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Resumo

Objetivo: Analisar os estudos ja realizados sobre a fragéo acetato de etila obtida das folhas de
Mansoa hirsuta D.C. (FMH) rica em triterpenos pentaciclicos. Métodos: Estudo descritivo e
retrospectivo sobre a caracterizagdo quimica, toxicidade, agdes anti-inflamatérias e analggé-
sicas e desenvolvimento de filmes de quitosana incorporados com a fracao para o tratamento
de feridas. Resultados: Observou-se que FMH nao comprometeu a viabilidade celular
de células 3T3 e em ensaios in vivo de toxicidade aguda e subcrénica nao apresentou
alteracdes toxicolégicas relevantes. Além disso, nao alterou a atividade locomotora e
comportamento dos camundongos, nem provocou alteracdo na coordenagao motora
e equilibrio dos animais tratados. Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, FMH
reduziu o edema induzido por carragenina e os niveis de mieloperoxidase e diminuiu a
migracao de leucdcitos e proteinas no modelo de bolsa de ar. Em relagao a atividade an-
tinociceptiva, registrou-se reducéo da contorgao abdominal em resposta a administracéo
do &cido acético e inibicao da segunda fase do teste de formalina. Nessa perpectiva,
curativos contendo a fracdo foram preparados, caracterizados por métodos fisico-qui-
micos e analisados ganto a sua acao cicatrizante in vivo. Conclusdes: Os resultados
sugerem um perfil anti-inflamatoério e antinociceptivo de FMH, sem causar aparente
efeitos toxicos agudos ou subcrénicos, com uma excelente acéo cicatricante, sendo uma
fonte promissora a ser explorada no desenvolvimento de propostas terapéuticas para
doencas que apresentem esse perfil inclusive a Covid-19. Estes trabalhos geraram depé-
sitos de Patente referente a purificacéo dos acidos triterpénicos e do Filme cicatrizante,
BR1020150081804 e BR1020190193883 respectivamente.
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Abstract

Objective: To analyze the studies already carried out on the ethyl acetate fraction obtained
from the leaves of Mansoa hirsuta D.C. (FMH) rich in pentacyclic triterpenes. Methods:
Descriptive and retrospective study on the chemical characterization, toxicity, anti-
inflammatory and analgesic actions and development of chitosan films incorporated with the
fraction for the treatment of wounds. Results: It was observed that FMH did not compromise
the cell viability of 3T3 cells and in in vivo assays of acute and subchronic toxicity did
not show relevant toxicological alterations. In addition, it did not change the locomotor
activity and behavior of the mice, nor did it cause changes in the motor coordination and
balance of the treated animals. In the assessment of anti-inflammatory activity, FMH reduced
carrageenan-induced edema and myeloperoxidase levels and decreased leukocyte and protein
migration in the air bag model. Regarding the antinociceptive activity, there was a reduction
in abdominal writhing in response to the administration of acetic acid and inhibition of the
second phase of the formalin test. In this perspective, dressings containing the fraction
were prepared, characterized by physicochemical methods and analyzed for their healing
action in vivo. Conclusions: The results suggest an anti-inflammatory and antinociceptive
profile of FMH, without causing apparent acute or subchronic toxic effects, with an excellent
healing action, being a promising source to be explored in the development of therapeutic
proposals for diseases that present this profile, including, to Covid-19. These works
generated patent deposits referring to the purification of triterpenic acids and the healing film,
BR1020150081804 and BR1020190193883 respectively.
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Introducao

A conexdo entre o homem e as plantas remonta
ao passado longinquo quando os primeiros humanos
reconheceram e exploraram as plantas ao seu redor
para uso como combustivel, roupas, abrigo e comi-
da.! Inevitavelmente, foram encontradas plantas que
ajudavam no alivio e recuperacao de doencas, e com
o surgimento da escrita, essas descobertas foram re-
gistradas e passadas através de geragdes.? Assim, sur-
giu a fitoterapia tradicional, um componente insepa-
ravel da histéria humana, que através de tentativas e
erros, ja que ainda nao se conhecia as razoes pelas
quais determinadas plantas eram utilizadas no tra-
tamento de certas doengas, rejeitou o conceito empi-
rico e se fundamentou em fatos explicativos, com o
descobrimento dos constituintes das plantas e suas
aplicacoes médicas, sendo amplamente utilizada em
todo o mundo.??

O Brasil destaca-se por possuir a maior biodi-
versidade do mundo, com mais de 103.870 espécies
animais e 43.020 espécies vegetais conhecidas, abri-
gando mais de 20% do total de espécies do planeta.*.
Muitas plantas medicinais, especialmente as brasi-
leiras, representam um enorme potencial bioldgico
e econdmico a ser explorado, podendo estar entre as
principais fontes de descobertas de novos medica-
mentos devido a sigular biodiversidade.

A Caatinga, que responde por cerca de 60% do
territério do nordeste e estende-se a uma pequena
parte da regiao sudeste de Minas Gerais, ¢ um bioma
de grande biodiversidade, com miltiplas comunida-
des vegetais e uma taxonomia rara ¢ endémica com
destaque para a riqueza de conhecimentos tradicio-
nais acumulados.” As plantas medicinais encontra-
das nessa regido sao amplamente utilizadas pelas
comunidades locais sendo muitas vezes, o Unico re-
curso disponivel para o tratamento de doencas.®’ No
entanto, o modelo extrativista que predomina na re-
gido, traz consigo ameacas a esse importante bioma,
que apesar da grande diversidade cultural e biol6gi-
ca, ainda é pouco estudado.?

Considerando que o manejo da cicatrizacdo das
feridas é um grande desafio para profissionais de
saude e pacientes,’ as plantas medicinais podem ser
consideradas como terapéutica potente e promissora
para a melhoria dos processos de cicatrizacao de fe-

Pereira JR, Lemos TMAM, Lima AAN, Sant'Ana AEG, Silva DM

ridas com base na variedade de componentes ativos e
eficazes, como flavondides, dleos essenciais, alcaldi-
des, compostos fendlicos, terpendides acidos graxos,
dentre outros.!® Por conseguinte, diversas pesquisas
tem sido focadas no desenvolvimento de abordagens
emergentes no tratamentos de feridas, enfatizando
novos agentes terapéuticos e desenvolvimento de
tecnologias que podem acelerar a cicatrizacdo e di-
minuir a incidéncia de feridas e Glceras cronicas.!!

Nesse contexto, 0os curativos constituem uma
alternativa importante para a cicatrizagdo e geren-
ciamento de feridas.!? Os constituintes bioativos
quando incorporados aos curativos, conferem ativi-
dades antioxidantes e antimicrobianas, melhorando
a contragdo, vascularizacio e epitelizagdo.’* Além
disso, podem desempenhar um papel importante na
supressao de inflamacéo, promogao de vias angiogé-
nicas e estimulacao da sintese de coldgeno, aceleran-
do o processo de cicatrizacao de feridas.!*

Mansoa é um género diversificado da familia
Bignoniaceae, o qual inclui espécies com grande
variedade morfolégica e conhecidas popularmente
como «cipo-de-alho» devido ao cheiro caracteristico.
Os representantes desse género sao encontrados
tanto em florestas tropicais imidas quanto secas. No
caso da caatinga, ha registro de ocorréncia de quatro
espécies de Mansoa. Dentre elas, destaca-se Mansoa
hirsuta D.C., uma espécie trepadeira lenhosa (cip6 ou
liana) endémica da regido semidrida.'> !¢

Na medicina tradicional, as folhas de M. hirsu-
ta tém sido empregadas no tratamento de diabetes
e as cascas do caule sdao utilizadas para dores de
garganta.!>!* O primeiro estudo fitoquimico detalha-
do dessa espécie demonstrou a presenca de diversos
metabdlitos secunddrios incluindo fendis, taninos,
esteroides, triterpenos, saponinas, flavondis, flava-
nonois, flavanonas, xantonas, antocianinas, antocia-
nidinas e flavonoides.!

Ja foram propostas algumas atividades biol6gicas
para essa espécie, incluindo atividade antimicrobia-
na,” antifingica e antitumoral,'® acdo antioxidan-
te,?>2! Estudo anterior também demonstrou inibig¢ao
da producao de 6xido nitrico e da proliferagdo de
linfécitos e isolou da fracao acetato de etila, o acido
oleandlico e ursélico, triterpenos pentaciclicos que
também apresentaram potencial imunomodulador.”
Além disso, foi desenvolvido um chocolate 70% ca-
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cau contendo acidos ursélico e oleandlico isolados
da M. hirsuta e analises revelaram associacao signi-
ficativa entre o consumo do chocolate e a reducéo
de medidas dos individuos (peso, circunferéncia da
cintura e IMC).22

Portanto, em razao da potencialidade dessa espé-
cie em conjunto com o grande impacto global em
termos de custos econdmico das feridas e da defi-
ciéncia dos curativos tradicionais®® desenvolveu-se
uma formulagdo inovadora de curativo composto
por componentes nao toxicos, nao irritantes, bio-
compativeis e biologicamente ativos.

Objetivo

Isto posto, o objetivo desse estudo foi discorrer
sobre as atividades farmacoldgicas da M. Hirsuta,
sua composicao quimica e toxicologia e o0 processo
de desenvolvimento de uma nova formulagao para
o tratamento de feridas que tem como base essa im-
portante espécie endémica do semi-arido baiano.

Métodos

Trata-se de estudo descritivo e retrospectivo de
pesquisas ja realizadas sobre a fracao acetato de etila
obtida das folhas de Mansoa hirsuta D.C.

Resultados

Plantas medicinais sdo fontes potenciais de no-
vas moléculas farmacoldgicas bioativas sendo tam-
bém utilizadas como recurso terapéutico valioso de
muitas comunidades de paises em desenvolvimen-
to. No entanto, como frequentemente sao usadas ba-
seando-se apenas no conhecimento popular, pouco
se sabe sobre seus mecanismos de acao, eficicia e
seguranca. Assim, foi avaliado aqui o perfil quimi-
co e toxicoldgico além dos efeitos farmacoldgicos da
fracao obtida das folhas de M. hirsuta, ja que a pes-
quisa bibliografica demonstra que os dados quimi-
cos dessa espécie ainda sdo escassos € que nao exis-
tem estudos anteriores sobre seus possiveis efeitos
toxicos. Além disso, considerando que os produtos
naturais vem ganhando destaque como potencial
alternativa no manejo de feridas cutineas, uma con-
digdo preocupante e desafiadora para os sistemas de
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saide e que tem aumentado a demanda por novos
tratamentos alternativos e sustentdveis, foi desen-
volvida uma formulacao inovadora contendo FMH
e quitosana como agente terapéutico na cicatrizacao
de feridas.

Em face da necessidade de desenvolvimento de
medicamentos alternativos que sejam seguros, foi rea-
lizada uma triagem de seguranca exploratdria in vitro
e in vivo para avaliar os possiveis efeitos toxicos de
FMH. Inicialmente, para definir limites de seguranca
para o uso clinico subsequente, verificou-se a viabili-
dade celular, teste que quantifica o nimero de células
saudaveis em uma populacao visando, portanto, medir
a manutencao celular.?* Os resultados indicaram que,
quando comparada com o controle positivo (cisplati-
na), FMH nao causou perda significativa de células
viaveis em todos os tempos analisados, portanto nao é
toxica para células ndo-tumorais.”

A seguir, demonstrada a auséncia de citotoxici-
dade, a FMH foi testada quanto a toxicidade em ca-
mundongos Swiss, com o objetivo de determinar uma
faixa de doses seguras antes do teste em humanos.
Dentre os testes toxicoldgicos que sio importantes
no processo de desenvolvimento de medicamentos,
foram realizados neste estudo o teste de toxicidade
aguda e toxicidade subcronica, conforme as diretrizes
da OECD. Os efeitos da administracdo tGnica de trés
doses de FMH foram avaliados durante 14 dias e de-
monstraram que os animais nao apresentaram sinais
clinicos de toxicidade como mortalidade, mudancas
de comportamento e diminuicio do apetite, além de
alteracoes bioquimicas e hematolégicas. Nos resul-
tados do estudo de toxicidade subcronica, em que
se avaliou os possiveis riscos a satde pela exposicao
repetida 8 FMH (30 dias), nao foram encontradas al-
teracoes toxicologicamente significativas, indicando,
portanto, que o uso de FMH é seguro.?

Também foram investigados os efeitos do trata-
mento oral com a FMH no sistema nervoso central
(SNC), através do teste de campo aberto e rota-rod,
uma vez que diversas plantas medicinais contém
metabodlitos que podem causar efeitos sedativos, an-
sioliticos ou antidepressivos.” No entanto, a admi-
nistracdo da fracao nio prejudicou o comportamento
locomotor nem modificou a atividade geral e coor-
denacgao motora dos animais indicando que esta nao
possui efeitos estimulantes nem sedativos no SNC.?
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Assim, considerando que a fragdo possui um po-
tencial imunomodulador, demonstrado anterior-
mente,” e os resultados promissores de efeitos no
téxicos da FMH obtidos além da auséncia de acdo no
SNC, foi investigado seu potencial anti-inflamatério
em diferentes modelos iz vivo para melhorar a com-
preensao dessa atividade. Através do edema induzido
por lambda-carragenina, FMH dimimuiu o edema a
partir da terceira hora de tratamento e a atividade da
MPO.” Adicionalmente aos resultados da avaliacao
pelo modelo de inflamacao de bolsa de ar utilizando
o0 zimosan como agente inflamatério, a administracao
oral da FMH em todas as doses também reduziu sig-
nificativamente a migracao de leucdcitos na cavidade
da bolsa de ar, um fator chave para o desenvolvimento
de um processo inflamatério, bem como a quantidade
de proteinas totais.?* Dessa forma, esses resultados sdo
muito promissores e fornecem evidéncias cientificas
valiosas sobre a atividade anti-inflamatéria da FMH
em diferentes modelos experimentais, sugerindo que
esta matéria- prima vegetal pode auxiliar na amplia-
cao do arsenal terapéutico nesta area.

Adicionalmente, FMH também foi avaliada
quanto a sua atividade analgésica usando modelos
de dor que incluem o teste de contorcao abdomi-
nal induzida por 4cido e o teste de lambida de pata
induzida por formalina, que representa dor clinica
aguda devido a lesao tecidual. A fracao reduziu a
contor¢do abdominal em resposta a administragio
do 4cido acético e foi eficaz na reducdo da dor tanto
na primeira quanto na segunda fase.” Esses dados
corroboram com achados anteriores € sugerem um
possivel efeito da FMH na dor neurogénica e anti-
-inflamatéria mediada por inibicdo de mediadores
inflamatdrios, sendo necessarios mais experimentos
para elucidar essas acoes.

O levantamento bibliografico indicou que os es-
tudos quimicos para M. hirsuta sao escassos, estando
limitados a alcanéis identificados em fragoes de fo-
lhas através da cromatografia gasosa acoplada a es-
pectrometria de massas (CG/MS)," os acidos ursé-
lico e oleandlico isolados da fracdo acetato de etila
(FMH),” o lupeol, b-sitosterol e estigmasterol iso-
lados da fracdo diclorometénical e proantocianidi-
nas tetraméricas presentes no extrato etandlico das
folhas de M. Hirsuta.”” Portanto, foi de grande rele-
vancia avaliar o perfil cromatografico dessa espécie a
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fim de obter informacoes sobre seus constituintes e
correlaciona-los com suas atividades bioldgicas.

A anilise através da UPLC-QTOF-MS/MS ca-
racterizou 13 triterpenos acidos?® e estudos em pa-
ralelo estdo sendo realizados para quantificar esses
compostos nesta fracdo. A interpretacdo do espectro
de massa da FMH indicou, portanto, que essa fracao
é rica em triterpenos acidos que podem ser derivados
dos acidos oleandlico e ursélico. Esses metabolitos
secundérios sao amplamente encontrados em uma
variedade de organismos, como bactérias, fungos,
plantas e mamiferos e estao atraindo interesse de-
vido as suas importantes atividades farmacolégicas,
incluindo antitumoral, antibacteriana, antiviral, an-
tiinflamatoria, antidiabética e imunomoduladora.”
Assim, a fragdo de M. hirsuta, enriquecida em triter-
penos pentaciclicos, pode ser uma fonte potencial
promissora para o desenvolvimento de novos curati-
vos. Além disso, os resultados desse estudo também
evidenciam que a potencial atividade anti-inflama-
toria e analgésica da fracdo de M. hirsuta pode estar
relacionadas a composicao quimica.

As descobertas anteriores forneceram assim, a
base para a formulagao dos curativos contendo FMH
e quitosana. Estes foram desenvolvidos visando
prolongar o tempo de contato e liberagdo da fracao
através da utilizacao da quitosana, para melhor con-
trolar o processo inflamatério, bem como prevenir
infeccoes e estimular a regeneracio tecidual.?® Os re-
sultados foram muito promissores pois o tratamento
de feridas in vivo com CFMH por sete dias mostrou
uma area caracteristica de cicatrizacdo avancada,
reepitelizagao, proliferacio celular e formagao de co-
lageno.?”” Além disso, o fechamento da ferida atingiu
100% de contragao ap6s 10 dias de tratamento com
modulacéo de interleucinas. Sendo assim, a incorpo-
racao da fracdo de M. hirsuta em filmes de quitosana
foi vantajosa e apresentou grande potencial para es-
timular a reparagio e regeneracio de feridas.?

Conclusoes

Os resultados obtidos nestes estudos sugerem que
a fracdo de Mansoa hirsuta enriquecida com triter-
penos pentaciclicos ndo comprometeu a viabilidade

celular de células 3T3. Nos modelos in vivo, FMH
nao apresentou efeitos toxicos agudos e subcronicos
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significativos quando administrada por via oral in-
dicando que seu uso terapéutico é seguro nas doses
testadas. Na avaliagao da atividade no SNC nao hou-
ve modificacoes no comportamento locomotor nem
na atividade geral e coordenacio motora dos animais
indicando, portanto que a fracdo nao possui efeitos
estimulantes nem sedativos no SNC. Diferentes mo-
delos experimentais evidenciaram que a FMH pos-
sui a capacidade de diminuir o edema, a inflamacéo
e a dor. Portanto, esses achados fornecem valiosas
evidéncias cientificas que suportam a possibilidade
de aplicacoes terapéuticas dessa matéria-prima ge-
nuinamente brasileira.

Para tentar identificar os compostos responsa-
veis pelas atividades farmacoldgicas relatadas, a
FMH foi submetida a anélise cromatografica e os
resultados mostraram que é rica em triterpenos 4ci-
dos, metabdlitos secundarios que atraem interesse
devido as suas importantes atividades farmacol6-
gicas. No entanto, esses compostos precisam ser
quantificados e melhor elucidados na fracao. Fil-
mes de quitosana contendo a fracdo foram desen-
volvidos como um novo curativo para tratamento
de feridas. Esses filmes mostraram potencial para
serem usados como um novo curativo para feridas,
pois efetivamente aceleraram os estigios de cica-
trizacdo ao aumentar a taxa de fechamento da feri-
da, com 100% de contracao ap6s apenas 10 dias de
tratamento. Portanto, o filme de quitosana com a
fracao de M. hirsuta é um curativo promissor para
estimular a reparagio e regeneracgao de feridas.
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