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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento tépico do extrato etandlico da raiz
de Krameria tomentosa em feridas cutaneas de ovinos. Catorze ovinos fémeas da raca Santa
Inés foram enumerados e divididos em 4 grupos de acordo com os tratamentos. Os animais
enumerados de 1 a 7 tiveram do lado esquerdo tratamento controle e do lado direito extrato da
planta a 10%, os animais enumerados de 8 a 14 tiveram do lado esquerdo tratamento com
pomada a base de antibidtico e do lado direito, extrato da planta a 5%. A aplicacdo didria dos
tratamentos foi realizada sobre ferida diariamente, sendo as avaliagdes macro e microscépicas
feitas semanalmente. As avaliacdes das feridas foram feitas do ponto de vista clinico,
morfométrico e histopatolégico nos periodos pré-determinados. Morfometricamente, em todas
as avaliagOes, as feridas tratadas com a planta a 5% apresentaram maior percentual de
contracdo que as dos demais grupos. Do ponto de vista histopatoldgico, as feridas dos grupos
tratados apresentaram melhor cicatrizagdo que as do grupo controle, sendo que as do grupo
tratado com extrato a 5% revelaram mais caracteristicas de total cicatrizacdo aos 21 dias.
Palavras-chave: Ferida, Cicatriza¢do, Ovinos, Krameria tomentosa.
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ABSTRACT

This study aimed at evaluating the effects of topical treatment of ethanol extract of Krameria
tomentosa root in skin wounds of sheep. Fourteen Santa Ines female sheep were numbered
and divided into 4 groups according to the treatments. Animals numbered from 1 to 7 had
control treatment on the left side. On the right side, the treatment was conducted with plant
extract at 10%. Animals numbered from 8 to 14 were treated with ointment based on
antibiotic on the left side. The plant extract at 5% was used on the right side for this group.
The treatment was performed on wound everyday and the macroscopic and microscopic
evaluations made conductedweekly. The wounds evaluations were performed through
clinical, morphometric and histopathological points of views in pre-determined periods of
time. Morphometrically, the wounds treated with the plant at 5% showed a higher percentage
of contraction than in other groups in all evaluations. Histopathologically, the wounds of the
treated groups showed better healing than the ones of the control group. The wounds of the
group treated with the extract at 5% showed more total healing characteristics from the 21st
day.

Keywords: Wound healing, Sheep, Krameria tomentosa.
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1 INTRODUCAO

Desde principio o homem tem utilizado produtos naturais como opcao terapéutica para
a cura de vdérias enfermidades (BATISTA et al., 2012). As propriedades farmacoldgicas das
plantas sdo abundantes, sendo usadas para cura da dor, infeccdes e cicatrizacdo de feridas,
embora muitas vezes seus constituintes quimicos ndo sejam conhecidos (SOUZA; FELLINI,
2006; ARCANIJO et al., 2012).

O género Krameria estd presente em vdrias regides do Brasil (SIMPSON, 2013). Sua
raiz tem sido empregada na medicina popular em humanos no tratamento de disenterias,
estomatites, diarreia, corrimentos vaginais, hemorragias hemorroidas, afec¢des de boca e
inflamacdes em geral (OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010) e no tratamento de
cancer (ALONSO-CASTRO et al., 2011). Uma destas espécies € a Krameria tomentosa,
conhecida popularmente por caninana ou carrapicho de cavalo, ¢ uma erva que pertence a
familia Krameriaceae (SIMPSON, 1989; CASTRO; MORO; MENEZES, 2012). A Krameria
tomentosa € uma espécie pouco estudada sob o ponto de vista fitoterdpico, sendo encontrada
em quase todas as regides do Nordeste brasileiro (MADEIRO et al., 2012; SILVA et al.,
2001).

No nordeste brasileiro a ovinocultura desempenha um papel importante na economia
na agricultura familiar Franca; Holanda Juanior; Sousa Neto (2006), sendo o manejo desses
animais realizado de forma rustica, com instalacdes precdrias, que causam considerdveis
transtornos ao animal, observando-se com frequéncia lesdes traumaticas de pele (MACEDO
et al., 2008).

Compostos de plantas medicinais tém sido utilizados no tratamento de cicatriza¢do
para alguns tipos de tecido, entretanto € reservado a pele a maior importancia, certamente pelo
maior percentual de lesdes desse tecido em relacdo aos demais e por este ser o tecido de
escolha para o estudo da cicatrizacdo (BRANCO NETO et al., 2006).

Portanto faz-se necessdrio a comprovacgdo cientifica deste conhecimento terapéutico
das plantas, para que possa ser utilizada de uma maneira mais segura. Este trabalho teve como
objetivo estudar a acdo bioldgica, principalmente a acdo cicatrizante da raiz da planta

Krameria tomentosa em feridas cutaneas de ovinos, em ambiente semiarido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DA PESQUISA

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Multiusudrio de Pesquisas Ambientais
(LAMPA) do Centro de Satide e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina
Grande, sendo a parte experimental com os ovinos no HOSPITAL VETERINARIO do
CSTR/UFCG. O experimento foi realizado no periodo de maio a setembro de 2012.

2.2 MATERIAL BOTANICO

Foram coletadas amostras da planta Krameria tomentosa no municipio de Sao
Mamede - PB, localizado geograficamente com latitude de 6° 53’ 46.63°" ¢’ longitude 37° 15’
58.25’, com 225 metros acima do nivel do mar, no horario da manha as 6:00h. Apds a coleta,
partes da planta foram levadas para identificacdo botanica e preparacido de exsicata, que foi
montada e depositada no Herbario da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, no

Campus de Patos, sob o registro CSTR — 2546.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As amostras da raiz da planta foram lavadas em &4gua corrente e depois secas ao ar
livre, em seguidas as amostras foram pesadas em balanca digital. Depois foram colocadas em
estufa de ventilacdo forcada a temperatura de 55°C por 48 horas para desidratacdo e pesadas
novamente para obtencdo da umidade. Em seguida trituradas em moinho até ficar em estado
de pd. O material foi colocado em sache (TNT) e colocado em vidro recoberto por papel
aluminio e adicionado 1000 mL de 4lcool cereal. Apds 72 horas o liquido foi filtrado em funil

com papel de filtro para a obtencao de extrato liquido.

2.4 ENSAIOS BIOLOGICOS EM OVINOS

Foram utilizados 14 ovinos do sexo feminino, da raga Santa Inés, com idade variando
de 6 a 10 meses, peso médio de 33 kg, everminados e submetidos a imunizac¢do antitetanica
com 5000UI por animal, conforme bula. Os animais foram identificados individualmente por

brincos com numeracdo de um a catorze, contendo ficha de acompanhamento individual,
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sendo devidamente catalogadas as observagdes semanais da avaliac@o clinica geral conforme
os métodos semioldgicos usuais e, relacionadas as caracteristicas evolutivas da lesdo. Os
animais foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes ambientais sob sistema intensivo e de
manejo alimentar com dieta a base de concentrado (farelo de milho, farelo de trigo e farelo de

soja) e volumoso (Tifton 85), sal mineral e, dgua ad libitum.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o ensaio experimental dos tratamentos, foram realizadas cirurgicamente lesdes de
primeira inten¢do a serem tratadas posteriormente por segunda intencdo(Barroso et al 2010
modificado). Os ovinos foram submetidos a jejum hidrico e alimentar de 12 horas e,
posteriormente, a medicacdo pré-anestésica intravenosa, xilazina na dose de 0,1 mg/kg.
Estabelecido o efeito sedativo e mantidos em decubito lateral, foram feitas anestesias locais
infiltrativas em “L” invertido, com 5Sml de lidocaina na concentragdo 2% sem vaso constrictor
nos dois lados do animal (MASSONE, 2008). Foram realizadas assepsias com clorexidine 0,5
% e realizado as incisOes de 2 x 2 centimetros, bilaterais nas regides laterais do costado, onde
foram realizados os tratamentos:

G 1: Grupo de animais tratados com solugdo salina estéril a 0,9% (controle).

G2: Grupo de animais tratados com o extrato etandlico da raiz de K. fomentosa, na
concentra¢do de 10% com 0,05mg/ml(m/v).

G3: Grupo de animais tratados com pomada a base de penicilina e
dihidroestreptomicina.

G4: Grupo de animais tratados com o extrato etandlico da raiz de K. tomentosa, na
concentragdo de 5% com 0,025mg/ml(m/v).

As avaliacdes com auxilio de paquimetria digital foram feitas inicialmente 24 horas
ap6s inducdo da ferida, sendo os tratamentos iniciados 48 horas apds indugdo da ferida.
Posteriormente estas avaliacdes foram realizadas em intervalos de sete dias, até a constata¢ao
macroscopica de completa cicatrizacido. Em um primeiro momento, caracterizada pela
evolucdo cicatricial da lesdo, com mesuracdo da lesdo por paquimetria digital. As feridas
foram higienizadas com solugdo salina a 0,9% e gase.

Na andlise macroscépica das feridas operatérias, foram acompanhadas a ocorréncia de
hemorragia (sim ou ndo), a presenca e extensdo de crostas (total, parcial ou ausente), a

presenca de secrecdo (sim ou ndo) (BRANCO-NETO et. al., 2000).
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A avaliacdo microscépica do processo de cicatrizacdo foi avaliada através de bidpsias
de pele. A coleta das amostras foi obtida com o animal sedado e submetido a anestesia local
infiltrativa, tendo sido a pega cirdrgica colocada em recipiente com formol a 10%
(BARROSO et al., 2010).

As amostras de tecido foram processadas e incluidas em parafina histoldgica. Foram
obtidas sec¢Oes histologicas de 5 um de espessura para coloragdo por HE. Os cortes de
tecidos foram analisados morfologicamente. Nas observacdes de microscopia de luz, foram
avaliados os seguintes parametros: proliferacdo vascular, proliferacdo fibrobldstica, fibras
coldgenas e reepitelizacdo. Para proliferagdo vascular, células polimorfonucleares, células
mononucleares, proliferacdo fibroblastica e fibras coldgenas foram atribuidas quatro
graduacdes: ausente, discreta, moderada e acentuada. Para a reepitelizacao serdo trés: ausente,

parcial e completa (BRANCO-NETO et. al., 2006).

2.6 PROCEDIMENTO ETICO

Este trabalho foi submetido para avaliagio 2 Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sendo aprovado sob ndmero
de Protocolo CEP/UFCG 03/2012 e foi realizado de acordo com as normas técnicas de

biossegurancga e ética.
2.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados referentes as médias de regressdao semanal das feridas, foram submetidas a

andlise de varidncia (ANOVA), e para verificacdo na diferenca entre os tratamentos, os

resultados foram submetidos ao teste de Tukey com 0,05% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira semana apds o inicio do experimento ndo se observou diferenca
significativos (p<0.05%) na reducdo da ferida entre os grupos controle negativo, positivo e
tratados com extrato alcodlico da raiz de Krameria a 10%, porém se observou uma maior
reducdo das feridas do grupo dos animais tratados com o extrato alcodlico a 5%. Estes
resultados diferem de (OLIVEIRA et al., 2010), onde na avaliag@o aos sete dias a regressao o
grupo controle foi superior ao grupo tratado.

Aos quinze dias pés o tratamento, o processo de cicatrizacdo foi idéntico para todos os
grupos, porém o grupo tratado com a Krameria a 5% apresentou uma maior regressao, mesmo
quando comparado com o grupo de animais tratados com antibidtico, demonstrando sua acao
quanto ao impedimento na formacdo de secre¢do e diminuicdo visivel da area da ferida
cirirgica, provamente porque neste grupo ouve uma formacdo de crosta mais delgadas,
favorecendo na dindmica da cicatrizacio (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003a). Estes resultados diferem de Barroso et al. (2010), onde os resultados de regressao do
diametro das feridas o grupo controle foi superior seguido pelo tratamento com liquido de
Dakin, e por PVPI e barbatimao.

Nas semanas subsequentes observou-se que os grupos tratados com extrato da Krameria
a 10 e 5% foram superiores quando comparados ao grupo controle, praticamente sem
apresentar diferencas significativas. Na quarta semana os animais tratados com o extrato de
Krameria a 5%, apresentram do ponto de vista macroscOpico, uma completa ciatrizacdo, se
destacando dos demais grupos. Para os demais grupos este resultado sé veio acontecer na
quinta semana. Provavelmente, o resultado observado no grupo tratado com o extrato de
Krameria na concentragdo de 5% aconteceu pelo fato de que as feridas tratadas a essa
concentragdo produziram menos crostas.

Com a auséncia de secrecdes, pus e odor fétido pode-se presumir que ndo houve
infeccdo das feridas avaliadas (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003b). O
grupo da planta a 5% teve uma melhor uniformidade nos resultados do desvio padrao (Tabela

1), representando maior homogeneidade nas feridas deste grupo com relagdo aos demais.
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Tabela Capitulo 1 - Percentual médio e desvio padrao da reducdo semanal das feridas
nos diversos grupos tratados com o extrato etanélico da K tomentosa.

GRUPOS 1" semana 2% semana 3" semana 4" semana 5% semana

G1 26,8 +(14,7) 504 +£(13,5) 69,1 £(14,5) 86,0+£(23,9) 100,0£(0,0)
G2 328+ (12,6) 49,1 +(18,5) 81,7+(15,1) 958+ (11,1) 100,0 £(0,0)
G3 28,1 £(7,7) 55,7+£(12,8) 80,8 £(20,7) 98,1 +£(4,9) 100,0 + (0,0)
G4 43,1 £(7,8) 57,4 +(9,7) 86,3 +(13,5) 100,0£(0,0) 100,0 £ (0,0)

Grupo: G1 — controle; G2 — extrato etandlico a 10%; G3 — controle positivo; G4 — extrato
etandlico a 5%.

Na avaliacdo histopatoldgica aos sete dias de tratamento, os grupos tratados com o
extrato etandlico, apresentaram melhor cicatrizagdo das feridas quando comparada ao grupo
controle, apresentando projecdo discreta a moderada do epitélio na drea ulcerada
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003a). Na superficie livre observou-se
restos celulares que estdo em processo de degeneracdo formando crostas. Na derme foi
observada discreta proliferacio de fibras coldgenas ainda em organizacao estrutural, formando
um tecido mais forte e elastico (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Na segunda coleta, aos catorze dias, nos grupos tratados com extrato a 5% e
antibidtico observou-se epitélio com projecoes digitiformes na derme superficial. Também foi
identificada uma grande quantidade de células no tecido conjuntivo da derme evidenciando
um processo mais avangado de cicatrizagdo (HUSSNI et. al., 2010).

Aos vinte e um dias de tratamento observou-se um tecido cicatricial maduro em todos
os grupos, sendo que no grupo tratado com extrato a 5% houve maior desenvolvimento do
epitélio de revestimento com caracteristicas de cicatrizacdo. Resultados similares foram
descritos por Oliveira et. al. (2010), na avaliacdo do efeito cicatrizante da Caesalpinia ferrea
(jucd). As camadas do epitélio estratificado apresentaram distribui¢io e espessura normais. A
derme apresentando os componentes estruturais bdsicos revelando foliculos pilosos, glandulas
sebdceas e sudoriparas. Resultados similares foram encontrados por Santos et al. (2012) no
tratamento de feridas com mel. Afirmando as caracteristicas de um tecido cicatrizado.

Os resultados deste estudo sugerem que o extrato alcodlico da raiz Krameria
tomentosa apresenta bioatividade no processo de cicatrizacdo tanto em relacdo ao tempo de
regressdo, quanto aos aspectos macro e microscopicos da ferida. Entretanto, € importante
ampliar os estudos em animais, com diferentes dosagens, além de realizar o isolamento de

componentes da planta responsaveis pela resposta positiva no processo cicatricial.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho, respeitando a metodologia sugerem que o extrato
etandlico da raiz de Krameria tomentosa apresentou:

- toxicidade aguda em camundongos inoculados por via intraperitoneal;

- bioatividade no processo de cicatrizagdo, com reducdo do tempo de regressdo da
ferida e estimulo ativo na reestruturacdo histolégica com efetiva visualizagdo dos aspectos

macro e microscopicos.



20

REFERENCIAS

ALONSO-CASTRO, A. J.; VILLARREAL, M.L.; SALAZAR-OLIVO, L. A.; GOMEZ-
SANCHEZ, M.; DOMINGUEZ, F.; GARCIA-CARRANCA. Mexican medicinal plants used

for cancer treatment: Pharmacological, Phytochemical and ethnobotanical studies. Journal of
Ethnopharmacology, v. 133, p. 945-972, 2011.

ARCANIJO, D. D. R.; ALBUQUERQUE, A. C. M.; MELO NETO, B.; SANTANA, L. C. L.
R.; MEDEIROS, M. G. F.; CITO, A. M. G. L. Bioactivity evaluation against Artemia salina
Leach of medicinal plants used in Brazilian Northeastern folk medicine. Braz. J. Biol., v. 72,
n. 3, p. 505-509, 2012.

BALBINO, C. A.; PEREIRA, L. M.; CURI, R. Mecanismos envolvidos na cicatrizagdo: uma
revisdo. Ver Bras Cién farm., v. 41, n. 1, 2005.

BARROSO, J. E. M.; XIMENES, F. H. B.; LEITE, C. R.; MUSTAFA, V. S.; BORGES, J. R.
J.; CASTRO, M. B.; GODOY, R. F. Comparacao entre os efeitos na cicatrizacdao de pele por
segunda inten¢do em ovinos. Acta Veterinaria Brasilica, v. 4, p. 298-302, 2010.

BATISTA, J. S.; OLINDA, R. G.; MEDEIROS, V. B.; RODRIGUES, C. M. F.;OLIVEIRA,
A. F.;PAIVA, E. S.; FREITAS, C. 1. A.; MEDEIROS, A. da C. Atividade antibacteriana e

cicatrizante do 6leo de buriti Mauritia flexuosa L. Ciéncia Rural, v. 42, n. 1, p. 136-141,
2012.

BRANCO-NETO, M. L. C.; RIBAS-FILHO, J. M.; MALAFAIA, O.; OLIVEIRA-FILHO,
M. A.; CZECZKO, N. G.; AOKI, S.; CUNHA, R.; FONSECA, V. R.; TEIXEIRA, H. M_;
AGUIAR, L. R. F. Avaliacido do extrato hidroalcodlico de aroeira (Schinus terebinthifolius
raddi) no processo de cicatrizagdo de feridas em pele de ratos. Acta Cir. Bras. S., 2, p. 15-20,
2006.

CASTRO, A. S. F.; MORO, M. F.; MENEZES, M. O. T. O Complexo Vegetacional da Zona
Litoranea no Ceard: Pecém, Sdo Gongalo do Amarante. Acta Botanica Brasilica, v. 26, n. 1,
p. 108-124, 2012.

FRANCA, F. M. C.; HOLANDA JUNIOR, E. V.; SOUSA NETO, J. M. Modelo de
exploracdo de caprinos e ovinos para agricultores familiares do semidrido por meio de sistema
Agrossilvipastoril. Pesquisa realizada por meio da PRODETAB-EMBRAPA/IICA, 2006.
Disponivel em: http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPC/20628/1/24.pdf.
Acessado em: 15 de ago. 2013.



21

HOLLANDER, D. A.; ERLI, H. J.; THEISEN, A.; FALK, S.; KRECK, T.; MULLER, S.
Standardized qualitative evaluation of scar tissue properties in an animal wound healing
model. Wound Repair Regen, v. 11, p. 150-157, 2003.

HUSSNI, C. A.; GROH, T. M.; ALVES, A. L. G.; CROCCI, A. J.; NICOLLETIL, J. L. M,;
WATANABE, M. J. Efeito da fenilbutazona na cicatrizacao de feridas cutineas experimentais
de equinos. Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 47, n. 4, p. 262-267, 2010.

MACEDO, J. T. S. A.; RIET-CORREA, F.: DANTAS, A. F. M.; SIMOES, S. V. D. Doencas
de pele em caprinos e ovinos no semidrido brasileiro. Pesq. Vet. Bras., v. 28, n. 12, p. 633-
642, 2008.

MADEIRO, S. A. L.; LUCENA, H. F. S.; SIQUEIRA, C. D.; DUARTE, M. C.; BRAZ-
FILHO, R.; BARBOSA FILHO, J.; SILVA. M. S.; TAVARES. J. F. New Neolignans from
Krameria tomentosa A. St.-Hill. J. Braz. Chem. Soc., v. 23, n.11, p. 2021-2026, 2012.

MANDELBAUM, S. H.; DI SANTIS, E. P. D.; MANDELBAUM, M. H. S. Cicatrizacdo:
conceitos atuais e recursos auxiliares — Parte . An. Bras. Dermatol., v. 78, n. 4, p. 393-410,
2003a.

MANDELBAUM, S. H.; DI SANTIS, E. P. D.; MANDELBAUM, M. H.S. 2003b.
Cicatrizagao: conceitos atuais e recursos auxiliares - Parte 1I. An. Bras. Dermatol. [online], v.
78,n. 5, p. 521-522, 2003b.

MASSONE, F. Anestesiologia Veterindria: Farmacologia e Técnicas: Texto e Atlas
Colorido. 5 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008, p.147-168.

OLIVEIRA, A. F.; BATISTA, J. S.; PAIVA, E. S.; SILVA, A. E;; FARIAS, Y. J. M. D,
DAMASCENO, C. A. R.; BRITO, P. D.; QUEIROZ, S. A. C.; RODRIGUES, C. M. F;
FREITAS, C. I. A. Avaliacdo da atividade cicatrizante do juca (Caesalpinia ferrea Mart. ex
Tul. var. ferrea) em lesdes cutaneas de caprinos. Rev. Bras. Pl. Med., v. 12, n. 3, p. 302-310,
2010.

OLIVEIRA, F. C. S.; BARROS, R. F. M.; MOITA NETO, J. M. Plantas medicinais utilizadas
em comunidades rurais de Oeiras, semidrido piauiense. Revista brasileira de plantas
medicinais. Botucatu, v. 12 n. 3, p. 282-301, 2010.

SANTOS, I. F. C.; GROSSO, S. L. S.; BAMBO, O. B. NHAMBIRRE, A. P.; CARDOSO, J.
M. M. C.; SCHMIDT, E. M. S.; MARUJO, R. B. 2012. Mel e agticar mascavo na cicatriza¢ao
de feridas. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 42, n. 12, p. 2219-2224, 2012.



22

SILVA, S. A. S.; CASTRO, J. C. M.; SILVA, T. G.; CUNHA, E. V. L.; BARBOSA, J. M. F.
e SILVA, M. S. Kramentosan, a new trinorlignan from the roots of Krameria tomentosa.
Natural Product Letters, v. 15,n. 5, p. 323-329, 2001.

SIMPSON, B. Krameriaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botéanico do Rio
de Janeiro. Disponivel: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB8094 . Acessado
em: 07 de ago. 2013.

SIMPSON. B. B. Krameriaceae. Flora neotropical Monograph. New York. New York
Botanical Garden, v. 49, p. 2-88, 1989.

SOUZA, C. D.; FELFINI, J. M. Uso de plantas medicinais na regido de Alto Paraiso de
Goias, GO, Brasil. Acta Bot. Bras., v. 20, n. 1, p. 135-142, 2006.



CAPITULO 2: ESTUDO DE TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO DA RAIZ DE
KRAMERIA TOMENTOSA A. ST.-HIL, EM CAMUNDONGOS

Romulo Fernandes de Freitas®”, Ana Raquel Carneiro Ribeiro?, Jilio Cesar Fernandes de
Freitas?, Onaldo Guedes Rodrigues®, Lidio Ricardo Bezerra de Melo®, Wilson Wouflan da
Silva®, Ana Célia Rodrigues Athayde®.



ESTUDO DE TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO DA RAIZ DE KRAMERIA
TOMENTOSA A. ST.-HIL, EM CAMUNDONGOS

ACUTE TOXICITY STUDY OF THE ROOT EXTRACT OF KRAMERIA TOMENTOSA
A. ST-HIL, IN MICE

Romulo Fernandes de Freitas®”, Ana Raquel Carneiro Ribeiro?, Jilio Cesar Fernandes de
Freitas?, Onaldo Guedes Rodrigues®, Lidio Ricardo Bezerra de Melo®, Wilson Wouflan da
Silva®, Ana Célia Rodrigues Athayde®.

* Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de Campina Grande -
UFCG, ZC: 58.108-110, Patos, Paraiba State, Brazil

b Programa de P6s-Graduaciao em Medicina Veterinaria, UFCG, Patos — PB

¢ Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas, UFCG, Patos — PB

d Médico Veterindrio, Secretaria de Agricultura, Prefeitura Municipal de Santa Terezinha-PB

¢ Programa de P6s-Graduagcdo em Medicina Veterindria- UFCG, Campus de Patos-PB

Corresponding author. Tel.: +55 83 99267076; E-mail address:

romulofazendas @hotmail.com (R. F. Freitas).



mailto:romulofazendas@hotmail.com

RESUMO

Este estudo teve como objetivo, a avaliagdo toxicoldgica aguda por via intraperitoneal em
camundongos, e a determinacdo da DL 50. Foram utilizados 30 camundongos, divididos em 5
grupos tratados com doses de, 1370; 1027,5; 685; 342,5mg/kg, sendo utilizada dgua destilada
como controle. Os animais foram colocados em gaiolas, sendo inoculados
intraperitonealmente e observados a 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h e depois a
cada 24 horas durante 14 dias. Foram avaliados sinais de intoxica¢do, nimero de mortos e
sobreviventes. A determina¢do da DL50 em camundongos resultou entre 1027,5 mg/kg e 685
mg/kg de massa corpdrea. Os achados histopatolégicos mostraram alteragdes no figado e rim
nos animais tratados com doses de 1370mg/kg e alteracdes de figado tratado com
1027,5mg/kg. Nao foram identificadas alteragdes de comportamento digna de nota nos grupos
tratados com doses de 685 mg/kg; 342,5 mg/kg e grupo controle. A avaliacdo macroscpica
dos 6rgaos ndo se observou alteragdes em nenhum dos grupos.

Palavras-chave: Toxicidade, fitoterapia, plantas medicinais.



ABSTRACT

This study focused on the intraperitoneally acute toxicological evaluation in mice and the
LD50 determination. Total of 30 mice were divided into five groups and treated with dosages
of 1370, 1027.5, 685 and 342.5 mg/kg, in which distilled water was used as control. The
animals were placed in cages and were intraperitoneally inoculated. They were observed in
intervals of 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h and then every 24 hours for 14 days.
Intoxication signs and the number of deaths and survivors were observed. The determination
of LD50 in the mice resulted between 1027.5 mg/kg and 685 mg/kg of the body mass. The
histopathology results showed changes in the liver and the kidney in animals treated with
doses of 1370 mg/kg and changes in the liver for the ones treated with 1027.5 mg/kg. No
significant changes were identified in groups treated with doses of 685 mg/kg and in the
control group. The macroscopic examination of the organs did not reveal abnormalities in any
group.

Keywords: Toxicity, Phytotherapy, Medicinal plants.



1 INTRODUCAO

Plantas medicinais tém sido utilizadas na maioria das vezes de forma indiscriminada
pelas pessoas (LIMA et al., 2006). A Organiza¢ao Mundial da Satide WHO (2002) avalia que
até 80% da populagdo de alguns paises em desenvolvimento emprega componentes de plantas
medicinais para tratamento de doengas. Porém, € essencial assegurar a eficicia e a qualidade
destes compostos, pois sua utilizacdo sem a avaliacdo toxicoldgica necessdria pode acarretar
efeitos adversos (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005). Apesar do uso abundante dos
fitoterdpicos, os estudos que avaliam a toxicidade desses produtos sdo escassos (TUROLA;
NASCIMENTO, 2006). Para melhor conhecimento do tratamento com plantas, € importante a
avaliacdo do risco/beneficio.

A Krameria tomentosa € uma planta, conhecida popularmente por caninana ou
carrapicho de cavalo. Ela pertence a familia Krameriaceae, composta por 18 espécies de
plantas herbédceas ou arbustivas que estdo dispersas em regides das Américas (SIMPSON,
2013). Esta planta apresenta caracteristicas de um arbusto de caule liso, estriado, glabro na
parte inferior e pubescente na superior, folhas longas pecioladas (peciolos com 3-6 espinhos
na base), elipticas, espinescentes no dpice, pubescentes; flores curtas —pediceladas, grandes,
de quatro sépalas e cinco pétalas, as duas superiores elipticas e as trés inferiores espatulo-
rombdide, dentadas no 4pice, dispostas em racimos bracteados; briacteas e bractéolas
tomentosas; ovéario viloso; fruto de vagem globosa, unisperma, com numerosos espinhos e
sedas rigidas (SIMPSON, 1989).

Sua raiz tem sido empregada na medicina popular em humanos no tratamento de
disenterias, estomatites, diarreia, corrimentos vaginais, hemorragias e afec¢des de boca e
inflamacgdes em geral (OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010).

Poucos estudos foram realizados com esta espécie, do ponto de vista fitoquimico foi
realizado um estudo por Silva et al (2001), no qual foi isolada uma trinorneolignana inédita e
outras quatro comuns a outras espécies. Recentemente foi realizado um trabalho por Madeiro
(2012) onde, foram identificados cinco neolignanas, duas delas com estruturas inéditas [1,1°-
(E) - propenil-4-metoxi-3,4’ - oxineolignana (ottomentosa) € acido 2 - (2’- hidréxi - 4°,6’-
dimetoxifenil) benzofurano - 5 - carboxilico (sobralina)], além de trés compostos conhecidos
[eupomatenoide 6, di-hidrocarinatidina e 2 - (2°,4’- di-hidroxifenil) - 5 - (E) -
propenilbenzofurano].

Tentando diminuir a resisténcia a prescricio de fitoterdpicos e aumentar a

possibilidade de adesdo da populagdo ao tratamento, € muito importante, ndo sé o controle de



qualidade desde o cultivo da droga vegetal até o produto final, mas também o estudo
fitoquimico das plantas, entre eles o toxicolégico (MELO et al., 2007).

Este trabalho tem como objetivo descrever os resultados obtidos com a investigacio
preliminar da toxicidade aguda dos extratos alcodlicos da raiz de Krameria tomentosa por

meio da determinagdo da dose letal 50% (DL50), utilizando a via intraperitoneal.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BOTANICO

As amostras de Krameria tomentosa foram coletadas no municipio de Sdo Mamede -
PB, com latitudes de 6° 53° 46.63” S, 37° 15° 58.25”’W, elevagdo 225 metros, as 6:00hs da
manha, de onde foram levadas para identificagdo botanica e preparacdo de exsicata, que foi
montada e depositada no Herbario da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, no
Campus de Patos sob o registro CSTR — 2546. As raizes foram enviadas ao Laboratdrio
Multiusuério de Pesquisas Ambientais (LAMPA) do Centro de Sadde e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande, sendo a parte experimental com os camundongos
realizada no Biotério do CSTR/UFCG. O experimento foi realizado no periodo de maio de

2012.

2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As raizes de K. tomentosa foram submetidas a secagem em estufa com circulacio
forcada de ar, em temperatura de 55°C, por 48 horas, até estabelecer umidade, sendo trituradas
e posteriormente pesadas. O material foi colocado em saché (TNT) e colocado em vidro
recoberto por papel aluminio e adicionado 2000mL de élcool cereal. Apds 72 horas o liquido
foi filtrado em funil com papel de filtro para a obtencdo de extrato liquido e o material obtido,
concentrado por rotoevaporacdo, a uma temperatura de 60°C através de destilacdo simples até
obtencdo do extrato liquido. Os residuos sélidos foram levados a estufa 40°C, para secagem,
até peso constante (KRYCHAK-FURTADO, 2006). A concentracao final do extrato etandlico
resultou em 137mg/ml(m/v).

2.3 ENSAIOS BIOLOGICOS EM CAMUNDONGOS

Foram utilizados 30 camundongos do sexo feminino, da raga albinos swiss, com peso
médio de 33,5 g, mantidos no biotério do CSTR/UFCG. Os animais foram divididos em cinco
grupos, contendo seis animais cada grupo, sendo tratados com dgua e ra¢do comercial ad
libitum (BRASIL, 2004).

No dia da administracdo dos extratos, os animais foram pesados em balanca semi-

analitica, marcados individualmente e tratados com uma dose do extrato alcodlico de



Krameria tomentosa, intraperitonealmente nas doses de 1370mg/kg (100%), 1027,5mg/kg
(75%); 685mg/kg (50%); 342,5mg/kg (25%); sendo utilizada dgua destilada como controle. O
volume padrio para todos os grupos foi de 10ml/kg (0,1 ml/10g). Apds a administracio, os
animais foram observados nos tempos de 15min, 30min e 1h, 2h, 4h, 8h, 12h 24h e
posteriormente a cada 24 horas totalizando 14 dias de observacdes (CUNHA et al., 2009). Os
parametros gerais de toxicidade observados foram o indice de mortalidade, resposta ao toque,
contor¢do e ataxia, tremores, convulsdes, lacrimejamento, saliva¢do, mic¢do e defecgdo,
piloerecdo, ptose, efeitos na respiracdo, movimentagdo e tdnus muscular segundo preconiza
(CARLINI, 1972; HEUVEL; FIELDER; KOUNDAKIJIAN, 1990; BRITO, 1994).

Os animais que entraram em Obito durante o periodo de observacdo foram
necropsiados e seus Orgaos abdominais e tordcicos avaliados. No 14° dia, 50% dos animais do
grupo controle foram sacrificados, houve a coleta dos 6rgaos abdominais e tordcicos os quais

foram analisados macro e microscopicamente.

2.4 PROCEDIMENTO ETICO

O trabalho foi submetido para avaliacio a Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sendo aprovado sob nimero
de Protocolo CEP/UFCG 03/2012 e foi realizado de acordo com as normas técnicas de

bioseguranca e ética.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em um
arranjo fatorial 5x6 (5 concentracdes de extrato da raiz de Kraméria tomentosa e 6
repeti¢cdes). Aplicado o teste X* (Qui-quadrado) 2 a 2, de acordo com o programa Bio Stat

5.8, com probabilidade 5% (P<0,05).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram identificadas alteragcdes de comportamento dignas de nota nos grupos
tratados com doses de 685 mg/kg; 342,5 mg/kg e grupo controle. Nos animais submetidos a
doses de 1370 e 1027,5mg/kg foram observados sinais de intoxicacdo significativos, sendo,
resposta ao toque, piloerecdo, contor¢do e ataxia. Os animais mortos durante o experimento
morreram dentro de 48 horas de observacdo, indicando uma absor¢do bastante rapida do
extrato. Os animais sobreviventes as inocula¢des jd apresentavam sinais de recuperacgdo total
apo6s 24 horas de observacao, apresentando sinais de autolimpeza.

Na avaliagdo macroscOpica dos 6rgdos (coragdo, figado, rins, pulmdes, estomago) nao
foram observadas alteragcdes, em nenhum dos grupos do experimento.

Na determinacdo da DL50 os camundongos que receberam por via intraperitoneal
doses de 1370 mg/kg; 1027,5 mg/kg; 685 mg/kg; 342,5 mg/kg do extrato e grupo controle
apresentaram um percentual de mortalidade variando de 50, 50, 0, 0, 0%, respectivamente. A
andlise do valor da DL50, correspondeu entre 1027,5 mg/kg e 685 mg/kg de massa corpdrea
(Tabela 1).

Tabela Capitulo 2 - Animais expostos, nimero de mortos e taxa de letalidade do extrato
etanolico de K. tomentosa nos grupos tratados e controle.

N° Expostos N° Mortos Letalidade(%)
G1 (1370mg/kg) 06 03 50%
G2 (1027,5mg/kg) 06 03 50%
G3 (685mg/kg) 06 0 0%
G4 (342,5mg/kg) 06 0 0%
Controle 06 0 0%

G 1: grupo 100%; G 2: grupo 75%; G 3: Grupo : 50%; Grupo 4: 25%.

Os efeitos sob o sistema nervoso central sdo inespecificos, entretanto avaliam-se sinais
indicativos de acdo depressora no Sistema Nervoso Central (SNC), entre eles a ataxia.

Na avaliacdo histopatolégica de um animal que morreu apds 48 horas com tratamento
de dose com 1370mg/kg, pode-se observar que o figado apresentava multiplas vacuolizacao
intracitoplasmatica moderada de hepatdcitos envolvendo principalmente a regido periportal.

Na cépsula observava-se necrose com fibrina, restos celulares associados a material
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amarronzado e levemente granular, que se estendia pela superficie capsular e entre os 16bulos.

Além disso havia também congestdo acentuada de sinuséides (Figura 1).

Figura 1 - Figado: Observa-se hepatocitos com pequenos vaciiolos intracitoplasmaticos
com presenca de necrose com fibrina, restos celulares associados ao material
amarronzado e levemente granular na superficie capsular.

Nos animais mortos antes de 24 horas de observacdo ndo se observou vacuolizacdo tdo
intensa. Nos rins, observou-se apés 48 horas atrofia dos glomérulos renais, sendo que nos
animais mortos antes de 24 horas essa atrofia foi mais discreta, indicando que o efeito toxico é
agravado com o passar do tempo.

Nos animais tratados com doses de 1027,5mg/kg, apresentam cdpsula hepdtica sem
anormalidades, parénquima hepético dividido em lobos com pouco tecido conjuntivo
interlobular, alteracdo do nicleo dos hepatdcitos (nicleos pequenos, citoplasma reduzido) e
em consequéncia dilatacdo dos sinusdides hepaticos. Ndo ha ocorréncia de infiltrado
linfocitario. As células de Kupffer estio normalmente organizados na parede dos sinusoides
hepaticos, aparentemente aumentado em nimero. Nos rins ndo foram observadas alteracdes
dignas de nota.

Os demais grupos tratados e controle ndo foram identificadas alteragdes estando os

Orgaos com estrutura histologica conservada.
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O estudo da seguranca de exposicdo, subclinica e em dose Unica, ao extrato da planta
estudada € reforcada pelo valor da dose maxima nao letal (DMNL) indicado neste estudo em
685 mg/kg de peso vivo. Essa referéncia tem sido tem sido mais utilizada que a DL50 para a
avaliacdo da relacdo risco/beneficio de um composto, pelo fato de se valer da ocorréncia de
animais sobreviventes (LARINI, 1997; MARIZ et al., 2006).

Nao foram encontradas na literatura de referéncia informacoes relacionadas a estudos
de toxicidade pré-clinica desta planta, utilizando a via intraperitoneal, sendo esse um dado
novo que poderd disponibilizar informacgdes para pesquisas futuras.

Os resultados deste estudo sugerem que o extrato alcodlico da raiz Krameria
tomentosa apresentou toxicidade aguda em camundongos inoculados pela via intraperitoneal,
contudo indicamos a continuidade dos estudos mediante a avaliacdao da toxicidade cronica do

produto.
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