero de
elevacgdes; C) nimero de travessias. Média £ EPM (n = 3). Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.
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5.2 Screening hipocratico de Malone

5.2.1 Efeitos do tratamento com o chd de X. americana no Sistema Nervoso Central

Ap6s a administracdo oral do chd de X. americana, a escala do screening
hipocrdtico de Malone demonstrou discreto aumento em parametros relacionados ao
comportamento de autolimpeza nos primeiros 60 minutos apds administracdo do chd e se
mantiveram constantes por todo o periodo de avaliacdo (14 dias). Entretanto, este achado foi
observado em todos os grupos (controle e tratados), o que ndo configurou uma diferenca

significativa que pudesse ser relacionada ao tratamento com o cha. (Tabela 3).

5.2.2 Efeito do tratamento com o chd de X. americana no Sistema Nervoso Autonomo

A observacio dos parametros relacionados ao SNA evidenciou discreta alteracao
sobre o parametro de excrecdo fecal, sobretudo na dose de 300 mg/kg, comparado ao controle.
Nao foram observadas outras alteracdes relacionadas aos demais parametros, o que sugere que

o chd de X. americana nao tem agao direta sobre o SNA (Tabela 4).

5.2.3 Efeito do tratamento com o chd de X. americana no Sistema Somatossensorial

As pontuagdes obtidas na avaliacdo evidenciam algumas alteracdes relacionadas
ao comportamento de lamber patas e movimentacdo de vibrissas, quando comparados ao
grupo controle. Tais sinais foram observados nos primeiros 60 minutos ap6s a administracdao
do chd e permaneceram até o final da avaliacdo. Entretanto, ndo foram observadas sedacao,

analgesia ou alteracOes de marcha nos animais tratados com o chd de X. americana (Tabela

5).



Tabela 3. Efeitos do cha de X. americana no SNC
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Parametros Grupo Tempo (min) Tempo (dias)
(n=3) 120 | 180 | 240 789 10 ] | 12 13| 14
Autolimpeza Controle 2 2 2 112]2 2 2 0 2 1
300 2 1 1 1]12(1 0 2 2 1 1
2000 2 2 1 21111 1 1 0 0 1
Estereotipacio Controle 0 0 0 0j0]0] O 0 0 0 0
300 0 0 0 0j]o0J0] O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0J]0[0[ O 0 0 0 0
Agitacdo Controle 0 0 0 0j]O0J0O] O 0 0 0 0
300 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0j]0J0O] O 0 0 0 0
Reacio (fuga) Controle 0 0 0 0J]0[0[ O 0 0 0 0
300 0 0 0 0j]ojo0] O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0J]0[0[ O 0 0 0 0
Catatonia Controle 0 0 0 0j]O0J0O] O 0 0 0 0
300 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0j]olo0] O 0 0 0 0
Tremores finos | Controle 0 0 0 O[O0 O 0 0 0 0
300 0 0 0 0j]oO0J0] O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0
Piloerecdo Controle 0 0 0 0j]olo0] O 0 0 0 0
300 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0j]olo0] O 0 0 0 0
Convulsoes Controle 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0
300 0 0 0 0jojo] O 0 0 0 0
2000 0 0 0 0jJ0[0| O 0 0 0 0

Pontuagdo: O (ausente), 1 (raro), 2 (discreto), 3 (moderado) e 4 (intenso). Dados representam o escore
mediano de cada grupo.




Tabela 4. Efeito do cha de X. americana no Sistema Nervoso Autonomo

Parametros | Grupo Tempo (horas) Tempo (dias)

(n=3) 60 120 180 240 1 (234|567 (8]9 10 11 12

1Freq. Controle [ 0O 0 0 0 ojofofofofofojoy] o 0 0 0
Respiratéria

300 oy of o fofofojOojOjOjJO]JO] O] O] O] O

2000  of of 0O O ((OfOfOjJOjJO]JOJOJO]L O] O O] O

| Freq. Contole | 0| O | o | o [ololo[o[o[o[o[o[ o] o o] o
Respiratéria

300 ( O) O O ) O JOJO]JOfJOfOfOfOjJO}] O} O] O] O

200 (0 0| 0] O J]0jJO)JO)JOJOJOfOfOf O] OFf O] O

Excre¢do Controle 0 0 0 0 olofofofjofofofo 0 0 0 0
Fecal

3$€0 (0O} O O O 2|11 f1fOfOfO]O] O O] O O

200  of of 0o O ff1fOofojoj1rjo0jo0yjo0p 0jo0f 0} O

Diarréia Controle [ 0 0 0 0 ojofofofofofojo] o 0 0 0

3$€0 (0O} 0O O] O JOJO]JOfJOfOfOfOjJO}] O} O] O] O

200 [ O 0| O] O J]O0OjJO)JOJOJOJOfOfOf O] OFf O] O

Diurese Controle [ 0 0 0 0 orofofofofofojoy] o 0 0 0

3$€0 (O} O O} O JO)JOjJOfOfOfOfO]jO] O O] O O

2000 | of of O O ((OfOfOjJOjJO]JO]JOJO]L O] O O] O

Sialorreia Controle | 0 0 0 0 ojofofofofofojo] o 0 0 0

38€0 (O} 0O O ) O J]OJO]JOfJOfOfOfOjJO}] O} O] O] O

200 (O 0| O] O J]0O0OjJO)JOJOJOJOfOfOf O] OFf O] O

Lacrimacdo Controle 0 0 0 0 0j]ofolojoflojoyto 0 0 0 0

3$€0 (O} O O] O JO)JOjJOfOfOfOfO]jO] O O] O O

2000 | 0of of O O ((OfOfOjJOjJO]JO]JOJO]L O] O O] O

Cianose Controle | 0 0 0 0 ofojofojofojojof o 0 0 0

38€0 [ O) O O ) O J]OJO]JOfJOfOfOfOjJO}] O} O] O] O

2000 (O 0| O] O J]0OjJO)JOJOJOJOfOfOf O] O] O] O

Pontuagdo: 0 (ausente), 1 (raro), 2 (discreto), 3 (moderado) e 4 (intenso). Dados representam o escore
mediano de cada grupo.



Tabela 5. Efeito do cha de X. americana no sistema somatossensorial
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Parametros | Grupo Tempo (horas) Tempo (dias)
(n=3) 60 120 180 240 7 8|9 (100 11 12 13 14
Lamber Controle 0 0 0 0 0O[0J0O0])0] O 0 1 0
patas 300 T [ 0] 00 ololt]|1]1]2]2] 2
2000 0 0 0 0 1{0]1]0]0] 1 0 1 0
Elevacao Controle 0 0 0 0 ojofojofo]ofoO 0
de cauda 300 0ol o] oo 0oloJloJoloJo o] 0
2000 0 0 0 0 O[O0l O0]O0] O 0 0 0
Movimento | Controle 2 2 2 2 3 1213(3] 2 2 3 2
de vibrissas
300 2 2 2 2 2 (212132 2 2 3
2000 2 2 3 2 31212131 2 3 3 3
Alteragdo Controle 0 0 0 0 0]J]0[0fO0O] O] 0] O 0
de marcha 300 0 0 0 0 0Of0J0O0])O0] O 0 0 0
2000 0 0 0 0 O[O0l O0]0] O 0 0 0
Prostracdo Controle 0 0 0 0 ofojofof o] ofo 0
300 0 0 0 0 O[O0l O0]0] O 0 0 0
2000 0 0 0 0 Of0J0])0] O 0 0 0
Exoftalmia | Controle 0 0 0 0 oOofo0|JO|JO] O] O] O 0
300 0 0 0 0 oOfO0J0O0])0O] O 0 0 0
2000 0 0 0 0 O[O0l O0O]O0] O 0 0 0
Sedac@o Controle 0 0 0 0 ofojojojojojo 0
300 0 0 0 0 O[O0l O0O]O0] O 0 0 0
2000 0 0 0 0 oOfO0J0O0])0O] O 0 0 0
Analgesia | Controle 0 0 0 0 ojofojofoj]ofo 0
300 0 0 0 0 oOf0J0])0] O 0 0 0
2000 0 0 0 0 O[0lO0]0] O 0 0 0

Pontuacgdo: 0 (ausente), 1 (raro), 2 (discreto), 3 (moderado) e 4 (intenso). Dados representam o escore mediano
de cada grupo.
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5.3 Analise hematolégica

As avaliagdes dos padrdes sanguineos, realizadas apdés o décimo quarto dia da
administracdo do cha de X. americana nos animais, revelaram aumento significativo do
ndmero total de leucdcitos (controle: 4,38 + 1,22; 300 mg/kg: 9,20 + 1,83; 2000 mg/kg:
20,55 + 9,53) e de linfécitos (controle: 3,59 + 1,06; 300 mg/kg: 8,31 + 1,63; 2000 mg/kg:

11,06 £ 3,38). Outros parametros ndo foram alterados pelo tratamento (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito do cha de X. americana sobre parametros hematolégicos

Hemograma Controle Cha de X. Cha de X.
americana americana
(300 mg/kg) (2000 mg/kg)
Hemicias (10° /mm?) 5,37 £ 0,65 8,26 0,11 6,59 + 1,41
Hemoglobina (g/dL) 9,36 + 1,58 13,67 £0,17 13,43 +£0,33
Hematdcrito (%) 36,34 + 4,15 53,40 + 1,64 4291 + 842
Volume Corpuscular Médio (p) 68,0 = 1,00 64,67 + 1,20 65,67 +1,76
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 1,76 £ 1,35 16,57 £ 0,42 23,33 + 6,98
Concentracao de Hemoglobina Corpuscular (g/dl) 25,50 £ 1,90 25,70 £ 1,01 35,03 £9,48
Distribuicao de Células Vermelhas (%) 13,57 £ 0,58 13,33+ 0,26 15,93 + 1,38
Leucograma
Total de leucécitos 4,38 +1,22 9,20 + 1,83* 20,55 +£9,53%*
Total de linfécitos 3,59 + 1,06 8,31 £1,63* 11,06 + 3,38*
Contagem Total (Mondcitos, baséfilos e 2,23 +1,63 2,96 +0,58 4,20 + 2,08
eosinofilos).
Total de Granulécitos (mg/dL) 0,68 +0,21 0,59 +0,11 8,91 +£ 6,28
Linfécitos (%) 2,23 +1,63 2,96 + 0,58 4,20 + 2,08
Células Médias (%) 0,10 0,08 0,29 + 0,09 0,58 £ 0,27
Granuldcitos (%) 15,73 £ 2,60 6,50 + 0,56 33,40+ 10,74
Plaquetograma
Contagem total de plaquetas 511,7 +161,3 871,3 + 146,39 580,3 + 90,64
Plaquetas (%) 0,26 + 0,08 0,50 + 0,02 0,31 +0,04
Volume Médio de Plaquetas (L) 5,33 £0,29 5,76 = 0,08 5,40+ 0,10
Distribuicao de Plaquetas (%) 27,17 0,77 28,87 + 0,50 27,43 + 0,46

Média £ EPM (n= 3). *p<0.05 vs. controle(salina).Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Células Médias:
Mondcitos, basoéfilos e eosinéfilos.

Quatorze dias apds a administracdo do chd de X. americana, os parametros
bioquimicos plasmaticos dos animais ndo mostraram diferengas significativas quanto as

concentragdes de glicose, AST, ALT, creatinina e uréia, o que significa que o tratamento nao
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alterou das func¢des hepaticas e renais (Figura 21).

Figura 21. Efeito do tratamento do cha das cascas de X. americana sobre parametros bioquimicos
plasmaticos 14 dias ap6s administracao. Ratos foram tratados com o cha (300 e 2000 mg/kg; via oral).14 dias
depois, o sangue foi coletado para a quantificacio dos parimetros bioquimicos. * ALT: Alanina
aminotransferase; AST: Aspartatoaminotransferase. Média £ EPM (n=3). One-way ANOVA, teste de Bonferroni.
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5.4 Efeito do tratamento com o cha de X. americana sobre o peso corporal e massa relativa
dos 6rgaos.

Os animais tratados com o cha nas doses de 300 e 2000 mg/kg apresentaram
discreta alteracdo do peso com tendéncia ao aumento, porém sem significincia estatistica

quando comparados ao grupo controle (Figura 22).

Figura 22. Massa corporal dos animais tratados com o cha de X. americana. Os animais foram pesados antes
da administracio do chd e ap6s o sétimo e décimo quarto dias. Média + EPM (n= 3). Teste de Kruskal- Wallis e
pos-teste de Dunn.
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A andlise de massa relativa dos 6rgdos revelou que a administracdo do cha de X.

americana na dose de 2000 mg/kg ocasionou aumento significativo da massa relativa dos

rins (3,05 £ 1,77 vs. salina: 1,26 + 0,15 g/100g p.v.) (Tabela 7).

Tabela 7 — Massa relativa dos 6rgiaos dos animais tratados com o cha de X. americana

GRUPO Cérebro Figado Estomago Rim Baco
Controle 1,96 + 0,04 6,76 0,34 2,84 0,20 1,26+0,15 0,50+0,02
300mg/kg 2,02 £0,03 6,17+ 0,46 2,16+0,29 1,4540,12 0,56+0,01
2000mg/kg 2,0+0,10 4,45+1,45 3,09+0,84 3,05+1,77 0,59+0,05

Média + EPM (n= 3). Analise estatistica realizada por teste de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn. *p<0.05

vs. salina.
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5.5 Analise histopatologica dos 6rgaos

5.5.1 Estomago

O estdmago dos animais de todos os grupos apresentaram cérdia com epitélio de
revestimento ceratinizado e fundo com glandulas mucosas e células principais e parietais
dispostas na regido fundica. Um discreto adegalcamento do epitélio queratinizado foi
observado nos grupos tratados com o chd nas doses de 300 e 2000 mg/kg. Nao foram
observados vasos ectdsicos, hemorragia ou células inflamatérias no tecido conjuntivo
submucoso. Ocasionalmente, eosindfilos subepiteliais podiam ser observados, mas em todos
os grupos (Figura 23/Tabela 8).

Figura 23. Analise histopatoldgica do estomago. No 14° dia das avaliacdes, o estdbmago dos animais foi

coletado e processado em bloco histolégicos. Segmentos de 5 um foram seccionado e corados (H & E) para
analises microscdpicas de: arquitetura do tecido, edema, infiltrado celular, necrose e hemorragia.
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Tabela 8. Escores da analise de histopatolégica do estémago
Glandulas mucosas/ cels
Grupo Epitélio de revestimento principais e parietais na regifo Presenca de vasos Presenca de focos
ceratinizado (cardia) fundica ectasicos / hemorragia inflamatdrios
Salina 1 + + - -
Salina 2 + + - -
Salina 3 + + - -
Cha 300 mg/kg + + - -
Cha 300 mg/kg + + - -
Cha 300 mg/kg + + - -
Ch4 2000 mg/kg + + - -
Ch4 2000 mg/kg + + - -
Ch4 2000 mg/kg + + - -
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As amostras de baco de todos animais apresentaram foliculos bem formados e

preservados, polpas brancas hiperplasicas e organizadas, bem como congestao da polpa

vermelha e hemorragia. Nao foram observados megacaridcitos e apenas um animal do grupo

tratado com 300mg/kg apresentou ocasionais pigmentos de hemossiderina (Figura 24/Tabela

9).

Figura 24. Analise histopatologica do baco. No 14° dia das avaliacGes, o bago dos animais foi coletado e
processado em bloco histolégicos. Segmentos de 5 pum foram seccionado e corados (H & E) para andlises
microscépicas de: arquitetura do tecido, edema, infiltrado celular, necrose e hemorragia.

Controle

300 mg/kg

2000 mag/kg

Tabela 9. Escores da analise de histopatolégica do bago

Foliculos bem Congestao da Pigmentos de
formados e Hiperplasia da polpa Presenca de hemossiderina e/ou
Grupo preservados polpa branca vermelha megacariécitos Hemorragia lipofuscina
Salina 1 + + + - + -
Salina 2 + + + - + -
Salina 3 + + + - + -
Cha 300 mg/kg + + + - + -
Cha 300 mg/kg + + + - + -
Cha 300 mg/kg + + + - + +
Cha 2000 mg/kg + + + - + -
Cha 2000 mg/kg + + + - + -
Cha 2000 mg/kg + + + - + -
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5.5.3 Figado

As amostras de figado foram constituidas por corddes de hepatdcitos exibindo
congestdo portal e da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer e discreta
hemorragia sinusoidal. Nenhum animal apresentou tumefacdo celular de hepatdcito,
degeneracgdo hidropica, foco inflamatdrio, esteatose micro/macrovesicular ou necrose focal de

hepatdcito (Figura 25/Tabela 10).

Figura 25. Anélise histopatologica do figado. No 14° dia das avalia¢des, o figado dos animais foi coletado e
processado em bloco histolégicos. Segmentos de 5 um foram seccionado e corados (H & E) para andlises
microscépicas de: arquitetura do tecido, edema, infiltrado celular, necrose e hemorragia.

Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg

5

Figado

Tabela 10. Escores da analise de histopatologica do figado

Congestao Tumefacio Degeneracéo Hiperplasia Hemorragia Foco Esteatose Necrose

Grupo portal e veia celular de hidrépica das céls de sinuisoidal inflamatdrio microvesicular/ focal de
centrolobular hepatécito Kupffer macrovesicular hepatdcito

Salina 1 + - - + + - - -
Salina 2 + - - + + - - -
Salina 3 + - - + + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + + - - -
Cha 2000 + - - + + - - -
mg/kg
Cha 2000 + - - + + - - -
mg/kg
Cha 2000 + - - + + - - -

mg/kg
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5.54 Rim

As amostras de tecido renal foram compostas por cortex e medula renais com
distribuicdo normal das estruturas glomerulares e tubulares, com auséncia de necrose,
glomerulopatias e glomerulonefrites. Um animal do grupo tratado com a dose de 2000 mg/kg
apresentou reducdo do espaco da cdpsula de Bowman. Discreta hemorragia sinusoidal pode

ser descrita em todos os grupos (Figura 26/Tabela 11).

Figura 26. Analise histopatologica do rim. No 14° dia das avalia¢des, o rim dos animais foi coletado e
processado em bloco histolégicos. Segmentos de 5 pm foram seccionado e corados (H & E) para andlises
microscépicas de: arquitetura do tecido, edema, infiltrado celular, necrose e hemorragia.

Controle 300 mg/kg 2000 mgl/kg
=D h)"s iy - il B - . A ..'7 I ﬂ
e T E S v P N8 ) 4 <
1" Sy B : - o . G 3 ! ::"' o o
ez o s g - 9 ive fs
- p " E ' v
e \ ’
¢ 5 o : il B
b L".l . v , -|. by | 1
x j : ¢
A ' : # b' ) I f
-, ® = - A - ; d -
- - - ",\ . { :r ~ \
‘ X _' i 3 > .<-.' B s " ] e f
A b *u 100 um e O 3 ¥ J 100 pm
Tabela 11. Escores da analise de histopatolégica do rim
Preservacio da Hemorragia
estrutura Tumefacao celular  Vacuolizacdo do tubular e Necrose Cilindro- Células
Grupo glomerular do epitélio tubular epitélio tubular intersticial nefrotéxica hialino inflamatorias
Salina 1 + - - + - - _
Salina 2 + - - + - + -
Salina 3 + - - + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + - - -
Cha 300 mg/kg + - - + - - -
Ch4 2000 mg/kg - - - + - - -
Chd 2000 mg/kg + - - + - - -

Ché 2000 mg/kg + - - + ; ] .
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5.5.5 Cérebro

As amostras de cérebro apresentaram substincia branca e substincia cinzenta
preservadas, sem alteracdes em nimero e dimensdes dos corpos celulares neuronais ou dos
prolongamentos axonais. Sinais de inflamacdo, edema, hemorragia ou necrose tecidual foram

ausentes em todas as amostras (Figura 27/Tabela 12).

Figura 27. Analise histopatolégica do cérebro. No 14° dia das avaliagdes, o cérebro dos animais foi coletado e
processado em bloco histoldgicos. Segmentos de 5 pm foram seccionado e corados (H & E) para andlises
microscopicas de: arquitetura do tecido, edema, infiltrado celular, necrose e hemorragia.

Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg
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Tabela 12. Escores da analise de histopatologica do cérebro
Substancia branca Substéncia cinzenta

Grupo preservada preservada Corpos celulares Inflamacio Outros
Salina 1 + + + - -
Salina 2 + + + - -
Salina 3 + + + - -
Cha 300 mg/kg + + + - -
Ch4 300 mg/kg + + + - -
Cha 300 mg/kg + + + - -
Ché 2000 mg/kg + + + - -
Ché 2000 mg/kg + + + - -
Ché 2000 mg/kg + + + - -
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6 DISCUSSAO

Estudos de toxicidade aguda t€m como objetivo principal avaliar o uso terapéutico
seguro de substancias, incluindo as naturais como as plantas medicinais, através da
identificacdo de efeitos colaterais e seus niveis de exposi¢do a um determinado organismo
(IBRAHIM et al., 2016). Este trabalho avaliou os efeitos decorrentes do tratamento oral, em
dose tnica, com o cha de Ximenia americana em ratas, planta vastamente utilizada pela
populacdo do sertdo central do Nordeste brasileiro para tratamento em diversos processos
inflamatorios.

O teste do campo aberto é uma das formas mais utilizadas para a avaliacdo do
comportamento e das funcbes motoras em modelos animais. Podem-se observar
comportamentos excitatérios ou inibitérios das fungdes vitais dos animais, como, por
exemplo, na locomogdo, configurando situagdes de estresse elevado (PRUT; BELZUNG,
2003). Com o objetivo de investigar as alteracOes de toxicidade a nivel cerebral, avaliando as
fun¢des comportamentais, sensoriais € motoras apds administracdo do chd de X. americana,
foram combinados os testes de campo aberto e avaliacdes do screening hipocratico de Malone
(MALONE; ROBICHAUD, 1962; MALONE, 1977).

Nossos resultados nao evidenciaram efeitos de sedacdo ou de analgesia em
nenhum dos tempos avaliados apds o tratamento com o chd, descartando sinais de toxicidade
no sistema nervoso central. Comportamentos exploratdrios diminuidos (elevacdes da cauda e
nimero de cruzamentos) podem ser relacionados a a¢des sobre o SNC, sugerindo sua inibi¢ao
e conseqiiente efeito sedativo sobre os animais (PRUT; BELZUNG, 2003). De forma
contrdaria, foram observados aumento na atividade somatomotora (lamber patas e
movimentacdo de vibrissas) durante todo o periodo de avaliagdo, evento ja relatado para
outros extratos de planta (SALEEMA et al., 2017)

O ensaio de toxicidade sistémica € um importante indicador de alteragcdes
patoldgicas e sintomas clinicos em 6rgaos vitais. Mudangas estruturais e no peso dos 0rgaos
refletem toxicidade por diversos fatores, incluindo alteracdes no funcionamento de enzimas,
lesdes e outros distirbios fisiol6gicos. Estas avaliacdes possibilitam o conhecimento do
estado geral de saide dos animais (MICHAEL et al., 2007; SUBRAMANION et al., 2011).
Os resultados relativos a este parametro mostraram que ndo houve alteracao significativa do
peso corpéreo e da massa relativa dos 6rgdos, sugerindo que o tratamento com o chd de X.
americana ndo causa toxicidade sist€émica. Além disso, ndo foram observadas alteracdes

macroscépicas nos 6rgaos.
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Outro aspecto relevante no acompanhamento das funcgdes fisiolégicas é a
avaliagdo hematoldgica, fornecendo referéncias principalmente do funcionamento do sistema
imunolégico e revelando patologias em humanos e animais (BURTIS et al., 2012). Entretanto,
o uso de plantas medicinais com potencial téxico pode alterar esses valores, influenciando na
saide destes organismos (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007). A administracdo do cha de X.
americana niao provocou alteracdes nos pardmetros hematoldgicos gerais (concentragdo de
hemoglobina, hemadcias, plaquetas), o que reflete auséncia de efeitos adversos no sistema
hematopoiético.

Entretanto, os grupos dos animais tratados com o chd nas doses de 300 e 2000
mg/kg tiveram um aumento significativo no ndmero total de leucdcitos e linfocitos. Os
neutréfilos sdo as células centrais da imunidade inata, capazes de desenvolver diversas
estratégias (fagocitose, producdo e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e de espécies
reativas de oxigénio) de defesa contrapatégenos (CHATFIELD; THIEBLEMON; WITKO-
SARSAT, 2018). Os linfocitos também medeiam a resposta imune, mas principalmente
através da producdo de anticorpos (PEARCE et al., 2013). O aumento destas células pode
sugerir um efeito imunoestimulador sistémico decorrente do tratamento com a planta, fato que
ja foi demonstrado em prévios estudos de toxicidade com extratos de plantas (UGWAH-
OGUEJIOFOR et al., 2019; SALEEMA et al., 2017; ADEDAPO et al., 2004),

inclusive para extratos polissacaridicos (PEREIRA et al., 2012 b), assemelhando-
se ao cha utilizado neste estudo, composto majoritariamente de polissacarideos (MARQUES
et al., 2020).

O uso de substancias a longo prazo pode resultar em hepatotoxicidade, mensurado
pelas alteracdesdos niveis das enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
(OZER et al., 2008), além do comprometimento da fungdo renal, proporcionado pelo aumento
dos niveis de creatinina sérica e uréia (TRAVLOS et al., 1996). Nossos resultados referentes a
andlise bioquimica do plasma sanguineo, apés quatorze dias da administracdo, ndo revelaram
diferengas significativas nas concentracdes de glicose, ALT, AST, creatinina e ureia,
mostrando que o ché de X. americana ndo alterou as fungdes hepaticas e renais dos animais.

A avaliacdo histopatoldgica dos 6rgios € uma ferramenta vastamente utilizada em
ensaios de toxicidade porque pode fornecer evidéncias que comprovam e complementam os
resultados obtidos nas andlises hematoldgicas e bioquimicas.Neste estudo, as andlises
microscopicas dos 6rgdos examinados ndo mostraram bruscas alteragdes morfoldgicas, sinais
de necrose ou focos inflamatérios, quando comparados ao grupo controle, podendo-se

sugerir que o chd ndo causou efeito toxico. Entretanto, na andlise do figado, os animais
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apresentaram sinais de congestdo portal, alertando para um possivel efeito hepatotéxico. A
literatura relata que este efeito pode estar relacionado aos hormonios, visto haver diferencas
no desenvolvimento de lesdes hepdticas entre ratos machos e fémeas (MILLER, 2001;

DONGMO et al., 2019).
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o chd das cascas do caule de
Ximenia americana é relativamente seguro quando administrado por via oral em ratos, visto
que, nas doses testadas (300 e 2000 mg/kg) ndo causou letalidade, alteracdes significativas
nos parametros hematoldgicos, bioquimicos, morfoldgicos e histopatolégicos, e ndo alterou o
peso corporal ou dos 6rgdos avaliados (cérebro, figado, estbmago, rins e bago). Além disso,
este tratamento ndo alterou parametros motores e comportamentais dos animais.

Em suma, este estudo pode contribuir para a padronizacdo segura do uso do chd
das cascas de X. americana em processos inflamatorios e dolorosos, visto sua vasta utilizacao

popular.
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