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Tratamento da fistula anal com extrato de Baccharis dracunculifolia.

Estudo experimental em ratos.

Treatment of anal fistula with Baccharis dracunculifolia extract. Experimental study

in rats.
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RESUMDO

Objetivo: avaliar a eficicia do extrato de Baccharis dracunculifolia no tratamento de fistulas anais em ratos.
Métodos: vinte ratos Wistar machos foram submetidos a confeccao de fistula anal e, apds 30 dias, foram distribuidos em
trés grupos: Grupo Controle, com cinco animais; Grupo Carbopol, com cinco animais; e Grupo Baccharis dracunculifolia,
com dez animais. No Grupo Controle, ndo se realizou nenhum tratamento. No Grupo Carbopol, realizou-se infusdo diaria
de carbopol, e no Grupo Baccharis dracunculifolia, infusdo de extrato de Baccharis dracunculifolia com carbopol, ambos
por 30 dias. Foram retirados espécimes para andlise histoldgica apds a eutanasia. Resultados: nao houve fechamento
completo do trajeto fistuloso em nenhum dos animais. A média da area do trajeto resultante foi de 847,2um?, 565,6um?
e 372,7um?, respectivamente, nos Grupos Controle, Carbopol e Baccharis dracunculifolia (p=0,001). A média do
escore de processo inflamatorio foi de 2,4, 2,4 e 2,1, respectivamente, nos Grupos Controle, Carbopol e Baccharis
dracunculifolia (p=0,285), enquanto a média de congestao vascular foi de 1,6, 1,4 e 1,1, respectivamente, nos Grupos
Controle, Carbopol e Baccharis dracunculifolia (p=0,031). Conclusao: o extrato de Baccharis dracunculifolia foi capaz de
reduzir o limen dos trajetos fistulosos e a congestao vascular, sem reduzir, no entanto, o processo inflamatério local ou

fechar totalmente os trajetos fistulosos.

Descritores: Baccharis. Inflamacédo. Plantas Medicinais. Medicamentos Fitoterapicos. Fistula Retal.

INTRODUCAO

fistula anal é um ducto formado entre uma
Aabertura interna no anus e um orificio externo
na pele perianal, formando um trato de fibrose
epitelial ou preenchido por tecido de granulacao,
guase sempre resultante de um abscesso de origem
criptoglandular’. Dependendo da disseminacao
do abscesso em relacao aos espacos anal e retal,
a fistula resultante pode ter um trajeto que
atravessa maior ou menor espessura de musculo
esfincteriano. Assim, o tratamento com melhor
indice de cura das fistulas anais, a fistulotomia,
gue consiste na abertura e curetagem do trato
fistuloso, ndo pode ser aplicado em todos os casos,
pois quanto maior o numero de fibras musculares
seccionadas, maior o risco de incontinéncia fecal?3.

Estas fistulas transesfincterianas, que se apresentam

em menor frequéncia, sao desafiadoras, pois
necessitam de um tratamento capaz de cura-las sem
causar incontinéncia fecal. Por outro lado, ainda nédo
ha uma técnica padronizada para estas situacoes.

O uso de extratos e formulacbes de
plantas medicinais dos diferentes biomas brasileiros
na medicina popular, principalmente como anti-
inflamatério e cicatrizante no tratamento de
fistulas anais, vem aumentando, principalmente em
pesquisas experimentais, mas com grande potencial
de uso na pratica clinica*. Dentre estas espécies ha a
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularmente
conhecida como "Alecrim do Campo". Nao h3,
ainda, na literatura médica publicacdes em que esta
planta medicinal tenha sido utilizada no tratamento

de fistulas anais, mas, de modo semelhante ao que

1 - Universidade Anhanguera (Uniderp), Curso de Medicina, Campo Grande, MS, Brasil. 2 - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina,
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tem sido observado em relacao a outros fitoterapicos,
seu extrato parece ter grande potencial terapéutico.
Isto porque, acredita-se, a fistula anal representa a
fase cronica do abscesso criptoglandular e, assim, o
controle local da inflamacao poderia ser Util para o
seu tratamento®.

Ha evidéncias de que a B. dracunculifolia
seja eficaz no tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias do trato gastrointestinal, além de modular
seletivamente as funcoes efetoras dos neutrofilos
humanos, inibir a atividade de enzimas-chave e
eliminar espécies fisiologicas oxidantes, exercendo
assim, acdo imunomoduladora contra neutrofilos,
util no tratamento de fistulas anais®’.

O efeito
dracunculifolia

anti-inflamatério  da B.
também foi demonstrado em
um estudo experimental de Ulceras gastricas em
ratos, tendo sido observado que recupera o tecido
ulcerado, elevando os niveis de muco e enzimas
antioxidantes, e reduzindo a atividade da H*/
K+-ATPase®. Embora a fisiopatologia da Ulcera
gastrica e da fistula anal seja diferente, elas tém
em comum o processo inflamatério crénico, que
precisa ser controlado. Outro efeito da planta
foi prevenir o dano coldnico induzido pelo acido
trinitrobenzenosulfénico em ratos com colite aguda
ou cronica. Este efeito anti-inflamatoério pode estar
associado a um menor estresse oxidativo intestinal,
determinado por constituintes quimicos, como
acido cafeico, acido p-cumarico, aromadendrina-
4-O-metil-éter, acido 3-prenil-p-cumarico, acido
3,5-difenil-p-cumarico e baccarina, detectados no
extrato de B. dracunculifolia®.

Considerando que a B. dracunculifolia é
uma planta amplamente encontrada na vegetacao
brasileira, de baixo custo, de facil extracdo, com
eficadcia comprovada na reducdo do processo
inflamatorio, e que ha necessidade de se encontrar
um tratamento eficaz para fistulas anais complexas
sem causar incontinéncia fecal, houve grande
interesse na pesquisa desta planta.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia
do extrato etandlico de folhas de B. dracunculifolia
no fechamento de fistulas anais e na reducdo do
processo inflamatorio local.

METODOS

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo
Comité de FEtica em Experimentacdo Animal da
Universidade Anhanguera-Uniderp (protocolo n9
341/2018) e foram seguidas as normas internacionais
para uso de animais em cirurgia experimental do
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal.

Coleta e identificacdo dos compostos vegetais

As folhas de B.
dracunculifolia, intactas, foram coletadas na Fazenda
Escola Trés Barras, Uniderp, Campo Grande, MS,
Brasil (520°26'20.64" (054°32'26.78"), de 15
matrizes, e uma cépia arquivada no Herbario da

novas e maduras

Uniderp (RG: 6766). Para fins de coleta e pesquisa, 0
Conselho de Gestao do Patriménio Genético (CGPG)
obteve autorizacao para acessar o patriménio genético
sob numero de registro 010579/2013-3.

Extracao, prospeccao fitoquimica e perfil cromatografico
(cromatografia em camada delgada e cromatografia
liquida de eficiéncia)

As folhas, ap6s secagem em estufa com
circulacao de ar (40°C), foram trituradas, peneiradas
e 0 p6 (980qg) extraido com alcool etilico em banho
ultrassénico (Ultrasonic Cleaner®) por 60 minutos,
seguido de maceracao estatica por 24 horas a
temperatura de 28°C a 30°C + 2°C. A solucéo foi
filtrada e o solvente foi removido num evaporador
rotativo. O processo foi repetido durante sete dias
e o liquido extraido de cada processo foi reunido e
separado em um evaporador, o extrato de etanol foi
seco sob pressao reduzida. As andlises fitoquimicas
foram realizadas em triplicatas e comparadas
com a amostra controle (extratos etandlicos)™.
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As leituras dos resultados foram feitas observando-
se a mudanca de cor e a precipitacdo do filtrado,
segundo Fontoura et al.".

As anélises confirmatérias das classes dos
constituintes quimicos do extrato etandlico das espécies
investigadas foram realizadas utilizando cromatografia
em camada delgada (CCD) com padrdes, eluentes
e desenvolvedores citados por Wagner e Bladt™,
e os fatores de retencdo das bandas formadas nas
zonas cromatograficas dos padroes e as bandas
obtidas a partir do extrato etandlico foram calculados.
A varredura ocorreu em um espectrofotometro UV-
visivel na regiao entre 200nm a 700nm e os resultados
comparados com a literatura'.

O perfil quimico foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, desenvolvida
em cromatégrafo liquido SCL-10AVP® (Shimadzu,
Japdo), ajustada para 220nm, 254nm e 340nm e
equipada com bomba LC 10AD e espectral DAD
SPD M10A. A coluna cromatogréfica utilizada foi
PR-18 (20x4,6mm ID) e a pré-coluna foi RP-18
(250x4,6mm ID, 5um). A fase mével foi composta
dos seguintes solventes: (A) Agua ultrapura
acidificada com 4cido acético glacial (pH 3,0) / (B)
Espectrobmetro grau acetonitrila - gradiente - inicio
(A) / (B) 95/5, 80min (A) (B) 5/95, 80,01min (A)
/ (B) 95/5, 90min (A) / (B) 95/5. Tempo total de
analise, 90min; pressao inicial, 86psi. Fluxo: Tml/
min. Temperatura do forno: 50°C. Monitorizacao:
254 e 340 nm. A analise do espectro foi baseada
em dados da literatura'.

Determinacao do total fenélico e flavonoide

O extrato etandlico seco (10mgq) foi diluido
em Iml de metanol de grau espectroscépico,
para solubilizacao, utilizando banho ultrassénico
por cinco minutos e filtrado (0,45um, Millipore).

O extrato etandlico também foi utilizado para
quantificar os fendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteu com acido galico (10 a 350 mg ml -1)
como padrao (Y= 1,098x-0,011 R2= 0,997), e o
teor de flavonoides, pelo método aluminio cloreto
e quercetina (Y= 0,0655x-0,0025 R2= 0,985), foi
usado como padrao'.

O perfil quimico da B. dracunculifolia, uma
planta nativa do cerrado brasileiro, considerada
invasora de areas agricolas e de pastagens', ja
foi determinado por varios autores'®'®. Ficou
evidente que esta espécie tem forte influéncia da
sazonalidade, da area geogréafica e das condicoes
ambientais'™"’, porém, independente dessas
caracteristicas, 0s principais constituintes sao 0s

compostos fendlicos e flavonoides'.
Obtencao da formulacao de hidrogel

Apo6s a obtencdao do extrato etandlico,
incorporou-se 3% no hidrogel, feito com Carbopol
a 1%, metilparabeno a 0,1% como conservante, e
agua destilada como veiculo.

Animais e procedimento cirurgico

Foram estudados 20 ratos Wistar machos,
adultos e albinos, pesando entre 250g e 300g cada,
gue receberam agua e racao ad libitum durante
o estudo. Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com uma solucao de 2ml de cetamina
a 10% e Tml de xilazina a 2%, aplicando-se 0,1ml
da solucao para cada 100g de peso corporal.

O trajeto fistuloso foi criado introduzindo-
se fio de aco numero 1 na linha pectinea, com
exteriorizacdo na pele perianal, a 1cm da borda
direita do anus, cruzando o esfincter anal. Em
seguida, o fio de aco foi cortado e torcido (Figura 1),
permanecendo por 30 dias.
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Figura 1. Confeccado do trajeto fistuloso: (A) transfixacdo do esfincter anal; (B) torcdo do fio e manutencdo por 30 dias.

Apods 30 dias, o fio de aco foi removido e
os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo
Controle (GCo), com cinco animais observados por
30 dias sem tratamento; Grupo Carbopol (GCa),
com cinco animais tratados durante 30 dias com
carbopol (veiculo); e Grupo Baccharis dracunculifolia
(GBD), com dez animais tratados durante 30 dias
com Baccharis dracunculifolia + carbopol.

Nos animais pertencentes ao GCo nenhum
tratamento foi realizado e os animais foram somente
observados por um periodo de 30 dias. Os animais
dos grupos GCa e GBD foram tratados por injecao
didria de 0,3ml de solucdo através do orificio externo
da fistula por cateter plastico 21G por 30 dias. No
No grupo GCa, a solucao continha carbopol e no grupo
GBD, a solucdo continha extrato de B. dracunculifolia e
carbopol.

Eutanasia e coleta dos espécimes

Apbs o término do tratamento, sob anestesia,
todos os animais foram submetidos a eutanasia pelo
aprofundamento do plano anestésico. Posteriormente,
0s espécimes foram removidos para laminas histolégicas.

Foi realizada tricotomia perianal, incisdo com bisturi a
frio, removendo um cubo que incluia o canal anal e
todo o trato fistuloso. Os espécimes foram armazenados
em frascos identificados com formaldeido a 10%,
até a preparacao das laminas histoldgicas.

Anadlise histologica

As laminas foram  coradas com
hematoxilina-eosina (HE) para analise histoldgica.
As variaveis analisadas foram: fechamento do lumen
da fistula, area do trato fistuloso remanescente,
processo inflamatoério e congestao vascular. A area
da fistula foi medida em pixels e convertida em
micrometros. O processo inflamatério foi avaliado
de acordo com o seguinte escore: (0) auséncia de
infiltrado inflamatdrio; (1) infiltrado inflamatdrio
leve; (2) infiltrado inflamatdrio moderado e (3)
intenso infiltrado inflamatério. A congestao vascular
foi classificada como: (0) ausente; (1) leve; (2)
moderada e (3) intensa.

Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica por meio do teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis, considerando-se significante p<0,05.
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RESULTADOS

Nao houve fechamento completo do trato
fistuloso em nenhum animal. A 4rea média do
trato fistuloso apds o tratamento foi de 847,2um?
no GCo, 565,6um? no GCa e 372,7um? no GBD
(p<0,05 entre 0 GCo e o GBD) (Tabela 1).

A figura 2 mostra a medida dos trajetos
fistulosos remanescentes nos animais apds o tratamento.

Em relacdo a inflamacdo, o escore médio
do GCo foi 2,4, o mesmo observado no GCa,
enquanto no GBD, observou-se escore médio 2,1
sem diferenca estatistica entre todos os grupos
(Tabela 2).

As médias dos escores de congestao
vascular foram 1,6 no GCo, 1,4 no GCa e 1,1
no GBD (p<0,05 entre GCo e GBD), conforme se
observa na tabela 3.

Tabela 1. Avaliacdo da drea dos trajetos fistulosos remanescentes nos grupos estudados de acordo com os achados

histoloégicos (valores em um?).

GRUPOS
RATOS GCo* GCa** GBD***
1 946 422 754
2 501 573 514
3 894 545 259
4 782 677 230
5 1113 611 244
6 - - 321
7 - - 409
8 - - 251
9 - - 260
10 - - 485
Media 847,2 565,6 372,7#

* GCo: grupo controle; ** GCa: grupo carbopol, *** GBD: grupo Baccharis dracunculifolia, # p<0,05 entre os grupos GCo e GBD;,
ndo houve diferenca estatistica significante entre GCoXGCA ou GCaXGBD.

Figura 2. Fotomicrografia demonstrando a medida da érea dos trajetos fistulosos apds o tratamento: (A) animal do grupo controle;
(B) animal do grupo Baccharis dracunculifolia, setas indicam o trajeto pérvio (HE 400X).
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Tabela 2. Escores do processo inflamatdrio ao redor dos trajetos fistulosos nos grupos estudados.

GRUPOS

RATOS GCo* GCa** GBD***
1 2 2 3
2 2 3 2
3 3 2 3
4 2 2 2
5 3 3 3
6 - - 2
7 - 1
8 - - 1
9 - - 1
10 - - 3

Média 2,4 2,4 2,1

* GCo: grupo controle; ** GCa: grupo carbopol; *** GBD: grupo Baccharis dracunculifolia; ndo houve diferenca estatistica

significante entre GCoXGCa, GCoXGBD ou GCaXGBD.

Tabela 3. Escores de congestdo vascular ao redor dos trajetos fistulosos nos animais estudados.

GRUPOS

RATOS GCo* GCa** GBD***
1 0 1 2
2 1 2 1
3 3 2 2
4 1 0 1
5 3 2 2
6 - - 2
7 - - 1
8 - - 0
9 - - 0
10 - - 0

Media 1,6 1.4 1,1

* GCo: grupo controle; ** GCa: grupo carbopol; *** GBD: grupo Baccharis dracunculifolia; p<0.05 entre GCo e GBD; ndo
houve diferenca estatistica significante entre GCoXGCa ou GCaXGBD.

DISCUSSAO

O objetivo de qualquer tratamento para
fistulas anais é levar a completa cicatrizacdao do
trato fistuloso sem causar incontinéncia fecal.
No modelo aqui utilizado ndo houve fechamento
completo do trajeto fistuloso em nenhum dos
animais. No entanto, observou-se que no GBD
houve uma reducdo significativa do lumen dos
trajetos, o que nos permite inferir que talvez
com um tratamento mais prolongado pudesse
haver oclusao total. Isso porque, como ndo ha
pesquisa semelhante sobre B. dracunculifolia
no tratamento de fistulas anais, utilizou-se um
periodo de tratamento de 30 dias baseado
em pesquisas medicamentos*.

com outros

No entanto, o periodo de tratamento com B.
dracunculifolia poderia ter sido maior e a avaliacao
de sua eficacia em um tratamento prolongado devera
ser objeto de pesquisas futuras.

Considerando-se que a fistula anal é a fase
cronica do abscesso?, ou seja, que ha persisténcia da
inflamacao local, a reducao do processo inflamatério
poderia ser benéfica para o fechamento completo
do trato fistuloso, mas a esse respeito ndo houve
diferenca entre os grupos. No entanto, como se
sabe que a reducao da congestao vascular é um dos
estagios iniciais da reducéo da inflamacao®, e como
houve uma diferenca significativa em favor do GBD
nesse aspecto, pode-se supor que um tratamento mais
longo poderia levar a uma reducao da inflamacéo e,
consequentemente, ao fechamento da fistula.
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A B. dracunculifolia tem acdo anti-inflamataria
comprovada. Em um estudo sobre inflamagao tecidual
com e sem B. dracunculifolia na dieta de ratos, os
autores confirmaram que aqueles tratados com a
planta tiveram uma reducao significativa do processo
inflamatério, caracterizado por uma reducdo na
concentracdo de neutréfilos e uma diminuicdo
na congestao vascular?’?. Também na presente
pesquisa foi observada reducdo da congestdo
vascular, demonstrando a efetividade do tratamento
ao menos na fase inicial da reducéo da inflamacao.

O efeito imunomodulador/anti-inflamatorio
da B. dracunculifolia e de seu principal composto, o
acido cafeico, na producdo de citocinas (IL-1B, IL-6
e IL-10) por macréfagos murinos, foi investigado.
Observou-se aumento da concentracdo sérica de IL-
1B e inibicdo da producdo de IL-6 e IL-1022. Como
essas interleucinas estao implicadas no processo
inflamatdrio das doencas intestinais, como a fistula
anal, é possivel que esse fato expligue a acdo
benéfica da planta na fase inicial de reducdo da
inflamacdo na presente pesquisa.

Existe uma série de evidéncias de que as
fistulas anais podem ser completamente curadas
com o uso de células-tronco, que foram testadas
principalmente em fistulas complexas na doenca de
Crohn?. Uma pesquisa muito interessante mostrou
que a B. dracunculifolia pode promover a proliferacdo,
diferenciacdo e migracdo in vitro de células-tronco
para o sitio aplicado?, o que poderia, teoricamente,
contribuir para o fechamento dos tratos fistulosos.
Embora isso nao tenha ocorrido na presente pesquisa,
houve uma reducdo significativa de limens, o que
pode ter ocorrido devido a influéncia desse fator.
Houve também uma reducdo no processo inflamatério
pulmonar de ratos tratados com B. dracunculifolia,
confirmado pela inibicdo de citocinas pré-inflamatorias
e aumento de citocinas anti-inflamatoérias, sugerindo
uma atividade imunomoduladora®.

Observando-se estas evidéncias em favor
da B. dracunculifolia como um agente anti-
inflamatorio e cicatrizante, o fato de néo ter havido
reducdo na inflamacdo no GBD talvez possa ser
explicado pelo método utilizado na aplicacao do
extrato. O modelo experimental de fistula anal em
ratos é relativamente novo, portanto, pesquisas
com fitoterdpicos com este modelo sdo muito
limitadas. Assim, o melhor método de aplicacdo do
tratamento ainda nao esta bem definido. Optou-se
por injetar diariamente o extrato através do orificio
externo da fistula, sem o uso de sedenho, de acordo
com outras investigacoes semelhantes. O trauma da
aplicacao diaria também pode ter contribuido para
a persisténcia do processo inflamatério, apesar da
reducdo do lumen dos trajetos. Talvez um intervalo
de sete a dez dias entre a Ultima aplicacdo e a
eutanasia pudesse eliminar a inflamacao do trauma
do tratamento, persistindo apenas a inflamacao das
fistulas anais.

A reducdo do lumen das fistulas anais
isoladamente ja é um bom resultado, pois leva
a menor drenagem de secrecao purulenta, uma
vez que esta é proporcional ao lumen do trato.
Mas,
como um estimulo para pesquisas futuras com

certamente, esse resultado serve mais
B. dracunculifolia com periodos de tratamento
mais longos, ja que o resultado encontrado aqui é
muito promissor. A reducao da congestao vascular
também observada aqui, etapa inicial no controle
da inflamacao, é outro resultado estimulante para
0 uso dessa droga no tratamento das fistulas anais,
e cabe a pesquisas futuras demonstrarem o melhor
método de seu uso.

Concluimos, assim, que o extrato de B.
dracunculifolia foi capaz de reduzir o Iimen dos
tratos fistulosos e a congestdo vascular sem, no
entanto, diminuir o processo inflamatério local ou

fechar completamente as fistulas.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the efficacy of Baccharis dracunculifolia extract in the treatment of anal fistulas in rats. Methods:
twenty male Wistar rats were submitted to anal fistula and, after 30 days, were divided into three groups: Control
Group, with five animals; Carbopol Group, with five animals; and Baccharis dracunculifolia Group, with ten animals. In
the Control Group, no treatment was performed. In the Carbopol Group, a daily infusion of Carbopol was performed for
30 days. In the Baccharis dracunculifolia Group, a daily infusion of Carbopol plus Baccharis dracunculifolia extract was
performed for 30 days. Specimens were taken for histological analysis after euthanasia. Results: there was no complete
closure of the fistulous tract in any of the animals. The mean area of the remaining tract was of 847.2um?, 565.6um?
and 372.7unm?, in the Control Group, Carbopol Group, and Baccharis dracunculifolia Group, respectively, (p=0.001). The
mean of the inflammatory process score was of 2.4, 2.4, and 2.1, in the Control Group, Carbopol Group, and Baccharis
dracunculifolia Group, respectively, (p=0.285), while the mean values of vascular congestion were of 1.6, 1.4, and 1.1, in
the Control Group, Carbopol Group, and Baccharis dracunculifolia Group, respectively, (p=0.031). Conclusion: Baccharis
dracunculifolia extract was able to reduce the lumen of the fistulous tracts and the degree of vascular congestion,

without, however, reducing the local inflammatory process or totally closing the fistulous tracts.

Keywords: Baccharis. Inflammation. Plants, Medicinal. Phytotherapeutic Drugs. Rectal Fistula.
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