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Resumo

Alibertia edulis (Rubiaceae) é conhecida como "marmelo-bola”. As raizes séo utilizadas na
medicina popular no Cerrado brasileiro como anti-inflamatério, hipotensor, diurético,
calmante e hipoglicémico. No entanto, ndo ha estudo para confirmar essa propriedade
terapéutica. Este estudo avaliou as propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizantes do extrato
aquoso das folhas de A. edulis (AEAE) nos modelos de inflamacdo de edema de pata e
pleurisia e excisdo na cicatrizacdo de feridas em camundongos. O tratamento com 20 e
40pg/lesdo AEAE reduziu 30 £ 3% das lesdes, enquanto o iruxol reduziu 22+2% das lesdes.
No edema de pata, 2 h ap0s a injecao de carragenina, as doses de 200 e 400 mg/kg de AEAE
reduziram significativamente a inflamagéo em 41+6% e 43+5%, respectivamente, enquanto
a dexametasona (1 mg/kg), reduziu 85+6%. A dose de 200 mg/kg de AEAE reduziu
significativamente a migracdo de leucdcitos e a exsudacdo de proteinas com inibicdo de
76+4% e 34+3%, respectivamente. O presente estudo mostra que as folhas de A. edulis
exercem atividades antiedematogénicas, anti-inflamatdria e cicatrizante, corroborando, pelo
menos em parte, com a indicacdo etnofarmacol6gica como medicamento anti-inflamatério
na medicina popular.

Abstract

Alibertia edulis (Rubiaceae) is known as "marmelo-bola ". The roots are used in popular
medicine in the Cerrado of Brazil as anti-inflammatory, hipotensor, diuretic, calmative and
hipoglycemic. However, there’s no study to confirm this therapeutic property. This study
evaluated its anti-inflammatory and wound healing properties of the aqueous extract from
the leaves of A. edulis (AEAE) in the inflammation models of paw oedema and pleurisy, and
wound healing excisional in mice. Treatment with 20 and 40pg/injury AEAE reduced 30+3%
of the lesions while the iruxol reduced 22+2% of the lesions. In the paw oedema, 2 h after
carrageenan injection, the doses of 200 and 400 mg/kg of AEAE significantly reduced the
inflammation in 41+6%, and 43+5%, respectively, while dexamethasone (1 mg/kg), reduced
85+6%. The dose of 200 mg/kg of AEAE significantly reduced the leukocyte migration and
protein exudation with inhibition of 76+4% and 34+3%, respectively. The present study
shows that A. edulis leaves exerts anti-oedematogenic, anti-inflammatory and wound healing
activities corroborating, at least in part, with the ethnopharmacological indication as anti-
inflammatory remedy in the folk medicine.
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1. Introducéo

O processo inflamatério é descrito como uma
resposta do organismo com o objetivo de erradicar o agressor
ou agente como microrganismos, queimaduras, traumas
fisicos ou células tumorais (Martins, 2010; Pioneiro, 2010) e
promover a reparacao dos tecidos.

A inflamacéo é considerada um processo biolégico
critico e contribui para a compreensdo de quase todos 0s
aspectos fisiologicos das doencas (Chung et al., 2011). A
inflamacdo cronica é reconhecida como causa ou
consequéncia de véarias doencas humanas, estando presente em
qualquer evento que promova a lesdo celular como indutora
da resposta inflamatdria e contribua para a patogénese das
doencas inflamatdrias crénicas (Martins, 2010).

Durante tal processo os leucdcitos do sangue
circulante sdo atraidos para o local lesionado e sdo
estimulados por mediadores inflamatorios caracterizando
assim, a fase aguda da inflamacéo (Bold et al., 1995). Esta
série de eventos relaciona-se evoluem para a regeneragao
celular e posterior recuperacao do local lesado sensibilizando
o0 sistema imunoldgico. Essa ativagdo induz imunidade inata
no tecido saudavel sempre que ele for lesado novamente
(Sloane et al., 2010).

Em algumas condicdes fisiopatologicas, a resposta
inflamatéria pode ser quantitativa e/ou qualitativamente
excessiva. Dessa forma, intervencgdes clinicas sdo necessarias
para diminuir essa resposta inflamat6ria com a administracéo
de medicamentos anti-inflamatérios (Simons et al., 1979). Na
clinica, os anti-inflamatdrios esteroidais e ndo esteroidais sdo
amplamente utilizados na préatica e estdo associados a um
grande espectro de efeitos toxicos, devido a inibicdo ndo
seletiva da ciclooxigenase (Silverstein et al., 2000). A
descoberta de novos compostos anti-inflamatorios,
especialmente de origem natural, tem proporcionado 0 uso
clinico dessas substancias por terem menos efeitos adversos
em comparacdo aos anti-inflamatorios utilizados na alopatia
(Foglio et al., 2006).

Alibertia edulis (Rubiaceae) é uma planta
brasileira popularmente conhecida como marmelo-bola ou
marmelo do cerrado, sendo comumente encontrada no
Cerrado brasileiro. As folhas s&o consideradas anti-
inflamatdrias, diuréticas, hipoglicemiantes, hipotensora e
calmante (Menegati et al., 2016; Aquino et al., 2017; Aquino
et al., 2020). A literatura mostra que a familia Rubiaceae
possui poucos estudos farmacoldgicos e perfis toxicolégicos.
A espécie mais estudada desta familia é a Alibertia sendo
comumente usada para o tratamento de doengas
cardiovasculares, infeccBes urinarias, asma, processo
inflamatdrio e constipacdo (Aquino et al., 2020).

Os efeitos farmacoldgicos demonstrados em
estudos anteriores com a A. edulis de nosso laborat6rio,
demonstraram acdo anti-inflamatéria in vitro. Assim, o
objetivo do trabalho foi verificar os possiveis efeitos do A.
edulis na resposta inflamatéria em diferentes modelos
experimentais.

2. Material e Métodos
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2.1. Preparacéo do extrato aquoso de Alibertia edulis
(AEAE)
O mesmo extrato preparado por nosso grupo de
pesquisa em trabalhos anteriores (Aquino et al., 2017;
Menegati et al., 2016; Aquino et al., 2020) foi utilizado para
o0s estudos farmacolégicos.

2.2. Drogas

Foi utilizada as seguintes substancias:
carragenina Lambda tipo IV (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA), dexametasona (Lab) e AEAE. Todos os
medicamentos usados foram dissolvidos em solugdo salina.

2.3. Animais

Os experimentos foram realizados apds
aprovacdo do protocolo pelo Comité de Etica Institucional
(n® 04/2015) e de acordo com as diretrizes atuais para o
cuidado de animais de laboratério e as diretrizes éticas para
investigacdo de dor experimental em animais conscientes.

Para o delineamento experimental foram
utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (25-35 g),
alojados a 2242 ° C sob um ciclo de 12 h de luz/12 h de
escuridao (luzes acesas as 06:00) e com acesso a comida e
agua ad libitum. Os animais foram aclimatados ao laboratério
por pelo menos 1 hora antes do teste e foram usados apenas
uma vez ao longo dos experimentos.

2.5. Medic¢do do edema da pata

Os animais foram pré-tratados por via oral (po)
com o AEAE nas doses de (200 e 400 mg/kg) ou veiculo
(solucéo salina, 0,9%) ou dexametasona (1,0 mg/kg, por via
subcuténea, controle positivo), 1 hora antes da inducdo do
edema. Os animais receberam 50 pl s.c. injecdo de veiculo
(solucéo salina, 0,9%) contendo carragenina (300 pg/pata) na
pata traseira direita. A pata contralateral recebeu apenas
veiculo e foi usada como controle. A espessura do edema da
pata foi medida com micrémetro digital antes da inducéo do
edema e em diferentes momentos apés a injecao do agente
flogistico (0.5, 1, 2 e 4 h) (Zimmermann, 1983).

2.6. Criacdo de feridas, agrupamento de animais e
administracdo de medicamentos em camundongos

As costas dos camundongos foram raspadas e
uma ferida de excisdo aberta de 6 mm de espessura total foi
feita através da remocdo de um pedaco de pele sob anestesia
com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (via
intraperitoneal) (Suguna et al., 2002).

Um total de 18 animais foram divididos em trés
grupos (n=6): Grupo controle que recebeu apenas veiculo,
grupo AEAE e grupo colagenase comercial (que recebeu
Iruxol®, aplicacdo tdpica). Os camundongos de controle
receberam 50 pL de soro fisioldgico ndo tamponado, uma
vez ao dia, por um periodo de 11 dias. Os camundongos
AEAE receberam 50 pL do AEAE (200 e 400 mcg/mL)
incorporado em gel de natrosol, aplicado topicamente, uma
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vez ao dia, por um periodo de 7 dias. Ja o grupo colagenase
comercial recebeu 50 pL de iruxol. O fechamento da ferida é
expresso em mm.

2.7. Migracdo de ceélulas pleurais e exsudagdo de
proteinas

Os animais foram pré-tratados por via oral (po)
com o AEAE nas doses de (100, 300 e 500 mg/kg) ou veiculo,
1 h antes da inducdo da pleurisia com carragenina ou injecdo
de dexametasona (1,0 mg / kg, subcutanea, controle positivo),
e naive (tratado com solugéo salina 0,9% - controle negativo),
administrado por via oral por gavagem, em diferentes grupos
de camundongos.

A pleurisia foi induzida pela injecdo intrapleural de
100 pl de carragenina 1%, conforme descrito anteriormente
(Zanusso-Junior et al., 2011). A carragenina foi diluida em
tampdo salino. Resumidamente, uma agulha adaptada foi
inserida no lado direito da cavidade toracica dos animais para
permitir a administracdo intratorécica (i.t.) de carragenina. O
grupo controle recebeu um volume igual (100 pL) de solugdo
salina isenta de pirogénios estéril. Apds 4h, os animais foram
eutanasiados e a cavidade toracica lavada com 1mL de solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS).

O volume do exsudato foi medido e uma aliquota
de 20uL foi diluida em solugdo de Turk (1:20) usada para
determinar o nimero total de leucécitos em uma camara de
Neubauer. A exsudacdo da proteina foi avaliada diretamente
da lavagem pela reagdo de Bradford, utilizando o kit Bradford
disponivel comercialmente (Bioagency, Séo Paulo, Brasil). A
contagem total de células foi realizada sob microscopia de luz
e os resultados sdo apresentados como o nimero de células ml
de liquido pleural.

2.8. Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a
médiatS.E.M., que sdo relatados como médias geométricas
acompanhadas por seus respectivos limites de confianca de
95%. A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada
por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste
de Student-Newman-Keuls, conforme apropriado. Valores de
p menores que 0,05 foram considerados indicativos de
significancia.

3. Resultados

3.1. Efeitos da AEAE na cicatrizagdo de feridas

A aplicacdo topica da dose AEAE 400 [(g/leséo,
diminuiu significativamente o didmetro da ferida realizada,
com a contracdo de 30+3% ap0s 7 dias, conforme ilustrado
na Figura 1.

3.2. Efeitos de AEAE no edema de pata induzido por
carragenina

A administracdo oral de AEAE na dose de 200 e
400 mg/kg inibiu significativamente o edema induzido pela
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carragenina, com inibicao de 41+6% e 43 + 5%, duas horas
apos a injecdo de carragenina, respectivamente, conforme
ilustrado na Figura 2.
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Figura 1. Efeitos da administracdo local de extrato aquoso
de Alibertia edulis na cicatrizacdo de feridas em
camundongos. A) Cada ponto representa a média de 6
animais e as linhas verticais mostram o S.E.M. Os
asteriscos denotam os niveis de significancia quando
comparados com os valores de controle (base de natrosol
em gel): *p<0,05, **p <0,01.
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Figura 2. Efeito do extrato aquoso de Alibertia edulis
administrado por via oral no edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. A coluna representa a
inibicdo do edema dependente da dose no momento de 120
minutos apos a injecdo de carragenina, cuja média de 4-6
animais e as linhas verticais mostram o S.E.M. Os
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asteriscos denotam os niveis de significancia quando
comparados com os valores de controle (carragenina):
**p<0,01.

3.3. Efeitos da AEAE na migracdo de células
pleurais e na exsudacao de proteinas

Na pleurisia, a dose de 500 mg/Kg, ao contrario de
100 e 300 mg/kg, promoveu a reducdo da migracdo de
leucdcitos e extravasamento de proteinas para a cavidade
pleural, conforme visto na Figura 3. As inibigdes observadas
foram de 76 + 4% e 34 + 3%, respectivamente.
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Figura 3. Efeitos do extrato aquoso de Alibertia edulis sobre
leucdcitos totais (A) e extravasamento de proteinas (B)
induzido por carragenina na cavidade pleural de
camundongos. Os animais receberam o tratamento oral com
extrato (200 e 400mg/kg), ou veiculo, e ap6s 1h receberam
injecdo intrapleural de Cg (100 pl de solucdo 1%/cavidade).
Os animais controle receberam apenas os veiculos. Os
animais foram mortos ap6s a injecdo de Cg. As barras
expressam a médiatSEM de 6 animais, em comparagdo com
veiculo (V) vs grupo tratado. *p <0,05, ANOVA de uma via
seguida de Student-Newman-Keuls.

4. DISCUSSAO

O desafio de encontrar novas moléculas para o
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tratamento da dor e para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes nessas condigBes s6 aumenta as pesquisas com
plantas medicinais. As respostas inflamatérias sdo reacdes
do organismo frente a diversos agentes nocivos, com o
objetivo de erradicar o agente patogénico e promover a
reparacao tecidual (Pioneiro, 2010)

O processo inflamatdrio promove resposta local,
qgue desencadeia uma complexa cascata de eventos
bioquimicos e celulares, caracterizado pelo extravasamento
de liquido e formacéo de edema. Essa complexa cascata de
eventos fisiolégicos promove protecdo aos tecidos,
restringindo o dano no local da infeccdo ou lesdo, mas pode
ter efeitos deletérios quando exacerbados (Buckley et al,
2015).

A vasodilatacdo e extravasamento plasmatico é
uma resposta caracteristica do edema de pata induzido pela
carragenina, que é um modelo amplamente utilizado para
avaliar o efeito anti-inflamatdrio agudo. No presente estudo,
o0 tratamento oral de camundongos com o extrato aquoso de
A. edulis, foi capaz de reduzir o edema de pata, a migragédo
leucocitéria e extravasamento  protéico induzida por
carragenina, apds sua administracao oral.

A resposta inflamatdria induzida por carragenina é
caracterizada por uma fase precoce (1-2h) onde ocorre a
liberacdo de mediadores inflamatérios como histamina,
serotonina e bradicinina, seguida por um estagio tardio (3-
4h) com liberagéo de prostaglandinas (Zanusso-Junior et al.,
2011).

Portanto, nosso estudo demonstrou um efeito anti-
inflamatdrio de AEAE no modelo de edema de pata induzido
por carragenina nas doses de 200 e 400mg/kg por via oral 2
horas ap0s a aplicacdo do agente flogistico, sendo este um
efeito dependente do tempo.

Além disso, os efeitos na cicatrizacdo da ferida
mostraram que a AEAE foi capaz de contrair o didmetro da
ferida durante cinco dias de tratamento topico, mostrando
seu efeito cicatrizante.

A porcentagem de contracdo € um parametro
morfométrico frequentemente usado como indicador de
resolucgdo do processo de cicatrizacdo. Este fenémeno ocorre
devido a diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos
que possuem capacidade contratil e promovem forca de
tensdo e unido das bordas da ferida (Batista et al., 2012;
Buckley et al, 2015).

No modelo de pleurisia, houve inibicdo da
migracgdo de células e proteinas de exsudagéo para a cavidade
pleural apenas na dose de 500 mg/kg.

Em resumo, a administragdo oral de AEAE em
camundongos nas doses de 200 e 400mg/kg inibiu
significativamente o edema da pata, controlando os efeitos
da inflamagdo, mas inibiu a migracdo de leucdcitos e a
exsudacdo de proteinas na cavidade pleural apenas na dose
de 500 mg/kg, sendo este um efeito necessario para a
estabilizacdo e recuperacdo do processo inflamatério do
local lesado. Na forma tépica, a AEAE foi capaz de
promover a retracdo da ferida feita no modelo de cicatrizagéo
de feridas, demonstrando um efeito cicatrizante
significativo. Porém, mais estudos sdo necessarios para
elucidar o possivel composto responsavel por essas
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