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RESUMO
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FARMACOBOTANI'CA, ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E
PARAMETROS BIOQUIMICOS DE NOPALEA COCHENILLIFERA (L.)
SALM-DICK (CACTACEAE)

AUTORA: Raquel Medina Martins Necchi
ORIENTADORA: Melénia Palermo Manfron
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de marco de 2011

A familia Cactaceae compreende aproximadamente 1900 espécies distribuidas em 125 géneros.
Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck ocorre do México ao Panama e encontra-se aclimatada em diversos
paises. E uma planta arbustiva que atinge 3 a 4 m de altura, possui tronco cilindrico e com articulos denominados
cladddios que sdo achatados e carnosos. Esta espécie é conhecida por denomina¢es como palma-doce, palma-
mitda, nopal e nopalito. E utilizada na medicina tradicional como antiinflamatoria, analgésica, antimicrobiana e
diurética. Nos cladddios de N. cochenillifera estdo presentes, flavondides, saponinas, taninos e antraquinonas,
sendo destacada a ocorréncia de B-sitosterol. Estudo farmacobotéanico, demonstra que N. cochenillifera apresenta
filocladédio com aréolas composta por trés espinhos retos e hialinos. A epiderme unisseriada possui estdmatos
paralelocitico e células mucilaginosas, seguido por um colénquima anelar e parénquima palicadico, em média,
com oito camadas de células. A regido vascular é constituida de feixes isolados do tipo colateral aberto e, o
cilindro central, é composto por uma medula parenquimatica. As estruturas de mucilagem e as drusas de oxalato
de célcio ocorrem tanto na regiéo cortical como no cilindro central e estdo em maior nimero préximo aos feixes
vasculares, sendo que as drusas também ocorrem na primeira camada do colénquima. Estas caracteristicas
morfoanatbmicas, quando tomadas em conjunto, sdo consistentes no controle boténico de qualidade desta
espécie vegetal. A avaliacdo da atividade antiinflamatéria de N. cochenillifera em modelo de inducéo de tecido
granulomatoso demonstra que os animais tratados com extrato etanolico apresentam 53,5% de inibi¢do da
formacdo de tecido granulomatoso enquanto que os tratados com nimesulida apresentam 58,5%, confirmando
significativa atividade antiinflamat6ria. Com os mesmos animais foi realizada a dosagem sérica de AST, ALT,

albumina, creatinina e uréia, onde demonstraram auséncia de toxicidade renal e sugerem toxicidade hepatica.

Palavras chave: Nopalea cochenillifera, Farmacoboténica, atividade antiinflamatoria, Cactaceae,
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.
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The family Cactaceae comprises about 1900 species in 125 genera. Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck
occurs from Mexico to Panama and has been adapted in several countries. It is a shrubby plant that reaches 3-4
m tall, has cylindrical trunk and cladodes that are flat and fleshy. This species is known by names such as palma
doce, palma-muida, nopal and nopalitos. It is used in traditional medicine as anti-inflammatory, analgesic,
antimicrobial and diuretic. The cladodes of N. cochenillifera are present flavonoids, saponins, tannins and
anthraquinones, and highlighted the occurrence of p-sitosterol. Pharmacobotanical study shows that N.
cochenillifera presents phylloclades with areolae composed of three straight and hyaline spines. The uniseriate
epidermis has parallelociytic stomata and mucilage cells, followed by an annular collenchyma and parenchyma
palisade, on average, with eight layers of cells. The vascular region consists of isolated bundles of the open
colateral type, and the central cylinder, consists of a parenchyma medulla. The structures of mucilage and
calcium oxalate druzes occur both in the cortical region as in the central cylinder and are more numerous near
the vascular bundles, and the druze also occur in the first layer of collenchyma. These morphoanathomical
characteristics, when taken together, are consistent in botanical modelo of control of quality of this plant species.
The evaluation of anti-inflammatory activity of N. cochenillifera in induction of granulomatous tissue shows that
animals treated with ethanol extract shows 53.5% inhibition of the formation of granulomatous tissue, while
those treated with nimesulide has 58.5%, confirming significant antiinflammatory activity. With the same
animals was performed the serum AST, ALT, albumin, creatinine and urea, which showed a lack of renal

toxicity and suggest liver toxicity.

Keywords: Nopalea cochenillifera, Pharmacobotanical, Antiinflammatory activity, Cactaceae, Hepatotoxicity,

Nephrotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A importéncia das plantas esta fundamentada no fato de que 80% da populacéo
mundial faz uso das mesmas em preparagdes obtidas a partir destas na atencdo primaria a
salde. Os paises em desenvolvimento possuem 67% das espécies vegetais e o Brasil possui
grande potencial nos estudos e descobertas de plantas com atividades medicinais, pois detém
a maior diversidade vegetal do mundo (BRASIL, 2006).

As plantas medicinais atuam como fontes de agentes terapéuticos, modelos para novos
medicamentos sintéticos ou ainda como material de partida para a produgdo semi-sintética de
moléculas de alta complexidade (BRUSCHI et al., 2000).

Apesar da maioria dos medicamentos serem de origem sintética, os farmacos
provenientes de plantas superiores ocupam um lugar importante na medicina moderna
(GRAGG et al., 1997). Os produtos encontrados na natureza revelam uma gama quase que
inacreditavel de diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
(WALL E WANI, 1996). Os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas
foram estudas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO, 1996).

Véarios medicamentos industrializados sdo desenvolvidos a partir das plantas
medicinais (CORREA, 1984). Atualmente sdo utilizados mais de 120 farmacos obtidos por
extracdo direta do vegetal, sendo em sua maioria antiinflamatérios, analgésicos, vitaminas,
hormOnios e substancias ativas no Sistema Nervoso Central (KOROLKOVAS E
BURCHKHALTER, 1982; SILVA et al., 2000).

Os antiinflamatérios sdo os melhores exemplos da grande relagdo entre processos
primitivos de selecdo de plantas medicinais, a farmacologia e a quimica moderna (SILVA et
al., 2000).

Das vaérias aplicacOes terapéuticas dos vegetais, existe a necessidade de pesquisas e
estudos para comprovar as atividades, principalmente quanto & avaliagdo de toxicidade
através de ensaios biologicos (SILVA, 1978; SEDGWICK E WILLOUGHBY, 1985). O
modelo de granuloma em ratos é utilizado para avaliacdo da reacdo inflamatdria cronica
(SPECTOR, 1969). Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) e também corticdides
interferem no processo de formacdo do granuloma suprimindo a fase inicial de infiltracdo de
neutréfilos (BAILEY, 1982).
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Os AINES possuem vérios efeitos colaterais, entre os principais, intolerancias
gastrointestinais, nefrotoxicidade e complicacGes hepaticas (ROCHA, 2001; ULINSKI et al.,
2004). Os efeitos toxicos de substancias atingem todos os sistemas e 6rgéaos, sendo o figado o
mais vulneravel pelo seu determinismo funcional, que condiciona maior concentracdo celular
dos compostos a serem metabolizados (MENDES, 1988). As doencas hepaticas sdo um
problema de saude publica mundial, pois a evolu¢do das mesmas inicia-se com a hepatite,
esteatose, fibrose, cirrose até o carcinoma hepatocelular (LOGUERCIO E FREDERICO,
2003; VITAGLIONE et al., 2004).

A dosagem sérica de marcadores bioquimicos especificos permite a avaliagdo da
toxicidade hepética e renal. Os niveis séricos de aminotransferases sdo indicadores confidveis
de alteracdo funcional ou estrutural da célula hepatica e a relacdo aspartato
aminotransaminase: alanina aminotransferase (AST/ALT) e albuminemia sdo uteis no
diagndstico de hepatopatias (BITTENCOURT, 1985; ANDRIOLO, 1989).

As determinacfes dos niveis séricos de uréia e creatinina sdo testes de triagem
utilizados na avaliacdo da funcdo renal (ETTINGER E FELDMAN, 1997; MITCH, 2001,
GUYTON E HALL, 2002). A elevacédo nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina fornecem
indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou aumento no catabolismo protéico
(VIUAYALAKSHMI et. al., 2000; ADEBAYO et. al., 2003). Porém, a uréia ndo € tdo
especifica como a creatinina, e isoladamente, ndo é determinante para a avaliacdo da funcao
renal (GUYTON E HALL, 2002).

A selecdo de uma espécie vegetal para a pesquisa pode ser baseada nas alegacdes de
um efeito terapéutico em humanos, constituindo um valioso atalho para a descoberta de
farmacos. O seu uso tradicional pode ser uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica
(ELISABETSKY, 2006). Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal
encontram-se as plantas do género Nopalea, que apresentam diversos usos na medicina
popular como antiinflamatéria, analgésica, antiimicrobiana, hipoglicemiante e diurético
(CETTO E HEINRICH, 2005; GOMEZ-FLORES et al., 2006; LANS, 2006).

Para avaliar os usos populares de Nopalea cochenillifera e colaborar no controle
botanico de qualidade de novos fitomedicamentos, este trabalho tem como objetivo realizar a
analise morfoanatémica e histoquimica dos cladddios desta espécie, assim como submeter o
extrato etandlico ao ensaio de atividade antiinflamatoria juntamente com a anélise bioquimica

de toxicidade renal e hepatica através da dosagem sérica de marcadores bioquimicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes botanicas

A familia Cactaceae consta de cerca de 84 géneros e 2000 espécies. No Brasil, estdo
relacionados em torno de 32 géneros, com cerca de 160 espécies distribuidas em todas as
regides. Sao plantas xerdfitas, cuja evolugdo esta baseada no principio de reducdo das partes
vegetativas. Sao plantas perenes, suculentas, de habito varidvel, geralmente espinhosas. O
caule € dividido em articulos, que constituem os cladédios. Estes podem ser planos,
cilindricos, colunares ou globosos. Os espinhos sdo modificacdes foliares, muito variaveis na
forma, cor, dimensdes e disposi¢do, reunidos em um ponto saliente ou deprimido, que
constitui a aréola. As aréolas sdo 6rgdos peculiares e complexos, de onde se originam ramos,
folhas, flores, espinhos, gloquidias, pélos e glandulas (BARROSO et al., 1978).

A familia esté dividida em 3 tribos, que subordinam um namero relativo de géneros:
Tribo Pereskieae, Opuntieae, Cereae, sendo que Nopalea cochenillifera pertence a tribo
Opuntieae (BARROSO et al., 1978).

2.2 Distribuicéo geogréfica

As Cactaceae estdo distribuidas desde a Patagbnia na Argentina até o Canada em
varios habitats, incluindo desertos nus, quentes, extensdes litoraneas arenosas, florestas
deciduas, e até mesmo em florestas tropicais (BARTHLOTT E HUNT, 1993).

Os centros de diversidade da familia compreendem regides aridas das América do Sul
e do Norte notavelmente os Estados Unidos, o sudoeste do Mexico, Brasil Oriental, e 0s
declives orientais e ocidentais dos Andes sul americano. Apenas uma unica espécie epifitica
Rhipsalis baccifera, tem uma gama de distribuicio que naturalmente estende para a Africa do
Sul, Madagascar e Sri Lanka (BARTHLOTT, 1983).

No Brasil, ha dois grupos de Cactaceae distintos, um da regido Nordeste e outro das
regides Sul e Sudeste, sendo a Bahia o Centro de dispersdo. As espéecies nordestinas tém
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afinidade com as norte-americanas, enquanto as do Sul e Sudeste se assemelham mais as sul-
americanas (BARROSO et al., 2002).

2.3 Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck

Nopalea cochenillifera (Figura 1) ocorre do México ao Panama e encontra-se
aclimatada em diversos paises (HUNT E TAYLOR 1990; BARBOSA et al., 1996). Esta
cactacea € uma planta arbustiva que atinge 3 a 4 m de altura, possui tronco cilindrico e com
articulos denominados cladddios que sdo achatados e carnosos, assumindo uma disposicdo
que possibilita a projecdo de sombra uns aos outros. Seu mecanismo de sombreamento é
relevante, uma vez que ocorrem em lugares abertos, de sol pleno e com temperaturas
elevadas. O tipo de caule caracteriza-se por realizar o processo de fotossintese tipo
Metabolismo do Acido das Crassulaceas (CAM) uma vez que as folhas estdo reduzidas a
espinhos pela xeromorfia (SOUZA E LORENZI, 2005).

E encontrada como planta isolada ou em grupos, formando grandes cultivares.
Multiplica-se por sementes ou por estaquia dos articulos, prefere sol pleno, solos arenosos e
tolera solos pobres, mas drenados. Esta espécie é conhecida popularmente por denominacdes
como palma-midda, palma-doce, urumbeta, cardo-de-cochonilha, nopal e nopalito (SOUZA E
LORENZI, 2005).

Figura 1. Nopalea cochenillifera (L). Salm-Dick Barra: 5 cm
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2.4 Usos populares e atividades biologicas

As cactaceas sdo vegetais amplamente utilizados na medicina tradicional por
curandeiros e tribos indigenas no México. Sdo principalmente utilizados como analgésicos,
antimicrobianos, diuréticos, para problemas intestinais, tosses, afec¢des cardiacas e nervosas,
para curar alguns tipos de Ulceras e no controle de diabetes e colesterol (HOLLIS E
SHEINVAR, 1995; SAENZ HERNANDEZ, 2001).

Das varias espécies introduzidas no Brasil, duas apresentaram Otima adaptacdo: a
palma miuda (Nopalea cochenillifera), e a palma grande ou redonda (Opuntia sp.) (MAIA
NETO, 2000).

Entre os diversos usos e aplicaces das palmas forrageiras, estd a producdo do corante
carmim, de alto valor comercial, produzido pelo inseto do grupo dos coccideos, a cochonilha
Dactylopius coccus, que utiliza a palma como planta hospedeira (BARBERA, 2001). Tanto a
cochonilha como o carmim sé&o utilizados como corante vermelho nas industrias alimenticias,
farmacéutica, cosmética e no tingimento de 1a. O inseto é um parasita especifico das espécies
do género Nopalea e Opuntia (FLORES-FLORES E TAKELENBURG, 2001).

As palmas sdo comumente consumidas frescas ou cozidas no México e parte dos
Estados Unidos, e apresentam em sua constituicdo 92 % de agua, 4-6 % de carboidrato, 1 %
de proteina, 0,2 % de gordura, 1 % de minerais, vitamina C (12,7 mg/100g) e p-caroteno
(12,9 ng/100g) (FRATI-MUNARI et al., 1989).

As palmas apresentam varias atividades biologicas, dentre elas efeito diurético,
antiglicémico, antilipémico e antiinflamatério. Os pacientes diabéticos tipo Il que receberam
diferentes doses de Opuntia streptacantha (Cactaceae) tiveram reducdo da glicemia (FRATI-
MUNAARI et al., 1988; FRATI- MUNARI et al., 1989).

De acordo com Frati-Munari et al., (1990) Opuntia ficus-indica obteve a mesma
atividade hipoglicémica. Em outro estudo com O. ficus-indica verificou-se em ratos que a
mesma provoca aumento da diurese (GALATI et al., 2002).

O extrato dos frutos Opuntia sp. reduz os niveis de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e aumento de lipoproteina de alta densidade (HDL) no plasma de cobaias
(FERNANDEZ et al., 1990).

O extrato aquoso dos frutos de Opuntia dillenii, apresenta atividade antiinflamatoria

aguda pelo método de inducdo de carragenina (LORO et al., 1999). Park e colaboradores
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(2001) demonstraram que o extrato etandlico dos cladédios de O. ficus-indica apresenta
atividade antiinflamatoria pelo o método de inducdo de granuloma em ratos.

Os cladddios de N. cochenillifera séo utilizados na alimentacdo humana e de animais,
bem como na protecdo e conservacdo de solos, na fabricacdo de papel, de colas, mucilagem,
de antitranspirantes e ainda como planta ornamental (BARBERA, 2001).

Em medicina tradicional N. cochenillifera é utilizada como diurético, antiinflamatério
e analgésico, em particular para dor de ouvido e de dente, no tratamento de hipertensdo e
calculos renais e como agente hipoglicemiante (LANS, 2006; CETTO E HEINRICH, 2005;
PARK etal., 2001).

Estudos in vitro por metodo colorimétrico demonstraram que N. cochenillifera
apresenta atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, Salmonella enterica e Candida
albicans (GOMEZ-FLORES et al., 2006).

2.5 Aspectos morfoanatémicos

A andlise morfoanatbmica de espécies vegetais permite verificar a autenticidade de
insumos e auxilia na geracdo de fitoterapicos com qualidade. Os caracteres morfoanatdémicos
sdo importantes para a diagnose de géneros e espécies de Cactaceas (MAUSETH, 1989;
SILVA E ALVES 1999; SOFFIATTI E ANGYALOSSY 2003).

Entre as espécies do género Nopalea as espinescéncias sao marcadores morfolégicos
consistentes, pois em N. dejecta, por exemplo, 0s espinhos séo grandes, enquanto que em N.
cochenillifera os espinhos sdo pequenos, retos e hialinos (BARROSO et al., 1978).

O caule das cactaceas, apresenta-se verde, revestido por espinhos de forma, cor,
dimensdo e disposi¢do varidveis reunidos em aréolas, substituindo as folhas (Figura 2)
(BARROSO et al.,, 2002). A forma variavel, caracterizada em um género constituido
basicamente por um eixo globoso ou alongado (Melocactus, Notocactus), ou alongado e com
gomos (Cereus, Pilosocereus) ou achatado no plano do eixo maior e segmentado (Opuntia,

Epiphullum) ou ainda, excepcionalmente cilindrico (Rhipsalis) (JOLY, 2002).
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Figura 2. Cladddio de Nopalea. cochenillifera. A: Cladddio com aréola e espinhos B: Aréola evidenciada.
Barra: 1 cm

Assim como as caracteristicas morfoldgicas, as caracteristicas anatbmicas como 0
padrdo da forma das células epidérmicas e dos estdmatos, o tipo de espessamento das paredes
celulares do colénquima, a localizacdo de feixes vasculares e o tipo dos mesmos, bem como a
localizacdo de estruturas secretoras sao caracteres microscopicos Uteis na diagnose de géneros
e espécies de cactaceas (METCALFE E CHALK, 1950; CONDE 1975; MAUSETH 1989,
SILVA E ALVES 1999; SOFFIATTI E ANGYALOSSY 2003).

De acordo com Arruda et al., (2005) as cactaceas Harrisia adscendens e Tacinga
palmadora apresentam celulas epidérmicas com parede celular sinuosa e ondulada,
respectivamente (ARRUDA et al., 2005). Esta caracteristica mostra a importancia dessa
variabilidade para o controle de qualidade destas drogas. Outra caracteristica relevante é o
namero de camadas celulares da epiderme (MAUSETH, 2005).

Arruda et al., (2005) demonstraram que a cactidcea Harrisia adscendens apresenta
colénquima do tipo lamelar enquanto que as espécies do género Tacinga exibem células
colenquimaticas do tipo angular. Mauseth (2005) destaca a diferenca da quantidade de
células do parénquima palicadico, havendo diferengas significantes dentro de um mesmo

género (Figura 3).
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Figura 3. Seccdo transversal do cladddio de N. cochenillifera evidenciando epiderme, colénquima e parénquima.
1. Epiderme; 2. Colénquima; 3. Parénquima; 4. Estdmato; Barra: 500 um.

2.6 Histoquimica

A variedade na forma, na constituicdo quimica e a localiza¢do dos cristais nos tecidos
vegetais € um elemento de autenticidade de drogas (CUTTER, 1987; FAHN, 1990;
DICKISON, 2000; GARCIA, 2004).

A capacidade de muitas plantas para sintetizar metabolitos secundarios, como
compostos fenolicos, alcaldides e antocianina, esta associada com sua disposi¢cdo anatbmica
(AZEVEDO, 1998). A histoquimica das plantas (Figura 4) permite detectar a presenca desses
metabolitos, que poderdo ser quantificados, em funcdo da intensidade observada (SANTOS
et. al., 2009).

Segundo Arruda et al., (2005) as espécies do género Melocactus apresentam cristais
prisméticos nos cladodios, enquanto Harrisia adscendens os cristais sdo ausentes.

As estruturas de mucilagem sdo mencionadas como um dos caracteres adaptativos das
cactaceas ao ambiente Xxérico, uma vez que estas sdo metabolitos relacionados ao
armazenamento de agua (SILVA E ALVES, 1999; DICKSON, 2000; SOFFIATTI E
ANGYALOSSY, 2003). Estas estruturas sdo consideradas como um carater Util na separacdo

entre as subfamilias Cactoideae e Opuntioideae de Cactaceae, pois em Cactoideae ocorrem
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unicamente células mucilaginosas, enquanto que em Opuntioideae ocorrem células e canais
secretores de mucilagem (ARRUDA et al., 2005).

Figura 4. Anélise histoquimica dos cladddios de N. cochenillifera A: Coloragéo por azul de toluidina a 0,05 %
evidenciando a presenca de células de mucilagem B: Coloracdo pelo reagente de Shinoda evidenciando
flavondides em células do colénquima. Barra: 250 pum.

2.7 Metabdlitos secundarios e aspectos farmacolégicos

Os metabolitos secundarios variam de acordo com a familia, género e espécie, muitas
vezes por suas restricbes, sdo determinantes, sendo um marcador taxondmico (BENETT,
WALLSBROVE, 1994).

Nos cladddios de N. cochenillifera estdo presentes, flavondides, saponinas, taninos e
antraquinonas, sendo destacada a ocorréncia de p-sitosterol (TORRES et al., 2001; GOMEZ-
FLORES et al., 2006). Ensaios histoquimicos dos cladddios N. cochenillifera indicam a
presenca de flavonoides na regido do colénquima (NECCHI et. al., 2010).

A diversidade quimica dos metabdlitos obtidos de plantas, como os flavondides, os
esterdides, os taninos e as saponinas demonstram atividade antiinflamatéria em varios
modelos de inflamac&o, atuando sobre diferentes mediadores deste processo (RECIO et al.,
1995; LYSS et al., 1997; PELZER et al., 1998).
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Os compostos fenodlicos apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas
benéficas como a acdo antiinflamatoria. Entre eles destacam os flavondides que possuem
capacidade de inibir a atividade da monooxigenase, lipooxigenase, ciclooxigenase
oxidoredutases, hidrolases como a hialuronato liase que catalisa a degradacdo do acido
hialuranico, sendo que em alguns casos as inibi¢cdes podem ser competitivas, porém em outros
podem ser alostéricas (HAVSTEEN, 2002; SVOBODOVA et al., 2003).

Os flavonoides constituem o maior grupo dos compostos fenolicos, sendo descritos
mais de 8.000 compostos (RICE-EVANS E PACKER, 2003). Estes compostos possuem uma
estrutura comum de difenilpropanos (Cs — C3 — Cg), constituidos de dois anéis aromaticos e
um heterociclo oxigenado ligados através de trés carbonos, os quais se subdividem em seis
subclasses como isoflavona, antocianina, flavanona, catequina, flavona e flavonol (ROSS E
KASUN, 2002).

Os taninos sdo polifendis, classificados de acordo com sua estrutura quimica em
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisdveis dividem-se em galhotaninos e
elagitaninos. As plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no
tratamento de diversas moléstias organicas como a diarréia, hemorragias, hipertensao arterial,
problemas estomacais e renais e processos inflamatorios (SIMOES et al., 2004). De acordo
com Scholz (1994) os elagitaninos e proantocianidinas das cascas de Anacardium occidentale
atuam como antiinflamatdrios, bloqueando a hialuronidase ativada e/ou a degranulagdo de
mastocitos em ratos.

As saponinas possuem diversas propriedades farmacoldgicas, dentre elas, atividade
antiinflamatdria, hemolitica, antimicrobiana e antiviral. Muitas propriedades sdo facilmente
detectadas e testadas, porém algumas atividades constatadas, ndo sdo empregadas na
terapéutica devido aos efeitos toxicos em organismos vivos. A atividade antiinflamatdria
dessa classe de substancia é conhecida a longo tempo para as saponinas de Aesculum
hippocastanum L. (castanheira da india) e Glycyrrhiza glabra L. (alcacuz) (SCHENKEL et
al., 2002).
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2.8 Processo inflamatério

O processo inflamatorio consiste na resposta organica mais precoce diante de lesdo
tissular ou infecgdo. Este processo fisioldgico envolve uma ac¢do coordenada entre o sistema
imunologico e o tecido na qual ocorreu a lesdo. Diante de um trauma tissular, o acimulo local
de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores quimicos ocasionam a sensibilizacdo
periférica da dor, que se caracteriza por uma alteracdo no limiar de nociceptores, com
consequentes hiperalgia e/ou alodinia (SAKATA E ISSY, 2008).

A inflamacdo pode ser aguda, com duracdo relativamente curta apresentando
alteracdes vasculares, edema e infiltracdo basicamente de neutréfilos; ou crénica, com
duracdo mais longa, caracterizada pela infiltracdo de células mononucleares (macrofagos,
linfocitos e plasmacitos), destruicdo tecidual, tentativa de reparo por reposi¢do do tecido
conjuntivo, proliferacdo de pequenos vasos sanguineos e em particular, fibrose (RANG;
DALLE; RITTER, 1997; ROBBINS et al., 2001).

Os oxidantes bioldgicos constituem um importante fator para a lesdo tecidual que
ocorre em consequéncia da resposta inflamatdria. Sao eles, o anion superoxido (O,), peréxido
de hidrogénio (H,0,), peroxido de nitrito, acido hipocloroso (HOCI), oxidantes de carater
indefinido gerados pela peroxidase, como hidroxila, e possivelmente, o oxigénio singleto
(O2). A inibicdo da producdo ou inativacdo por antioxidantes constitui uma importante
estratégia para o tratamento dos disturbios inflamatérios (CRAIG E STITZEL, 2005).

Os eicosandides englobam as prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e
prostaciclinas, e sdo derivados de um acido graxo insaturado de 20 carbonos, o &cido
araquidénico, sendo obtidos de fosfolipideos da membrana e sintetizados novamente por
estimulacdo celular. O &cido araquiddnico pode seguir duas vias enzimaticas que levam a
producdo de mediadores da inflamag&o. A via iniciada pela cicloxigenase (COX) produz
prostaglandinas (PGs), enquanto a via lipoxigenase leva a producdo de leucotrienos
(KUMMER E COELHO; 2002).

A diversidade de receptores especificos e 0s varios mecanismos reguladores explicam
a variedade clinica de atuacdo das PGs, como: papel central da inflamacdo, coagulacéo
sanguinea, ovulacdo, metabolismo &sseo, crescimento e desenvolvimento neuronal,
cicatrizagdo de feridas, funcdo renal, tébnus vascular e respostas imunes (KUMMER E
COELHO; 2002).
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Na inflamacéo ocorre aumento de prostaglandinas que sdo mediadores importantes na
hiperalgesia (SAKATA E ISSY, 2008). A COX, também chamada prostaglandina H,
sintetase (PGHS), € uma glicoproteina dimérica integral da membrana, encontrada
predominantemente no reticulo endoplasmatico. Nas células dos mamiferos existem duas
isoformas: a ciclooxigenase 1 (COX-1) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) (GRAY et al., 2002)
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema mostrando os mediadores derivados do &cido araquiddnico e os locais de a¢do dos farmacos
(KATZUNG, 2005).

2.8.1 Inflamagéo granulomatosa

A inflamacdo granulomatosa é um tipo de reacdo inflamatdria cronica caracterizada
pelo acimulo de células epitelidides e macrofagos ativados. Os granulomas podem ser de dois
tipos: de corpo estranho e imunes. O granuloma macroscopicamente assemelha-se a gréos

(nédulos péalidos) e microscopicamente sdo cole¢Bes organizadas de macrofagos ativados,
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com transformacdo em células epitelidides, e circundados por colar de linfocitos, ou
ocasionalmente plasmacitos. As células epitelidides podem coalescer, dando origem a células
gigantes multinucleadas (ROBBINS et. al., 2001)

A formacdo de granuloma pela implantacdo de pellets de algoddo em ratos é um
método que apresenta reprodutibilidade confidvel para avaliar a atividade de agentes
antiinflamatérios, em razdo da capacidade do cilindro implantado de interferir com o0s
componentes proliferativos do processo inflamatério (BAILEY et al., 1982). O ensaio de
granuloma € utilizado para avaliar a fase transudativa, exsudativa e proliferativa da
inflamacédo cronica. A implantacdo de algoddo subcutdneo em ratos resulta na formacdo de
granuloma no local do implante (MAYUREN E IIAVARASAN, 2009).

A infiltracdo celular é dividida em duas fases: uma fase aguda, com duracdo de cerca
de dois dias, na qual a presenca de leucdcitos polimorfonucleares é a caracteristica
predominante, seguido por outro periodo de aumento do numero de células mononucleares,
principalmente macrofagos e proliferacdo celular (FREEMAN et al., 1982).

O granuloma, ao final do sexto dia, € caracterizado pela formacdo de capsula fibrosa
vascularizada, contendo fibroblastos e células mononucleares infiltrantes. Dessa forma, os
resultados sdo interpretados de forma que, quanto menor a cépsula fibrosa desenvolvida,
maior o efeito antiinflamatorio do farmaco testado (BAILEY et al., 1982; DALMORA, 1996).
O fluido absorvido pelo algodao € altamente influenciado pelo peso imido do granuloma, € o
peso seco correlaciona-se com a quantidade de tecido granulomatoso formado (SWINGLE E
SHIDEMAN, 1972).

2.9 Antiinflamatdrios Ndo-esteroidais

Os antiinflamatorios nao esteroidais (AINES) representam uma das classes de
farmacos mais comumente usados em processos inflamatorios, apresentando uma boa
atividade terapéutica (EICKHOFF et al., 1996). As drogas antiinflamatorias néo-esteroides
sdo geralmente utilizadas como antiinflamatorios, antipirético e analgésico, inibindo a
atividade de COX. Os AINEs sdo amplamente usados por idosos no tratamento de artrite

reumatoide, osteoartrite e outras condi¢@es inflamatorias cronicas.
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Estima-se que aproximadamente 75 milhGes de prescricbes médicas sejam de AINEs,
e que aproximadamente 50 milhdes de americanos utilizam esses farmacos regularmente
(BANSAL et al.,, 2007). No Brasil, cerca de 80 milhdes de pessoas fazem uso de
automedicacdo, sendo que os AINEs estdo entre os mais utilizados pela populacdo (SAKATA
E ISSY, 2008). A maioria dos AINEs sdo considerados seguros, mas podem causar Varios
efeitos colaterais em uma fracdo significantiva dos pacientes tratados por via oral, incluindo
toxicidade hepatica, renal e irritacdo da mucosa gastrica (KONTOGIORGIS et al., 2002).

A nimesulida é um farmaco pertencente a classe dos AINEs, inibidor seletivo de
COX-2, comumente utilizado em processos inflamatorios agudos e/ou crdnicos, tais como:
inflamagdo do trato respiratorio, da cavidade oral e em situagdes inflamatdrias associadas
como tendinite, sinovite e artrite reumatdide. Porém sabe-se que a administracdo oral da
nimesulida pode causar inumeros efeitos adversos, incluindo desde indisposi¢oes
gastrointestinais até toxicidade hepatica e renal (WHITTLE et al., 2003; TRAVERSA et al.,
2004).

Além da acdo antiinflamatdria, a nimesulida apresenta, ainda, atividade antioxidante.
Para os AINEs essa acdo é considerada de grande interesse, pois a producdo de radicais livres,

além de contribuir na inflamag&o e dor, pode causar danos nos tecidos (VANE et al., 1998).

2.10 Acdo antiinflamatdria em plantas

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas inflamatorias apresenta,
fundamentalmente, influéncias da cultura indigena, africana e européia. Essas influéncias
deixaram marcas profundas nas diferentes areas da cultura brasileira, sob o aspecto material e
espiritual e constituem a base da medicina popular que ha algum tempo vem sendo retomada
pela medicina natural. A medicina natural procura aproveitar suas praticas, dando carater
cientifico e integrando-as em um conjunto de principios que visam ndo apenas curar algumas
doencas, mas restituir o homem a vida natural (MARTINS et al., 2000).

Williams et al., (1995) relatou que extrato de Tanacetum parthenium (Asteraceae)
pode inibir a ciclooxigenase e a 5-lipooxigenase através da tanetina, um flavonol lipofilico.
Este flavonol inibiu um derivado do &cido araquiddénico, indicando uma agédo antiinflamatoria.

O mesmo ocorre com outros flavondides que podem inibir ciclooxigenases, monooxigenasese
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lipooxigenases através do metabolismo do &cido araquiddnico (ROTELLI et al., 2003;
SVOBODOVA et al., 2003).

Pupo et al., (2008) avaliaram a atividade antiinflamatéria da fracdo etandlica de
Bouchea fluminensis (Verbenaceae) pelo método de granuloma em ratos e encontraram um
significativo efeito antiinflamatorio.

Pelo mesmo método, Park et. al., (2001) demonstraram que o extrato etandlico dos
cladodios de Opuntia ficus-indica (Cactaceae) apresenta atividade antiinflamatoria
significativa quando comparado a hidrocortisona como padrdo positivo. Atribuiram esta
atividade ao - sitosterol isolado na amostra que € um esteroide predominante nas cactaceas
(SALT etal., 1987).

Rotelli et al., (2003) verificaram o efeito de alguns flavonoides, em modelos
experimentais de inflamac&o em ratos, demonstrando a inibic&o significativa da formacéo de
granuloma, com a injecéo intraperitoneal prévia de quercetina em doses de 50mg/Kg.

Paola et al., (2005) relataram a acao antiinflamatoéria do extrato de Camellia sinensis
(cha verde), o qual reduz o edema causado pela carragenina, diminuem os niveis de células
polimorfonucleares, os niveis de TNF-c (fator de necrose) e os niveis de NO.

Os extratos de Mikania laevigata (guaco-do-mato) e de Mikania involucrata (cipo-
sem-nome), reduzem tanto o volume do esxudato, quanto a migracdo de leucdcitos e de
celulas polimorfonucleares na pleurisia induzida por carragenina (SUYENAGA et al., 2002).

A utilizacdo de agentes inflamatdrios, como a carragenina, induz a sintese e liberacéo
de prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971; SANTOS E RAO, 1998). A carragenina induz
exsudato rico em proteinas que contém grande nimero de neutrdfilos (LO et al., 1982), e
apresenta trés fases distintas envolvidas na resposta inflamatdria aguda. A primeira relaciona-
se a liberacdo de histamina e serotonina, a segunda fase envolve a liberacdo de bradicinina
enguanto as prostaglandinas estdo envolvidas na ultima fase (DI ROSA et al., 1971).

O extrato aquoso dos frutos de Opuntia dillenii (Opuntiae), apresentou atividade
antiinflamatdria aguda pelo método de inducéo de carragenina quando administrado via intra
peritonial em ratos na dose 100-400 mg/kg, quando comparado a indometacina 5mg/kg como
controle positivo (LORO et al., 1999).

O extrato de Conocliniopsis prasiifolia (Asteraceae) apresenta atividade
antiinflamatdria in vitro nas concentragdes de 25 e 50 pg/ml, pelo método de inibicdo da
degranulacdo dos neutréfilos peritoneais de ratos e esta atividade foi atribuida a presenca de
flavonoides (SILVA et al., 2008).
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2.11 Parametros bioquimicos para toxicidade hepética

A comprovacdo de atividades farmacologicas ndo é suficiente para 0 uso seguro das
plantas medicinais. S8o essenciais 0s estudos biolégicos de avaliagdo toxicologica destes
produtos.

A aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotranferase (ALT) sdo enzimas
intracelulares presentes em grande quantidade no citoplasma dos hepatdcitos. As lesdes ou
destruicdo das células hepéticas liberam essas enzimas para a circulagdo. A ALT é encontrada
principalmente no citoplasma do hepatécito, enquanto 80% da AST esta presente na
mitocondria. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no soro é citoplasmatica,
enquanto lesdes graves ha liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a relacdo AST/ALT.
Essa diferenca auxilia no diagnostico e prognostico de doencas hepaticas (MOTTA, 2003).

A albumina compreende cerca de 60% das proteinas presentes no plasma humano. E
sintetizada no figado em velocidade dependente da ingestdo protéica, mas regulada por
retroalimentacdo pelo teor de albumina circulante (MOTTA, 2003).

A albumina possui varias funces fisioldgicas e farmacoldgicas, como o transporte de
metais, 4cidos graxos, colesterol, pigmentos biliares e drogas. E a proteina mais abundante no
plasma humano e exerce uma importante atividade antioxidante pela remocdo de radicais
livres. No processo inflamatério ocorre aumento da permeabilidade vascular pela liberacéo de
substancias quimicas pelos neutrofilos ativados. Nestes locais, as concentracdes de albumina
podem ser reforcadas exercendo suas propriedades antioxidantes multiplas (ROCHE et al.,
2008).

A albuminemia é utilizada no calculo de gravidade da insuficiéncia hepatica e possui
uma meia vida relativamente longa (20 dias), e 0s seus niveis séricos sdo normais na doenca
hepética aguda (PUGH et al., 1973; GREEN et al., 2004).

As doencgas hepaticas cronicas podem diminuir os niveis séricos de albumina por
alterar a sua sintese devido ao dano hepatocelular, deficiéncia na ingestdo de aminoacidos,
aumento de perdas de albumina por doencas e catabolismo induzido pelo estresse fisiologico
(MOTTA, 2003; GREEN et al., 2004).
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2.12 Parémetros bioquimicos para a toxicidade renal

Os antiinflamatdrios ndo esteroidais ao inibir as prostaglandinas produzem efeitos que
podem comprometer a funcdo renal. A vasodilatagdo induzida por PGE; e PGI, no aparelho
justaglomerular, aumenta o fluxo sanguineo renal, antagoniza a renina e inibe a reabsor¢édo de
Na+ e H,O (CRAIG E STIZEL, 2005).

Um dos efeitos da insuficiéncia renal € a alta concentracdo de nitrogénio ndo protéico
no sangue, como a uréia e a creatinina devido a incapacidade do organismo de excretar 0s
produtos metabolicos finais das proteinas. A concentracdo desses nitrogénios nao protéicos,
em particular a uréia, pode aumentar até 10 vezes o valor normal durante a 12 a 22 semanas de
insuficiéncia renal. Porém, a uréia ndo é tdo especifica como a creatinina, e isoladamente, ndo
é determinante para a avaliacdo da funcédo renal (GUYTON E HALL, 2002).

Os aminoécidos provenientes do catabolismo protéico sdo desaminados com a
producdo de amodnia. Como esse composto é potencialmente toxico, € convertido em uréia
(NH,-CO-NHj,) no figado associado ao CO,. Apo6s a sintese hepética, a uréia é transportada
pelo plasma até os rins, onde é filtrada pelos glomérulos. A uréia é excretada na urina, embora
40-70% seja reabsorvida por difusdo passiva pelos tabulos. Um quarto da uréia é
metabolizado no intestino para formar amonia e CO; pela acdo da flora bacteriana normal.
Essa amdnia € reabsorvida e levada ao figado onde é convertida em uréia. O nivel de uréia no
plasma é afetado pela funcéo renal, contetdo protéico da dieta e teor de catabolismo protéico,
estado de hidratacdo do paciente (MOTTA, 2003).

A hiperuremia estéa presente nas enfermidades renais com diferentes tipos de lesdes e a
hipouremia pode ser encontrada na presenca de insuficiéncia hepatica, pois o figado lesado é
incapaz de sintetizar uréia a partir da aménia proveniente do metabolismo protéico (MOTTA,
2003).

A creatinina é produzida como resultado da desidratagdo ndo enzimatica da creatina
muscular. A creatina é sintetizada no figado, rim, pancreas e transportada para as células
musculares, onde € fosforilada a creatina-fosfato (substancia que atua como reservatério de
energia). Tanto a creatina-fosfato como a creatina, em condigdes fisiologicas,
espontaneamente perdem o acido fosforico ou agua, respectivamente para formar seu
anidrido, a creatinina. A creatinina difunde do musculo para o plasma de onde é removida
quase inteiramente e em velocidade relativamente constante por filtracdo glomerular. A

quantidade de creatinina excretada diariamente é proporcional a massa muscular e nédo é
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afetada pela dieta, idade, sexo ou exercicio. A velocidade de excrecdo da creatinina é
relativamente constante e sua producdo ndo é influenciada pelo metabolismo protéico ou
outros fatores externos. A concentracdo de creatinina sérica € uma excelente medida para
avaliar a funcdo renal. Os teores de creatinina sérica sdo mais sensiveis e especificos do que a
medida de concentragdo plasmatica da uréia plasmatica no estudo da velocidade de filtracdo
glomerular reduzida (RAVEL, 1997; MOTTA, 2003).

A dosagem da creatinina sérica apresenta diversas limitagdes na avaliacdo da funcéo
renal. Pois, sofre secrecdo tubular, levando a uma super estimativa da filtracdo glomerular,
especialmente em pacientes com funcéo renal diminuida. E considerada pouco sensivel, pois
apenas detecta quedas na filtracdo glomerular superiores a 50% e, além disso, ndo identifica
alteracdes rapidas na funcdo renal. A relacdo entre creatinina sérica e a filtracdo glomerular é
afetada pelas diferencas em sua geracdo, levando a variacfes da sua concentracdo sérica de
acordo com a idade, dieta, massa muscular, sexo e raca (PERRONE et al., 1992; WALSER,
1998).

A depuracdo da creatinina tem uma vantagem sobre a da uréia, em virtude de a taxa de
producdo de creatinina ser mais constante do que a da uréia. Como o valor sérico faz parte da
férmula de depuragdo, a ocorréncia de menor flutuagdo no nivel sérico permite colheitas de
urina a intervalos maiores, além de fornecer resultados mais reproduziveis. Além disso,
verifica-se uma menor alteracdo da excrecdo de creatinina do que de uréia. Consideracdes
teoricas e clinicas mostraram que a depuracdo da creatinina constitui uma melhor estimativa
da taxa de filtracdo glomerular do que a depuracdo da uréia. Por conseguinte, a depuracdo da

creatinina substitui a da uréia na maioria dos laboratérios (RAVEL, 1997).
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SUMMARY. Morphoanathomical parameters, for macroscopic and microscopic analyses of the cladodes
of Nopalea cochenillifera, plant recognized traditionally like medicinal, allow his authenticity. The phyllo-
clades have wavyness and areoles with three straight and hyaline thorns. The uniseriate epidermis has
parallelocytic stomata and mucilaginous cells, followed by an annular collenchyma and a palisade
parenchyma on average with eight cell layers. The vascular region is constituted by isolated vascular bun-
dles of the open collateral type. The central cylinder is composed by a parenchymatic medulla. The mu-
cilage structures and the druses of calcium oxalate are present in cortical region in and central cylinder.
They are in bigger number near to the vascular bundles. The druses also take place in the first layer of the
collenchyma. These morphoanathomical characteristics, when taken together, are consistent in the botani-

cal control of quality of this vegetable sort.

INTRODUCTION

The family Cactaceae comprises about 1900
species in 125 genera 1.2, This botanical family
occurs mainly in tropical and temperate regions
of the Americas, especially in semiarid regions,
but some species reach a wide variety of habi-
tats, including rain forests 2-5.

Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck (Fig.
1) is a naturally occurring Cactaceae from Mexi-
co to Panama and is acclimatized in several
countries 50. It is commonly found as plant
alone or in groups, forming large cultivars or
defensive enclosure. Multiplied by seeds or by
cuttings of cladode, prefers full sun, sandy soils
and drained 3. This cactus plant is a shrub that
reaches 3 to 4 m of height with a stem showing
flattened and fleshy cladodes, assuming a favor-
able disposition to give shadow to each other.
The shading mechanism is essential for the sur-
vival of this species, since this plant occurs in
open place, with full sun and very hot tempera-
ture. Moreover, cladode itself is an adaptation to
the environment, as this type of stem is charac-
terized by performing the process of photosyn-

Figure 1. General view of Nopalea cochenillifera (L.)
Salm-Dyck. Bar size: 5 cm.

thesis, since the leaves are reduced to thorns by
xeromorphy 37.

The cladodes of N. cochenillifera are used as
food for humans and animals, for protection
and conservation of soils, to manufacture of pa-
per, glues, dyes, mucilage, antiperspirants and
even as an ornamental plant 8. In traditional
medicine, N. cochenillifera is used as a diuretic,
anti-inflammatory and analgesic, in the treat-

KEY WORDS: Cactaceae, Histochemistry, Morphoanatomical, Nopalea, Pharmacobotany.
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ment of hypertension and kidney stones, and
like hypoglycemic agent 9-11. N. cochenillifera in
vitro antimicrobial activity showed to Escheri-
chia coli, Salmonella enterica, and Candida al-
bicans 12.

In cladodes of N. cochenillifera was verified
the presence of flavonoids, tannins, saponins
and anthraquinones 1213 and highlighted the oc-
currence of B-sitosterol which was attributed to
anti-inflammatory activity 11,12,

Morphoanatomical parameters of a deter-
mined vegetable organ of medicinal importance,
as the cladodes of N. cochenillifera, may be
used as a resource in the botanical control of
quality to be used as pharmaceutical raw materi-
als, enabling the authenticity of the material
plant, allowing the differentiation between
botanical species that are very close 4. This
study aimed to provide reason for the authentic-
ity of the cladodes, contributing to the produc-
tion of morphoanatomical patterns.

MATERIALS AND METHODS
Collection of plant material

Cladodes of Nopalea cochenillifera (L.) Salm-
Dyck were collected in the city of Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brazil. A sample of plant
material was identified and deposited in the
Herbarium of the Department of Biology, as
voucher SMDB 11 835.

Anatomical analysis

Morphological analysis was performed using
binocular stereomicroscope, taking as a basis for
the macroscopic description Gattuso & Gattuso
15 Oliveira & Akisue 16 and Lorenzi & Gongalves
17, For the anatomical analysis were used
paradermic and transversal sections of the
cladodes. The paradermic sections were per-
formed with fresh material and free hand. Semi-
permanent slides were made using glycerol and
methylene blue 0.05% like dye 18. To analyze
the transversal section, the median-apical part of
the cladodes was sectioned (2 x 2 X 2 mm),
fixed in glutaraldehyde 2 % in buffered saline
with phosphate 0.013 M, pH 7,2 and kept under
refrigeration at 4 °C for 48 h. The material was
dehydrated in ascending ethanol series from 30
to 96 °GL, 1 h each alcohol, and included in
blocks of hydroxyethylmethacrylate 1819, In ro-
tary microtone, sections were made of 4 pm
which were carried to histological bath passed
on to the slide and colored with toluidine blue
0.05% 19.

The presence of mucilage was detected by
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using toluidine blue 0.05%, as well as methylene
blue 0,15% and china ink to 0.25% 20. The
chemical composition of the crystals was ob-
served with acetic acid 6% or hydrochloric acid
7% 20, The presence of starch grains and
flavonoids was determined by use of specific
reagents to this chemical groups such as Costa
20, All sections were analyzed according to
Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro 21
Dickison 22, Fahn 23, Cutter 2¢ and Metcalfe &
Chalk 2. The material was microphotography in
microscope equipped with a digital camera, and
the slides were deposited in the slide collection
of the Department of Industrial Pharmacy, Fed-
eral University of Santa Maria.

RESULTS
Determination of macroscopic
characteristics

The cladodes of N. cochenillifera (Fig. 2) are
fleshy, green and flattened stems, characterized
as a phylloclade. They show the oval-spatulate
form and reach an average of 15 to 20 cm of
length, 0.8 to 1 cm of thickness and 5 c¢cm of
width in the median and apical region, but the
basal region has on average 2 cm of width. The
surface of the cladodes is wavy, glabrous, and
dull green color with small light brown marks in
the stereomicroscope throughout its surface.
They have thorns every 4 or 5 c¢m from the sur-
face of the cladodes. In the apical region this
spacing decreases from 1 to 0.5 c¢cm or less.
Sometimes is formed a small group of thorns in
this region. The thorns are straight, lanciforms,
hyaline and rigid. Usually the biggest thorn
reaches 1 mm of length and is between two
smaller ones with about 1/3 of its size. The
three thorns occupy the central areole with a
grayish brown sandy aspect. The areoles are in-
variably in small elevations on surface of the
cladodes and reaches 1 to 2 mm of diameter
and has a small projection (tail shape) with 0.5

Figure 2. General view of a phylloclade of Nopalea
cochenillifera (L.) Salm-Dyck. Bar size: 5 cm.
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mm of length. Cladodes in transversal section
have two regions: the peripheral, which has 1
mm thickness and green color, and the internal
region that reaches 6 to 8 mm of thickness and
has mucilaginous appearance and clear color.

Determination of microscopic
characteristics

In frontal view, the epidermal cells of N.
cochenillifera have thin and straight anticlinal
cell walls and the stomata are parallelocytic type
(Fig. 3 A-B).

Transversal section of cladodes shows an
uniseriate persistent epidermis, constituted by
pavement or cubic cells. The outer periclinal
wall of epidermal cells is slightly concave, ac-
companied by a continuous cuticular folds.
Pavement cells reach 250 pm of length and 125
pm of width. The cubic cells reached 125 pm.
These two cell types are distinguished for the
format and the cytoplasmic content, since in the
presence of toluidine blue 0.05%, only the cubic
cells appear filled by a mucilaginous substance.
The ratio between pavement cells and cubic
cells is 1:1 or 2:1, and sometimes reaches 6:1,
respectively. The stomata are at level respect to
the rest of epidermal cells. They have guard
cells with reduced size, the interior is triangular
shaped and, invariably, have substomatic cavity
that reaches 1875 pm of length and 625 pm of
width. The large cavity goes beyond the layer of
epidermal cells, being in several cell layers in
the cortical region of the cladodes.

Below the epidermis there is a collenchymat-
ic hypodermis followed by parenchyma. The
hypodermis is constituted by 4 to 5 cell layers of
an annular collenchyma, the interior reaches 75
to 125 um of length and 250 to 500 pm of
width. After this collenchyma exist a parenchy-
matic formation, constituted by 8 layers of over-
lapping elongated cells (reaching a length from
1000 to 1375 pum and 750 pm of width), describ-

Figure 3. Paradermal section in frontal view of the
cladode of Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck,
showing the epidermis. 1: Epidermal cells; 2: paralle-
locytic stomata; 3: druses viewed by transparency.
Bar size: 250 pm.
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Figure 4. Transversal section of the cladodes of
Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck showing the
cortical region. Legend: 1. Mucilage cells 2. Idioblasts
with druses 3. Parenchymatic cells. Bar size: 500 pm.

ing a palisade parenchyma with fine cell walls.
The inside of the cortical tissue, is an extension
of parenchyma with rounded cells which has
approximately 1250 pm of diameter (Fig. 4).

The vascular system is constituted by small
vascular bundles of phloem and xylem variably
ordered and surrounded by parenchyma. The
vascular bundles are the open collateral type.
They are protected by a sheath of parenchymat-
ic cells which are differentiated from others
around them, because of the cytoplasmic con-
tent more clear, and with dimensions about 100-
200 pm. The phloem is compact, the xylem oc-
cupies a larger size than phloem, and has
aquifer parenchyma. The central cylinder consist
of a parenchymatic medulla with oval cells
(1500 pm of length and 1250 pm of width).

In all parenchymatic configurations, with the
exception of the palisade, occur mucilage secre-
tory structures. The mucilage content of these
structures was detected with toluidine blue
0.05% (Figs. 4 and 5 A) and confirmed by the
use of china ink or methylene blue in sections
of fresh material 2026, In the cortical region are
rounded mucilage cells and they have about
1250 pm of diameter. In the region near of the
vascular bundles and in the medullar region, the
mucilages ducts present oval form and reach
2000-2500 pm of length and 750-1250 pm of
width. They are grouped.

In all anatomical regions of the cladodes,
with the exception of the epidermis, there are
crystals in the form of druses (Fig. 4 and 5 B)
that are formed by calcium oxalate. In presence
of acetic acid 6%, they are insoluble, and in
presence of acid hydrochloric 7%, solubilize
without producing effervescence. In the col-
lenchyma, below the epidermis, the idioblasts
crystalliferous are rounded, with a diameter of
approximately 250 pm and have only one druse
occupying almost the entire cell cavity. The cor-
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Figure 5. Transversal section of the cladodes of
Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dick in different his-
tochemical tests. A. Coloration by toluidine blue 0.05
%, showing the presence of mucilage cells. B. Detec-
tion of crystal of calcium oxalate in the form of drus-
es in a parenchymatic cells. C. Coloration by lugol
reagent showing starch grains in parenchymatic cells.
D. Coloration by Shinoda reagent showing flavonoids
in collenchymatic cells. Bar size: 250 pm.

tex and medullar parenchyma also have id-
ioblasts crystalliferous containing only one
druse, and the frequency of these idioblasts and
size of crystals increases in the region near the
mucilaginous structures and around the vascular
bundles.

The presence of starch, was verified with the
addition of lugol (Fig. 5 C). In the transversal
section of the cladodes was detected over the
entire length of the cortex and medullar
parenchyma, however there is a range of three
cell layers near of the region where the vascular
bundles are, with greater abundance. The starch
grains in N. cochenillifera are characterized as
isolated, small and rounded structure with a
central hilum. Flavonoids were detected,
through the potassium hydroxide and hy-
drochloric acid reagents 20, by the development
of yellow color in the subepidermal collenchy-
matic region (Fig. 5 D).

DISCUSSION

The form of the cladode and the areoles, as
wells as the morphological type of thorns, ac-
cording Mauseth 27 and Barroso et al. 28, are
morphological characters often used in the iden-
tification of cactus. The form of the cladodes is
fundamental to characterize the genera Nopalea,
the majority of others genera of cactus present
columnar stem or globular and very few cactus
have flattened stems as in Nopalea ©2. Consid-
ering the phenotypic plasticity of Nopalea
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cochenillifera, the cladodes characters like juicy
and plan aspect, the wavy and glabrous surface,
areoles with hairs, hyaline and straight thorns,
are in agreement with Taylor & Zappi 2, Barroso
et al. 28 and Bertrand & Guillaumin 3.

Despite the morphological similarities be-
tween genera Opuntia and Nopalea emphasized
that N. cochenillifera differs from species of the
genera Opuntia by the thorns (glochids type),
cladodes generally spherical shaped, and the
basal branching of the stem 17.28. Among the
species of the genera Nopalea the thorns are
consistent morphological markers, as in N. de-
Jecta, for example, the thorns are large, while in
N. cochenillifera they are small, straight, and
hyaline 2.

The standard form of epidermal cells and
stomata, the type of thickening of the collenchy-
ma cell walls, the location of vascular bundles
and the type of them, as well as the location of
secretory structures are microscopic characters
useful in diagnosis of genera and species of cac-
tus 273133,

The anticlinal epidermal cell walls straight of
the cladodes of N. cochenillifera, is a feature
that contrasts with other cactus species as Har-
risia adscendens and Tacinga palmadora,
showing respectively, cell walls sinuous and
wavy 34, This feature shows the importance of
variability in epidermal elements, which can be
found even in the powder plant in form of frag-
ments. Another feature relevant to the epidermis
is the number of cell layers, because in species
such as N. auber the epidermis is multiseriate,
whereas N. cochenillifera has epidermis uniseri-
ate 35

Nopalea cochenillifera presents parallelocytic
stomata type with small guard cells, and a large
substomaral cavity. The size of the substomatal
cavity and guard cells is a common feature
among the cactus but the location of the stomata
for the line of epidermal cells varies 31,3436, In .
cochenillifera the stomata are at level with the
other epidermal cells, and this characteristic dis-
tinguishes this species from Tacinga palmadora
presenting stomata above the epidermis 34.

The annular collenchyma of N. cochenillifera
differentiates it from other cactus as Harrisia
adscendens, presenting collenchyma of the
lamellar type and species of Tacinga that have
angular type 34. All these species have col-
lenchymatic subepidermal tissue, but the differ-
ence among the thickness of the cell wall pat-
terns, is a character useful in the differentiation
between N. cochenillifera and other species.
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The cactus differ in the amount of palisade
parenchyma cells, important character in
Nopalea, because N. karwinkianam has nine-
teen layers of palisade parenchyma 35, while V.
cochenillifera has on average eight layers of this
tissue.

In Nopalea cochenillifera the large vascular
bundles have a special tissue of water reservoir,
called aquifer parenchyma, in greater proportion
than the vessel elements and xylem fibers. This
feature is observed in several cactus species as
in the genera Melocactus and Tacinga 31,3437,

In the presence of concentrated hydrochloric
acid, flavonoids developed yellow color 38
which was evidenced in the region of hypoder-
mic cladodes of N. cochenillifera. This fact con-
firms the studies of Gomez-Flores et al. 12 citing
the presence of flavonoids in their cladodes.

The great variety in shape, chemical compo-
sition and location of crystals in plant tissues is
widely used in pharmacobotany in the authen-
ticity of drugs 222439, The presence of druses of
calcium oxalate in N. cochenillifera, contrasts
with the prismatic crystals found in cladodes of
species of the genera Melocactus, as well as
with Harrisia adscendens, where crystals are ab-
sent from their cladodes 34.

The mucilage structures that occur in clado-
des of N. cochenilifera increase in number and
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ABSTRACT. We evaluated the antiinflammatory activity of ethanol extract of Nopalea cochenillifera in a model of induction of
granulomatous tissue and the kidney and liver toxicity through serum dosage in rats. During 7 days were administered orally 1,5 ml,
3 times a day, of the ethanol extract of cladodes of N. cochenillifera. We used nimesulide 5 mg/kg/day as positive control and 20 %
propylene glycol as a negative control. After the treatment period, we assessed the formation of granulomas and the serum levels of
AST, ALT, albumin, creatinine and urea in all groups, noting that the animals treated with the extract showed 53,5 % inhibition
formation of granulomatous tissue while the positive control group showed 58,5%, confirming a significant antiinflammatory

activity. There was not a significant elevation of biochemical markers in relation to negative control.
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INTRODUCTION

The Cactaceae family comprises about 1900 species in 125 genera '. Nopalea cochenillifera is a shrubby plant, occurs
naturally from Mexico to Panama and are adapted in several countries 23. This cactus is used in traditional medicine as
antiinflammatory, analgesic, diuretic 4, and as a hypoglycemic agent >. In vitro studies, N. cochenillifera showed strong
antibacterial activity ¢. The cladodes of N. cochenillifera have the presence of flavonoids, saponins, tannins and anthraquinones
678.

The diversity of the numerous chemical agents obtained from plants, such as steroids, the sesquiterpene lactones,
flavonoids, coumarins and alkaloids, have demonstrated antiinflammatory activity in several models of inflammation, acting
on different mediators %!%1L12, The discovery of new effective antiinflammatory drugs is an important source for therapy,

since many have undesirable side effects such as kidney and liver disorders 13141516
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The model of granuloma in rats is used to assess the chronic inflammatory reaction !7. The antiinflammatory
substances such as nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) and corticosteroids interfere in the process of granuloma
formation by suppressing the initial infiltration of neutrophils '8.

The serum concentration of specific enzymes allows evaluation of renal and hepatic toxicity. Serum
aminotransferases are reliable indicators of functional or structural alteration of liver cell and the relationship aspattate
aminotransaminase: alanine aminotransferase (AST: ALT) and albumin atre useful in diagnosis of liver diseases '% 2. Toxic
effects of substances affect all systems and organs, but the liver is more vulnerable because of their functional determinism
21, Chronic liver diseases can lower serum albumin levels by altering its synthesis, increased degradation or promoting
extravascular loss ?2. Serum albumin is used to calculate the severity of liver failure and has a relatively long half-life (20
days). Their serum levels are normal in acute liver disease 2322,

Measurements of serum urea and creatinine are screening tests used in assessment of renal function 24 2% 26, The
elevation in plasma levels of creatinine and urea were indications of renal overload, acute renal failure or increased protein
catabolism ?7. However, urea is not as specific as creatinine and, alone is not decisive for the assessment of renal function 2.

This study aimed to prove antiinflammatory activity of ethanol 70 % extract of IN. cochenillifera by granuloma test in
rats and to evaluate the liver and kidney toxicity through serum aspartate aminotransaminase (AST), alanine

aminotransferase (ALT), albumin, creatinine and urea.

MATERIALS AND METHODS
Collection of botanical material and obtain the plant extract

The cladodes of Nopalea cochenillifera (I..) Salm-Dyck were collected in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. A
sample of the plant material was identified and deposited in the Herbarium of Biology Department of UFSM, as voucher
SMDB 11.835. The ethanolic 70 % extract of fresh cladodes of N. cochenillifera was obtained by cold maceration and reduced

to dry residue.

Animals

Were used male Wistar rats weighing between 180 and 200 g, divided into 3 groups of 6 animals. The rats were
kept in a vivatium of the Department of Industrial Pharmacy of UFSM with light and dark cycle of 12 hours and 22 £ 2 ° C,
free access to food (standard rodent diet) and water. All procedures were performed according to recommendations of the
International Committee for care of animals and in accordance with established national regulations for animal

experimentation.
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The induction of granulomatous tissue test

In asseptic conditions the animals were anesthetized with ether and cylinders of sterile cotton, weighing 40 mg
each, were implanted in the back of each animal according to Meier et al. 2 and Niemegeers et al. 2°. The treatment was
orally, by gavage, for seven days, administering 1,5 ml of the ethanolic 70 % extract of IN. cochenillifera at a dose of 200
mg/kg/day, divided into 3 daily doses of 0,5 ml at intervals of 4 hours. As negative control, were used a mixture of
propyleneglycol/water (20:80 v/v) and, as positive control, Nimesulide, a nonsteroidal antiinflammatory drug at a dosage
5mg/kg/day administered 2 times a day on the range of 8 hours. On the 8th day, the granulomas wete removed and dtied in
a hot-houseat 60 ° C for 24 hours, and after were immediately heavy on analytical scale. The weights of the granulomas were
expressed in grams. The inflaimmatory inhibition, shown in percentage, was calculated by the difference between final and

inicial cotton heavy of the granulomatous tissue.

Biochemical tests

The biochemical dosages were performed in all rats of the granuloma test. At the end of treatment, were collected
3 ml of blood via cardiac puncture of the test group, negative and positive control. These samples were centrifuged at 2800
rpm for 15 minutes to separate the serum. Serum aspartate aminotransaminase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
albumin, creatinine and urea were measured in automated Cobas Mira ® (Roche Diagnostics) using conventional kits

BIOCLIN ® (Belo Hotizonte, MG, Brazil).

Statistical analysis
The results were expressed as mean ¥ standard error of mean (SEM). The statistical analysis was performed using

Student t test and the results were considered significant when p <0,05.

RESULTS

The treatment of animals during seven days with extracts of N. cochenillifera led to a significant reduction in weight
of granuloma. In the experiments, the animals treated with nimesulide had 58,55 1,82 % inhibition of the inflammatory
process and the test group treated with extract of N. cochenillifera showed inhibition of 53,49 £ 6,32 %, compared to negative
control.

Treatment with ethanol extract of N. cochenillifera and nimesulide, compared to negative control propylene glycol,

found that there were no signs of hepatotoxicity and nephrotoxicity in the doses tested and in evaluated time (table 1).
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DISCUSSION

The results of the extract of N. cochenillifera and nimesulide were similar, demonstrating that the anti-inflammatory
activity of the extract used is significant, justifying the popular use.

The extract obtained by maceration of the flowers of Arnica montana 1%, administered orally, showed reduction in
the inflammatory process very close to the positive control group betametazona by the method of paw edema in rats 3. The
Apnica contains active constituents in their extracts as isoquercitrin, quercetol and other flavonoids 3% 31,

Extract of Conocliniopsis prasiifolia showed antiinflammatory activity in vitro significantly at concentrations of 25 and
50 pg/ml, by the method of inhibiting the degranulation of rat petitoneal neutrophils and attributed to the presence of
flavonoids®. In chemical reactions through characterization and histochemistry reactions, the ethanol extract of N.
cochenillifera indicated the presence of flavonoids 8 as flavones, flavanones and flavonols 33.

Flavonoids ate characterized chemically by presenting the core fenilbenzopirane (CsC3Cs) and its antiinflammatory
activity is due to inhibition of arachidonic acid metabolism involved in the formation of inflammation mediators,
prostaglandins and leukotrienes, because the ability to remove free radicals and to chelate divalent cations 34353637,
Flavonoids such as quercetin, fisetin, hipolaetina and myricetin inhibit selectively the enzyme 5-lipoxygenase, also involved
in the formation of leukotrienes from arachidonic acid 3. The antiinflammatory activity is attributed to the flavonoids,
hesperidin and diosmin, due to inhibition of synthesis of prostaglandins PGE 2 and PGE 2a that are found in almost all
cells and tissues and of play important roles as mediating inflammation 3% 40,

Silva et al.#! showed that hydroalcoholic extract of flowers of Calendula officinalis used as antiinflammatory and
healing, rich in flavonoids, produces increased levels of serum urea and alanine aminotransferase (ALT) in high doses
suggesting kidney and liver ovetloads. According to Guyton 25 and Mitch 2 the level of creatinine is the indicator of renal
function. Brito et al.,*? studied the effect of Copaiba oil on renal function in rats administering the oil by gavage at doses of
0,06 ml/kg and 0,63 ml/kg for 14 days, founding that there was no change levels of creatinine and utea, concluding that the

oil does not alter renal function.

CONCLUSION

The ethanol 70 % extract of cladodes of N. cochenillifira administered orally inhibited the formation of
granulomatous tissue, confirming antiinflammatory activity, but without signs of nephrotoxicity and hepatotoxicity in the
doses tested. Thus, the results instigate new studies with this plant species for the determination of substances present in the
extract that contribute to biological activity, but also to understand its mechanism of action and studies using other testing

their toxicity looking toward a possible pharmaceutical application.
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Table 1. Serum albumin, creatinine, urea, AST and ALT (mean * SEM) using a Cobas Mira apparatus (Roche) using

conventional kits BIOCLIN®.

Dosage

N. cochendillifera

Nimesulide

Propyleneglycol 20 %

average T dp

average T dp

average T dp

Albumin (g/dL) 340,075 3,7 + 0,368 3,8 + 0,206
Creatinine (MG/dL) 0,55 + 0,020 0,57 + 0,050 0,56 + 0,047
Urea (mg/dl) 44 + 6,081 46,2 + 3,952 474 + 7451
AST (U/L) 300 + 28,463 206 + 38,597 293 + 41213
ALT (U/L) 74 + 9,621 73 + 14,436 74 + 12,608
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4. DISCUSSAO GERAL

Os parametros morfoanatdbmicos de um determinado Orgdo vegetal de importancia
medicinal, como os cladéddios de N. cochenillifera, podem ser utilizados como um recurso no
controle botanico de qualidade dos mesmos como insumos farmacéuticos. Este fato permite a
autenticidade do material vegetal, possibilitando a diferenciacdo inclusive entre espécies
botanicamente muito proximas (DI STASI, 1996; SOUZA E LORENZI, 2005).

Considerando a plasticidade fenotipica de Nopalea cochenillifera, os caracteres dos
claddédios como o aspecto suculento e plano, a superficie ondulada e glabra, as aréolas pilosas
e as espinescéncias hialinas e retas, sdo concordantes com Taylor (2004), Barroso, (1978) e
Bertrand (1952).

A forma dos articulos e das aréolas, bem como o tipo morfolégico dos espinhos,
segundo Mauseth (1989) e Barroso (1978), séo caracteres morfolégicos muito utilizados na
identificacdo de cactaceas. A forma dos articulos é fundamental na caracterizacdo do género
Nopalea, a grande maioria dos outros géneros de cactaceas apresenta caule colunar ou
globoso e poucos géneros de cactaceas possuem caule plano como ocorre em Nopalea
(CRONQUIST, 1981; BARROSO, 1978).

As similaridades morfolégicas entre os géneros Nopalea e Opuntia destacam-se que N.
cochenillifera difere-se de espécies do género Opuntia pelos espinhos do tipo gloquideo, pela
forma em geral esférica dos articulos e pela ramificacdo basal do caule do género Opuntia
(BARROSO et al., 1978; LORENZI E GONCALVES, 2007).

A forma reta da parede das células epidérmicas dos cladddios de N. cochenillifera é
uma caracteristica que contrasta com cladodios de outras espécies de cactaceas como Harrisia
adscendens e Tacinga palmadora que apresentam, respectivamente, parede celular sinuosa e
ondulada (ARRUDA et al., 2005). Esta caracteristica mostra a importancia da variabilidade
nos elementos epidérmicos, que podem ser encontrados inclusive no pé da planta na forma de
fragmentos. Outra caracteristica relevante para a epiderme € o nimero de camadas celulares,
pois em espécies como N. auberi a epiderme é mdaltipla a diferenciando de N. cochenillifera
em que esta estrutura é unisseriada (MAUSETH, 2005).

Nopalea cochenillifera apresenta a camara subestomatica grande, células-guarda
pequenas e estbmato do tipo paralelocitico. O tamanho da camara subestomatica e das

células-guarda é uma caracteristica comum dentre as cactaceas, contudo a localizacdo do



46

estbmato em relacdo a linha das células epidérmicas é varidvel (ARRUDA et al, 2005;
SOFFIATTI E ANGYALOSSY 2003; GIBSON E HORAK 1978). Em N. cochenillifera os
estdmato na mesma linha das células da epiderme, a diferencia de espécies como Tacinga
palmadora, que apresenta estbmatos acima da epiderme (ARRUDA et al., 2005).

O parénquima anular de N. cochenillifera a diferencia de outras cactaceas como
Harrisia adscendens que apresenta colénquima do tipo lamelar e de espécies de Tacinga que
sdo do tipo angular (ARRUDA et al., 2005). Todas estas espécies apresentam tecido
colenquimatico subepidérmico, porem a diferenca entre os padrdes de espessamento da
parede celular, é um caracter util na diferenciacdo de N. cochenillifera com outras espécies.

As cactaceas apresentam diferencas na quantidade de células do parénquima
palicadico, caracter relevante em Nopalea, pois em N. karwinkianam possui desenove
camadas de parénquima palicadico (MAUSETH, 2005), enquanto que N. cochenillifera
apresenta em média oito camadas deste parénquima.

Em N. cochenillifera os feixes vasculares de maior tamanho apresentam um tecido
especial de reserva de agua, denominado parénquima aquifero, em maior proporcao do que 0s
elementos de vaso e de fibras do xilema. Esta caracteristica é observada em inimeras espécies
de cactaceas como nos géneros Melocactus e Tacinga (SOFFIATTI E ANGYALOSSY 2003;
ARRUDA et al., 2005).

As estruturas de mucilagem que ocorrem nos cladédios de N. cochenilifera aumentam
em nimero e tamanho na regido medular e na regido mais préxima aos feixes vasculares. Este
caracter a difere de espécies de outras cactaceas, como as do género Tacinga em que estas
estruturas ocorrem apenas associadas aos feixes vasculares (ARRUDA, et al., 2005). As
estruturas de mucilagem sdo mencionadas como um dos caracteres adaptativos das cactaceas
ao ambiente xérico, uma vez que estas sdo metabolitos relacionados ao armazenamento de
agua (SILVA E ALVES, 1999; DICKSON 2000; SOFFIATTI E ANGYALOSSY 2003).
Estas estruturas sdo consideradas como um carater Gtil na separacdo entre as subfamilias
Cactoideae e Opuntioideae de Cactaceae, pois em Cactoideae ocorrem unicamente células
mucilaginosas, enquanto que em Opuntioideae ocorrem células e canais secretores de
mucilagem (ARRUDA et al., 2005), caracteres observados em N. cochenillifera.

A presenca de drusas de oxalato de calcio em N. cochenillifera contrasta com os
cristais prismaticos encontrados nos cladodios de espécies do género Melocactus, e também
com Harrisia adscendens que ndo apresenta cristais em seus cladédios (ARUDA et al., 2005).

Na presenca de &cido cloridrico concentrado, os flavonoides desenvolvem cor amarela

(FALKENBERG et al., 1999) o que foi evidenciado na regido hipodérmica dos cladodios de
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N. cochenillifera. Este fato vem ao encontro dos estudos de Gomez-Flores et al., (2006) que
cita a presenca de flavondides em seus cladddios.

Os flavonoides caracterizam-se quimicamente por apresentarem o0 nucleo
fenilbenzopirano (C¢C3Cs) e sua atividade antiinflamatdria deve-se a inibicdo do metabolismo
do &cido araquiddnico envolvido na formacéo dos mediadores da inflamag&o, prostaglandinas
e leucotrienos, devido a capacidade de remover radicais livres e de quelar cations divalentes
(FERRANDIZ et al., 1991; BRODY, 1994, EMIN et al., 1994; SILVA et al. 2002).

Aos flavondides como hesperidina e diosmina atribui-se a inibicdo da sintese das
prostaglandinas PGE2 e PGE2a que sdo encontradas em quase todas as células e tecidos,
desempenhando importantes funges como mediar a inflamacdo (KOROLVAS, 1988; GARG
et al., 2001).

A atividade antiinflamatoria induzida nos ratos Wistar, quando tratados com extrato
etanolico de N. cochenillifera foi de 53,49% o0 que demonstrou significancia, ja que o
antiinflamatério nimesulida apresentou 58,55 % de inibicdo. Esta atividade pode ser atribuida
aos flavonoides caracterizados por ensaios histoquimicos (HAUAD- MARROQUIN, 2008;
NECCHI et al., 2010), justificando o uso popular desta planta medicinal.

Silva et al., (2008) através de método de inibicdo da degranulacdo dos neutrofilos
peritoneais de ratos caracterizou a atividade antiinflamatéria para o extrato Conocliniopsis
prasiifolia de forma significativa nas concentracfes de 25 e 50 pg/ml, atribuindo esta
atividade a presenca de flavondides.

O extrato macerado das flores de Arnica montana a 1%, administrado via oral,
apresentou reducdo do processo inflamatério muito proximo ao grupo controle positivo
betametasona, pelo método de edema de pata em ratos (YUI et al., 1998). A Arnica contém
nos seus extratos constituintes ativos como isoquercitrina, quercetol, entre outros flavondides
(YUl etal., 1998; CARVALHO, 2001).

Além da comprovacao de atividades farmacologicas é essencial o estudo bioldgico de
avaliacdo toxicologica. A avaliagdo de ensaios de toxicidade renal e hepéatica séo
fundamentais para assegurar o uso farmacolégico seguro de um fitoterapico.

Silva et al., (2005) demonstraram que extrato hidroalcoolico das flores de Calendula
officinalis utilizado como antiinflamatério e cicatrizante, rico em flavonoides, produz o
aumento dos niveis séricos de uréia e alanina aminotransferase (ALT) em doses elevadas o
que sugere sobrecargas renal e hepatica.

O tratamento realizado com extrato etanolico de N. cochenillifera, nimesulida e

quando comparados ao controle negativo propilenoglicol ndo induziu a modificag6es no perfil
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bioquimico de AST e ALT e uréia. As duas primeiras enzimas indicam leséo hepatica aguda e
a segunda pode ser interpretada como sobrecarga renal, porém ndo é um marcador confivel
de funcdo renal, pois sua elevacdo depende muito de outros fatores, como a alimentacao e do
estado de hidratacao.

De acordo com Guyton e Hall (1997) e Mitch (2001) os niveis de creatinina sdo
indicadores da funcéo renal, e os ratos tratados com extrato etandlico de N. cochenillifera
apresentaram 0,55 mg/dl, sendo compativel com valores encontrados no grupo controle
negativo, indicando auséncia de toxicidade renal na dose testada.

J4, para o diagndstico de hepatopatias, os niveis séricos de aminotransferases, séo
indicadores confiaveis de alteracdo funcional ou estrutural da célula hepética, assim como a
relacdo aspartato aminotransaminase:alanina aminotransferase (AST:ALT) (ANDRIOLO,
1989; BITTENCOURT, 1985). Foi possivel observar que os ratos tratados com N.
cochenillifera tiveram as atividades séricas de AST e ALT muito proximas ao grupo controle
negativo tratado com propilenigicol:agua, o que sugere auséncia toxicidade hepatica nas doses
testadas e no tempo avaliado em ratos wistar.

Os resultados obtidos instigam a realizacdo de novos estudos com esta espécie vegetal
para a determinacdo de substancias presentes no extrato, as quais contribuem para a atividade
biolégica, como também para entender seu mecanismo de acdo e avaliar através de outros

ensaios sua toxicidade, visando uma possivel aplicacdo farmacéutica.
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5. CONCLUSOES

e A forma e a superficie glabra e ondulada dos filocladédios contendo aréolas com trés
espinhos retos sdo caracteristicas morfologicas que identificam e geram autenticidade

de N. cochenillifera.

e A presencga de uma epiderme uniestratificada e persistente, o padréo do espessamento
celular do tecido colenquimético, o nimero de camadas de células do parénquima
palicadico e a ocorréncia de estdbmatos paralelociticos, sdo marcadores anatdmicos

significativos de N. cochenillifera.

e A forma e a localizagdo das estruturas de mucilagem e dos cristais de oxalato de célcio
sdo caracteres histoquimicos que distingue N. cochenillifera de outras espécies.

¢ N. cochenillifera apresenta atividade antiinflamatdria significativa que comprovam um

dos seus usos populares.

e N. cochenillifera ndo demonstrou toxicidade hepéatica em ratos na dose testada e no
periodo avaliado.

e N. cochenillifera sugere auséncia de toxicidade renal em ratos na dose testada e no
periodo avaliado.
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