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RESUMO. A atividade cicatrizante de ferida do Sanativo® (SAN) e os possiveis efeitos téxicos da sua admi-
nistracdo subcronica foram avaliados em ratos. O SAN reduziu significativamente a drea das feridas aber-
tas no dorso dos ratos. Na toxicidade subcronica, o SAN na dose de 1,675 g/kg reduziu significativamente o
ganho de massa corporal das ratas apenas na primeira semana de administraciao. O SAN produziu alte-
racdes significativas pontuais nos parimetros hematolégicos e bioquimicos, embora dentro da faixa de re-
feréncia para espécie. A anilise histoldgica dos tecidos ndo mostrou alteracdo. Em conclusio, o Sanativo®
possui significativa propriedade cicatrizante no modelo avaliado e baixa toxicidade em ratos Wistar.

SUMMARY. “Healing Activity and Pre-Clinical Toxicological Study of Phytotherapic Sanativo®”. The wound
healing activity of phytotherapic Sanativo®(SAN) and the possible hazard effects of the subchronic administra-
tion of SAN were evaluated in rats. SAN induced significant decrease in the area of the open wound in the rat
dorsum. In the sub-chronic toxicity studies, SAN in doses of 1,675 g/kg, decreased the gain in body mass, but
this was significant only in the first week of administration. SAN produced only a few significant alterations in
the hematological and biochemical parameters, although without dose-response correlation and were within the
parameters of this species. The histological analysis of the tissues did not show changes. In conclusion, Sanati-

Trabajos originales

vo® possesses significant healing property in the open wound model and low toxicity in Wistar rats.

INTRODUCAO

O Sanativo® (SAN) é um medicamento fito-
terapico composto, de uso tradicional na regido
Nordeste do Brasil, utilizado sob a forma de um
extrato fluido. Sua férmula é constituida por an-
gico - Piptadenia colubrina Benth (20%), aroei-
ra - Schinus terebinthifolius Raddi (20%), cama-
pu - Physalis angulata Linné (1,7%) e mandaca-
ru - Cereus peruvianus Miller (1,7%). A aclo te-
rapéutica do produto € atribuida as proprieda-
des medicinais dos vegetais que fazem parte da
sua composicao. A presenca do angico esta rela-
cionada a uma acao hemostitica e cicatrizante
12 e, devido a propriedade adstringente, desta
espécie, o SAN vem sendo aplicado no trata-

mento de feridas, queimaduras, inflamacoes de
garganta e de tecidos epiteliais lesionados. A
aroeira possui atividade antiinflamatéria e anti-
microbiana 34, sendo o extrato hidroalcodlico
da sua entrecasca empregado no tratamento de
feridas da pele, gastrites, tlceras gastroduode-
nais e infeccdes urogenitais 57. Ao camapu sao
atribuidas propriedades sedativa, depurativa, an-
tiinflamatéria e antireumatica 89, Ja o mandacaru
produz a assepsia necessdria nas regides lesio-
nadas, devido as acdes detersivas. Tendo em
vista a inexisténcia de estudos sistematizados
que descrevam a eficacia e seguranca da utili-
zacdo da associacio destas espécies vegetais, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a ati-
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vidade cicatrizante, bem como os possiveis efei-
tos toxicos da administracao subcronica do Sa-
nativo® em roedores.

MATERIAL E METODOS
Material botdnico

O material botanico utilizado corresponde: a
cascas do caule da Piptadenia colubrina Benth.
(n°® 38.384) e da Schinus terebinthifolius Raddi
(n° 8758), a planta inteira da Physalis angulata
Linné (n° 18.109) e ao caule da Cereus peruvia
nus Miller (n° 23.763). Todas as espécies foram
identificadas no Herbdrio Geraldo Mariz do De-
partamento de Botanica da Universidade Fede-
ral de Pernambuco, onde se encontram deposi-
tadas amostras com seus respectivos n° de regis-
tro.

Preparacdo do produto fitoterdpico

Os extratos hidroalcodlicos utilizados (angico
a 50%, aroeira a 50%, camapu a 20% e manda-
caru a 20% em etanol 70 °GL) foram produzidos
e fornecidos pelo Laboratério Laperli-PE, Brasil.
Em nosso laboratorio, estes extratos foram con-
centrados em rota evaporador, sob pressao re-
duzida, e em seguida liofilizados. O material ob-
tido foi estocado a -20 °C. No momento da utili-
zac¢ao foram pesados, associados na mesma pro-
porcio do produto acabado: angico (20%), aro-
eira (20%), camapu (1,7%) e mandacaru (1,7%),
e suspensos em agua destilada.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegi
cus var. albinus, entre 3-5 e 2-4 meses de idade,
respectivamente para machos e fémeas, prove-
nientes do Biotério do Departamento de Fisiolo-
gia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais receberam 4agua e die-
ta (Labina®) ad libitum e foram mantidos em
condi¢des controle de iluminagao (ciclo 12 h
claro/escuro) e temperatura (23 £ 2 °C). O pro-
tocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacao Animal da Univer-
sidade Federal de Pernambuco, processo n°
23076.005975/2005-69.

Atividade cicatrizante

Vinte e quatro animais (n=8/grupo) de am-
bos os sexos foram aleatoriamente divididos nos
grupos controle (NaCl 0,9%), controle positivo
(fibrinase®, Cristdlia), e SAN a 4% para o teste
de cicatrizacdo. Em cada animal, foi induzida
uma ferida de acordo com o seguinte procedi-
mento: o animal foi anestesiado com pentobar-
bital sédico (35 mg/kg, i.p.) e, em seguida, em
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local pré-determinado do dorso, foi realizada
uma tricotomia digital e posteriormente uma in-
cisdo com auxilio de bisturi e gabarito de plasti-
co de 4 cm? de drea sendo retirada a pele, se-
gundo metodologia adaptada de Hunt et al. 10 e
Da Silva 11. Apo6s a cirurgia, cada animal foi
mantido em gaiola individual até o final do ex-
perimento. Os animais foram tratados diaria-
mente (duas vezes ao dia), durante 24 dias con-
secutivos, com aplicacoes topicas do SAN a 4%
na forma de spray e fibrinase® na forma de po-
mada em quantidade suficiente para cobrir a fe-
rida. A area da lesdo foi estimada por planime-
tria, em intervalos de 2 dias, sendo considerada
como 100% a lesao inicial de 4 cm2.

Toxicidade subcrénica

Quatro grupos de ratas (n = 10/grupo) foram
tratados durante 30 dias consecutivos com SAN,
por via oral, nas doses de 0,067; 0,335; 1,675
g/kg e agua destilada (controle, C). Durante o
tratamento, a massa corporal dos animais foi re-
gistrada semanalmente e os grupos avaliados
quanto a sinais clinicos de toxicidade: consumo
de 4gua, de ragido e atividade comportamental.
Ao final do tratamento os animais foram subme-
tidos a um jejum de 14 h e, sob anestesia etérea,
procedeu-se a coleta de sangue por rompimento
do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de
vidro 12, O sangue foi coletado em um tubo
contendo EDTA, para avaliacdo dos parametros
hematologicos, € um tubo sem o anticoagulante,
para avaliar os parimetros bioquimicos.

Pardmetros bematologicos

Na avaliacdo hematologica, os parametros:
eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina,
hematécerito e os indices hematimétricos: volu-
me corpuscular médio (VCM), hemoglobina cor-
puscular média (HCM), concentracio de hemo-
globina corpuscular média (CHCM) foram deter-
minados imediatamente apos a coleta, através
do analisador automatico de células hematologi-
cas Coulter STKS. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada em extensoes coradas
com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio,
100 células foram contadas 13.

Pardmetros bioquimicos

Para determinacdo bioquimica, o sangue co-
letado foi centrifugado a 3500 rpm, durante 10
min, para obtencao do soro. Em seguida, os ni-
veis de: glicose, uréia, creatinina, acido durico,
sodio, potassio, cloreto, aspartato aminotransfe-
rase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ga-
ma-glutamiltranspeptidase (GGT), colesterol to-
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tal, HDL, triglicerideos, fosfatase alcalina, bilirru-
bina total e direta, proteinas totais e albumina
foram determinados através do analisador auto-
matico Cobas Miras (Roche) com sistemas co-
merciais da Labtest® 13,

Andlise morfologica macro e microscopica

Ap6s a coleta do sangue, procedeu-se a eu-
tandsia por aprofundamento da anestesia etérea
e a necropsia para avaliacao da morfologia ma-
croscopica externa dos o6rgaos. O figado, rins,
pulmio, coracio, esodfago, estdmago, intestinos,
ovario, Utero, baco e glandulas adrenais foram
cuidadosamente removidos, dissecados e tive-
ram suas massas umidas determinadas em ba-
lanca analitica, Gehaka modelo BG 440, a qual
foi expressa em termos de massa relativa g/100
g 13. A andlise histopatologica foi realizada em 4
animais selecionados aleatoriamente do grupo
tratado com a maior dose (1,675 g/kg) do SAN e
em 4 animais pertencentes ao grupo controle.
Os animais foram perfundidos com formaldeido
10% em solucao tampao neutra e, em seguida,
os mesmos 6rgaos do procedimento anterior fo-
ram removidos, imersos em liquido de Bouin e
tixados “in totum” durante 48 h, a temperatura
ambiente. As laminas histolégicas foram proces-
sadas de acordo com Lison 4 e coradas em he-
matoxilina/eosina.

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média *
erro padrio da média (E.P.M.). As diferencas
entre os grupos foram analisadas através da ana-
lise de varidncia (ANOVA), seguida por New-
man-Keuls. O nivel de significincia para re-
jeicio da hipotese de nulidade foi sempre = a
5%.

RESULTADOS
Atividade cicatrizante

A Fig. 1 mostra que o SAN a 4% produziu di-
minuicdo estatisticamente significativa da area
da ferida aberta (4 cm2 = 100%), do 6° ao 16°
dia de afericio, quando comparado ao grupo
controle. Nao houve diferenca significativa
quando o resultado obtido pelo SAN foi compa-
rado ao grupo tratado com a fibrinase® (contro-
le positivo).

Ganbo de massa corporal

No tratamento subcronico, o ganho de massa
corporal das ratas dos grupos tratados e contro-
le é mostrado na Fig. 2. A administracao do SAN
reduziu o ganho de massa corporal, como tam-
bém o consumo de racio (dados niao apresenta-
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Figura 1. Efeito topico do Sanativo® (SAN) a 4% na
cicatrizacao de ferida aberta (drea de lesio 4 cm?) in-
duzida cirurgicamente no dorso de ratos Wistar. Os
valores representam a média + E.P.M. (n=8/grupo). *
Estatisticamente significativo em relacao ao grupo
controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p<
0,05).
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Figura 2. Efeito do Sanativo® (SAN 0,067; 0,335 e
1,675g/kg), sobre o ganho de massa corporal admi-
nistrado por via oral a ratas Wistar adultas, por 30
dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M. (n=10/grupo). *Estatisticamente significativo
em relacao ao grupo controle (ANOVA seguido de
Newman-Keuls, p<0,05).

dos), nas ratas tratadas com a maior dose de
SAN (1,675 g/kg). Esta diminui¢io foi estatistica-
mente significativa apenas na 12 semana de tra-
tamento. Nenhum outro sinal clinico de toxici-
dade foi observado e nao foram registradas
mortes.

Andlises bematologica e bioquimica

O tratamento oral subcronico com SAN nas
ratas, produziu modificacdes significativas pon-
tuais nos parametros hematolégico e bioquimico
(Tabelas 1 e 2). Contudo, essas alteracoes per-
maneceram dentro das faixas de referéncia para
espécie 15.
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Parimetros Controle SAN 0,067 g/kg SAN 0,335 g/kg SAN 1,675 g/kg
Eritrécitos (109/pL) 71402 7,6+0,2 7.9 + 0,2 8,4 + 0,3
Hemoglobina (g/dL) 14,1 + 0,4 152+ 0,4 15,1+ 0,4 15,2 £ 0,1
Hematocrito (%) 413 +1,0 43,0 + 1,0 45,2 + 1,2 46,8 £ 2,0*
VCM (fL) 58,7 £ 0,9 56,6 £ 0,4 56,7 £ 0,6 55,1 £ 0,4*
HCM (pg) 19,9 £ 0,3 20,0 £ 0,2 18,6 £ 0,7 18,3+ 0,6
CHCM (g/dL) 341+0,3 354+ 0,4 29,7 + 1,9* 320+ 1,2
Plaquetas (103/pL) 1028,3 + 41,6 927,0 £ 33,3 804,0 + 80,3* 1047,0 + 61,3
Leucécitos (103/pL) 8,5+ 0,9 8,0+ 0,6 11,4 £ 0,5* 7,9 £ 0,6
Bastonetes (%) 0 0 0 0
Neutrofilos (%) 281+ 1,1 26,8+ 1,8 36,4 £ 2,6* 239+ 15
Eosinofilos (%) 1,4+ 02 1,3+02 1,8+03 1,3+02
Basofilos (%) 0 0 0 0
Linfocitos tipicos (%) 67,0 £1,0 68,6 £ 1,7 57,0 £ 2,9* 713+ 1,7
Linfocitos atipicos (%) 0 0 0 0
Mondcitos (%) 3,5+0,2 36+0,3 4,8 + 0,4* 36+0,2

Tabela 1. Efeito do Sanativo® (SAN 0,067; 0,335 e 1,675 g/kg), administrados por via oral sobre os parimetros
hematolégicos em ratas Wistar adultas, tratadas por 30 dias consecutivos. Os valores representam a média *
E.P.M. de 10 animais obtidos em aparelho Coulter, modelo STKS. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: He-
moglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média. *Estatisticamente di-
ferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p< 0,05).

Parametros Controle SAN 0,067 g/kg SAN 0,335 g/kg SAN 1,675 g/kg
Glicose (mg/dL) 92,9 £ 28 98,4 + 2.8 90,4 + 3,6 87,7 £3,6
Uréia (mg/dL) 342 + 30 321 +36 30,0 + 2,9 36,7 + 4,7
Creatinina (mg/dL) 0,8 + 0,03 0,7 £ 0,02 0,8 + 0,04 0,8 + 0,05
Acido trico (mg/dL) 22 +0,1 23 +0,1 2,6+0,1* 28+0,1*
S6dio (mEq/L) 1392 + 0,4 138,0 + 0,4 136,9 + 0,2 * 138,1 £ 0,6
Potassio (mEg/L) 4,2 +0,1 4,2 +0,1 48+0,1* 48+0,1*
Cloreto (mEq/L) 102,6 + 0,4 101,1 + 0,4 102,8 £ 0,8 102,1 £ 0,7
AST (U/L) 204,2 + 10,6 217,8 + 17 217,9 + 16,9 177,6 + 10,8
ALT (U/L) 48,3 + 47 51,4 + 4,1 553 £ 6,9 47,6+ 7,1
GGT (U/L) S4+02 57+0,1 6,0+0,1* 50+0,1*
Colesterol total (mg/dL) 71,9 3.1 82,6 £59 67,5 £ 4,7 62,7 £33
HDL (mg/dL) 20,6 0,8 20,0 £ 1,7 18,3 + 1,18 16,3 + 1,0
Triglicerideos (mg/dL) 1122 £ 6,2 111,0+ 7,3 105,9 £ 5,5 118,7 + 4,6
Fosfatase alcalina (U/L) 291,7 £ 16,9 390,1 + 36,4 397,1 47,2 4238 + 49,7
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 + 0,02 0,18 + 0,04 0,23 + 0,07 0,20 + 0,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,02 0,13 + 0,02 0,11 £ 0,02
Proteinas totais (g/dL) 7,1+04 7,4 +09 75 +0,2 73+0,3
Albumina (g/dL) 5,8+0,2 5,8+0,2 5,7+0,1 56+0,2

Tabela 2. Efeito do Sanativo® (SAN 0,067; 0,335 e 1,675 g/kg), administrados por via oral sobre os pardmetros
bioquimicos em ratas Wistar adultas, tratadas por 30 dias consecutivos. Os valores representam a média +
E.P.M. de 10 dosagens obtidas em aparelho automatico Cobas Miras (Roche) com sistemas comerciais da Lab-
test®. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p< 0,05).
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Avaliacdo morfologica

A andlise macroscopica externa dos 6rgaos
nio revelou qualquer alteracao. A massa relativa
dos tecidos (Tabela 3) também nao foi alterada
pela administracao do SAN, com excecao de um
aumento nas massas do estbmago e ovario nos
animais tratados com a dose de 1,675 g/kg. A
analise microscépica ndo evidenciou alteracoes
histologicas nos 6rgaos avaliados.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No ensaio da cicatrizaciao os resultados reve-
laram que o SAN a 4% possui uma atividade sig-
nificativa na promocao da cura de lesdes cuta-
neas no modelo de ferida aberta. Isto foi evi-
denciado pela melhor cicatrizacao observada
entre 0 62 e o 162 dia, quando, praticamente,
observou-se a completa re-epitelializacio da
area lesionada. A cicatrizacdo € um processo
biol6gico natural, através do qual tecidos danifi-
cados tentam restabelecer sua integridade. En-
tretanto, fatores de risco como infec¢des ou rea-
¢oes inflamatorias excessivas podem compro-
meter o processo de reparo 16,

Triagem fitoquimica feita no nosso laborato-
rio no produto acabado revelou a presenca ma-
joritaria de taninos e, embora em menor intensi-
dade, também de flavonodides, esterdides e acu-
cares. Altas concentracdes de taninos em espé-
cies vegetais que fazem parte da composicao do
produto fitoterdpico, como o angico e a aroeira,
foram detectadas nas entrecascas, respectiva-
mente 7 e 14% de taninos, tendo sido associa-
das a atividades cicatrizantes destas espécies

1617, Resultados semelhantes ja haviam sido rela-
tados em trabalhos anteriores com a utiliza¢io
de extratos de plantas ricas em taninos 1819, Os
taninos sao compostos fenodlicos do metabolis-
mo secundario vegetal, sendo amplamente em-
pregados na medicina tradicional no tratamento
de feridas, queimaduras e inflamacoes 20.

O poder anti-séptico dos taninos pode ser
explicado por sua capacidade de precipitar as
proteinas das células superficiais das mucosas
dos tecidos, formando uma camada protetora
(complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo)
sobre a pele ou mucosa danificada, impedindo,
assim o desenvolvimento de microrganismos 2L,
Embora o efeito cicatrizante do SAN possa ser
atribuido a presenca marcante de taninos no
produto fitoterapico, nao se deve descartar a
participacao de flavondides no processo de ci-
catrizacio uma vez que estes compostos com-
provadamente possuem atividade antiinflamato-
ria, analgésica, cicatrizante, antimicrobiana e an-
tioxidante 2224, Com relagio aos efeitos toxicos,
observou-se, através do teste subcronico, uma
reducao no ganho de massa corporal nas ratas
que foram tratadas com a maior dose (1,675
g/kg) do SAN. Este efeito foi estatisticamente
significativo na 1la semana de tratamento. A pre-
senca de taninos na dieta de animais experi-
mentais tem sido descrita na literatura como
causadora de reducao do consumo de alimento,
da taxa de crescimento, da eficiéncia nutricional
e da digestao de proteinas 2526, Em estudo reali-
zado por Vallet et al. 27, ratos alimentados com
dieta rica em taninos de sementes de uva apre-

Orgios Controle SAN 0,067 g/kg SAN 0,335 g/kg SAN 1,675 g/kg
Figado 3,21 + 0,13 3,20 + 0,13 334 +0,11 3,40 + 0,21
Rim 0,33 £ 0,01 0,34 + 0,01 0,32 £ 0,01 0,33 = 0,01
Pulmao 0,52 £ 0,02 0,50 = 0,01 0,53 + 0,02 0,59 + 0,05
Coracao 0,32 + 0,01 0,35 + 0,01 0,31 £ 0,01 0,34 + 0,01
Esbfago 0,04 + 0,02 0,07 £ 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01
Estdmago 0,52 + 0,02 0,52 + 0,01 0,49 + 0,02 0,60 + 0,03*
Intestinos 2,66 + 0,12 2,55 %+ 0,19 2,80 £ 0,17 2,90 £ 0,21
Ovarios 0,014 + 0,001 0,012 + 0,003 0,013 £ 0,001 0,020 + 0,002*
Utero 0,22 + 0,01 0,16 = 0,01 0,18 £ 0,01 0,21 £ 0,03
Baco 0,24 + 0,01 0,20 £ 0,01 0,21 £ 0,02 0,24 + 0,01
Adrenal 0,012 + 0,003 0,014 + 0,001 0,013 £ 0,001 0,012 + 0,001

Tabela 3. Efeito do Sanativo® (SAN 0,067; 0,335 e 1,675 g/kg), administrados por via oral a ratas Wistar adultas
sobre a massa dos 6rgaos (g/100g), tratadas por 30 dias consecutivos. Os valores estao expressos em termos de
massa relativa g/100g e representam a média + E.P.M. de 6 animais. As visceras foram cuidadosamente removi-
das apos a eutanasia por aprofundamento de anestesia etérea. Em seguida, dissecadas e determinada suas mas-
sas imidas em balanca analitica, Gehaka modelo BG440.* Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA

seguido de Newman-Keuls, p< 0,05).
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sentaram reducao no ganho de massa corporal,
bem como na digestao de proteinas e de maté-
ria seca. Resultado semelhante foi obtido por
Ortiz et al. 28 utilizando ratos e galinhas alimen-
tados com dietas contendo extrato tanico seco
de feijoes da Vicia Faba L. Al-Mamary et al. 2
também observaram esse efeito em coelhos sub-
metidos a dieta contendo graos de sorgo ricos
em taninos. E possivel que o menor ganho de
massa corporal observado no presente trabalho
esteja relacionado com a alta concentracio de
taninos na composicao do SAN. Em relacao a
avaliacao dos 6rgaos, verificou-se um aumento
nas massas do estdbmago e do ovario, na dose
de 1,675 g/kg. Este dado, entretanto, ndo estd
correlacionado com nenhuma alteracao histopa-
tolégica. Quanto aos resultados das variaveis
sanguineas, foram observadas alteracoes estatis-
ticamente significativas em ratas tratadas com as
doses de 0,335 e 1675g/kg do SAN, quando
comparados com as ratas controle. Contudo, as
flutuacdes encontradas nao apresentaram uma
correlacao dose-resposta e estao dentro dos va-
lores de referéncia para a espécie 1530, sugerin-
do nio estarem associadas ao tratamento com
SAN. Com base nos resultados apresentados e
dentro da concepcao técnica dos estudos toxi-
cologicos pré-clinicos, conclui-se que o produto
fitoterapico Sanativo® apresenta uma significati-
va propriedade cicatrizante em tecidos epiteliais
lesionados € um baixo grau de toxicidade pré-
clinica.
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