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RESUMO

Platonia insignis (Mart), familia Clusiaceae, popularmente conhecida como bacuri, é
espécie nativa do Brasil. O Oleo extraido das sementes é utilizado pela populacdo
como cicatrizante e anti-inflamatoério e na producéo de sabao. Este trabalho avaliou o
efeito cicatrizante, anti-inflamatoério e analgésico do extrato hidroetandlico das folhas
de P. insignis Mart (EHPI). Nos ensaios de cicatrizacdo foram utilizados 10
camundongos Swiss fémeas (n=5/grupo) com 2-3 meses, e peso médio de 25 + 2 g,
animais tratados com EHPI (5mg/Kg), via oral, durante 14 dias, foram comparados ao
grupo controle que recebeu agua. A acdo anti-nociceptiva foi avaliada por Tail flick em
15 camundongos Swiss fémeas, distribuidos em trés grupos: Controle: recebeu PBS
via oral; Bacuri: recebeu EHPI (5mg/Kg) via oral, e Morfina: recebeu a droga via
intraperitoneal. (10mg/Kg). O efeito anti-inflamatorio foi avaliado pela inducédo de
edema de pata por BCG e desafio com PPD. O EHPI nédo afetou o processo de
cicatrizacdo, mas apresentou atividade anti-nociceptiva semelhante a morfina nos
intervalos de 60 e 120 minutos, sugerindo uma acao analgésica central. O Tratamento
com EHPI também estimulou o recrutamento celular no sangue, baco e peritdnio. Na
inflamacé&o induzida por BCG, o EHPI inibiu a resposta inflamatéria de fase cronica,
apos o desafio com o PPD, e adicionalmente houve aumento no recrutamento celular
no linfonodo popliteo e no peritdnio, estimulou a ativacédo de neutréfilos sanguineos e
a migracdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ no peritbnio. Em conjunto os resultados
mostram que o extrato hidroetanolico das folhas de P. insignis possui importante acao
analgésica e o efeito anti-inflamatério observado na fase crbnica, sugere acéo

imunomoduladora, apesar da baixa atividade cicatrizante.

Palavras chave: Bacuri, inflamagao, nocicepg¢ao, BCG, imunomodulagéo



ABSTRACT

Platonia insignis Mart. (Clusiaceae), commonly known as bacuri, is Brazilian native
species. The oil extracted from the seeds is popularly used as healing and anti-
inflammatory. We aimed to investigate the healing, anti-inflammatory, and analgesic
effect of hydroalcoholic extract of the leaves of P. insignis (EHPI). To evaluate healing
10 Swiss female mice (n = 5/group) with 2-3 months, and an average weight of 25 + 2
g, were treated with EHPI (5 mg/Kg), orally, during 14 days, and compared to a control
group that received water. The anti-nociceptive effect was evaluated by Tail flick in 15
female Swiss mice, distributed in three group: control: received PBS; Bacuri: received
EHPI (5 mg/Kg) oral, and morphine: received the drug via ip. (10 mg/Kg). The anti-
inflammatory effect was assessed by induction of paw edema by BCG followed by PPD
challenge. The EHPI didn't affect the healing process, but presented an anti-
nociceptive activity similar to morphine, mainly after 60 and 120 minutes. Treatment
with EHPI also stimulated cell recruitment in the blood, spleen, and peritoneum. In
BCG-induced inflammation, the EHPI inhibited the inflammatory response at the
chronic phase, after the challenge with the PPD, and simultaneously increased the cell
recruitment in popliteal lymph node and peritoneum, stimulated the blood neutrophil
activation and the migration of TCD4 + and TCD8 + lymphocytes to the peritoneum.
Together the results show that the hydroalcoholic extract of the leaves of p. insignis
has significant analgesic and anti-inflammatory effect in the chronic phase possibly

due to an immunomodulatory effect, despite the low healing activity.

Keywords: Bacuri, anti-inflammatory, anti-nociceptive, BCG, immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no processo de cicatrizagéo

O processo de Cicatrizacdo pode ser observado em lesfes teciduais
traumaticas ou necréticas, onde ocorre a substituicdo por um tecido conjuntivo
vascularizado. Esse processo tem como finalidade a homeostasia do tecido
lesionado. (PANOBIANCO et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2012).

De acordo com Diccini (2009), 30% da populacdo adulta apresentara
lesdo cutanea aguda e precisard utilizar algum tratamento para reduzir ou sanar
com a &rea lesionada. Conhecer este mecanismo facilita a producao de farmacos
para intervir em fatores que possam interferir na cicatrizacdo, sendo possivel a
promocao da homeostase e bem-estar do individuo que apresenta lesées.

A sequéncia de eventos que ocorrerdo depende da profundidade da
lesdo, em feridas superficiais, onde a area lesada foi somente a epiderme, a
cicatrizacdo ocorrera apenas com a reepitelizacdo. Em feridas parciais e feridas
de espessura total, onde areas como a derme ou toda a camada cutanea séo
prejudicadas, necessitam de um processo mais complexo para restaurar a area
lesionada (IRION, 2005).

Para melhor compreensao os mecanismos envolvidos no processo de
cicatrizacdo foram tradicionalmente divido em trés fases, denominadas de
inflamacéo, proliferacdo e remodelamento (BROUGHTON et al., 2006). Essas
fases ndo ocorrem isoladamente, trata-se de uma sequéncia de eventos
celulares, teciduais e bioquimicos organizados para reestabelecer o tecido ap6s

a injaria.

1.1.1 Fase Inflamatoria

A atividade plaquetéaria e a cascata de coagulacéo sao responsaveis em
promover uma vasoconstricdo imediata na area da lesdo, pois as plaquetas,
hemécias e a fibrina, presentes na circulagdo formam os coégulos, constituirdo

0 primeiro tampao, pois funcionam como uma barreira impermeabilizante
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(BLANES, 2004). Essa fase € caracterizada pelos sinais classicos da infamacéo
como dor, calor, rubor e edema, e, em geral, ocorre entre 24 e 72 horas.

O aumento na producao de mediadores quimicos, resultantes da intensa
atividade plaquetaria e da migragédo de mastocitos resulta em vasodilatacéo e na
quimiotaxia de neutréfilos e macrofagos, células que atuardo na remocao de
células mortas e na producdo de mediadores responsaveis pela remodelacao
dos tecidos (BRANDAO; SANTOS, 2006; GEOVANINI; OLIVEIRA JUNIOR;
PALERMO, 2007; SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

As plaquetas presentes no local produzem o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), com potente acdo quimiotaxica sobre
macrofagos, neutroéfilos e fibroblastos. Além disso, 0 aumento na producdo de
TGF-B pelas plaguetas, também tera efeito quimiotaxico para neutrofilos,
macréfagos e fibroblastos, além de atuar na angiogénese, durante a fase de
remodelamento. (WERNER, GROSE, 2003).

Os neutrdfilos chegam ao local da lesé@o/inflamacéo devido ao aumento
na liberacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que também
exercera atividade quimiotéxica sobre macréfagos, neutrofilos e fibroblastos. Os
neutrofilos, por serem produtores de proteases e espécies reativas de oxigénio
(EROs), estdo envolvidos na formacdo dos novos tecidos, e ainda, por
produzirem fatores de crescimento e citocinas, vao auxiliar na recuperacao da
area lesionada (MOLLINEDO et al., 1999).

As proteinas inflamatoérias de macréfagos (MIPs) sdo quimiocinas que
atuam no reparo tecidual durante os sete primeiros dias, recrutando macrofagos,
(GILLITZER et al., 2001). Em estudos com camundongos realizados por Di Pietro
et al., (1998) observou-se que a perda de MIP-1, reduz a angiogénese, devido a
reducdo na migracao de macréfagos a area afetada.

Outras citocinas inflamatérias sdo produzidas por macréfagos e
mondcitos ativados apos o trauma tais como: interleucina 1(IL-1), interleucina 6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Essas citocinas estédo
associadas aos principais sintomas decorrentes das lesdes e/ou traumas. Na
resposta aguda o aumento de TNF-a ativa células endoteliais a expressarem
moléculas de adeséo, aumentando assim o recrutamento de leucécitos na area
da lesdo. (SOMMER C; WHITE F, 2010).
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Aproximadamente, entre seis a sete dias apos a lesédo, a quantidade de
linfécitos que aparece na ferida é reduzida e embora o papel dos linfécitos na
cicatrizacdo ndo esteja bem definido, sdo as citocinas produzidas por estas
células que vao ativar macréfagos e contribuir para remodelagéo tissular e
subsequente fechamento da lesdo. Adicionalmente, como estimulam
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, podem afetar os estagios iniciais
da cicatrizacdo (NETO, 2003; OLIVEIRA et al., 2015).

1.1.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa é caracterizada pela reparacao do tecido conjuntivo,
onde ocorre a formacédo do tecido de granulagéo, com proliferacdo endotelial e
de fibroblastos. O tecido de granulacdo € composto por um leito capilar,
fibroblasto, macréfagos, arranjo frouxo de colageno, fibronectina e acido
hialurénico. Essa fase tem inicio no 3° dia apés a leséo, perdurando por duas a
trés semanas. Divide-se em trés eventos importantes posteriores a fase
inflamatéria: angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo (SARANDY, 2007).

Na angiogénese ocorre a formacao de novos vasos sanguineos devido
ao aumento no suprimento sanguineo de fibroblastos, células responsaveis pela
sintese de colageno. Mediadores quimicos (TNF-a, TGF-B, VEGF, FGF, PDGF)
derivados de plaquetas, macréfagos e células endoteliais danificadas, regulam
0s eventos da angiogénese. O aumento na producdo de bradicinina e de
prostaglandinas produzidas por macrofagos ativados, estimula a migracdo e a
mitose de células endoteliais (SCHUGART et al., 2008; RAJA et al., 2007).

A angiogénese € responsavel pela nutricdo dos tecidos e aumento do
aporte de células como macréfagos e fibroblastos. Assim, ambiente metabdlico
da lesdo pode influenciar a formacédo dos vasos, pois em estado isquémico,
guando ocorre aumento de lactato, com diminuicdo do pH e do oxigénio, ocorre
também inibicdo da angiogénese. (WERNER; GROSE, 2003).
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A angiogénese e a fibroplasia, vdo compor o tecido de granulacdo
responsavel por cobrir a area lesionada (ROBSON et al., 2001).

A atracdo de fibroblastos provem de produtos derivados de plaguetas:
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento insulin-
like (IGF-1) e fator de crescimento epitelial. Macrofagos e fibroblastos liberam
inumeros fatores de crescimento e citocinas que contribuem para a migracao de
fibroblastos: fator de crescimento fibroblastico (FGF), IGF-1, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), IL-1, IL-2, IL-8, PDGF, fator de crescimento
transformador-a e B (TGF-a, TGF-B) e TNF-a. Dentre todas essas substancias,
considera-se que PDGF possui maior poténcia como fator quimiotaxico e
mitogénico para fibroblastos (WERNER; GROSE, 2003; EMING et al., 2007;
SCHUGART et al., 2008).

Alguns fibroblastos residentes na ferida, adquirem caracteristicas
funcionais, estruturais e quimicas diferenciadas, passando a se chamarem
miofibroblastos. Os miofibroblastos séo ricos em actina e miosina, proteinas
responsaveis pela contragdo muscular, reduzindo a area de sangramento e
facilitando o processo de epitelizacdo (BALBINO et al.,, 2005; CAVENAGHI,
2004).

A epitelizacéo se inicia ja nas primeiras 24 e 36 horas, pois a producdo
de fatores de crescimento epidérmico, estimula a proliferacdo de células
epiteliais. Essa restauracdo inicia precocemente no processo de cicatrizacao,
porém nédo € perceptivel até varios dias apos a leséo. A epitelizacéo € a etapa
que levara o fechamento da lesdo a partir do reestabelecimento da barreira
externa, para minimizar as perdas de liquidos e as infec¢cdes (CARVALHO,
2002).

Durante a epitelizacdo ocorre 0 espessamento da epiderme ao longo das
bordas das feridas, acompanhado de uma maior migracdo de células, sobre a
area de reparacao do tecido. (ABLA; ISHIZUKA, 1995; VIEIRA et al., 2002).

O processo de epitelizacdo € influenciado por sinalizacdes
intercelulares, fatores de crescimento e condicdes metabdlicas intrinsecas. A
mitogénese é estimulada a partir da baixa tensao de oxigénio, e a producédo TGF-
B, responsavel pela diferenciacdo e migracao das células epiteliais. O TGF- e
o KGF (fator de crescimento de queratindcitos) estimulam diretamente a
replicacédo celular, para completar os eventos da reepitelizacdo (HUNT, 2006;
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RAJA et al.,, 2007; WERNER; GROSE, 2003). Quando a reepitelizacdo €
estabelecida é formada uma nova membrana basal fechando a nova epiderme
sobre a matriz e restabelecendo a barreira cutanea (MENDONCA; COUTINHO,
2009).

1.2.3 Fase de Remodelacéo do tecido

A Ultima e mais longa fase do processo de cicatrizagdo. Representa a
evolucdo da cicatriz j& formada podendo durar anos. Nesta etapa ocorre a
reorganizacdo do colageno, aumentando a resisténcia do tecido. O
remodelamento envolve etapas sucessivas de producao, digestdo e orientacao
das fibrilas de colageno, diminuicdo da atividade celular e do nucleo de vasos
sanguineos, além da perda do nucleo dos fibroblastos, levando a maturagcéo da
cicatriz (NETO, 2003; VIEIRA et al., 2002). Apesar de haver um declinio nas
células, ocorre um aumento na producdo de colageno tipo I. As fibras de
coldgeno se organizam paralelamente as linhas de tensdo, formando feixes
intercruzados, enquanto que as fibras dispostas de forma aleatéria, sdo
degradadas pela colagenase. (NETO, 2003; BALBINO et al., 2005; OLIVEIRA,
2008).

1.2 Inflamagéo induzida por BCG

A vacina BCG é constituida por uma cepa atenuada de Mycobacterium
bovis conhecido como bacilo Calmette-Guérin, utilizada na prevencao e controle
da tuberculose humana e animal. E a Gnica vacina disponivel para e também a
mais utilizada no mundo, dados apontam para uma estimativa de 3 bilhdes de
doses administradas/ano (COLDITZ et al. 1995).

A vacina BCG induz imunidade do tipo celular e o procedimento vacinal
consiste na delecéo do locus RD-1 do M. bovis, estimula a ativacao dos linfocitos
TCD4+ e TCD8+, via macrofagos apresentadores de antigenos, estimulando a
producdo de interferon-gama (IFN-y) que corresponde a uma das citocinas

fundamentais na resposta imune contra o MTB. A partir desse processo ocorre
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a formacdo de células de memoria que induzem a protecdo no individuo
(HERZMANN et al., 2015; DAVENNE; MCSHANE 2016).

A tuberculina € um produto obtido de um filtrado de cultivo de sete cepas
selecionadas do M. tuberculosis esterilizado e concentrado. O filtrado é um
liquido injetavel limpido, incolor ou levemente amarelado. No Brasil, a tuberculina
usada € o PPD (PPD - Purified Protein Derivatite) de procedéncia dinamarquesa
(Statens Serum institut de Copenhague/Dinamarca), também conhecido como
teste tuberculinico ou reacao de Mantoux (LUNA, 2003).

A prova tuberculinica (PT) € um teste diagnostico de ILTB (infeccao
latente pelo Mycobacterium tuberculosis) que se baseia em uma reacédo de
hipersensibilidade cutanea apds a aplicacdo do PPD por via intradérmica, em
que a leitura é realizada 48 a 72 horas ap6és a aplicacao, podendo ser estendido
até 96 horas (BRASIL, 2011). A PT demonstra uma reacao de hipersensibilidade
do organismo diante das proteinas do bacilo da tuberculose, apés contato com
o M. tuberculosis. O teste sofre interferéncia da vacinacdo BCG e de
micobactérias ndo tuberculosas (MNT), mas ndo sensibiliza ndo infectados,
mesmo que repetido varias vezes (LUNA, 2003). A inoculacdo do antigeno
desencadeia uma reacéo do tipo antigeno-anticorpo, seguida de uma resposta
dependente da reatividade celular de linfécitos T sensibilizados, que, apds a
reexposicdo as estruturas antigénicas do bacilo, tornam-se ativados e,
consequentemente, expressam-se no local de aplicacdo da PT. Portanto, ao
inocular as proteinas do M. tuberculosis na pele do individuo infectado,
observam-se no infiltrado algumas células-chaves tais como linfocitos e
mondcitos, e polimorfos nucleares e granuldcitos com predominio de células T
CD4 (SOLE, 2002).

Posteriormente h& predominancia de um aumento da permeabilidade
vascular, com exsudacédo de fluidos, gerando um edema local na derme, com
pico entre 48 a 72 horas apos a administracdo do PPD. A reacéo evidenciada &
chamada de hipersensibilidade tardia. Esse acimulo de células mononucleares
representa o quadro histologico tipico da reacéo tuberculinica manifestada

macroscopicamente nessa reagao (LUNA, 2003).



22

1.3 Dor como fator de interferéncia na cicatrizagéo

Segundo Prazeres (2009), a dor é um fator importante no retardo do
processo de cicatrizacdo tecidual, pois a liberacdo de epinefrina, provoca
vasoconstricdo e com o fluxo sanguineo reduzido no leito da ferida ha uma
menor producdo de quimiocinas e producdo de fatores responsaveis pela
remodelacao tissular.

A dor estimula estresse aos individuos, pois é uma experiéncia
desagradavel e desconfortavel, na maioria dos casos. Assim, o estresse por ser
um estado emocional, exerce influéncia na homeostasia do organismo, pois ele
debilita o sistema imunoldgico, reduzindo a resposta inflamatodria. A avaliagdo de
portadores de Ulceras de perna, que estao frequentemente expostos a situacdes
de estresse, devido a necessidade de permanecerem em repouso, mostrou que
nos pacientes com maior ansiedade ocorreu um retardo no processo de
cicatrizacdo (DEALEY, 2008).

A nocicepcao é resultado da ativacdo de subpopulacdes de neurbnios
sensoriais primarios especificos, 0s nociceptores, responsaveis em transmitir a
informacé&o noceptiva para o cordao espinhal, de onde é transmitida até o cortex.
(RIEDEL; NEECK, 2001; VERRI et al., 2006).

Quando a pele é exposta a estimulos potencialmente nocivos,
sensacdes desagradaveis sao sentidas pelo individuo, esse mecanismo informa
sobre possivel perigo a integridade fisica. Tal informacéo € processada e pode
ser classificada como dor patologica, visceral ou fisiolégica (FANTONI,
MASTROCINQUE, 2002; ALMEIDA et al., 2006).

A dor patolégica esta geralmente associada a processos inflamatoérios
crdénicos, como ocorre na artrite ou cancer. Apresenta efeito protetor pouco
claro e precisa ser tratada. Ja a dor visceral e a dor somatica profunda possuem
respostas adaptativas especificas, geralmente sdo causadas por estimulos
inevitaveis, sdo subagudas, podendo ser acompanhadas por respostas
autonémicas comportamentais especificas

A dor fisiol6gica decorre de respostas protetoras do organismo, na
tentativa de interromper a exposi¢cdo a algum estimulo nocivo, como ocorre por
exemplo, em relagdo ao reflexo de retirada da cauda, observado em animais

expostos a uma fonte de calor. Assim, o teste de retirada da cauda (tail-flick) é
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sensivel para identificar a atividade de compostos presentes em extratos
vegetais ou drogas, cujos mecanismos sejam semelhantes aos promovidos
pelos analgésicos opioides.

Este ensaio experimental consiste na aplicacdo de uma fonte radiante
de calor na cauda do animal, como estimulo nociceptivo térmico, provocando
seu movimento de retirada. Um aumento no tempo de reagcdo € geralmente
considerado como um parametro importante para avaliar a atividade
antinociceptiva central, caracterizando-se por uma nocicep¢do aguda né&o-
inflamatodria. Sendo assim, substancias que atuam em nivel central, como a
morfina, sdo capazes de suprimir respostas de neurbnios espinhais ao estimulo
térmico nocivo na cauda, aumentando o tempo de laténcia. (FANTONI,
MASTROCINQUE, 2002; HELLEBREKERS, 2002; LAPA et al., 2003).

Animais de laboratério, geralmente sao utilizados em pesquisas
experimentais, podendo expressar respostas fisioldégicas, comportamentais e
motoras semelhantes ao que é observado em seres humanos quando passam
por um processo doloroso. E possivel identificar nesses animais, modificagdes
da resposta algica, a partir de informacdes que sdo analisadas e comparadas na
presenca de substancia potencialmente analgésica se interferem no mecanismo
fisiologico da dor (HOCHMAN, et al., 2005; DAMATTA, 2010).

1.4 Uso de Plantas medicinais como alternativa terapéutica

A andlise da biodiversidade caracteriza-se pelo seu papel evolutivo,
ecolégico ou como recurso biolégico. A partir dos recursos extraidos da
biodiversidade, é possivel obter uma utilizagéo direta, indireta ou potencial para
a humanidade (LEVEQUE, 1999).

Entre os elementos constituintes dessa biodiversidade encontram-se as
plantas medicinais que se caracterizam pela acado terapéutica quando
administrada tanto ao homem quanto aos animais, independente da via ou forma
(LOPES et al., 2005).

A utilizacdo de plantas para fins medicinais, hasceu com a humanidade.
Achados histéricos nas civilizagbes mais antigas demonstram indicios do uso de
plantas medicinais e toxicas, no tratamento e prevencdo de doencas,
(ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007). ou seja, a utilizacdo de plantas na
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prevencao e/ou na cura de doencas é um habito que sempre existiu na historia
da humanidade (MORAES; SANTANA, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o uso de plantas
medicinais é tido como a principal opcéo terapéutica € de aproximadamente 80%
da populagcdo mundial. (TOMAZZONI et al., 2006).

No Brasil, a historia da utilizacdo de plantas, no tratamento de doencgas,
apresenta influéncias da cultura indigena, africana e europeia. Os indios e os
escravos africanos contribuiram com a tradicdo do uso de plantas que
apresentavam propriedades de cura, e que também eram empregadas
amplamente em rituais religiosos, e esse uso de ervas foi transmitido e
aprimorado de geracdo em geracdo (LORENZI; MATOS, 2006).

No Maranhdo, é comum o uso de espécies vegetais com propriedades
ativas, principalmente em comunidades que carecem de atendimento médico
(REGO, 1985). Sendo uma préatica comum, presente no cotidiano, como maneira
de complementar o tratamento de diversas patologias. (MADALENO, 2011;
GOMES et al., 2014; CUNHA et al., 2015). Estudos etnobotéanicos vem sendo
realizados em é&reas quilombolas, indigenas, urbanas incluindo os mercados e
feiras livres do Estado, estando estes direcionados, principalmente no municipio
de Séo Luis e regibes metropolitanas (COUTINHO et al., 2002., NASCIMENTO
: CONCEICAO, 2011; LINHARES et al., 2014; ARAUJO et al., 2015; CUNHA et
al., 2015).

1.5 Potencial Terapéutico da espécie Platonia insignis

1.5.1 Taxonomia e caracteristicas botanico- geograficas

Platonia insignis Mart. Conhecida popularmente como bacurizeiro, até o
presente momento é considerada como a Unica espécie presente do seu género.
(CAVALCANTE,1996; CLEMENT; VENTURIERI, 1990).

Segundo Mourao (1992), o bacurizeiro apresenta a seguinte classificacao
taxonémica:

Familia Clusiaceae

Subfamilia: Clusioideae

Género: Platonia
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Espécie: Platonia insignis Mart.

A familia Clusiaceae, também conhecida como Gutiferae, € composta
por plantas tropicais. Apresenta cerca de 55 géneros e 1200 espécies dispersas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Em nove desses géneros, cerca
de 90 espécies sdo de plantas cujos frutos sdo comestiveis (YAMAGUCHI et al.,
2014).

Com extrema importancia econdmica devido aos frutos comestiveis a
familia abrange arvores, arbustos, ervas e lianas, além de madeiras nobres e
derivados quimicos de interesse industrial e farmacéutico. No Brasil, a familia
Clusiaceae se distribui em 18 géneros e 150 espécies, com destaques para
espécies como, Kielmeyera sp. (pau-santo), Caraipa sp (Camacari), P. insignis
(bacuri), Calophyllum brasiliensis (guanandi) (FERREIRA et al., 2012).

O género Platonia recebeu essa denominacdo em homenagem ao
filbsofo grego Platdo, e o nome da espécie, “insignis” significa notavel,
importante, grande, em referéncia ao porte do fruto, pois dentre as diferentes
espécies da familia Clusiaceae, presentes na Amazénia, o bacuri € considerado
um dos maiores (YAMAGUCHI et al., 2014).

A legitimidade do nome P. insignis Mart. foi questionada em 2002,
considerando que a mesma foi descrita como Moronobea esculenta por Manuel
Arruda Camara em 1810. Mais tarde Von Martius, concluiu que a inclusdo do
bacurizeiro no género Moronobea estava inapropriado, criando entdo o género
Platonia, e denominando a espécie P. insignis (CARVALHO, 2007).

P. insignis tem sido considerada como uma espécie monotipica,
perenifélia, helidfila e seletiva higréfila, caracteristica da vegetacdo aberta de
transicdo nas areas descampadas em areas de vegetacdo secundaria, sendo
rara nas florestas priméarias densas. Pode ser encontrada em todos os estados
da Regido Norte, no Maranhéo, Piaui e no Mato Grosso, sendo
que o principal produtor e consumidor dos frutos e da polpa é o estado do Para
(CARVALHO, 2007).

No estado do Maranh@o, a espécie apresenta grande dispersao, sendo
geralmente encontrada nas regifes da Pré-Amazbnia, Baixada Maranhense e

nos cerrados do extremo sul e do Baixo Parnaiba (SOUZA et al., 2000).
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Figura 1. Fotografia da espécie vegetal Platonia insignis (Mart.). Localizada na Chapada das
Mesas, Carolina (Maranhao). Fonte: BEZERRA, 2017.

O bacurizeiro é considerado uma espécie alta como demonstrado na
figura 1, alguns exemplares podem atingir de 30 a 35 metros, com uma média
de 25 metros de altura. Apresentam um tronco reto com até 2 metros de
didmetro. Possuindo uma casca espessa, em alguns casos escurecida nos
individuos adultos. Quando a casca € cortada, tende eliminar um latex amarelado
com presenca de resinas (SOUZA et al., 2000; MATOS et al., 2009).

A madeira do bacurizeiro € explorada, para ser utilizada em obras
hidraulicas, nas constru¢des naval, civil e em carpintarias para a fabricacdo de
moveis, ripas, esteios, tacos e algumas embalagens pesadas. Essas utilidades
sdo possiveis devido a alta qualidade na resisténcia, compactacao e
propriedades fisico-mecanicas que estdo presentes na madeira. A coloracdo
pode ser vista em tons de bege-rosado e o alburno pigmentado com bege-claro.
(LOUREIRO et al., 1979; BERG, 1982; PAULA; ALVES, 1997).

E considerada uma planta rustica, que passou a receber atencdo da
agricultura devido ao crescimento e demanda do mercado por frutos, sendo
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comum o manejo em ro¢ados velhos, quintais rurais e em locais periurbanos
(MENEZES, et al., 2010).

Os estudos relacionados a anatomia foliar do bacurizeiro ainda séo
escassos na literatura especializada. O trabalho mais completo foi realizado por
Mouréo; Beltrati (1995a). Na qual relatam que as folhas s&o simples, opostas e
pecioladas de textura subcoridcea a coridcea, abovadas, de formato
elipticoabovadas, ovadas ou elipticas, lamina foliar simétrica, margens inteiras e
bordos ondulados, medindo de 15 a 20cm de comprimento e de 6 a 9cm de
largura. S&o glabras (sem a presenca de tricomas) e verde-brilhosas na face
superior. Apresentam apice e fase agudos, nervuras laterais densas, delicadas
e numerosas, paralelinérveas, aproximadas entre si e salientes nas duas faces.
Apresentam peciolo curto e achatado ventralmente, possuindo duas pequenas
alas. A venacdo dessa espécie € pinada, camptédroma e fortemente
broquidédroma. A veia primaria é robusta, de curso reto e ndo ramificada. As
veias secundarias possuem angulo de divergéncia moderadamente agudo e
uniforme do apice até a base da lamina. A espessura € fina e o curso reto, sendo
ramificadas. As veias terciarias tém um padrao reticulado, com angulo de origem
agudo-obtuso.

As flores do bacurizeiro sdo hermafroditas e andréginas, actinomorfas,
polisttmones, grandes, com 7cm de comprimento e 3cm de didmetro, solitarias
e terminais, com uma coloragao variada que vai de branco-réseo, réseo e réseo
avermelhada. O calice dessas flores € imbricado, com sépalas livres, e a corola
€ pentamera e de coloracédo variando de réseo claro a réseo escuro. O androceu
possui o formato de um disco pateliforme e lobos projetados em cinco feixes
multiestaminados e opostos as pétalas, que ficam em um plano superior aos
estames. As anteras sao lineares e rimosas, e 0s graos de pdlen ficam envoltos
em um 6leo, formando um aglomerado viscoso que impede a sua disperséo pelo
vento. O gineceu é do tipo sincarpico, ou seja, apresenta ovario supero,
pluricarpilar, pentalocular e pauciovulado ou uniovulado, com varios ovulos por
I6culo, de placentacdo axial, dispostos em duas fileiras; estiletes conatos,
alongados e pentéafidos no apice, e estigmas poriformes. A epiderme externa do
ovario € unisseriada, recoberta por espessura cuticula, cujas paredes
tangenciais externas e internas tornam-se espessas. A epiderme interna também

€ unisseriada, com células mais ou menos quadradas, em secao transversal, e
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revestidas por uma delgada cuticula (LOUREIRO et al. 1979; CLEMENT;
VENTURIERI, 1990; MOURAO; BELTRATI, 1995a, 1995b; CAVALCANTE,
1996; MAUES; VENTURIERI, 1996).

O fruto assemelha-se a uma baga, uniloculado, com formato arredondado,
ovalado, piriforme ou achatado, nesse ultimo caso com cinco sulcos visiveis na
parte externa. O epicarpo é delgado, com maior frequéncia de cor amarela e
mais raramente com coloracdo verde-amarelada, marrom-avermelhada ou mais
raramente verde. O mesocarpo é espesso apresentando uma consisténcia
coriacea, repleto de vasos lactiferos, com liberagdo de uma substancia resinosa
de cor amarela, quando cortado ou ferido. O conjunto formado pelo epicarpo e
mesocarpo, popularmente denominado de casca, representa em média 70% do
peso do fruto e apresenta espessura que varia entre 0,7 e 1,6 cm. A parte
comestivel é corresponde ao endocarpo, e representa em média 13% do peso
do fruto. E de cor branca, com aroma forte e sabor adocicado sendo desprovido
de vasos lactiferos. As sementes sédo volumosas, de coloragcdo amarronzada e
representam, aproximadamente, 17% do peso fruto. Tipos raros apresentam
frutos desprovidos de sementes ou com nimero de sementes igual ou superior
a seis. (SOUZA et al., 2000), a figura 2, demonstra as principais caracteristicas

da espécie.

Figura 2: Fotografia das Folhas e Flores (A), Caule (B), Fruto e semente (C) da espécie Platonia
insignis (Mart). Fonte: KANOUTE, 2018.

1.5.2 Composi¢cdo Quimica e Potencial biologico da espécie vegetal Platonia
insignis (MART).

A tabela 1 sumariza os principais resultados quanto a composicao

guimica e a atividade biol6gica das varias partes de P. insignis.
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A gordura extraida das sementes de P. insignis, tem sido utilizada pela
populacao para tratar diarreia, problemas de pele, dores de ouvido, picadas de
aranhas e cobras, reumatismos, artrites e como cicatrizante. (COSTA JUNIOR
et al., 20132; COSTA JUNIOR et al., 2013b; MORAES e GUTJAHR, 20009).

O uso do dleo das sementes originou um pedido de patente relacionado
a atividade leishmanicida (CITO et al., 2011), pois apresenta acdo contra as
formas promastigotas de Leishmania. Essa mesma atividade foi também descrita
em relagdo aos extratos hexanico da semente, diclorometano e acetato de etila
e na substancia isolada da semente, garcinielliptona. (COSTA JUNIOR et al.,
2013?2; COSTA JUNIOR et al., 2013b).

Os frutos apresentam atividade antioxidante (COSTA JUNIOR et al.,
2013a; RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011) e as sementes apresentam
atividade antimicrobiana, frente a cepas de Saccharomyces cerevisiae (SANTOS
JUNIOR et al., 2010); citotoxicidade em ensaios com Artemia salina; efeito
genotoxico, em fibroblastos de pulm&do de hamster chinés (V79) (COSTA
JUNIOR et al., 2013b); efeito anticonvulsivante induzido por pilocarpina (COSTA
JUNIOR et al., 2010); cicatrizante (SANTOS JUNIOR et al., 2010) e atividade
anti-inflamatéria (COSTA JUNIOR et al., 2011).

Tabela 1. Constituintes isolados e identificados na espécie P. insignis (MART).

Partes da espécie Atividade biolégica Constituintes quimicos Referéncias
vegetal
Vitaminas C,E, flavonoides, RUFINO et al., 2010;
antocianinas e polifenois, glutamina, ROGEZ et al., 2004
Polpa Antioxidante acido glutamico, sacarideos (glicose,
frutose e sacarose) e metais (Na, K,
Ca, Mg, P, Fe, Zn e Cu).
Acidos graxos (palmitico, palmitoleico, BENTES et al., 1986;
Antibacteriana, anti- estearico, oleico e linoleico). Alcodis PESCE 1941;
inflamataria, graxos como eicosanol, octadecanol; ROGEZ et al., 2004;
Sementes antioxidante, hidrocarbonetos C15, C25 e C28. LEANDRO et al., 2012;
antileishmania, Diterpenos de esqueletos caurano e COSTA JUNIOR et al.,
citotéxica labdano: caura-16-eno e acido E- 2013b;
labda8(20),13-dieno-15,19-didico. NASCIMENTO et al.,
2014
Gastoprotetora, Pectina, linalol, terpineol, bisaboleno YAMAGUCHI et al.,
Casca do tronco Tratamento de citrato de trimetila, eugenol. 2014; RUFINO et al.,
eczemas, dematites 2010; VIANA et al_, 2013
virus da herpes. SHANLEY;MEDINA,
2005.
Acido Quinico; Acido oleico; Acido Ho et al, 2017;
linoleico ; Miricetina; Orientina, ROCHA, 2017;
Folhas Antimicrobiana Quercetina-3-Arabinosideo, Quercetin,
Ononin, Fukugentin.

Fonte: Adaptado de YAMAGUCHI, 2014.
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Devido a importancia regional e as atividades ja descritas, foi
investigado o efeito anti-nociceptivo, anti-inflamatério e cicatrizante de P.
insignis, na perspectiva de contribuir com dados biologicos que possam facilitar
a inclusdo dessa espécie como alvo na bioprospeccdo de novos produtos

bioativos.



31

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade cicatrizante, anti-inflamatoria e analgésica do extrato

das folhas de Platonia Insignis Mart., em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar o efeito do extrato das folhas Platonia Insignis Mart. Sobre a
cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas na pele de camundongos.

e Analisar os efeitos do extrato na inflamacédo por BCG e apés o desafio
com PPD.

e Avaliar os efeitos de Platonia Insignis Mart. na atividade analgésica em
modelos de camundongos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 35 camundongos Swiss fémeas (n=5/grupo), com 2-3
meses e pesando em média 25¢g, oriundos do Biotério Central da Universidade
Federal do Maranh&o. Os animais foram mantidos a temperatura média de 26 +
2-C e umidade relativa de 44-56%, sob ciclos normais de claro e noite de 12
horas, com livre acesso a racdo esterilizada e agua acidificada. Todos os
procedimentos foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Maranh&o Processo n°® 23115.009717/2015-
10.

3.2 Material vegetal

As folhas de P. insignis Mart. foram coletadas entre os meses de maio e

junho de 2017, no municipio de Séo Luis, Maranhdo, Brasil e os exemplares
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foram identificados e catalogados no Herbario do Maranhdo, da Universidade

Federal do Maranhdo, conforme a exsicata nuUmero 9722.

3.3 Preparacéo do extrato hidroetandlico das folhas P. insignis (EHPI)

O extrato foi obtido a partir de folhas secas em temperatura ambiente
(25 + 3°C), sendo posteriormente triturado em moinho elétrico e pesadas. Em
seguida, o material triturado e pesado foi adicionado a 336 mL da mistura
hidroetanolica (70% de etanol 1:4 m/v) deixando macerar em frasco rosqueado,
ao abrigo de luz a temperatura ambiente por trés dias com renovacao do solvente
a cada 24horas e agitacédo ocasional segundo a metodologia proposta por Matos
(2009).

Posteriormente a solucéo extrativa foi filtrada a vacuo usando funil de
Buchner, o filtrado foi evaporado em um evaporador rotativo sob pressao
reduzida e temperatura controlada a 40°C. O material concentrado foi levado ao
freezer, adequadamente vedado e mantido até ser liofilizado para posterior
realizagao dos ensaios.

Para realizacdo dos testes o extrato foi utilizado na concentracdo de
5mg/Kg, diluido em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), segundo
concentragdo previamente estabelecida no laboratorio, a partir da curva dose

resposta.

3.4 Avaliacao do efeito na cicatrizacao

Os animais foram anestesiados com a solucéo de cloridrato de xilazina
(20mg/Kg) e cloridrato de ketamina (25mg/Kg), via intraperitoneal em 0,5 mL.
Apés a anestesia, foi feita uma desinfec¢cdo do dorso com &lcool 70% e em
seguida a regiao foi depilada. Para inducdo da lesdo foi utilizado um molde
circular, com 1cm de diametro, para fazer a marcacao do local e area da leséo,
como demonstrado na figura 3. A pele foi retirada com auxilio de pin¢a e tesoura
estéreis e para estancar o sangramento o local foi pressionado com gaze estéril,
embebida em solucéo salina, durante 1 a 2 minutos. Os animais foram mantidos

aguecidos e hidratados até o fim do efeito da anestesia.
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Figura 3. Desenho indicando o local da lesdo na regido dorsal do camundongo.

O

Fonte: Carvalho,2002.

3.5 Inducao daleséao e avaliacdo do modelo de cicatrizacdo

Para o modelo experimental de cicatrizagéo foram utilizados 10 animais,
distribuidos em 2 grupos, tratados conforme descrito na Figura 4: - GRUPO
BACURI, recebeu EHPI (5mg/Kg), via oral, diariamente, durante 14 dias e foi
comparado ao GRUPO CONTROLE: que recebeu salina, via oral, nos mesmos

intervalos.

CONTROLE | —* SALINA
‘ GRUPOS \—\/ — | 14 dias
o —_

BACURI | _ EHPI
\ J (Smg/Kg)

Figura 4. Organograma de divisdo de grupos experimentais na cicatrizacao.

As medidas das lesdes foram aferidas a cada dois dias (2; 4; 6; 8; 10; 12
e 14 dias), com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, Japao). As lesdes
foram fotografadas utilizando-se camera fotogréafica digital acoplada a um tripé
com distancia padronizada de 15 cm. Em cada dia foram tomadas duas medidas
da lesdo, uma céfalo-caudal, e a outra correspondente a largura, para calculo da
area total utilizou-se a seguinte férmula: AF= 1 r2 onde AF: Area da ferida. (1=
3,14...; r=raio da ferida).
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3.6  Obtencao das suspensoes celulares

As células do sangue, baco e peritdnio foram obtidas conforme descrito
a seguir, sendo posteriormente coradas com solucao de cristal violeta (0,05%
em acido acético 30%), na proporcdo 1:9. As células foram quantificadas em

camara de Neubauer, com auxilio de microscoépio optico de luz comum.

3.6.1 Peritbneo

A cavidade peritoneal foi lavada com 5mL de solucdo tamponada com
fosfato (PBS) estéril. As suspensdes celulares foram colhidas com auxilio de
seringa, transferidas para tubos coOnicos de polipropileno, centrifugadas e
ressuspensas em PBS. Para a contagem as células do peritdnio, foram coradas
com cristal violeta (0,05% diluido em 30% de acido acético) na proporcao de 9:1.
As células foram contadas em camara de Neubauer, com auxilio de microscopio

optico de luz comum.

3.6.2 Baco

O baco foi removido assepticamente triturado em tamiz e as células
obtidas foram ressuspensas em PBS, centrifugadas a 1500 rpm, durante 10
minutos, e ajustadas de acordo com o ensaio. Para determinar a contagem as
células foram adicionadas de solucdo de Turk e as contagens foram realizadas

em camara de Neubauer, com auxilio de microscopio Optico de luz comum.

3.6.3 Sangue

As amostras individuais de sangue foram obtidas, por sangria retrorbital.
Para a determinacdo do numero total de leucécitos, as amostras de sangue
foram homogeneizadas e adicionadas de solucado de Turk para a contagem das

células ao microscépio 6ptico em camara de Neubauer.
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3.7 Contagem diferencial de células do Sangue, Baco e Peritbneo

A contagem diferencial foi avaliada em esfregagos de sangue e amostras
do baco e peritdnio por Cytospin. As células foram coradas com May-Grinwald-
Giemsa, para diferenciacdo do padrdo celular leucocitario em neutrofilos,
eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos. A analise foi feita com o auxilio do
microscépio de luz comum (objetiva de 1000x), a partir da contagem de 100
células. Os dados referentes a cada uma das diferentes populacdes foram

expressos em porcentagem.

3.8 Modelo de inflamag&o induzida por BCG/PPD

Para o modelo experimental de inflamacao foram utilizados 10 animais,
distribuidos em 2 grupos: Controle: recebeu salina e EHPI. foi tratado com
extrato (5mg/Kg), via oral, durante 34 dias. A vacina BCG (Bacilo Calmette —
Guérin), 100mg/mL, com 102 Bacilos/mL (Instituto Butatd, S&o Paulo, Brasil) foi
inoculada no espaco subcutaneo do coxim plantar, da pata posterior esquerda,
na quantidade de 10uL (10° bacilos). No 21° dia os animais foram desafiados
com 20pL de PPD (Derivado Protéico Purificado). As avalia¢cdes do tamanho das
patas foram realizadas a cada 24 horas, até o 3° dia e depois de 3 em 3 dias, até
o final do experimento, com auxilio de um paquimetro digital de alta precisao

(Mitutoyo, Japéao).

3.9 Quantificacdo da producédo de peroxido de hidrogénio

A avaliacdo da producdo de peroxido de hidrogénio foi realizada pelo
uso de dihidrorodamina 123 {DHR} (Sigma Aldrich), em sobrenadantes de
células peritoneais.

Para o ensaio o sobrenadante foi transferido para placas de 96 pocos e
adicionado 100 uL de PBS 1X estéril para em seguida distinguimos os seguintes
grupos: NM (células ndo marcadas com DRH (375 mg/ml) e LPS + DHR (células
estimuladas com LPS 100mg/ml por 2 h antes da marcacdo com DHR). Apés a
adicdo do DHR as placas foram incubadas a 37°C por 10 min. A leitura foi
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realizada por citdbmetro de fluxo com auxilio do programa FlowJo (CHEN;
JUNGER, 2012).

3.10 Imunofenotipagem de linfécitos e macréfagos

As células do linfonodo popliteo e peritdnio 10 células/mL foram
ressuspensas e transferidas para uma placa de 96 pocos com fundo em formato
U e foram marcadas com os anticorpos especificos, e levada para incubacao a
4°C durante 15 minutos.

Foram montados 3 painéis de marcacgéo do peritdnio, e 2 painéis para
marcacdo do linfonodo, com anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos. Para a cavidade peritoneal, foram utilizados: anti-CD3 (FITC); anti-
CD28 (PE) e anti-CD4 no painel 1, anti-CD3 (FITC, anti-CD8 (PerCP) e anti-
CD28 (PE) no painel 2, anti-F480 (FITC), anti-lale (PE) e anti-CD86 (APC). Para
o linfonodo foram utilizados os dois primeiros painéis para linfocitos que foram
utilizados para marcar na cavidade peritoneal.

As células foram analisadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
e morfologicamente caracterizadas. As amostras foram lidas com o auxilio
citbmetro (Guava® easyCyte HT Sampling Flow Cytometer) e a analise e
processamento de dados foi feita com auxilio do programa FlowJo Versédo 10.0
(TreeStar).

3.11 Teste da laténcia para o reflexo de retirada da cauda (“tail-flick™)

Para o modelo de atividade analgésica foram utilizados 15 camundongos
Swiss fémeas, divididos da seguinte forma: Controle negativo: recebeu PBS
(5mg/kg), via oral. Controle positivo: recebeu morfina (10 mg/Kg), via
intraperitoneal. Grupo EHPI: recebeu extrato hidroetanolico de P. insignis
(5mg/Kg), via oral.

A atividade anti-nociceptiva do EHPI foi avaliada pelo teste de calor
radial (D’AMOUR; SMITH, 1941) com modificagcdes (D’AMOUR; SMITH, 2013).
Os camundongos foram submetidos ao estresse térmico na cauda e a mudancga
de sensibilidade destes animais foi analisada num Analgesiometro (Techno

Type: Mark-1B, SL.No; 720,121) mantendo a intensidade da corrente passando
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pelo fio nicromo nu a 5 A. A distancia entre a fonte de calor e a pele da cauda
foi de 1,5 cm. com a finalidade de prevenir danos e o tempo de corte foi ajustado
em 10 s.

O tempo gasto pelos camundongos para retirar (agitar) a cauda foi
considerada como o tempo de reacdo. Assim, as observagdes foram feitas na
leitura inicial antes do tratamento e nos intervalos de 30, 60, e 120 min apos a
administracdo da droga. A antinocepc¢ao foi quantificada como o efeito maximo

possivel (MPE) usando a férmula posposta por Torres et al., (2001).

MPE%= laténcia pos tratamento — laténcia pré-tratamento

tempo de cut off (10) X Latencia pré-tratamentoX100

3.12 Anélise estatistica

Os dados foram expressos com a média + desvio padrdo da média (SD) de
5 animais por grupo. A analise estatistica é feita por andlise de variancia, seguido
do teste Tukey-Kramer, para avaliagbes mudltiplas. Avaliacbes do tipo
controle/tratado, foram feitas pelo teste t de Student, sempre considerando o
nivel de significancia p < 0,05. O teste de normalidade utilizado foi 0 Shapiro-

Wilk com o auxilio do software estatistico Graphpad Prism 7.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo macroscopica das feridas

A andlise macroscopica foi realizada para observacdo do processo de
reparo tecidual. As fotografias da figura 5A mostram a evolucéo cicatricial do
grupo controle e do grupo EHPI.

Apbs a incisdo da pele dos camundongos, os dois grupos apresentavam
lesbes do mesmo tamanho, com o local avermelhado durante os dois primeiros
dias, devido a quantidade de sangue existente, caracteristico do tecido que
sofreu uma interrupcdo na homeostasia.

No quarto dia, nota-se a presenca de um tecido vitalizado, com pouca
quantidade de fluido e uma retragcdo maior no grupo nao tratado, enquanto o
grupo EHPI apresentava ainda bordas irregulares

Do sexto ao oitavo dia os dois grupos apresentaram uma grande
retracdo da area lesionada, com auséncia de secrec¢fes, e formacao inicial de
uma pequena crosta nas bordas, porém, com menor retracdo no grupo EHPI.

No décimo dia, ja havia a formacé&o de crosta com coloracdo marrom em
toda a area da lesédo no grupo controle, ja o tratado com EHPI se manteve com
coloracdo vermelho claro com um certo retardo no reparo tecidual em relacéo ao
outro grupo.

No décimo segundo e décimo quarto dia, ocorreu formacao total da
crosta em ambos 0s grupos, e diminuicdo progressiva da area lesionada, com
reepitelizacado na maior parte da ferida

No décimo sexto dia, 0 grupo controle apresentou cicatrizacao total do
tecido, enquanto o tratado com EHPI ainda havia uma pequena area aberta.
Finalizando assim as andlises macroscépicas

A figura 5B refere-se aos efeitos do EHPI na evolugéo da area da leséo.

No segundo dia ap6s a inducédo da lesdo os grupos apresentavam
diferencas pouco significante na reducdo da ferida. A divergéncia ficou
evidenciada a partir do quarto dia onde ocorreu maior retragdo no controle (20
mm2) do que no grupo EHPI (40 mm3). E possivel notar que os valores médios

do grupo EHPI foram sempre maiores do que o controle, mas néo interferiram
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no desfecho do processo de cicatrizagdo, pelo menos na avaliacdo

macroscopica.

A

Regressao da lesao

Dia 2 Dia 4 Dia 6 Diag Dia10 Dia12 Dia14 Dia16
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Figura 5: Efeito do extrato hidroetanolico de Platonia insignis (EHPI), na
evolucéo da cicatrizacdo de ferida cutanea. Fotografia (A) evolucao da leséo
e (B) medidas da lesdo em camundongos Swiss tratados com 5mg/Kg de EHPI,
via oral, diariamente, durante 14 dias (Grupo Platonia), foram comparados ao

grupo controle: recebeu, nos mesmos intervalos, somente agua. Os resultados
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se referem a média das medidas de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na compara¢ao

com o controle

4.2 Efeito do EHPI nas populagdes celulares do peritdnio, bago e sangue

O tratamento com EHPI aumentou o numero total de leucocitos sanguineos

(Figura 6A), de células do baco (Figura 6B) e de células peritoneais (Figura 6C).
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Figura 6: Contagem total de células no sangue (A), no baco (B) e no
peritonio (C). Camundongos Swiss, fémeas, nos quais foi induzida uma leséo
no dorso para avaliar a cicatrizacao. Os animais foram divididos nos grupos:- P.
insignis: tratado com extrato das folhas de Platonia insignis (EHPI — 5mg/Kg),
por via oral, diariamente, durante 14 dias; - Controle: recebeu, nos mesmos
intervalos, somente salina. Os resultados se referem a média das medidas de 5

animais/grupo. (*) p<0,05 na comparag¢ao com o controle.
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4.3 Avaliacéo do efeito da reagéo inflamatéria induzida por BCG
A Figura 7 mostra que o0 extrato so inibiu a resposta inflamatoéria apds o

desafio com PPD, que ocorreu no 21° dia, pois os resultados obtidos antes disso

foram similares ao observado no controle.

5.5+

-e- Controle PPD
-+ EHPI
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Tempo (dias)

Figura 7. Efeitos da administragdo oral do extrato hidroetanolico de
Platonia insignis, sobre o edema de pata ocasionado por BCG.
Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos em dois grupos: Grupo controle:
recebeu somente agua; grupo EHPI: foi tratado com extrato de Platonia insignis
(5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias apos o indculo de BCG no
coxim plantar. Todos os animais foram desafiados com PPD no 21° dia do
experimento. Os resultados se referem a média + desvio padrdo de 5

animais/grupo (*) p<0,05 na compara¢do com o controle.
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4.4 O EHPI afeta a migracdo de neutrofilos e linfocitos sanguineos

O tratamento com EHPI aumentou o nidmero de neutroéfilos e linfocitos, mas

ndo afetou as popula¢cdes mondcitos no sangue (Figura 8).
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Figura 8. Contagem total e diferencial das células do sangue no
experimento induzido por BCG. Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos
em dois grupos: Grupo controle: recebeu somente salina; grupo EHPI: foi tratado
com extrato de P. insignis (5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias
apos o inéculo de BCG no coxim plantar. Todos os animais foram desafiados
com PPD no 21° dia do experimento. Os resultados se referem a média + desvio

padrao de 5 animais/grupo (*) p<0,05 na comparag¢ao com o controle.
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4.5 EHPIl amentou a celularidade do popliteo, mas néo teve efeito no baco

O tratamento com EHPI aumentou o nimero total de células do linfonodo

popliteo (Figura 9A), mas ndo alterou o niumero de células no bacgo (Figura 9B).

191 g

Linfonodo Popliteo (X 10°céls/ml)

Células do bago (X 107céls/ml)

0 T 0 r
Controle EHPI Controle EHP1

Figura 9. Numero total das células do linfonodo popliteo (A) e do baco (B).
Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos em dois grupos: Grupo controle:
recebeu somente agua; grupo EHPI: foi tratado com extrato de P. insignis
(5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias apos o indculo de BCG no
coxim plantar. Todos os animais foram desafiados com PPD no 21° dia do
experimento. Os resultados se referem a média + desvio padrdo de 5

animais/grupo (*) p<0,05 na comparagao com o controle.
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4.6 O efeito do EHPI no popliteo ndo esta associado a populacao de linfocitos ou
macrofagos

Visando identificar quais as populacdes estariam impactando o aumento
no namero total de células no popliteo, avaliamos as populac¢des de linfécitos T
auxiliares (CD4+) e T citotéxicos (CD8*- Figura 10A), bem como a populacao de
macrofagos (F4/80) ativados (CD86+ ou lale+) ou ndo (Figura 10B). O
tratamento com EHPI ndo afetou nenhuma das subpopulacdes avaliadas nem

de linfocitos, nem de macréfagos ativados ou residentes
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Figura 10: Efeito do EHPI nas populacdes de linfécitos (A) e macrofagos
(B) no linfonodo popliteo. Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos em
dois grupos: Grupo controle: recebeu somente agua; grupo EHPI: foi tratado com
extrato de Platonia insignis (5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias
apos o inéculo de BCG no coxim plantar. Todos os animais foram desafiados
com PPD no 21° dia do experimento. Os resultados se referem a média + desvio
padrao de 5 animais/grupo (*) p<0,05 na comparag¢ao com o controle.
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4.7 EHPI amentou o namero de linfécitos no peritbnio

A Figura 11 mostra que o tratamento com EPl aumentou o niumero de
linfécitos T CD4+ e TCD8+ no peritbnio (Figura 11A), mas nao afetou a
populacdo de macréfagos ativados (F4|80/CD86+ ou F480/lale+) neste sitio
(Figura 11B).
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Figura 11: Efeito do tratamento com EHPI na populacéo de linfécitos T (A)
e macrofagos no periténio (B). Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos
em dois grupos: Grupo controle: recebeu somente salina; grupo EHPI: foi tratado
com extrato de Platonia insignis (5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34
dias apos o in6culo de BCG no coxim plantar. Todos os animais foram
desafiados com PPD no 21° dia do experimento. Os resultados se referem a
média + desvio padrdo de 5 animais/grupo (*) p<0,05 na compara¢cdo com o
controle.
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4.8 Avaliacéo da producéo de peroxido de hidrogénio no peritbnio

Avaliando O “Burst” oxidativo pela marcagcdo por DRH para peroxido de
hidrogénio, os dados abaixo observamos que o tratamento com EHPI s6
aumentou a producdo de peroxido de hidrogénio apos o estimulo com PMA
(Figura 12).
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Figura 12: Efeito do tratamento com EHPI sobre a producédo de peréxido de
hidrogénio (H202). Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos em dois
grupos: Grupo controle: recebeu somente salina; grupo EHPI: foi tratado com
extrato de P. insignis (5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias ap0s o
in6culo de BCG no coxim plantar. Todos os animais foram desafiados com PPD
no 21° dia do experimento. Os resultados se referem a média + desvio padréo
de 5 animais/grupo (*) p<0,05 na comparacdo com o controle, (#) na comparacao

com o controle PMA.

4.9 Efeito anti-nociceptivo do EHPI, segundo Teste Tail-flick

Apo6s 30 minutos, o tratamento com morfina apresentou uma melhor
atividade analgésica e protegdo maxima, com potencial de laténcia de 49%,
enquanto que o grupo tratado com EHPI apresentou 30%. No intervalo

subsequente de 60 minutos, o tratamento de EHPI apresentaram atividade
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similar, sendo que o percentual de laténcia do grupo bacuri foi de 98%, enquanto
gue o grupo morfina foi de 75%.

Na avaliacdo aos 120 minutos observamos que 0s grupos morfina e
Bacuri apresentaram resultados proximos com percentual de laténcia em torno
de 80% (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do extrato hidroetanolico de Platonia insignis na
percepcao dolorosa. Camundongos Swiss, fémeas, foram divididos em trés
grupos tratados no momento 0 conforme o grupo: - EHPI: recebeu extrato das
folhas Platonia insignis (5mg/Kg), via oral; - PBS: recebeu somente agua; Grupo
Morfina: recebeu 10mg/Kg de morfina, via intraperitoneal. Os animais foram
sacrificados no 15° dia, quando foram obtidas as células. Os resultados
correspondem a média * desvio padrdo de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na

comparagao com o controle em comparagao ao grupo Platonia.
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5. DISCUSSAO

Com a andlise dos resultados e observacfes diarias dos animais
tratados, foi possivel afirmar que o EHPI, ndo apresentou toxicidade quando
administrado por via oral, pois além dos animais permanecerem vivos e em boas
condicles, as contagens celulares do sangue, baco e peritdnio foram maiores

no grupo tratado com EHPI do que no controle.

Resultados semelhantes foram descritos anteriormente por Degen et
al.,(2016) que, ao utilizar a infusdo das folhas de P. insignis apresentou DL50 de
3.614 mg/mL, portanto muito acima dos valores maximos preconizados pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) que s6 considera um produto como toxico

quando a DL50 € maior do que 1000 mg/mL.

O EHPI nao foi efetivo em reduzir o tempo de cicatrizacdo, ou alterar a
cinética do processo de remodelamento tissular quando avaliamos sua a¢ao no
modelo de ferida aberta na regido dorso-costal. Nas analises macroscopicas
ficou evidente que o extrato ndo foi eficaz no processo de reparo da ferida,
diferentemente dos estudos realizados anteriormente que utilizaram o éleo das
sementes ou a banha obtida de P. insignis na cicatrizacdo de feridas cutaneas
em ratos por Santos Janior et al.,, (2010). As diferencas podem estar
relacionadas tanto a natureza do produto testado, como a parte da planta e a
espécie animal. H& de se ressaltar também a via de tratamento, pode interferir
na eficacia do produto, pois optamos pela via oral, ao invés da aplicacao topica,
como relatado pelos autores. Em geral, a aplicacéo tépica tem se mostrado mais

eficaz em modular o processo cicatricial (MENDES, 2013).

Neste trabalho o tratamento com EHPI apds o in6culo com BCG, nao
apresentou efeito na inflamacéo aguda, porém na resposta secundaria, apos o
desafio com o PPD, o extrato inibiu a inflamacéo crénica. O maior volume do
edema ocorreu apés 24 horas do in6culo, tanto na fase aguda, como na fase
cronica (GUZZO, 2007).

Na avaliacdo do edema na pata dos camundongos, com BCG,
observamos que o EHPI s6 foi efetivo na fase cronica, mesmo assim somente
apos o desafio com PPD, sugerindo um efeito imunomodulador, sobretudo se

considerar que o tratamento estimulou a migracéo celular para diferentes sitios,
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incluindo aumento de linfocitos T auxiliares (CD4+) e T citotoxicos (CD8+) no
peritdnio. Adicionalmente, o tratamento com EHPI ativou neutrofilos, pois a
producdo de peroxido de hidrogénio foi maior apos o estimulo com PMA. Na
andlise dos leucdcitos sanguineos, foi observado que o EHPI, aumentou a
migracgdo de linfocitos e neutrdfilos, confirmando o efeito do extrato sobre essas
duas populacdes celulares.

No linfonodo popliteo, também ocorreu aumento no numero total de
células, entretanto essas células ndo eram nem macrofagos e nem linfécitos T
auxiliares e T citotdxicos, uma vez que 0s resultados obtidos ndo foram
diferentes do controle. Possivelmente, o infiltrado presente nos linfonodos seja
composto de células epitelioides, pois na inflamacdo granulomatosa induzida
pelo BCG ocorre predominancia dessas células.

As células epitelidides sdo macrofagos com tamanho aumentado,
com nucleo alongado e cromatina frouxa, lembrando os fibroblastos. As células
epitelidides sdo formadas por macréfagos agrupados, presos uns aos outros. O
conjunto lembra vagamente um epitélio, onde as células também estdo aderidas
entre si (ABBAS et al. 2008). Assim, os marcadores de membrana acabam se
tornando de dificil acesso, o que poderia explicar as similaridades entre o grupo
controle e tratado, aqui observadas.

No peritdnio o tratamento com EHPI, aumentou a populacao de linfécitos
T CD4* e CD8*, mas manteve inalterada a populacdo de macréfagos. E
importante ressaltar que a vacina BCG atua na imunidade celular, recrutando
células CD4, CD8 e macrofagos (ROSEMBERG, 2001). Os linfécitos auxiliares
ou linfécitos CD4*, compreendem uma populacdo celular bem definida
funcionalmente, tendo como func¢des principais a regulacdo de outras células do
sistema imune a partir da produc&o de citocinas (ARAUJO, 2009).

Na analise de macrofagos peritoneais, foi possivel identificar um
recrutamento de células F4/80+, entretanto de igual magnitude nos dois grupos.
Estudos realizado por GHOSN et al., (2008) demonstraram a heterogeneidade
da populacdo de macréfagos na cavidade peritoneal de camundongos, por meio
da expressédo de CD11b e F4/80, foi possivel descrever dois subtipos funcionais
de macroéfagos, sendo o PM-1 e PM-2, este Ultimo é caracterizado por serem 0s
anicos macrofagos peritoneais que expressam MHC-II (GHOSN, 2008).Dessa

forma € razoavel propor que o efeito do EHPI deve ser especifico para a



50

populacdo que ndo expressa MHC-II, pois também permaneceram inalterados
0S numeros de células que expressavam essa marcador.

Um dos mecanismos usados pelos macrofagos ativados € a producéo
de espécies reativas de oxigénio, que tem inicio a partir da fagocitose. O “burst”
respiratorio tem como principal produto o H202. (LOWENSTEIN; PADALKO,
2004).

Foi observado que o estimulo com PMA intensificou a producédo desse
composto, no grupo tratado com EHPI. O PMA e alguns de seus analogos sao
capazes de realizar um disparo no burst oxidativo dos fagocitos, por ser um
agonista da proteina quinase C (PKC), independente dos receptores de
membranas (SANTOS, 2016). PMA também induz a atividade NADPH-oxidase
em neutrofilos das vias de transducdo por dois sinais independentes:
dependente ou independente de fosfatidilinositol 3-quinase (Karlsson et al.,
2000).

Os efeitos biol6gicos dos tratamentos envolvendo espécies vegetais
podem estar diretamente interlacados com a composi¢cao quimica da planta, no
estudo realizados com mastruz demonstraram que os flavonoides estavam
envolvidos na regulacdo da proteina quinase C, alvo de ativacdo pelo PMA
(Ferriola et al. 1989). A estrutura quimica dos flavonoides poderia facilitar a
interacdo com a proteina quinase C, em uma possivel agdo moduladora da
sinalizacdo desta ou inibicdo da sua migracdo para a membrana, sendo um
possivel meio de regulacdo desses compostos na atividade da NADPH oxidase
(ZHOLOBENKO et al., 2016).

Considerando os resultados obtidos é razoavel inferir que o que o
aumento celular observado pode estar relacionado a populacédo de neutrdfilos e
células epitelioides, ndo ha macrofagos, sobretudo no periténio. Assim novas
abordagens sdo necessarias para esclarecer o efeito anti-inflamatério
observado, sobretudo por se tratar de efeito relacionado a ativagcédo secundaria
do sistema imune e a fase inflamatoria cronica do edema ocasionado por BCG.

Com base nesses achados, sugere-se que o efeito supressor do extrato
pode estar relacionado a agdo imunomoduladora do mesmo, em decorréncia da
elevada concentracao de flavonoides presentes no extrato do bacuri. Pois os

flavondides sdo compostos bioativos com acdo anti-inflamatoria e
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imunomoduladora, além de outras numerosas propriedades bioldgicas, incluindo
a capacidade em modular enzimas e (DOVICHI; LAJOLO, 2011).

Nesse estudo néo foi possivel avaliar a producdo de citocinas, novas
andlises serao realizadas posteriormente, utilizando a técnica de ELISA, pois as
citocinas podem ser definidas como um grupo heterogéneo de proteinas, que
sao produzidas naturalmente e secretadas por células diversas, pertencentes ou
nao ao sistema imune. A funcionalidade dessas proteinas se da na defesa do
organismo, regulando parte da atividade das células que participam da
imunidade inata e especifica (TIZARD, 2002).

O estudo de compostos derivados de plantas farmacologicamente
ativos, tem promovido a descoberta de farmacos utilizados no tratamento de
doencas. Para o tratamento de dor, principios ativos que derivam de plantas
estdo sendo estudados por industrias e laboratorios académico, pois ha uma
necessidade da descoberta de novos analgésicos que sejam efetivos no
combate das dores, principalmente dores cronicas, que afetam o bem-estar do
individuo.

O teste Tail flick mostrou que o tratamento com EHPI ampliou o tempo
gue os animais permaneciam sobre a placa aquecida, sugerindo uma acéao anti-
nociceptiva, central, semelhante a morfina. A morfina € considerada um protétipo
de analgésicos opidides, que sdo conhecidos pela sua eficacia, pois estes
bloqueiam a transmissdo dos estimulos dolorosos atuando sobre varios
receptores pré e pos-sinapticos no ganglio da raiz dorsal e para centros
superiores, podem atuar também sobre a transmissdo neural em diferentes
locais da propria medula espinhal (SOUZA, 2003), sugerindo efeito semelhante
para o EHPI.
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6. CONCLUSAO

¢Conclui-se que o extrato de P. insignis ndo apresenta efeito cicatrizante,
mas possui uma atividade anti-nociceptiva central, provavelmente por ativar
neutrofilos, possui atividade imunomoduladora e anti-inflamatdria em processos
cronicos, possivelmente por interferir no processo de migracao e proliferacéo

celular.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise conjunta dos dados e informacdes apresentadas fornece um
avanco importante dos efeitos e propriedades da espécie P. insignis (Mart.),
especialmente de suas folhas, esta parte da planta tem recebido pouca atencao

de estudos sistematizados.

Foi demonstrado que o tratamento com EHPI promove significativo efeito
analgésico, o qual parece estar relacionado com a grande quantidade de
flavonoides presentes nessa espécie. Quando avaliada a atividade anti-
inflamatoria, observou-se uma resposta no grupo tratado com o extrato na apés
o desafio com PPD, podendo estar relacionada a diminuicdo da migracao de

leucécitos para o foco dessa inflamacéo, sugerindo um efeito imunomodulador.

Este trabalho é pioneiro em abordar os efeitos do EHPI na cicatrizacéo,
inflamacé&o e dor, abrindo uma fonte importante de investigacdo. Porém para a
plena validacdo do uso popular da espécie é essencial que estes estudos sejam
aprofundados, havendo necessidade de testes com uma dose maior do extrato,
respeitando sempre o nivel de toxicidade descrito na literatura.
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