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RESUMO

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy € uma espécie vegetal arbustiva conhecida,
como lacre. Na literatura existe diversos relatos da acdo farmacoldgica da
espécie frente a microrganismos, acdo antitumoral, laxante. O presente estudo
investigou o efeito de V. guianensis na diabetes in vitro e os efeitos cicatrizante,
analgésico e anti-inflamatorio in vivo. Utilizou-se o extrato hidroalcodlico das
folhas de Vismia guianensis (EHVG). O tratamento com EHVG foi feito com 5
mg/Kg, via oral em todos os ensaios. Camundongos Swiss, fémeas, foram
divididos em grupos de 5 animais. Os controles negativos receberam salina, via
oral. Na avaliacdo da cicatrizagéo a inducao de ferida foi feita por excisao de pele
nos grupos Controle e EHVG e os animais foram tratados por 15 dias e avaliados
a cada dois dias nesse periodo. O efeito analgésico foi avaliado por Talil flick, nos
intervalos de 30; 60 e 120 minutos apdés o tratamento (grupos EHVG, Controle e
Morfina). O efeito anti-inflamatorio foi avaliado em animais tratados 30 dias apés
a aplicacdo de BCG, no coxim plantar, e o desafio com 21 dia com PPD (grupos
EHVG e BCG). O EHVG apresentou atividade inibidora para as enzimas o-
amilase e a-glicosidase semelhante a arcabose usada como controle positivo. O
EHVG néo acelerou o processo cicatricial, entretanto, a retracdo da lesdo foi
mais evidente do grupo tratado com o extrato. O EHVG teve acdo anti-
nociceptiva comparavel a morfina nos intervalos de 60 e 90 minutos. Na resposta
inflamatoria o EHVG apresentou efeito tanto na fase aguda como crénica, com
repercussao na ativacao de linfocitos TCD4+ no peritdnio e no linfonodo popliteo,
onde também aumentou os linfécitos TCD8+. O EHVG néao alterou a producéo
de peroxido de hidrogénio e citocinas. Concluimos que o EHVG apresentou
efeito anti-diabetes, analgésico e anti-inflamatorio, mas néo afetou cicatrizagao,
sugerindo que o extrato € uma promissora fonte de moléculas bioativas.

Palavras-Chave: Vismia guianensis, anti-nocicepcao, anti-inflamatorio; lacre;
BCG; Linfocitos T.

ABSTRACT



Vismia guianensis (Aubl.) Choisy is a shrubby plant species known as sealing
wax. In the literature there are several reports of the pharmacological action of
the species against microorganisms, antitumor action, laxative.The present study
investigated the effect of Vismia guianensis the anti-diabetes, healing, analgesic
and anti-inflammatory effects. The leaves were dried, crushed and macerated in
alcohol 70% to obtain the hydroalcoholic extract (EHVG). Female Swiss mice
were divided in groups of 5 animal each. All negative controls group always
received saline solution. The animals treated with EHVG received 5mg/Kg, orally.
The wound was induced by excision of skin and control and EHVG groups were
treated during 15 days. The anti-nociceptive effect was evaluated by Tail flick in
animals treat once with EHVG (5mg/Kg), Morphine (10mg/Kg) and saline. The
anti-inflammatory effect was evaluated after the BCG injection on the footpad, on
day 0 and PPD, on day 21. EHVG show a high inhibitory effect on a-amylase a-
glycosidase similar to arcabose used as positive control. The EHVG did not affect
the cicatricial process in mice. Although, the lesion was more retracted in the
group treated with the extract. EHVG showed an analgesic activity similar to
morphine at the later periods (60 and 90 min). EHVG also showed an anti-
inflammatory activity either at acute or chronic phase, increasing the TCD4+
population at the popliteo lymph node and peritoneum. At peritoneum the TCD8+
was also increased. Instead, no effect was detected on H202 and cytokine
production. We conclude that the EHVG has an analgesic and anti-inflammatory
activity and for this reason it is an important target to bioprospecting new
products.

Keywords: Vismia guianensis, healing, anti-nociceptive, anti-inflammatory;
lacre; BCG; T Lymphocytes
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1. INTRODUCAO

1.1. Mecanismos fisiopatolégicos do processo de cicatrizagéo

O numero de diabéticos esta aumentando em virtude do crescimento e
do envelhecimento populacional, da maior urbanizagdo, da progressiva
prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como da maior sobrevida de
pacientes com Diabetes Mellitus (BRASIL, 2001).

Em pacientes diabéticos as lesbes nos pés sdo de ocorréncias
frequentes, e o processo de reparo tecidual € lento. A maioria das complicacfes
esta relacionada aos vasos sanguineos. Esses vasos podem sofrer alteracfes e
serem danificados devido a alta glicemia, ocorrendo assim danos nos 0rgaos
responsaveis pelo processo de cicatrizacao, além da baixa sintese de colageno
(MENDONCA et al., 2009).

Além de dificuldade em cicatrizar as feridas, o diabetes acelera a piora
das lesbes. Por este motivo, a necessidade de desenvolver drogas que possam
atuar no controle da diabetes e ao mesmo tempo estimular a cicatrizacdo de
feridas é desejavel (MENDONCA et al., 2009).

As lesdes teciduais séo lesbes que afetam a estrutura e integridade
dérmica e a cicatrizacdo é o processo que visa substituir o tecido lesado por um
tecido conjuntivo vascularizado. A cicatrizacdo é um processo dinamico que
envolve uma série de eventos celulares e moleculares, incluindo a inflamacéo,
proliferacdo celular, remodelamento tissular entre outros. Este processo tem
como obijetivo, reparar e recuperar a area lesionada. (SCHULTZ et al., 2003;
CLARK, 2005; HATANAKA; et al., 2007; MEZZANA et al., 2008).

No decorrer do reparo tecidual é observado: coagulacéo, inflamacéo,
fibroplasia, deposicéo matricial, angiogénese, epitelizacao e contracdo da ferida.
Esse processo € caracterizado em trés fases: inflamatéria, proliferativa e de
remodelagem ou maturacdo. Essas fases sdo acompanhadas por diversos

eventos interligados, que se sobrepdem continuamente (BALBINO et al., 2005).

A fase inflamatéria é caracterizada por se iniciar imediatamente apés a
lesdo, resulta na liberacdo de substancias vasoconstritoras, principalmente

tromboxanas A2 e prostaglandinas. Nessa fase ocorre formag¢ao do tampéo de
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coagulacao, devido a presenca das plaquetas que liberam fator de crescimento
de transformacéo beta (TGF-B), fator de crescimento derivado dos fibroblastos
(FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e tromboxanas.
Esses mediadores recrutam neutréfilos e macrofagos que serdo responsaveis
pela liberacdo de citocinas e quimiocinas e pela remoc¢do das células mortas
(BROUGHTON et al., 2006).

Os neutréfilos aderem a parede do endotélio mediante ligacdo as
selectinas, produzem radicais livres, auxiliam na remocgé&o dos tecidos lesados
de agentes infecciosos e gradativamente, sdo substituidos por macréfagos. Os
macrofagos por sua vez, contribuirdo para a remoc¢éo do tecido necrosado, na
degradacéao do colageno e da elastina. A participacdo dos macrofagos neste
processo é caracterizada pela estabilizacdo da ferida atuando na fagocitose de
células necrosadas, bem como na degradacdo de colageno e elastina. Este
processo € de grande importancia, pois visa preparar a area lesionada para a
fase proliferativa, além de contribuir para o desenvolvimento do tecido de
granulacdo (BROUGHTON et al., 2006; KOH, DIPIETRO, 2018).

Na fase proliferativa ocorre proliferacao de fibroblastos no local da ferida,
esta fase dura entre o quarto e o décimo quarto dia, ocorrendo epitelizacéo
gradual da lesédo e regeneracao do tecido. A proliferacédo de fibroblastos no local
da lesédo, ocorre sob acédo de citocinas, resultando no processo de sintese de
colageno ou fibroplasia. A sintese de colageno é estimulada pela presenca de
TGF-B e IGF1. (GUO, 2010; JAMES et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2000).

No final da fase de reparo ou remodelamento, os fibroblastos podem
diferenciar-se em miofibroblastos e, assim, passam a expressar a-actina e a-
miosina, com relevante capacidade para expandir e movimentar-se ao longo da
lesdo. A reorganizacdo da nova matriz € um processo importante da
cicatrizacdo; Este processo ocorre com sucesso quando ha equilibrio entre a
sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga. Ao final do processo de
cicatrizacao, estas células entram em apoptose. Quando a apoptose ndo ocorre
surgem as varias doencas fibréticas, como por exemplo a cirrose hepética,
fibrose renal, fibrose retroperitoneal, queloides entre outras manifestacbes
(BROUGHTON et al., 2006).
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O processo cicatricial pode sofrer variagcdes tanto de ordem geral quanto
local, influenciando assim, o processo de cura da lesdo. Fatores como a idade,
estado nutricional, utilizacdo de drogas alteracdes cardio-circulatorias e na
coagulacao interferem na cicatrizacdo. Fatores locais tais como: 0 ambiente
contaminado no qual ocorre a ferida, infecgcdo sistémica concomitante, uso de
drogas imunossupressoras e o ressecamento do leito da ferida, tem influéncia
no reparo tecidual (MANDELBAUN et al., 2003).

As feridas provocam dor, devido ao dano tecidual ocasionado. A
percepcdo da dor decorre da integracio funcional dos sinais da via da dor. E
estimado que a dor crbnica esteja presente na metade da populagdo, sendo
muitas vezes incapacitante (HASSELSTROM et al., 2002). Esse namero é pelo
menos duas vezes maior do que o encontrado em relacdo a dor aguda, que é
responsavel por cerca de 1/5 das incapacidades moderadas e graves
(SAASTAMOINEN et al., 2005).

A dor é também caracterizada fisiologicamente como um sinal de alerta
para o organismo, resultando no desencadeamento de reacdes de defesa e
prevencao (KLAUMANN et al., 2008). O processo neurolégico responsavel pela
codificacéo e processamento do estimulo nocivo € denominado de nocicepcéo
(NAIDU et al., 2015).

A nocicepcao esta ligada diretamente ao reconhecimento de sinais
dolorosos pelo sistema nervoso, a partir do processamento das informacodes
relacionadas a lesdo. (MUIR I, 2009). A nocicepcao resulta da ativacédo de
subpopulacdes de neurbnios sensoriais primarios, denominados de
nociceptores, os quais tem a funcéo de transmitir a informac&o nociceptiva para
o cordao espinhal, e posteriormente até ao cortex. (RIEDEL et al., 2001; VERRI
et al., 2006).

1.2. Inflamacédo induzida por BCG e PPD

Albert Ledn Charles Calmette e Jean Marie Camille Guérin no Instituto
Pasteur (Paris) entre 1906 e 1919, desenvolveram a vacina BCG, a partir de uma

cepa atenuada do Mycobacterium bovis original, apés 13 anos de passagens
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sucessivas em meios de cultura, realizadas a cada trés semanas, perfazendo o
total de 231 passagens (GRANGE et al., 1983).

A partir de 1921, a vacina produzida com Mycobacterium bovis atenuado
passou a ser utilizada em humanos, recebendo o nome de BCG (Bacilo Calmette
Guerin) (STARKE et al.,, 2004). O BCG utilizado como vacina contra a
tuberculose, é administrado na maioria dos bebés do mundo como parte do
Programa Alargado de Imunizacdo (EPI) da Organizacdo mundial da
saude (OMS, 2008). Cerca de cem milhBes de doses da vacina BCG sao
aplicadas a cada ano, no mundo e as complicagdes decorrentes da vacinagéo
séo raras (WHO et al., 2014).

O mecanismo de acdo do BCG engloba a ativacdo de linfécitos T e
macrofagos ocasionando uma reacéo inflamatoria em duas fases: - a aguda que
ocorre logo apos a inoculacdo da vacina e a cronica, que ocorre entre 20 e 40
dias ap0s a vacinacao. Ha consenso de que o uso do BCG além de induzir uma
resposta inflamatoéria aguda, na regiao em que foi injetado, em torno de 48 horas

apos inoculacao, também estimula a proliferacéo e ativacao de linfocitos.

Nas reacOes ao BCG a populacado de linfécitos T CD4+ € duas vezes
maior do que a de linfécitos TCD8+. Alguns linfécitos TCD4+, também
conhecidos como T helper (Th) infiltram a epiderme, logo nas primeiras horas
apos a inoculacdo. Em 48 horas, sdo encontrados macréfagos e células de
Langerhans, que comecam a migrar para fora de epiderme. A avaliacdo
histolégica mostra que células de Langerhans e células dendriticas também
estdo presentes na regido do in6culo. Na maioria das vezes, ndo ha infiltrados
de basdfilos e mastécitos nestas reacdes (FLYNN et al., 2004; BEISIEGEL et al.,
2009). Em recém-nascidos ocorre também aumento de células natural killer
ativadas, possivelmente as responsaveis pelo o aumento da eficacia da vacina
BCG nessa populacédo (BOYSEN et al. 2009).

As reacfes ao BCG tendem a se intensificar apds o estimulo
intradérmico com PPD, promovendo a migracdo de linfocitos para as regides
perivasculares. Nas primeiras 4 horas apés inoculacdo do PPD é possivel
observar o influxo de neutréfilos, que vao sendo aos poucos substituidos por
macréfagos e células T, nas 10 horas seguintes. O aumento do infiltrado celular
termina por romper o feixe de colageno da derme, por volta das 48 horas apds a
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inoculacdo. No momento seguinte é possivel detectar linfocitos Th, T citotoxicos
(Tc ou CD8+), bem como células de Langherans e células dendriticas
(MONAGHAN et al., 1996).

Os macrofagos sédo as células predominantes no infiltrado inflamatorio e
podem corresponder 80% das células nesse sitio. Importante ressaltar que
esses macrofagos apresentam aumentada expressao de moléculas de MHC de
classe Il, o que contribui para aumentar a eficiéncia dessas células na
apresentacdo de antigenos. Assim, embora as células dendriticas também
estejam presentes nos locais do indculo, sdo os macrofagos as principais celulas
apresentadoras de antigeno nesse tipo de reacdo (AHMED; BLOSE, 1983;
FRAZER et al., 1985; DANNENBERG, 1991).

A ativacdo das células do sistema imune na area lesada promove a
liberacdo de mediadores liberados por células ativadas, em resposta a um fator
etiolégico. Entre os principais mediadores da resposta inflamatdria incluem-se: -
componentes do sistema complemento, componentes do sistema de coagulacéo
ou, ainda, produtos oriundos de células ou tecidos, tais como citocinas,
guimiocinas, histamina, serotonina, metabolitos do acido araquiddnico, fator de
ativacao plaquetario (PAF) e oxido nitrico (NO) (SPINOSA et al., 2006;
MEDZHITOV, 2008).

Os processos inflamatoérios caracterizam-se por sinais cardinais descritos
como: rubor, edema, calor, dor e perda da funcdo do local afetado. A regulacéo
do processo inflamatério € mediada por diversas vias de sinalizacdo e tipos
celulares, incluindo maturacdo e funcdo das células imunes, bem como a
homeostase dos tecidos (MEDZHITOV, 2008).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo caracterizados como
uma classe importante de compostos na qual apresentam diversas aplicacfes
terapéuticas. Entretanto, ha relato de diversos efeitos adversos, tais como
Ulceras, faléncia renal, osteoporose e doencas cardiovasculares associados a
farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais convencionais (MCGETTIGAN e
HENRY, 2011; CONAHGAN, 2012).

Os AINEs tém atuacg&o na inibicdo das enzimas cicloxigenase-1 (COX-

1) e cicloxigenase-2 (COX-2), responséaveis pela producéo de prostaglandinas.
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As prostaglandinas sintetizadas pela COX-1 sao funcionais na protec¢ao tecidual
em sitios renais e gastrintestinais, sendo relatados efeitos adversos relacionados
a danos nesses tecidos. A COX-2 atua nos locais da inflamagao, inibindo a
producéo de prostaglandinas. (SMITH et al., 2004).

Os farmacos atuais anti-inflamatérios apresentam diversas limitacdes
sobre sua eficacia, efetividade e custo de producdo. E necesséario o
desenvolvimento de anti-inflamatérios que apresentem baixa ou nenhum efeito
colateral, € de extrema importancia a identificagdo de novas drogas que promova
a resolucédo da inflamacéo e que seja eficiente e bem tolerada pelo organismo
(CASTRO, 2016).

1.3. Importancia de estudos com produtos vegetais

Apesar de o Brasil ter uma grande biodiversidade, vista principalmente
na alta diversidade de espécies vegetais, pouco se sabe sobre o potencial
farmacologico para o desenvolvimento de medicamentos. No estado do
Maranhéo a diversidade da flora imprimiu a fitoterapia uma forte tradicéo popular
de uso para tratamentos de enfermidades (LIMA JUNIOR et al., 2006; MELO et
al., 2006). Entretanto, somente uma parcela desses vegetais foi avaliada
cientificamente quanto ao potencial para a producdo de farmacos, extratos
vegetais, inseticidas, corantes naturais e derivados, entre outros produtos
(TAKAKI; et al., 2007).

A tabela 1 mostra duas espécies botanicas que tem registro na Anvisa,

e gue podem ser comercializadas para fins terapéuticos, sob prescricdo médica.

Tabela 1
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Listade dois fitoterdpicos de uso registrado na Anvisa

F 3 g

iNomenclatura botanica Actaea racemosa L

Nome popular Cimicifuga

Parte usada Raiz ou rizoma

Padronizacio/Marcador Glicosideos triterpénicos expressos em 23-epi-26-desoxiacteina
Denvado vegetal Extratos

::rc;ipcgﬁ?i:t&qﬁes Sintomas do climatério

Dose Diaria 2 a 7 mg de glicosideos triterpénicos expressos em 23-epi-26-

desoxiacteina
V1ia de Administragdo Oral
Restricdo de uso 'Venda sob prescricio medica

Homenclatura botanica Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip.

Nome popular Tanaceto

Parte usada Folhas

Padromzagdo/Marcador Partenolideos

Denvado vegetal Extratos

::rl::;gﬁﬁz;fnqﬁfs Profilaxia da enxaqueca

Dose Diaria 0,2 a 0,6 mg de partenolideos

Via de Administragio Oral

Restrigdo de uso 'Wenda sob prescricio médica. Nio usar de forma continu

*Fonte ANVISA, 2015.

Estima-se que, dos medicamentos aprovados entre 1981 e 2014 para uso
clinico, cerca de 26% era oriundo de produtos naturais ou derivados e 13%
apresentavam grupamento farmacoldgico de origem natural (NEWMAN et al.,
2016).

. Importa mencionar que, o uso tradicional de plantas nem sempre fornece
informacgdes corretas quanto ao modo de preparo e aplicabilidade, em contraste
aos produtos industrializados que passaram por estudos clinicos. Dependendo

da regido onde sao utilizadas, as plantas possuem diferentes denominagdes
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populares, favorecendo equivocos quanto a sua correta identificacdo e com
reflexos sobre a possivel acdo, indicacdo de uso e dose recomendada.
(ARAUJO, 2010).

O uso de plantas medicinais como medicamento requer orientacao
adequada, para que seu uso nao ocasione problemas a fisiologia do organismo.
Consequentemente, € importante que seja realizado o controle sanitario destes
produtos e a conscientizacdo da populacao sobre seus riscos, visto que a ideia
de que produto de origem natural ndo faz mal a salude ainda se encontra
amplamente disseminada (CARVALHO,2007; VASCONCELOS et al., 2010).

1.4 Vismia guianensis: Taxonomia e Caracteristicas Botanica-geograficas
1.4.1 Consideracfes sobre o género Vismia

O género Vismia é constituido de arvores ou arbustos, sendo que 80%
das noventa e sete espécies conhecidas apresentam representantes em regioes
tropicais e subtropicais, com ocorréncia na America do Sul e América Central.
As demais espécies desse género se distribuem pela Africa e Asia. A maioria
desses vegetais tem resinas e algumas espécies apresentam acao fitoterapica.
(HIRUMA-LIMA et al. 2002).

No género Vismia ja foram isolados diversos metabdlitos incluindo as
antragquinonas, identificadas como metabdlitos tipicos desse género (MIRAGLIA
et al., 1981), triterpenoides, diantraquinonas, benzofenonas e lignanas (NAGEN
et al., 1997, GUERRA, 1996), flavonoides, xantonas, antronas, esteroides,
monoterpenos (HUSSAIN, 2012).

Algumas espécies tais como: V. augusta, V. confertiflora, V. dealbata, V.
baccifera; V. ferrufinea e V. guianensis dentre outras, tém sido utilizadas no
tratamento de feridas, ulceracdes, afeccdes de pele, herpes, como febrifugo e
purgante (ALVAREZ et al., 2008).

Algumas espécies sdo produtoras de latex de cor amarelo alaranjado.
Este latex é proveniente de cortes feitos no caule da planta e tem sido utilizado
por tribos amazénicas no tratamento de feridas, herpes e infecgbes por fungos
na pele (PASQUA et al., 1995).
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1.4.2 TAXONOMIA de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

REINO: Vegetal
DIVISAO: Angiospermae
SUBDIVISAO: Espermatophyta

CLASSE: Dicotyledoneae
SUBCLASSE: Archiclamydeae
ORDEM: Guittiferales
SUBORDEM: Theineae
FAMILIA: Guttiferea
SUBFAMILIA: Hypericoidae
TRIBO: Vismeae
GENERO: Vismia
ESPECIE: Vismia guianensis

1.4.3 Distribuicdo da espécie Vismia guianensis

A espécie Vismia guianensis € comumente encontrada em paises e

regidbes da Ameérica tropical, tais como: Colémbia, Venezuela, Guiana e
diferentes areas do Norte e Nordeste do Brasil (MELO-DE-PINA et al., 2006).

No Brasil as ocorréncias confirmadas estdo no Norte brasileiro, incluindo
os estados do Acre, Amazonas, Amapda, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins;
No Nordeste brasileiro, inclui os estados do Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe; apresentando distribuicdo também na
regido do Centro-Oeste, nos estados de Goias e Mato Grosso. Sendo um vegetal
caracterizado por ocorréncias nos dominios fitogeograficos tais como:
Amazbnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, como mostra a figura 2
(BITTRICH et al., 2015).
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Figura 1. Distribuicdo da espécie Vismia guianensis no Brasil. Coloracédo do
mapa do Brasil em Verde: Regido Norte; Laranja: regido Nordeste; Amarelo:
regido Centro-Oeste. Ocorréncia da espécie nas trés regides destacadas. Fonte:
Flora do Brasil, 2015.

No Maranhdo, especialmente em Sao Luis, essa espécie vegetal é
encontrada por quase toda regido da ilha. Desempenha importante papel
colonizador de areas desmatadas onde, geralmente, sdo classificadas entre os

primeiros vegetais a crescer (UHL, 1987).

1.4.4 Caracteristicas morfolégicas da espécie Vismia guianensis

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy é conhecida popularmente como lacre,
arvore da febre, goma-lacre, pau-de-lacre ou lacre-branco. (LORENZI e MATOS,
2002). Esté espécie fornece uma excelente madeira de cor vermelho palido com
veias finas e claras, tecido fibroso, com uma durabilidade regular. Sendo
amplamente utilizada na construg&o civil, marcenaria de luxo e carpintaria (PIO
CORREA, 1926).
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Figura 2. Folhas e tronco de Vismia guianensis. Fonte: arquivo pessoal.

V.guianensis é caracterizada como arvore ou arbusto, com altura
variando entre 1 e 3 m de altura, ramos cilindricos, incanos, nos e entrenos bem
definidos, com latex ferrugineo. Apresenta folhas decussadas, face adaxial
glabra e abaxial incana, elipticas a ovadas, apice cuspidado a atenuado, base
arredondada a cuneada; peciolo medindo entre 2 e 2,6 cm e venacgao
broquidédroma (OLIVEIRA et al., 2015).

As flores séo inflorescéncias terminais e axilares em racemo; com
pedunculo medindo entre 2 e 3 cm de comprimento, possui flores andrdginas;
pedicelo com 3,0 cm comprimento, auséncia de bracteas; 5 sépalas coriaceas
soldadas na base, 5 pétalas, membranéaceas, livres; androceu polistémone, em
varios feixes de estames, adunados na base, ndo-sinandrio, com 2 mm de
comprimento, epipétalos, filetes ndo-sésseis, conectivo curto; anteras bitecas,
abertura longitudinal, sem estamindides; gineceu com estigma circular, trifido;

estilete cilindrico com 2mm de comprimento, ovario supero, globoso com 1 mm
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de comprimento. Frutos do tipo baga, carnosos, indeiscentes, polispérmicos,

ovados, com cerca de 1,7 cm de comprimento e 1 cm diametro (OLIVEIRA et al.,
2015).

-~ - | [

(A), flores (B), fruto (C) da espcie Vismia guianensis

A

Figura 3. Folhas
(Aubl.) Choisy. Fonte: arquivo pessoal.

1.4.5 Composicao quimica de Vismia guianensis

Diversos metabolitos secundarios ja foram identificados nas varias
partes de V. guianenesis incluindo: B-sitosterol, vismiona H (BOTTA et al. 1985),
quinonas (GONZALES et al., 1980; DELLE MONACHE et al., 1980),
vismioquinonas (GUERRA, 1996), diantronas (POLITI et al. 2004),
antraquinonas (GROSSE et al., 1997; POLITI et al., 2004) e xantonas (BILIA et
al., 2000). Investigacdo sobre as sementes de V. guinensis resultou nha

identificacdo de antraquinonas e triterpendides (TALA et al., 2013).

1.4.6 Propriedades farmacolégicas de Vismia guianensis

O uso das plantas medicinais pelas populacdes nativas e ribeirinhas das
regides norte e nordeste é uma importante fonte de conhecimentos
etnofarmacoldgicos. Vismia guianensis esta entre as espécies utilizadas nessas
regides, devido as propriedades anti-fungicas de sua seiva, obtida da casca, e
da infuséo das folhas, as cascas da arvore sdo também utilizadas como laxativo,

anti-pirético e anti-reumatico (LORENZI et al., 2002) e no tratamento de micoses
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superficiais da pele (GONCALVES, 1970). Além disso, as suas folhas sao
empregadas como tonico (MACFOQY et al., 1983).

O extrato aquoso dos frutos de V. guianensis tem atividade
imunossupressora sobre a producdo de anticorpos e moduladora sobre a
producéo de citocinas (GUERRA; GONCALVES, 1991; GUERRA, 1996); acéao
hipotensora (GOMES, 1992), atividade antimicrobiana (GUERRA et al., 1993),
antibacteriana e antioxidante (SILVESTRE et al., 2012) ac&o antitumoral para
células de adenocarcinoma de colon (ALVAREZ et al., 2008) e atividade anti-
inflamatéria e antifingica (OLIVEIRA, et al., 2017) e acao anti-malaria (MENAN
et al., 2006 ). As sementes sado usadas como alimento em sopas e caldos
(MBAVENG et al., 2008 ).

A relevancia do estudo experimental com as folhas da Vismia guianensis
(Aubl.) deve ser considerada por trata-se de uma planta facilmente encontrada
no pais, e que, 0 seu manuseio na manipulacdo farmacéutica, pode tornar seu
custo acessivel a populacdo. Assim, frente as potencialidades que esta espécie
apresenta, serao investigados os efeitos em modelos anti-diabetes, cicatrizante,
analgésico e inflamatoério, visando contribuir para o desenvolvimento de novas
formulacdes, podendo competir com os farmacos ja disponiveis no mercado, ou

ser usado concomitantemente para melhor eficacia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a atividade anti-diabetes, cicatrizante, anti-inflamatoria e
analgésica do extrato das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, em

camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

» Analisar os efeitos do extrato na inibicdo das enzimas alfa-amilase e
alfa  glicosidase;

> Investigar o efeito de V. guianensis (Aubl.) Choisy na cicatrizacdo de
feridas cutaneas;

» Avaliar o efeito analgésico de V. guianensis (Aubl.) Choisy

» Avaliar os efeitos de V. guianensis (Aubl.) Choisy na resposta
inflamatdria, considerando a celularidade e a producdo de

mediadores.
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3 MATERIAL E METODOS:

3.1Animais:

Foram utilizados 35 camundongos Swiss fémeas (n=5/grupo), com 2-3
meses e pesando em média 25g, oriundos do Biotério Central da Universidade
Federal do Maranhdo. 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 o0s
procedimentos foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Maranhdo. CEUA-UFMA — processo n°
23115.009717/2015-10.

3.2 Material vegetal

As folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy foram coletadas no municipio
de S&o Luis- MA e os exemplares foram identificados e depositados no Herbario
da Universidade Federal do Maranhéo, apds confeccdo da exsicata e registro.
Numero registo 11.078 — Herbario do Maranhdo — MAR.

3.2.1 Preparacdo do extrato hidroalc6éolico das folhas V. guianensis
(EHVG):

Para obtencdo do extrato, as folhas foram secas em temperatura
ambiente (25 £ 3°C), a 37°C, durante sete dias. O material seco foi triturado em
moinho elétrico (TENAL TE 340). A obtencé&o do extrato ocorreu apds maceracao
em etanol 70% (MERCK), por trés semanas, com troca semanal do solvente.
Em seguida, o EHVG foi concentrado sob pressao reduzida, liofilizado e
estocado em frascos estéreis a 4°C, até a realizagdo dos ensaios. Para uso o
extrato liofilizado foi pesado e diluido em PBS (50g/mL) (GUERRA, 1996).
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3.3 Avaliacdo in vitro da ac&o inibitéria sobre a alfa-amilase e alfa
glicosidase:

Nessa avaliacdo foram utilizadas trés concentragdes do extrato bruto
das folhas e trés do extrato bruto dos frutos de V. guianensis para avaliar a
atividade sobre a inibigdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase. O ensaio
consistiu resumidamente em incubar diferentes concentracbes do extrato com
as enzimas e avaliar em leitor de ELISA a capacidade de inibicdo. A arcabose
nas concentracdes de 0,5; 5 e 50mg foi usada como controle positivo.

3.4Inducéao de ferida para avaliar o efeito do EHVG na cicatrizagao

Os animais foram anestesiados [cloridrato de xilazina (20mg/Kg) e
cloridrato de ketamina (25mg/Kg), via intraperitoneal. Apos a anestesia, 0 dorso
foi limpo com alcool 70% e depilado. Para inducdo da lesdo foi utilizado um
molde circular, com 1cm de diametro e a pele foi removida com auxilio de pin¢ca
e tesoura estéreis. A hemostasia ocorreu por pressdo com gaze embebida em
solucdo salina estéril, durante 1 a 2 minutos. Os animais foram mantidos
aquecidos e hidratados até o fim do efeito da anestesia. Nesse experimento
foram utilizados 10 animais, distribuidos em 2 grupos, sendo grupo controle, que
recebeu salina e o grupo Vismia, tratado com o EBVG (5mg/Kg), via oral, por 15

dias.

A evolucéao do processo cicatricial foi acompanhada a cada dois dias, até
0 16 dia. Nesses intervalos as lesdes foram mensuradas, com auxilio de
paquimetro digital e fotografadas, utilizando-se camera fotogréfica digital,
acoplada a um tripé, com distancia padronizada de 15cm até o total da leséo.
Em cada dia, foram tomadas duas medidas da lesdo, uma vertical e outra
horizontal, sendo feita a média dessas medidas para calcular a area das lesées

utilizando a formula de area da circunferéncia (1r?).

3.50btencéo e suspensdes celulares:

As células do sangue, bago, peritdnio e linfonodo popliteo foram obtidas

conforme descrito a seguir e depois foram fixadas e coradas com solucdo de
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cristal violeta (0,05% em é&cido acético 30%), na proporcao 1:9. As células foram
contadas em camara de Neubauer, com auxilio de microscépio Optico de luz

comum.

3.5.1 Células do Periténio

Para obtencdo das células peritoneais, a cavidade peritoneal foi lavada
com 5mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril e as
suspensdes celulares foram colhidas com auxilio de seringa, mantidas em tubos
de polipropileno com fundo cbénico (Costar), centrifugadas e diluidas para a
contagem celular. Essas células foram utilizadas para avaliar diferentes
populacdes celulares por microscopia e por citometria de fluxo, dependendo do

ensaio.

3.5.2 Células de Baco

O baco foi removido assepticamente triturado em tamiz e as suspensdes
celulares obtidas foram centrifugadas a 1500 rpm, ressuspensas em PBS,
diluidas e coradas com solucdo de Turk para contagem. Essas células foram
utilizadas para avaliar diferentes populacdes celulares por microscopia,

dependendo do ensaio.

3.5.3 Sangue

As amostras individuais de sangue foram obtidas por puncao do plexo
retrorbital. Para a determinacdo do numero total de leucdcitos, as amostras de
sangue foram centrifugadas e coradas com solucdo de Turk, para a contagem
das células ao microscopio Optico, usando a camara de Neubauer. Essas células

foram utilizadas para avaliar diferentes populagdes celulares por microscopia.
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3.5.4 Linfonodo popliteo:

O linfonodo popliteo foi removido, assepticamente, triturado em tamiz e
as células obtidas foram centrifugadas, ressuspensas e diluidas em PBS. Para
contagem total as células foram coradas com cristal violeta, conforme 3.4.1.
Essas células foram utilizadas para avaliar diferentes populacfes celulares por
microscopia e por citometria de fluxo, nos ensaios de avaliagdo do efeito anti-

inflamatorio.

3.5.5 Contagem diferencial de células do sangue, baco peritbnio e
linfonodo popliteo

A contagem diferencial foi avaliada em microscépio de luz comum, com
auxilio da objetiva de 100, a partir da contagem de 100 células. Os dados
referentes a cada uma das diferentes populagcdes foram expressos em

porcentagem.

3.6 Avaliacao da atividade analgésica por “Tail flick”

Nesse ensaio foram utilizados 15 camundongos (n=5/grupo), divididos em
trés grupos como a seguir: Controle: recebeu PBS (5mg/kg) via oral. Morfina:
recebeu morfina (10 mg/Kg) via intraperitoneal e EBVG: recebeu o extrato

hidroalcodlico de Vismia guianensis (5mg/Kg), via oral.

Para a avaliacdo da atividade analgésica do extrato hidroalcodlico de
Vismia guianensis foi utilizado o teste radiante de calor radial, para a avaliagéo
do efeito analgésico os camundongos foram submetidos ao estresse térmico na
cauda e a mudanca de sensibilidade foi analisada por um Analgesiémetro
(Techno Type: Mark-IB, SL. No; 720,121), com intensidade da corrente
constante. A distancia entre a fonte de calor e a pele da cauda foide 1,5cme 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 reacao (D'Amour; Smith,
1941; D'Amour; Smith 2013). As observagdes foram feitas antes do tratamento

e nos intervalos de 30, 60, e 120 min depois. A atividade anti-nocepcao foi
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guantificada como o efeito maximo possivel (MPE) usando a férmula posposta
por (TORRES et al., 2001).

MPE% = Laténcia pos-tratamento - laténcia pré-tratamento

Tempo (10) - Laténcia pré-tratamento X100

3.7 Modelo de inflamacgé&o induzida pelo BCG e PPD

Para o modelo experimental de inflamacéo foram utilizados 10 animais,
distribuidos em 2 grupos, um controle nao tratado e o grupo Vismia, tratado com
o EHVG (5mg/Kg), via oral, por 34 dias ap6s o indculo de BCG (Bacilo Calmette-
Guérin), 100mg/mL, com 108 bacilos/mL (Instituto Butantd, Sao Paulo, Brasil) foi
inoculada no espaco subcutaneo do coxim plantar, da pata posterior esquerda,
na quantidade de 10upL (10° bacilos). Ao final de 22 dias os animais foram
desfiados com 10 pL de PPD (Derivado Proteico Purificado). As mediadas do
tamanho das patas foram realizadas a cada 24 horas, até o 3° dia, e depois de

3 em 3 dias, até o 34° dia, com auxilio de paquimetro digital (Mitutoyo).

3.8 Quantificacdo da producéo de mediadores:

3.8.1 Producéo de citocinas

A concentracao de citocinas foi avaliada no soro dos animais inoculados
com BCG, utilizando o kit Th1/Th2/Thl7 usando a técnica de microesferas
(beads) CBA (Cytometric Bead Array), de acordo com informacdes do fabricante
(BD Biosciences). O ensaio consistiu resumidamente em incubar 25uL de
amostra com 25uL da mistura de beads e 25uL do reagente de deteccdo. Os
tubos foram homogeneizados e incubados por duas horas. Os resultados foram
adquiridos por citometria de fluxo com FACScalibur (BD Biosciences) e apds a
leitura, os dados foram analisados com auxilio do software Flow Jow®. Os
valores foram expressos em pg/mL para cada uma das citocinas, a partir das

curvas padréo.
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3.9Imunofenotipagem das células do peritdnio e linfonodo popliteo

Apo6s contagem as células peritoneais e do linfonodo popliteo foram
ajustadas para a concentracdo de 10° células/mL e transferidas para uma placa
de 96 pogos de fundo em “U”, marcadas com os anticorpos especificos (Tabela
2) e incubadas a 4°C por 15 minutos. Foram montados 3 painéis de marcagao
para cada 6rgédo, e utilizados os seguintes marcadores de ativacdo: CD28 (PE)
CD86 (Percp); CD69 (PE) e anti-lale (PE).

Tabela 2. Painel de marcacao para células peritoneais e do linfonodo popliteo

Fluocromo/

FITC PERCP PE
Células alvo
Linfocitos T auxiliares CD3+ CD4+ CD28
Linfécitos T citotdxicos CD3+ CD8+ CD28
Macrofagos F4/80 CD86 lale

3.10 Quantificacdo da producao de peréxido de hidrogénio

A producdo de peroxido de hidrogénio foi avaliada a partir da
dihidrorrodamina 123 (DHR) (Sigma Aldrich), para verificar a oxidacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em macrofagos estimulados ou nhdo com
acetato de forbol miristato (PMA). O ensaio consistiu resumidamente em incubar
macrofagos peritoneais com 3,75mg/mL ou PMA + DHR. As amostras foram
incubadas a 37°C, 10min, e a leitura foi realizada em citdmetro de fluxo (Guava®
easyCyte) segundo CHEN; JUNGER, (2012).

3.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos com a média * desvio padrdo da média (SD)
de 5 animais por grupo. A andlise estatistica é feita por andlise de variancia na
avaliacdo de varios grupos, ou teste de T de stutent, na comparacdo entre 0s
controles e 0s grupos experimentais, sendo considerado o nivel de significancia
p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.10 EHVG apresenta acao anti-diabetes

A Tabela 3 mostra que o EHVG inibiu as enzimas a-amilase e a-

glicosidase, com eficacia semelhante a arcabose, usada como padréo positivo

Tabela 3. Efeito do extrato das folhas de Vismia guianensis na inibicdo das
enzimas a-glicosidase e a-amilase

Extrato das folhas de V.guianensis

a . Arcabose
Substancia/ Enzimas 0.5mg 5mg 50mg

a-glicosidase 64 + 0,04 61+0,09 790,70 99+ 0,05

a-amilase 57 £0,60 66 + 0,22 71+4,22 90 2,09

4.2 Avaliagdo macroscopica das feridas:

Para que fosse caracterizado os efeitos do EHVG no processo de reparo
tecidual, foi avaliada a regresséao das feridas pela acéo do extrato. As fotografias
na figura 4A mostram a evolucao do processo cicatricial no grupo tratado com
EHVG e no grupo controle. A figura 4B, mostra a variagdo nas medidas ao longo

do tempo.

Apés a excisdo na pele nao foi observada hemorragia em nenhuma das
feridas, ao longo de todo o periodo de observacédo. No 2° dia, animais dos dois
grupos apresentavam lesdes avermelhadas, com formacéo parcial de crosta e

auséncia de secrecao.

No 4° dia, os dois grupos apresentavam formacao parcial da crosta, mas
as feridas ainda apresentavam aspecto avermelhado, entretanto, ja era
perceptivel a retracdo da ferida. No 6° dia, animais do grupo EHVG
apresentaram lesdes menores, com formacao de crostas secas, mais densas e
escuras do que o controle. Este apresentava lesbes com crostas ainda em

formacao.

Entre o 8° e 10° dia, os animais dos dois grupos apresentavam evolucao
semelhante, com formagéao de tecido com coloragao rosa claro, contornando as
bordas da ferida. No 12° dia, dois animais do grupo tratado ja apresentavam re-

epitelizagéo total, enquanto nos demais animais e no grupo controle as feridas,
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apesar de bem reduzidas, ainda ndo tinham concluido o processo de re-
epitelizacdo, embora ja estivesse bem avancgado.

No 14° dia, trés animais de cada grupo apresentavam cicatrizacéo total
da ferida e no 16° dia todos os animais dos dois grupos apresentaram feridas

fechadas e a area depilada ja totalmente coberta por pelos.

A Figura 4B se refere aos efeitos do EHVG na evolucédo da area da leséo.
No 2° dia apdés a inducdo da lesdo, os animais tratados com o EHVG
apresentaram menor reducéo da ferida (69%) do que o controle (48%). Mesmo
o EHVG néo tendo uma acdo aceleradora significativa na cicatrizagéo, foi
possivel observar que o tratamento com EHVG, estimulou a contracdo da ferida
de forma mais efetiva do que o observado no grupo controle a partir do 10° dia
(Figura 1B).
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Figura 4. Efeito do extrato hidroalcodlico de Vismia guianensis (EHVG), na
evolucédo da cicatrizacdo de ferida cutanea a partir de Fotografias (A) e
medidas da lesdo (B) em camundongos Swiss tratados com 5mg/Kg de EHVG,
via oral, diariamente, durante 14 dias (Grupo Vismia), foram comparados ao
grupo Controle: recebeu, nos mesmos intervalos, somente agua. Os resultados
se referem a média das medidas de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na comparacao
com o controle. Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.3 O EHVG apresenta atividade anti-nociceptiva

Na Figura 5 é possivel observar que a morfina, usada como controle
positivo, apresentou atividade anti-nociceptiva e protecdo maxima em todos 0s
intervalos, correspondendo um percentual de laténcia de 9% no momento 0; 43%

aos 30 minutos; 73% aos 60 minutos e 70% aos 120 minutos.

O tratamento com EHVG resultou em percentuais de laténcia que
variaram de 6% no tempo inicial, 17%, apos 30 minutos até 42% e 43%, aos 60
e 120 minutos, respectivamente, atingindo o seu potencial maximo aos 60
minutos. Aos 30 minutos o maior percentual de laténcia foi observado no grupo
Morfina e os dados do grupo Vismia foram semelhantes ao grupo PBS, nos
intervalos seguintes (60 e 120 min) agdo do EHVG foi semelhante a da morfina
e maior do que a observado no grupo PBS.
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Figura 5. Efeito anti-nociceptivo do extrato hidroalcodlico das folhas de
Vismia guianensis. Camungongos Swiss, fémeas, foram divididos em trés
grupos tratados no momento 0 conforme o grupo: - Vismia: recebeu extrato das
folhas Vismia guianensis (5mg/Kg), via oral; - PBS: recebeu somente agua e -
Morfina: recebeu 10mg/Kg de morfina, via ip. 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 comparacdo com o controle

(#) em comparacdo ao grupo Vismia. Utilizado o teste de T de stutent para
estatistica.
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4.3.1 O tratamento com EHVG aumenta o namero de leucécitos no sangue
e no baco.

O tratamento com EHVG aumentou o nimero de leucdcitos no sangue

(Figura 6A), o numero de células no baco (Figura 6B), mas ndo afetou o nimero
de células peritoneais, como mostra a Figura 6C.

mA A
o
i 5_
z
g 4 *
{=2)
c
5% ——
w
o
= 27
o
o
© -
pt 1
—
0 T
Controle V.guianensis
1B
6_ *
1\’_\ 5-
o
i
< 4
3 2 1
@
om 2 =
1-
0 T
Controle V.guianensis
57 ¢
o 4
o
—
X 37
2
o
2 2]
=
<5}
[a 1
0 T
Controle V.guianensis

Figura 6. Contagem total de células no sangue (A), no baco (B) e no
periténio (C). Camundongos Swiss, fémeas foram utilizados para inducao de
lesdo cutanea no dorso para avaliar a cicatrizacdo. Os animais foram divididos
nos grupos: - V.guianensis: tratado com extrato das folhas Vismia guianensis
(EHVG- 5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 14 dias; - Controle: recebeu,
somente agua. As células foram obtidas no 15° dia. Os resultados correspondem
a meédia £ desvio padrdo de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na compara¢cdo com o
controle. Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.3.2 O tratamento com EHVG afeta a celularidade do baco

A avaliagdo da contagem diferencial mostrou que o tratamento com
EHVG, nao alterou a contagem de neutrofilos, linfécitos e monécitos no sangue
(Figura 7A) nem afetou o numero de linfocitos, neutrofilos, macréfagos basofilos
no peritonio (Figura 7C). Entretanto no bago o tratamento com EHVG reduziu o

namero de neutréfilos e aumentou o nimero de linfécitos e macréfagos (Figura
7B).
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Figura 7. Contagem diferencial de células no sangue (A), baco (B) e
periténio (C) de camundongos Swiss nos quais foi induzida uma lesdo no dorso
para avaliar a cicatrizacdo. Os animais foram divididos em dois grupos: - grupo
Vismia: tratado com extrato das folhas Vismia guianensis (EHVG - 5mg/Kg), por
via oral, diariamente, durante 14 dias; grupo Controle: recebeu, nos mesmos
intervalos, somente agua. As células foram obtidas 15° dia. Os resultados
correspondem a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na
comparacao com o controle. Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.4 Efeito anti-inflamat6rio do EHVG na reacgéo induzida por BCG/PPD

A Figura 8 mostra que o EHVG reduziu drasticamente o edema de pata
nas primeiras 48 horas e também entre os dias 18 e 20. Na segunda fase da
resposta inflamatéria, decorrente do desafio com PPD, o EHVG novamente

reduziu a inflamacéo, com maior efeito entre o 24 e 28° dia.

5.5
-~ control -M- vismia

Paw edema BCG (mm)

34

days

Figura 8. Efeito anti-inflamatério do EHVG sobre o edema de pata induzido
por BCG. de camundongos Swiss, fémeas, nos quais foi induzida reacéo
inflamatoria a partir no in6culo de BCG no coxim plantar. Os animais foram
divididos em dois grupos: - grupo Vismia: tratado com extrato das folhas Vismia
guianensis (EHVG - 5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 35 dias; grupo
Controle: recebeu, nos mesmos intervalos, somente agua. Os animais foram
desafiados com PPD no 21° dia e mortos no 35° dia. As medidas das patas
foram aferidas a cada 2 dias com auxilio de paquimetro digital. Os resultados
correspondem a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na
comparacao com o controle. Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.4.1 Avaliacdo da contagem total de células do linfonodo popliteo e baco

O tratamento com EHVG aumentou o nimero de leucécitos no linfonodo

popliteo (Figura 9A), mas néo afetou o nimero de células do baco (Figura 9B).
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Figura 9. Numero total de células no linfonodo popliteo (A) e no baco (B) de
camundongos Swiss nos quais foi induzido edema de pata por BCG. Os animais
foram divididos em dois grupos: - grupo Vismia: tratado com extrato de Vismia
guianensis (EHVG-5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias; grupo
Controle: recebeu, nos mesmos intervalos, somente agua. Os animais foram
desafiados com PPD no 21° dia e mortos no 35° dia, quando foram obtidas as
células. Os resultados se referem a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo.
(*) p<0,05 na comparacdo com o controle. Utilizado o teste de T de stutent para
estatistica.
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4.4.2 O tratamento com EVGH aumentou varias populagdes celulares no

sangue

O tratamento com o0 EHVG aumentou o nimero de leucécitos no sangue,
devido ao aumento na populacdo de neutrofilos e mondcitos. Entretanto ndo

afetou os numeros de linfocitos (Figura 10).
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Figura 10. Aumento de células no sangue de camundongos Swiss nos quais
foi induzido edema de pata por BCG. Os animais foram divididos em dois grupos:
- grupo Vismia: tratado com extrato de Vismia guianensis (EHVG 0O -5mg/Kg),
por via oral, diariamente, durante 34 dias; grupo Controle (O): recebeu, nos
mesmos intervalos, somente agua. Os animais foram desafiados com PPD no
21° dia e mortos no 35° dia, quando foram obtidas as células. Os resultados se
referem a média + desvio padrao de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na comparacao
com o controle. Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.4.3 O EHVG aumentou a migracdo de linfocitos T auxiliares para o

peritdonio

A Figura 11A mostra que o tratamento com EHVG aumentou o niumero de
linfécitos no peritdnio, mas néo afetou as populacdes de neutréfilos, macrofagos

e mastocitos.

A identificacdo das populacbes de linfécitos T, que migraram para o
peritbnio, mostrou que tratamento com EHVG, aumentou o nimero de linfocitos
TCD4* (Figura 11B), mas nédo afetou a populacédo de linfécitos TCD8*(Figura
11C).
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Figura 11. Contagem total, diferencial de células e populacdes de linfocitos
T no peritbnio de camundongos Swiss com edema de pata por BCG. Foram
avaliados dois grupos: - EHVG: tratado com extrato de Vismia guianensis
(5mg/KQ), por via oral, diariamente, durante 34 dias; - Controle: recebeu agua.
Os animais foram desafiados com PPD no 21° dia e mortos no 35° dia, quando
foram obtidas as células. Os resultados se referem a média + desvio padrao de
5 animais/grupo. (*) p<0,05 na comparac¢do com o controle. Utilizado o teste de
T de stutent para estatistica.

45



4.4.4 O tratamento com EHVG aumenta a presenca de linfécitos no
linfonodo popliteo

A Figura 12 mostra que o tratamento com EHVG aumentou namero de
total de células, bem como o de linfécitos T auxiliares e citotoxico no linfonodo

popliteo.
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Figura 12. O tratamento com EHVG aumenta o numero total de células e
de linfoécitos TCD4+ no popliteo de camundongos Swiss com edema de pata
por BCG. Foram avaliados dois grupos: - EHVG: tratado com extrato de Vismia
guianensis (5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias; - Controle:
recebeu agua. Os animais foram desafiados com PPD no 21° dia e mortos no
35° dia, quando foram obtidas as células. Os resultados se referem a média +
desvio padrdo de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na comparacdo com o controle.
Utilizado o teste de T de stutent para estatistica.
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4.45 O tratamento com EHVG nado afeta a populacdo de macrofagos
peritoneais

A Figura 13 mostra que o EHVG néo teve efeito sobre a populacéo de

macroéfagos totais, em repouso ou ativados no peritdnio.
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Figura 13. O tratamento com EHVG néo afeta a populacdo de macréfagos
peritoneais, ativados ou ndo, de camundongos Swiss com edema de pata por
BCG. Foram avaliados dois grupos: - EHVG: tratado com extrato de Vismia
guianensis (-5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias; - Controle:
recebeu agua. Os animais foram desafiados com PPD no 21° dia e mortos no
35° dia, quando foram obtidas as células. Os resultados se referem a média *
desvio padrdo de 5 animais/grupo. Utilizado o teste de T de stutent para
estatistica.

47



4.4.6 O tratamento com EHVG nado afetou a producdo de perdxido de

hidrogénio no peritbnio nem a de citocinas no sangue.

A Figura 14A mostra que a avaliacdo da producdo de peroxido de
hidrogénio néo foi afetada pelo tratamento com EHVG, mesmo apos estimulado
com PMA. Também nédo foram alteradas as concentragfes de IL-17 (Figura 14B);

IL-6 (Figura 14C) e TNF-a. Além disso, foram indetectaveis as concentragdes de

IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-2 (dados néo apresentados).
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Figura 14. Efeito
do tratamento com EHVG sobre a producao de peréxido de hidrogénio (A);
IL-17 (B); IL-6 (C) E TNF-a (D) de camundongos Swiss com edema de pata por
BCG. Foram avaliados dois grupos: - Vismia: tratado com extrato de Vismia
guianensis (EHVG - 5mg/Kg), por via oral, diariamente, durante 34 dias; -
Controle: recebeu agua. Os animais foram desafiados com PPD no 21° dia e
mortos no 35° dia, quando foram obtidas as células. Os resultados se referem a
média *+ desvio padrdo de 5 animais/grupo. Utilizado o teste de T de stutent para
estatistica.
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5. DISCUSSAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, as plantas com propriedades
fitoterapicas sao a melhor fonte para descoberta de novas de drogas. Entretanto,
ainda hoje, apesar do grande volume de evidéncias cientificas, os fitoterapicos
ainda n&o tém uma ampla utilizagdo, infelizmente os medicamentos tradicionais
com base em produtos vegetais permanecem empiricos, as doses, as duracdes
de tratamento ou as interacdes com outros medicamentos n&o estao claramente
definidas. Portanto, existem necessidades urgentes para estudos quimicos e
farmacolégicos que podem ajudar a alcancar a padronizacao desse tratamento
(UMA et al., 2016).

A espécie Vismia guianensis (Aubl.) Choisy vem sendo apontada como
espécie vegetal promissora devido ao seu potencial farmacolégico. Segundo
Seo et al. (2000), as benzofenonas e as benzocumarinas isoladas de V.
guianensis apresentaram acgdo antitumoral devido a citotoxicidade contra as
células de carcinoma epidermodide oral. A atividade antitumoral foi também
detectada por Suffredini et al. (2007) mostrando uma acentuada acéao letal dos
extratos organicos e aquosos de V. guianensis frente a linhagem MCF-7 de
adenocarcinoma de mama humana.

Os extratos da raiz e da casca de V. guianensis apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos seguintes micro-organismos: Mycobacterium phlei,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus subitilis (SANTOS et al.,
2007). Atividade também detectada por Oliveira, (2009) que adicionalmente
mostrou efeito anti-inflamatério, devido a acédo de extratos de V. guianensis na
reducédo da producao de Oxido nitrico em testes clinicos.

Segundo Politi et al. (2004), nas folhas de Vismia guianensis existem
majoritariamente quatro classes de metabdlitos secundarios como componentes
principais: antraquinonas, flavonoides, xantonas e benzofenonas, sendo que o
maior numero de compostos identificados, pertencem a classe das
antraguinonas, cujo esqueleto base € a emodina: 1,3,8-trihidroxi-6-
metilantraquinona.

Ao que se sabe, este é a primeira vez que a atividade anti-diabetes,
cicatrizante, acdo analgésica e anti-inflamatoria é avaliada por Tail flick utilizando

0 extrato das folhas de Vismia guianensis (EHVG).
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Os resultados mostraram que EHVG apresenta potencial efeito anti-
diabetes, pois inibiu as duas enzimas a-amilase e a-glicosidase, independente
da dose testada, com resultados muito préximos da arcabose utilizada no estudo
como controle positivo. Entretanto, apés varias tentativas frustradas de
adquirirmos animais diabéticos ndo obesos, ou de induzir a diabetes com
estreptozotocina, ndo conseguimos testar essa atividade in vivo.

Considerando que pacientes diabéticos apresentam problemas em
cicatrizacdo e por isso podem também sentir muitas dores, investigamos 0s
efeitos do EHVG no processo de cicatrizagéo de feridas cutaneas e o seu efeito
analgésico.

Os resultados mostraram que o EHVG nao foi toxico quando administrado
por via oral, pois além dos animais permanecerem vivos e em boas condi¢oes,
as contagens celulares do sangue e baco foram maiores nos animais tratados
com o extrato. Esses dados corroboram com os achados de Guerra (1996), que
ao avaliarem a citotoxidade do extrato bruto dos frutos de Vismia, mostraram que
o tratamento oral, continuo por 30 dias, ndo modificou 0 peso dos animais e nao
alterou o peso do baco ou a celularidade esplénica. Também Borges et al.
(1994), concluiram que o extrato ndo apresentava citotoxidade e nem induzia
mutacdes visiveis em eritrocitos jovens obtidos da medula.

Investigamos se o EHVG teria efeito no processo de cicatrizacdo,
utilizando o modelo experimental de ferida aberta na regido dorso-costal.
Observamos que o tratamento com o extrato resultou em reacao inflamatéria
menos intensa, mas nao reduziu o tempo de cicatrizacao.

Apesar de ndo acelerar o reparo tecidual, o tratamento oral com EHVG
acentuou a contracdo da ferida, durante todo o experimento. Alguns estudos
mostram que espécies botanicas tiveram uma ac¢ao mais tardia ou aceleradora
sobre a retracéo da ferida. O 6leo de Ouratea sp. iniciou 0 processo de retracéo
da area da leséo no 4° dia, enquanto que o 6leo de Helianthus annus apresentou
atividade cicatricial somente apds o 7° dia (ARAUJO, 2010). O extrato
hidroalcodlico de H. drasticus (Mart), acelerou o reparo tecidual, sendo que no
14° dia a contragado da ferida era de 92%, maior do que o detectado para a
fibrase, utilizada como controle positivo (66%) (VIEIRA, 2012).

O teste de calor radial, originalmente descrito por D'’Amour e Smith (1941),

€ um teste sensivel e especifico para avaliar a atividade anti-nociceptiva, pois o
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calor é frequentemente utilizado como um estimulo néxico, em modelos de dor.
Os resultados mostraram que o EHVG apresentou agéo anti-nociceptiva mais
efetiva apds 60 minutos, com atividade semelhante a morfina, tanto nesse
intervalo, como no subsequente (120 min), indicando, que nesse modelo de dor,
gue houve uma progressdo da acdo do extrato no decorrer do tempo.
Observamos também maior recrutamento celular no sangue e no baco dos
animais tratados com EHVG, sugerindo um efeito adicional sobre a migragao
celular.

Os nossos resultados se assemelham aos descritos por outros autores
gue mostraram efeito analgésico de outras espécies do mesmo género, como
ocorreu no estudo utilizando o extrato aquoso de Vismia bacifera no teste de
edema de pata induzido por carragenina (SALAS et al., 2008; TABARES, 2007).
Vale ressaltar que a dose que utilizamos foi muito menor do que a utilizada em
outros estudos que detectaram atividade analgésica utilizando extrato hexanico
de Vismia, no modelo de inducéo de contorcbes abdominais por acido acético,
utilizando doses mais elevadas, 100, 200 ou 400 mg/Kg respectivamente
(NOBRE et al., 2015)

Os analgésicos de acao central, como a morfina, inibem igualmente as
fases de ativacdo: nociceptores por um efeito central e a fase inflamatéria,
enquanto drogas anti-inflamatorias esteroidais (dexametasona) e nao-
esteroidais (acetilsalicilato) suprimem principalmente a fase tardia
(TRONGSAKUL et al., 2003), sugerindo que os efeito anti-nociceptivo pode ter
efeito central, entretanto outros experimentos ja estdo em andamento na
perspectiva de esclarecer o possivel mecanismo de acao do extrato.

Os animais inoculados com BCG na pata, desenvolveram uma resposta
inflamatoria caracteristica de inflamacdo aguda nas primeiras 48 h e da
inflamacdo crénica granulomatosa, apos o 14°dia. Na fase aguda o pico
observado no grupo controle, ocorreu nas primeiras 24hrs apés o inoculo do
BCG, enquanto isso, no grupo Vismia, essa reacdo foi quase completamente
inibida até as 48 h. O mesmo ocorreu na fase crénica da reacdo entre o0 14° e
18° dias e apds o desafio com o PPD, entre 0 22° e 23° dias, mostrando que o
extrato apresenta acdo anti-inflamatéria sobre varias fases durante o

desenvolvimento da resposta ao BCG.
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O processo inflamatério € caracterizado por ser uma resposta dos tecidos
a estimulos nocivos podendo ocasionar alteracfes celulares e vasculares. O
edema inflamatério induzido por BCG € um modelo interessante para essa
atividade, pois permite a avaliacdo do efeito tanto na fase aguda, dependente de
imunidade inata, como na fase crénica, dependente de linfécitos T e macréfagos.
(VANCREVELL et al., 2002; SARRAF; SNELLER, 2005).

Com base nessas consideracgdes inferimos que o efeito observado, pode
estar relacionado a presenca de compostos com acdo anti-inflamatoria e
também aos compostos com acao antimicrobiana, uma vez que a vacina BCG,
€ composta por microrganismos, inativados (VANCREVEL et al., 2002; SARRAF
et al., 2005).

Parainvestigar se o efeito do EHVG estaria ou néo relacionado a um efeito
anti-inflamatorio, foi investigado o perfil de células inflamatérias no sangue,
linfonodo popliteo, baco e peritdnio, bem como as populacdes de linfocitos e
macrofagos ativados ou ndo. Os resultados mostraram que o EHVG aumentou
a populacéo de leucocitos no sangue, bem como a migracao de linfocitos para o
popliteo, entretanto, ndo alterou as populacdes celulares do baco e peritonio.

No sangue o EHVG aumentou o numero de neutréfilos e macrofagos. Os
neutrofilos tém funcao efetora na regulacéo de processos inflamatorios agudos
e cronicos (COSTA, 2015). O processo inflamatdrio crénico é caracterizado pela
formacdo de granulomas formados pelos infiltrados de macréfagos, linfocitos,
fibroblastos e granulécitos (GAUTHIER et al., 2004). Essas células apresentam
um grande efeito modulador ndo somente em processos de inflamacgéo, assim
como também no sistema nervoso central e lesées nervosas (MARCHAND et
al., 2005).

Matushima (1994) avaliando o processo inflamatério crénico
granulomatoso induzido pelo BCG em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
observou a presenca de células gigantes multinucleadas, tipo corpo estranho,
trés dias apds a inoculacdo, que apareceram com maior frequéncia aos sete
dias. Apés o 21° dia, estas ja possuiam maior organizacdo e, aos 33° dias as
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho jA podiam ser
encontradas englobando grumos de BCG. Estas células também podiam ser
encontradas em locais mais distantes formando “ninhos” de células inflamatérias

junto com linfocitos, fibroblastos e macréfagos.

52



O EHVG estimulou a migracédo de linfocitos para o peritbnio, sobretudo
linfécitos T auxiliares e também no popliteo. Sugerindo que essas células podem
estar envolvidas na reducdo da resposta inflamatoria observada. Vale ressaltar
que no popliteo a populacdo de linfécitos T citotoxicos também estava
aumentada.

Os linfocitos tém o potencial de migrar para locais de infec¢do, o que
favorece e facilita as respostas imunes. Exercem um papel central e na resposta
imune e podem influenciar quase todas as reac¢des imunoldgicas (HUMBERT et
al., 2017). Em geral macrofagos também estdo envolvidos na resposta ao BCG,
entretanto 0os nossos resultados mostram que o tratamento com EHVG néo
modificou a migracdo e a ativacdo dessa populacdo celular em nenhum dos
locais avaliados, nem mesmo quando investigados a expressao de moléculas

co-estimulatorias (CD86) ou a expressdo de moléculas de MHC 1l (lale).

Quanto a avaliacdo de CD486 e lale*, na qual sédo caracterizados como
marcadores de moléculas co-estimulatorias e moléculas de classe |Il.
Adicionalmente, ndo detectamos alteracdo da producdo de Perdxido de
Hidrogénio tanto espontaneamente (derivada de macréfagos), como apoés
guanto estimulo por PMA (derivada de macrofagos e neutrdfilos). Os resultados
obtidos se assemelham aos anteriormente descritos por Lopes et al., (2005), que
ao utilizar os extratos metabdlico e etandlico de Davilla elliptica, detectou que os

mesmos nao estimularam na producédo de H20o.

Os macréfagos sdo ceélulas importantes na ativacdo do sistema
imunoldgico, pois, além de exercerem atividade fagocitica, sdo capazes de
apresentar antigenos e secretar citocinas e mediadores necessarios aos varios
tipos de acao, nas quais estdo envolvidos. Adicionalmente, nas reacfes ao BCG
além do aumento de linfocitos T CD4+ ocorre também aumento e ativacdo de
macrofagos e células de Langerhans (FLYNN et al., 2004; BEISIEGEL et al.,
2009) e até células NK ativadas (BOYSEN, 2009).

Assim, os resultados em conjunto demonstram que o tratamento com
EHVG néo afetou nem a migragdo, nem a ativacdo de macréfagos, mesmo
considerando que resultados prévios mostraram que o BCG € um bom ativador
dessa populacéo celular (NASCIMENTO et al., 1996).
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Sob condic¢des fisiologicas normais o peroxido de hidrogénio € gerado em
baixas quantidades sendo rapidamente utilizando ou degradado. Em altas
concentragbes e longas exposicbes por este mediador, pode ocorrer a
destruicdo de estruturas celulares além de levar a um dano celular irreversivel.
O H20: apresenta toxicidade para as células podendo ser também responsavel
pela morte de bactérias fagocitadas (RAMASARMA et al., 1990).

O EHVG também nédo teve efeito sobre a producdo de citocinas
inflamatérias, e a dosagem de outras citocinas Thl e Th2 ndo foi sequer
mensuravel, pois todos o0s resultados foram negativos (dados ndao
apresentados). Nesse caso é possivel que um problema metodoldgico tenha
afetado essa avaliagéo, pois a producao de citocinas avaliada pela técnica de
CBA, tem tido resultados inconstantes. Dessa forma, estamos aguardando a
chegada de anticorpos para que essas dosagens sejam repetidas por ELISA,
para confirmar os resultados obtidos.

A outra possibilidade se refere a acdo imunossupressora relatada por
Guerra (1996), uma vez que segundo a autora o tratamento com V.guianensis,
foi capaz até de inibir a rejeicdo a transplantes em concentracfes semelhantes
a que utilizamos no presente estudo. Corroboram com essa possibilidade os
resultados obtidos por Oliveira et al., (2017), a0 mostrar que 0s extratos
etandlicos das folhas e da casca de V. guianensis, reduziram tanto a producao
de oxido nitrico, como a producao de citocinas pré-inflamatdrias, com excecéo
de TNF-q, devido ao aumento de IL-10, como evidéncia de um potencial efeito
anti-inflamatorio associado.

As citocinas sdo mediadores proteicos e estdo envolvidas em todas ou
guase todas as interacfes do sistema imunoldgico. Apresentam estruturas
diversificadas com uma variabilidade de funcbes, tais com: moléculas
mensageiras, na qual podem transmitir sinais de um tipo celular para outro,
instruem a célula que recebe o sinal a proliferar-se, diferenciar-se, secretar
outras citocinas, migrar ou morrer (ROITT et al., 2013).

Concluimos que o extrato de Vismia guianensis ndo apresenta efeito
cicatrizante, mas tem acdo analgésica, que pode se intensificar com a avaliagdo
de doses maiores e outros protocolos para avaliar a atividade anti-nociceptiva.
Apresentou também efeito anti-inflamatério tanto na fase aguda como na fase

cronica, possivelmente devido a ativagéo de linfécitos T auxiliares, mesmo sem
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gue tenha ocorrido aumento ou ativagédo na populacdo de macrdéfagos nos varios
sitios avaliados. Importante mencionar, que as folhas, mas ndo os frutos
apresentam acdo inibitéria da alfa-amilase, sugerindo uma possivel acdo anti-
diabetes. Em conjunto os dados mostram que o extrato € um importante alvo
para bioprospeccédo de produtos bioativos devido a multiplicidade de agbes que

apresenta.
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CONCLUSOES

A andlise dos dados fornece um avango importante no entendimento das
propriedades farmacoldgicas da espécie Vismia guianensis (Aubl.)
Choisy, especialmente das folhas.

O EHVG nao apresentou toxicidade quando administrado por via oral, ndo
teve atividade cicatrizante, mas apresentou acdo anti-diabetes, anti-
nociceptiva e anti-inflamatoria tanto na fase aguda, quanto na crénica em
resposta ao BCG.

Este trabalho é pioneiro em abordar a ocorréncia da agdo anti-inflamatéria
e anti-nociceptiva, de baixas doses do extrato da folhas de V.guianensis,

utilizado por via oral.
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