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RESUMO. O emprego de recursos naturais no tratamento de distintas doencas tem ressurgido com inten-
sidade nos dltimos anos. Trabalhos anteriores realizados com a espécie vegetal Bouchea fluminensis, apon-
tam seu potencial antiinflamatério em processos agudos. O presente trabalho avaliou o efeito do extrato
etanolico em modelo de granuloma em ratos. Durante 7 dias, foram administrados por via oral 25, 50 e
100 mg/kg de extrato etanélico de B. fluminensis, no grupo controle positivo indometacina 5 mg/kg. Apés o
periodo de tratamento, a formacao dos granulomas foram avaliados, revelando que o granuloma nos ani-
mais tratados com extrato nas concentracdes de 50 e 100 mg/kg foram significativamente diminuidos. Adi-
cionalmente, a determinacao de produtos avancados da oxidacio de proteinas mostrou que em todas as
doses testadas do extrato foram significativamente diferentes ao grupo controle (dgua). A relaciio dose
efeito teve um coeficiente de correlacido de 0,97. A concentracio efetiva média para B. fluminensis foi de
47,26 mg/kg (Min. 40,04 mg/kg; Max. 54,49 mg/kg). A utilizacio deste marcador para avaliar os efeitos an-
tiinflamatorios do extrato vegetal em modelo de granuloma em ratos se mostrou mais sensivel do que o
método gravimétrico.

SUMMARY . “Antiinflammatory Activity of the Bouchea fluminensis (Verbenaceae) Etanolic Extract”. The use of
natural resources in the treatment of different diseases has increased with intensity in the last years. Previous
works accomplished with the botanical specimen Bouchea fluminensis, had shown the antiinflammatory potential
in acute inflammatory processes. The present work evaluated the effect of the ethanolic extract in granuloma test
in rats. For 7 days, 25, 50 or 100 mg/kg of ethanol extract of B. fluminensis were administered orally in the con-
trol positive group indometacina 5 mg/kg was used. After treatment, the granuloma formation was evaluated, re-
vealing that the granuloma in the group of animals treated with plant extract in the concentrations of 50 and 100
mg/kg were significantly decreased. Additionally, the determination of advanced products of proteins oxidation
showed that in all the tested doses of the extract were significantly different compared with the control group (p
< 0.01). The relationship between the dose and effect had a coefficient of correlation of 0.97. The effective con-
centration of B. fluminensis extract was of 47.26 mg/kg (Min. 40.04 mg/kg; Max. 54.49 mg/kg). The use of this
marker to evaluate the antiinflammatory effects of the vegetable extract in granuloma model in rats was shown to
be more sensitive than traditional gravimetric method.

INTRODUCAO

Desde os mais remotos tempos, o ser huma-
no tem procurado na natureza tratamentos para
suas moléstias. A experiéncia mostrou que o rei-
no vegetal € particularmente prédigo, onde mui-
tas plantas sao utilizadas empiricamente desde
longa data na medicina popular 1. Atualmente

os fitoteripicos sio amplamente utilizados em
diversos paises. Em alguns paises da Africa, 80%
da populacio dependem do uso desses medica-
mentos, que representam alternativas mais aces-
siveis frente ao alto custo dos firmacos sintéti-
cos 2. Apesar da maioria dos medicamentos se-
rem de origem sintética, os firmacos provenien-
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tes de plantas superiores ocupam um lugar im-
portante na medicina moderna 3. Os produtos
naturais podem ainda ser utilizados como proto6-
tipos para obtencao de firmacos com atividades
terapéuticas semelhantes a dos compostos origi-
nais 4.

Bouchea fluminensis ¢ uma planta herbacea
pertencente a familia Verbenaceae, conhecida
no Brasil como “gerviao de folha grande” ou
“falso gervao”. Popularmente, a espécie € utili-
zada como estimulantes e reguladores do siste-
ma digestivo e como agente antiinflamatério 50.
Estudos quimicos prévios revelaram a presenca
de iridoides, como o lamiideo, durantosideo,
verbascosideo, boucheosideo 9. E, identifica-
ram, o esteréide 3p-O-glicopiranosideo 8 e os
acidos miristico e palmitico 10.

Fenner et al. 11 relataram a atividade antifin-
gica das folhas da espécie, citando o potencial
uso no tratamento de ulceras de pele. A ativida-
de antiinflamatoria e analgésica do extrato eta-
nolico de Bouchea fluminensis foi comprovada
por Delaporte et al. 612 e por Costa 13, respecti-
vamente. Em modelos experimentais de edema
de pata de rato, o lamiideo mostrou potente ati-
vidade, percebida também em ensaios de pero-
xidacao lipidica ©.

Assim sendo, este trabalho teve como objeti-
vo avaliar a atividade antiinflamatéria crénica do
extrato etandlico de Bouchea fluminensis, com
a realizacio dos ensaios de granuloma em ratos,
e realizacdo das provas bioquimicas com os ob-
tidos.

MATERIAIS E METODOS
Material botdnico e Preparo do extrato

As folhas de Bouchea fluminensis foram co-
letadas no Horto de plantas medicinais da Uni-
versidade Paranaense - UNIPAR, no outono de
2006. Um exemplar da espécie se encontra de-
positada no Herbario do Departamento de Bio-
logia da Universidade Estadual de Maringa, sob
nimero de registro 4714 HUM. As folhas foram
secas em estufa de ar circulante a 35 °C, moidas
para a obtencio do extrato etandlico. Para a ob-
tencdo do extrato as folhas moidas foram sub-
metidas a4 extracao por Soxhlet com os seguintes
solventes: hexano, cloroférmio e etanol (300 g
de planta moida e seca). O rendimento do ex-
trato etandlico liofilizado foi de 29,30 g.

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (n =
55), com peso entre 250 e 350 g. Divididos em 5
grupos de 11 animais, onde de cada grupo os
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granulomas de 6 animais foram utilizados para
secagem e pesagem e os granulomas de 5 ani-
mais foram utilizados nos teses bioquimicos, os
grupos foram divididos em: grupo tratado extrato
25 mg/kg, grupo tratado extrato 50 mg/kg, grupo
tratado extrato 100 mg/kg, grupo controle positi-
vo tratado com indometacina 5 mg/kg e grupo
controle negativo administrado dgua. Estes foram
mantidos sete dias, e durante o desenvolvimento
do estudo, a uma temperatura de 20 + 2 °C, e
umidade relativa 50-70% em um ciclo de claro e
escuro de 12/12 h. Tiveram livre acesso ao ali-
mento (dieta padrio para roedores) e dgua.

Todos os procedimentos foram realizados se-
gundo recomendacoes do Comité Internacional
para os cuidados dos animais e estao em acordo
com os regulamentos nacionais estabelecidos
para a experimentacao animal. O projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de ética em
Pesquisa Animal da Universidade Paranaense -
UNIPAR, com protocolo de aprovacio N°
10.236/2007.

Implante dos blocos de algoddo

Os blocos de algodio com peso aproximado
de 50 + 5 mg foram secos a 60 °C durante 18
horas em estufa, posteriormente foram anotados
0s pesos e esterilizados em autoclave.

Utilizando a metodologia descrita por Bailey
14 os animais foram pesados e em seguida, inje-
tados tiletamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg)
por animal, por via IM. A regiao abdominal do
rato foi lavada com sabio, apds foi raspada e
desinfetada com solucao anti-séptica PVPI. Fez-
se uma incisao em torno de 6 mm na linha mé-
dia da zona ventral, posteriormente separou-se
cuidadosamente a derme da parede do perito-
nio e com o auxilio de uma pin¢a hemostatica
reta realizou-se tineis até as laterais, de uma
amplitude aproximada de 1 cm e longitudinal-
mente de 5 cm, pela qual se introduziu o bloco
de algodio o qual foi colocado dentro de uma
seringa hipodérmica plastica de 1 ml, na mesma
foi eliminada a regiao do cone para permitir a
saida do bloco de algodio. Uma vez situado o
bloco no final do tinel, o mesmo foi fechado
com um ponto externo para que o bloco de al-
godao nio se deslocasse. Repetiu-se o procedi-
mento anterior para as quatro extremidades do
abdbémen do rato, foram implantados quatro
blocos de algodao em cada animal. Ao final dos
implantes suturou-se a incisao inicial com pon-
tos de seda cirdrgica. Em seguida, aplicou Nitro-
furazona (ungliento) para evitar o canabalismo
e proteger os animais de possiveis infeccoes.
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Ap6s o ato cirdrgico, os animais foram colo-
cados imediatamente em incubadora a 37 °C
durante 3 h (recuperacao da anestesia). Poste-
riormente foram colocados no local de per-
manéncia nas condicdes padriao de trabalho. Pa-
ra evitar infeccoes foram mantidos em viruta es-
téril.

Tratamento dos animais

Administrou-se por via oral, através de sonda
intragastrica respectivamente durante 7 dias para
os grupos tratados com extrato de etanolico de
Bouchea fluminensis 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100
mg/kg, para o grupo controle positivo tratado
com indometacina 5 mg/kg e para o grupo con-
trole negativo dgua, administrando os mesmos
volumes em todos os animais.

Extracdo do granuloma

Sete dias depois da implantacao do bloco de
algodio, os animais foram novamente pesados,
e procedeu-se a eutandsia para a extracio dos
granulomas. Apds serem cuidadosamente extrai-
dos, os mesmos foram lavados com solucio fi-
siologica e colocados em placas de petri. Os
granulomas destinados aos testes bioquimicos
foram embalados hermeticamente e imediata-
mente congelados (-80 °C), e os demais granu-
lomas foram secos em estufa de circulacio
forcada de ar a 60 °C por 18 horas, e em segui-
da pesados em balanca analitica.

TESTES BIOQUIMICOS
Homogenados de tecidos

Teve como objetivo a preparacdo e a ob-
tencao de homogenados de tecidos, utilizando
para isso um homogenizador Marconi - MA099.
O fundamento consiste em avaliar distintos
parimetros enzimiticos e bioquimicos direta-
mente em tecidos, apresentando a dispersao do
mesmo em um meio adequado. Os reativos,
preparacio e procedimento do método segundo
Thielman 15 e Nakamura et al. 1°.

Determinacdo de produtos avancados da
oxidacdo de proteinas

O objetivo desta determinacio € conhecer a
concentracio de produtos avancados da oxi-
dacio de proteinas em amostras bioldgicas. De-
terminou-se seguindo a transformacao dos ions
iodo a iodo diatdbmico que provocam os produ-
tos avancados da oxidaciao de proteinas seguin-
do a troca de DO a 340 nm. Utilizou-se como
padriao cloramina T e os resultados expressa-
ram-se como pM de cloramina por grama de te-
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cido. Os reativos, a preparacio e procedimento
foram segundo Witko-Sarsat 17.

ANALISE ESTATISTICA

A massa dos granulomas foi expressa em
mg, sendo calculada a mediana e os percentis
25 e 75, por grupo, comparados pelo teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis. Os produtos
avancados da oxidacao de proteinas (PAOP) fo-
ram apresentados segundo a concentracio de
cloramina em (mol/g de tecido, sendo, entio,
verificada a correlacio entre a PAOP e a dose
de extrato etandlico de B. fluminensis pelo cal-
culo do coeficiente de correlacio nao-paramétri-
co de Spearmann, sendo calculado o coeficiente
de variacio e a mediana de PAOP por grupo,
comparados entre si pelo método nao paramé-
trico de Kruskall-Wallis. Em todas as determi-
nacoes doi considerado um nivel de significan-
cia de 5% 18.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de fracoes terapéuticas em modelos
experimentais animais constitui um dos cami-
nhos fundamentais para obtencio de fitoterapi-
cos para uma acido eficaz e segura, garantido
dessa forma, o uso na terapéutica veterindria e
humana.

O tratamento dos animais durante 7 dias le-
vou a uma reducao significativa no peso do gra-
nuloma nas doses testadas de 50 e 100 mg/kg
do extrato de B. fluminensis, conforme demons-
trados na Tabela 1. Enquanto nio foi observada
uma diferenca significativa entre os extratos em
todas as doses testadas do extrato (25, 50 e 100
mg/kg). Nos experimentos realizados, o peso
dos granulomas dos animais tratados com indo-
metacina tiveram a menor mediana, quando foi
utilizada a dose de 5 mg/kg.

O modelo de granuloma em ratos tem sido
utilizado para avaliacao da reacio inflamatéria
cronica e pode ser utilizado de maneira crénica
ou sub-cronica na investigacdo de substincias
anti-artriticas 19. Este modelo avalia tanto a fase
transudativa quanto a fase proliferativa da infla-
macido cronica. Substancias antiinflamatérias co-
mo MAINEs e também a dexametasona interfe-
rem no processo de formaciao do granuloma su-
primindo a fase inicial de infiltracio de neutrofi-
los no granuloma 4.

No ensaio de avaliacio da reducao da con-
centracio de produtos avancados da oxidacao
de proteinas, percebeu-se um significativo efeito
de dose-dependéncia em todas as concen-
tracoes de extrato de B. fluminensis testadas
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Grupo Mediana P25 P75

Agua 177,50 ¢ 139,00 216,00
BF 25 mg 122,00 be 88,00 235,00
BF 50 mg 119,00 b 89,00 122,00
BF 100 mg 110,00 b 88,00 204,00
Indometacina 93,00 2 81,00 99,00

Coeficiente de

Tabela 1. Efeito do extrato etandlico de B. fluminen-
sis na formacao de granuloma em ratos. Mediana,
percentil 25 e percentil 75 da massa (mg) de granulo-
mas obtidos de ratos tratados com 25, 50 ou 100 mg
de extrato de Bouchea fluminensis (BF), com indo-
metacina ou dgua. Valores de mediana seguidos de
letras diferentes indicam diferencas significativas en-
tre os grupos pelo teste nao-paramétrico de Kruskall-
Wallis, para um nivel de significincia a=0,05.

(Tabela 2). A relacao dose efeito para este indi-
cador teve um coeficiente de correlacio de 0,97.
A concentracio efetiva média para B. fluminen-
sis segundo este efeito foi de 47,26 mg/kg (Min.
40,04 mg/kg; Max. 54,49 mg/kg).

Os Produtos Avancados da Oxidac¢ao de Pro-
teinas (PAOP) sao os resultados dos processos
de fragmentacao, entrelacamento e agregacao
das proteinas ap6s sua oxidacio. Tem sido de-
monstrado que PAOP presentes no soro huma-
no sao capazes de ativar mondécitos em sistemas
in vitro, e a magnitude da ativacio é proporcio-
nal a concentracao de PAOP. As concentracoes
de PAOP se correlacionam com as de ditirosina
(DT) e carbonilas, mas também siao resultados
do entrelacamento proteicos, dado que DT puri-
ficada nao origina ativacao de mondcitos 20.

Os PAOP sao marcadores recentes do dano
oxidativo a proteina. E este trabalho € provavel-
mente o primeiro a utilizar esta metodologia na
caracterizacao bioquimica do modelo de granu-
loma. Pode-se apreciar as diferencas altamente
significativas (p < 0,01) entre o grupo controle
negativo e o grupo controle positivo (indometa-
cina). Por outro lado, este indicador foi também
significativamente diferente (p < 0,01) entre to-
dos os grupos tratados com diferentes doses de
B. fluminensis.

A utilizacao deste indicador atribui uma
grande sensibilidade ao método, e foi apartir
destes dados que a dose efetiva média foi calcu-
lada. O método gravimétrico baseado no peso
seco do granuloma pode induzir a um erro
maior.

Os PAOP originam-se basicamente por clo-
racao das proteinas, esta cloracio somente &
possivel por acio de células polimorfonucleares
que contém a enzima mieloperoxidase. Este é o

Grupo Mediana variacio (%)
Agua 573,84 2 20,44
BF 25 mg 392,94 ¢ 11,13
BF 50 mg 239,62 d 14,36
BF 100 mg 96,42 € 21,72
Indometacina 46,14 b 18,26

Tabela 2. Concentracao de Produtos Avancados de
Oxidacao de Proteinas em granuloma dos grupos em
estudo (umol de cloramina/g de tecido). Valor de
mediana seguido de letras diferentes indicam dife-
rencas significativas entre os grupos pelo teste nao-
paramétrico de Kruskall-Wallis, para um nivel de sig-
nificincia a=0,01.

motivo que PAOP € um marcador muito seletivo
do processo inflamatério e da migraciao de poli-
morfos ao sitio inflamado. PAOP tem sido acres-
centado em numerosas desordens inflamatérias
em seres humanos, como pacientes HIV 21, em
uremia 2223, diabetes tipo 2 24 e outros transtor-
nos inflamatérios 2.

Os PAOP nao sao somente derivados da oxi-
dacio de proteinas, assim como, tem atividade
biologica e esta atividade potencia o processo
inflamatério e faz possivel a sintese de citoqui-
nas e a perpetuacao da reacio inflamatdria 20.

CONCLUSAO

Com foi demonstrado, a fracio etandlica de
B. fluminensis possui um significativo efeito an-
tiinflamatério no modelo de inflamaciao cronica.
A poténcia comparada com a substincia de re-
feréncia (indometacina 5 mg/kg) foi baixa, mas
deve-se levar em consideracio que o extrato é
uma mistura de principios ativos e nio uma
substiancia pura. Por outro lado, é provavel que
os efeitos adversos deste extrato natural sejam
muito menores que os reportados para a indo-
metacina.
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