UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS )
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Liana Morais Vianna Teutschbein

ATIVIDADE CICATRIZANTE DE TRES ESPECIES ADAPTADAS AO
CERRADO BRASILEIRO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ULCERAS DERMICAS EM COELHOS COM ANALISE
IMUNOHISTOLOGICA E MORFOLOGICA

Juiz de Fora — MG — Brasil
2011



2011

PGCBIO

Liana M Vianna Teutschbein

ICB/UFJF




LIANA MORAIS VIANNA TEUTSCHBEIN

ATIVIDADE CICATRIZANTE DE TRES ESPECIES ADAPTADAS AO
CERRADO BRASILEIRO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ULCERAS DERMICAS EM COELHOS COM ANALISE
IMUNOHISTOLOGICA E MORFOLOGICA

Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Pos-Graduacdao em Ciéncias Bioldgicas,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas na area de Genética e
Biotecnologia.

Orientadora: Prof® Dr? Nadia Rezende Barbosa Raposo

Juiz de Fora — MG — Brasil
2011



TEUTSCHBEIN, V. M. Liana. Atividade Cicatrizante de Trés Espécies Adaptadas ao
Cerrado Brasileiro em Modelo Experimental de Ulceras dérmicas em coelhos com
andlise imunohistolégica e morfologica. Juiz de Fora (MG), 2011. 91 f. Dissertacdo
de Mestrado (Curso de Poés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas) — Instituto de

Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Juiz de Fora.




LIANA MORAIS VIANNA TEUTSCHBEIN

ATIVIDADE CICATRIZANTE DE TRES ESPECIES ADAPTADAS AO
CERRADO BRASILEIRO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ULCERAS DERMICAS EM COELHOS COM ANALISE
IMUNOHISTOLOGICA E MORFOLOGICA

Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas na area de Genética e
Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Prof2 Dr2, Nadia Rezende Barbosa Raposo
(Orientadora — Departamento de Toxicologia — UFJF

Prof.Dr. Rogério Estevam Farias
(Departamento de Histologia — UFJF)

Dr. Humberto de Mello Brandao
(Embrapa Gado de Leite)



Dedico este trabalho aos meus pais,
ao Bruno, minhas irmas, minha avé Ophelia
e em especial a minha avé Adélia,

gue, onde estiver , esta sempre orando e torcendo por mim.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me dado forca e coragem para enfrentar
tantos momentos dificeis ao longo destes dois anos.

A0S meus pais que sempre me apoiaram e incentivaram com seu amor
incondicional.

Ao meu marido Bruno pelo amor, compreensao, apoio continuo e paciéncia.

As minhas irmas: Larissa e Laisa que sempre me encorajaram e cujo apoio foi
fundamental para a realizacao deste trabalho.

A amiga Carolina pelo incentivo, apoio inicial e conselhos constantes nesta jornada.
Aos amigos da Drogaria Pacheco em especial Luis Otavio, Elisama, Eduardo e
Anderson por terem me apoiado nos momentos dificeis.

Aos amigos da Farméacia Las Casas em especial a Lucimar Las Casas pela
paciéncia, aprendizado constante e confianca.

Ao Prof.Dr. Rogério Estevam Farias pelos ensinamentos.

A Profa, Dr2, Nadia pela paciéncia, compreensao, oportunidade de amadurecimento
profissional e apoio constante.

Aos amigos do NIQUA e a todos que de alguma forma contribuiram para a
realizacéo deste trabalho.

A Universidade Federal de Juiz de Fora.

Muito Obrigada!



RESUMO

O cerrado brasileiro € um dos maiores biomas de diversidade biolégica do planeta,
abrigando uma ampla variedade de espécies medicinais utilizadas como parte da
tradicdo e costume das comunidades locais. Os objetivos deste estudo foram
determinar os teores de polifendis e flavondides; avaliar a atividade antioxidante;
correlacionar os teores de polifendis e flavondides entre si e com a atividade
antioxidante e avaliar a atividade cicatrizantes de trés espécies deste bioma: Lippia
sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides. Através dos extratos
etandlicos (EE), obtidos das folhas, foram quantificados espectrofotometricamente
os teores de polifendis e de flavondides e, ainda, avaliada a atividade antioxidante
(DPPH) e as correlagdes. Os EE foram incorporados ao creme base (10% de L.
sidoides; 10% de Synadenium grantii e 10% de Stachytarpheta gesnerioides) e
avaliados quanto a atividade cicatrizante, empregando o modelo de inducdo de
Ulceras dérmicas em coelhos albinos da Nova Zelandia (machos 1.5-2.0 kg; n=6). As
Ulceras foram analisadas macroscopicamente quanto ao aspecto da lesdo e a
contracdo de sua area durante 10 dias. ApGs este periodo, foi feito estudo
histolégico em laminas coradas com hematoxilina-eosina para comparacdo do
namero de células inflamatdrias; fibroblastos; vasos sanguineos; area de colageno e
area de matriz extracelular entre 0os grupos e imunoistoquimica com a contagem dos
miofibroblastos. Foram realizadas analises estatisticas descritivas para avaliar a
significancia das diferencas entre as médias dos resultados dos grupos, foi aplicada
a analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey, utilizando o SPSS verséo
14.0 e p < 0,05. Foi avaliada a correlacdo de Pearson entre os teores de polifendis e
flavondides e entre esses teores e a atividade antioxidante. Todos os EE das
espécies utilizadas apresentaram presenca de polifendis, flavondides e atividade
antioxidante. Foi demonstrada uma correlacéo positiva entre os teores de polifendis
e flavondides e atividade antioxidante. Nao foi observada diferenca na contracdo da
lesdo quando comparados 0s grupos controle e tratados e em relacdo ao niumero de
miofibroblastos os grupos testados foram estatisticamente similares ao controle
positivo. O tratamento com L. sidoides apresentou nimero de vasos sanguineos,
area de colageno e area de matriz extracelular similar ao controle positivo; o nimero
de fibroblastos e células inflamatdérias foi 24% (p=0,002) e 54% (p < 0,001) menor,
respectivamente, em relagdo ao controle positivo. O tratamento com Synadenium
grantii apresentou numero de fibroblastos, area de coladgeno e area de matriz
extracelular semelhante ao controle positivo e reduziu o numero de células
inflamatorias (61%) e vasos sanguineos (54%) (p < 0,001 para ambos), em relagao
ao controle positivo. O tratamento com Stachytarpheta gesnerioides apresentou
namero de fibroblastos; area de colageno e area de matriz extracelular semelhante
ao controle positivo e reduziu o numero de células inflamatérias (65%, p < 0,001) e
vasos sanguineos (42%, p=0,005) em relacdo ao controle positivo. Em relacdo ao
namero de miofibroblastos, todos os tratamentos foram estatisticamente similares ao
controle positivo. A analise conjunta dos resultados inéditos sugere a realizacao de
novos estudos cientificos relacionados a atividade cicatrizante de L. sidoides.

Palavras-chave: Cerrado. Plantas medicinais. Polifendis. Flavondides. Cicatrizagéo.



ABSTRACT

The Brazilian cerrado is one of the planet’'s major biological diversity biomes, hosting
a wide variety of medicinal plants used as part of the tradition and customs of local
communities. The objectives of this study were to determine the levels of polyphenols
and flavonoids; evaluate the antioxidant activity; correlate the levels of polyphenols
and flavonoids among themselves and with the antioxidant activity and to evaluate
the healing activity of the ethanol extracts (EE) of three species of the cerrado: Lippia
sidoides, Synadenium grantii and Stachytarpheta gesnerioides. With the ethanol
extracts (EE), obtained from leaves, it were spectrophotometrically quantified the
concentrations of polyphenols and flavonoids, and it was also evaluated the
antioxidant activity (DPPH) and their correlations. The EE obtained from the leaves
were incorporated into the cream base (10% of L. sidoides, 10% of Synadenium
grantii and 10% of Stachytarpheta gesnerioides) and their healing activity was
evalluated. It was used as experimental model the induction of dermal ulcers in New
Zealand albino rabbits (males 1.5-2.0 kg; n = 6). The ulcers were analyzed for the
appearance of the lesion and the contraction of the wound area during 10 days. After
this period, the histology was conducted using histological sections stained with
hematoxylin-eosin to compare the number of inflammatory cells, fibroblasts and
blood vessels and immunohistochemistry to compare the number of myofibroblasts
among the experimental groups. Descriptive statistics analysis were conducted and,
to assess the significance of differences between the mean results of groups, It was
also applied the analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post hoc test, using
SPSS version 14.0 and p <0.05. It was evaluated the Pearson correlation between
the levels of polyphenols and flavonoids and between these levels and the
antioxidant activity. All the EE of the used species showed the presence of
polyphenols, flavonoids and antioxidant activity. It was demonstrated a positive
correlation among these constituents and antioxidant activity. No difference was
observed in the contraction of the lesion when compared to the control and treated
groups. At microscopic analysis, treatment with L. sidoides showed the number of
blood vessels, collagen area and area of extracellular matrix similar to the positive
control; the number of fibroblasts and inflammatory cells was 24% (p = 0.002) and
54% (p <0.001) lower, respectively, compared to positive control. Treatment with
Synadenium grantii presented number of fibroblasts, collagen area and area of
extracellular matrix similar to the positive control and reduced the number of
inflammatory cells (61%) and blood vessels (54%) (p <0.001 for both) compared the
positive control. Treatment with Stachytarpheta gesnerioides presented number of
fibroblasts, collagen area and area of extracellular matrix similar to the positive
control and reduced the number of inflammatory cells (65%, p <0.001) and blood
vessels (42%, p = 0.005) compared the positive control. In relation to the
myofibroblasts, all treatments presented number of myofibroblasts similar to the
positive control A combined analysis of these results suggest to perform further
scientific studies related to healing activity of L. sidoides.

Keywords: Cerrado. Medicinal plants. Polyphenols. Flavonoids.Wound healing
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1 INTRODUCAO

1.1 Biomas nacionais: Cerrado

O mapa de vegetacdo do Brasil reconstitui a situacdo da vegetacdo no
territorio brasileiro na época do descobrimento pelos portugueses e mostra que no
pais ocorrem dois grandes conjuntos vegetacionais: um florestal, que ocupa mais de
60% do territério nacional, e outro campestre. O bioma é conceituado no mapa como
um conjunto de vida (vegetal e animal) constituido pelo agrupamento de tipos de
vegetacdo contiguos e identificaveis em escala regional, com condi¢des
geoclimaticas similares e historia compartilhada de mudancgas, o que resulta em uma
diversidade biologica prépria (IBGE, 2004).

O Brasil possui 0 maior sistema fluvial do mundo e a mais vasta biota
continental da Terra. Seus biomas sdo globalmente importantes: a bacia amazonica,
a mata atlantica; o pantanal (a maior area umida da América do Sul); o cerrado, a
caatinga, os pampas gauchos e as areas costeiras e marinhas (BRANDON et al.,
2005).

O bioma cerrado possufa uma area aproximada de 2.036.448 km? que
correspondia a cerca de 23,9 % da area total do territério brasileiro e hoje foi
reduzida a praticamente a metade para 1.052.708 km?. Ocupa a totalidade do
Distrito Federal, no planalto Central, mais da metade dos estados de Goias (97%),
Maranhdo (65%), Mato Grosso do Sul (61%), Minas Gerais (57%) e Tocantins
(91%), além de porcdes de outros seis estados (IBGE, 2004; IBGE, 2010).

Substancial parte da biodiversidade brasileira esta distribuida no cerrado, que,
com esta grande superficie vegetal, possui uma enorme heterogeneidade de
habitats e paisagens, abrigando uma biota estimada em mais de 300 mil espécies de
plantas e animais, o que veio a torna-lo conhecido, internacionalmente, como uma
das principais "manchas quentes” de diversidade biolégica do planeta: a flora tem
4.400 espécies exclusivas; a fauna apresenta 837 espécies de aves, 67 géneros de

mamiferos, 150 espécies de anfibios e 120 de répteis. Paises de grande diversidade
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biolégica, como o Brasil, precisam conhecer a fundo o seu meio natural e os seus
recursos, para preserva-los, maneja-los e utiliza-los de forma sustentavel (VILA
VERDE, PAULA e CANEIRO, 2003; IBGE, 2004, MACHADO et al., 2004).

1.2 Plantas medicinais

1.2.1 Histérico

Historicamente, o homem utiliza recursos naturais, como 0s vegetais, para
diversos fins, principalmente alimenticios e medicinais. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. O uso
de terapias comecou antes dos registros histéricos, gracas ao instinto do homem
primitivo de aliviar a dor de uma leséo colocando-a em agua fria, empregando folhas
frescas ou protegendo-a com lama. Por meio destas experiéncias, aprenderam que
determinadas terapias eram mais eficazes que as outras. Varias tabuas, rolos
antigos e outras reliquias tém sido descobertas e decifradas por arqueologos. Talvez
o mais famoso documento seja o papiro de Ebers datado do décimo sexto século
antes de Cristo (XVI a.C.) (ALLEN JR et al., 2007).

Os registros mais antigos descrevem manuscritos egipcios datados de 3000 -
2500 a.C, mencionando curativos a base de mel, graxa, fios de linho e diversos tipos
de excrementos. Existe pouca duvida de que, por volta de 1550 a.C., os egipcios
usavam algumas substancias e formas farmacéuticas que sao utilizadas até hoje. As
férmulas descritas eram predominantemente de origem vegetal, embora muitas
substancias de origem animal e mineral também sejam citadas. Plantas como
acacia, mamona (0leo de ricino) e funcho sdo mencionadas juntamente com
substancias minerais como oxido de ferro, carbonato de sédio, cloreto de sodio e
enxofre, além de excrementos animais (ZIMMERMAN, 2003).

Hipécrates, 460 — 377 a.C., que lancou as bases da medicina cientifica,
preconizava a limpeza das feridas com agua morna, vinho e vinagre e reuniu a

totalidade dos conhecimentos meédicos de seu tempo no conjunto de tratados
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conhecidos pelo nome de Corpus Hipocraticum, onde, para cada enfermidade,
descreve um remédio vegetal e o tratamento correspondente. Dioscérides, | d.C.,
meédico e botanico grego, descreveu plantas como o 6pio, ergot e meimendro que
continuam sendo utilizadas até os dias atuais (ALLEN JR et al., 2007).

Com o passar dos anos, nesta constante interacdo entre o homem e o
ambiente, a necessidade tornou-se um fator relevante no delineamento da medicina
popular regional e o conhecimento sobre plantas medicinais simbolizava, muitas
vezes, 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos
(MACIEL; PINTO e JUNIOR, 2002; VILA VERDE, PAULA e CANEIRO, 2003).

1.2.2 Fitoterapia

Aproximadamente 80% da populagcdo mundial acreditam no poder terapéutico
das plantas e, apesar dos avancos na sintese de farmacos, 25% das prescri¢cdes
meédicas ainda derivam diretamente ou indiretamente de plantas. Mesmo com o
surgimento de farmacos sintéticos, ainda ha um crescente interesse em plantas pela
sua diversidade e versatilidade quimica (FOWLER, 2006).

Fitoterpico € o0 medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade (BRASIL, 2004).

A fitoterapia é uma forma de pratica em saude que vem crescendo nos
altimos anos. Segundo uma pesquisa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(2004), entre 2002 e 2003 existia 82 paises que regulavam os medicamentos a base
de plantas, 35% a mais do que no periodo de 1995 a 1999 (existiam 60 paises) e 78
paises possuem um sistema de registro de fitoterapicos. Em 2003, a OMS
desenvolveu orientagBes para Boas Praticas na agricultura e no cultivo de plantas
medicinais, desenvolvendo orientacfes para avaliar a seguranca dos fitoterapicos

guanto a presenca de residuos e contaminantes (OMS, 2004).
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No Brasil, a legislagdo para medicamentos fitoterdpicos vem sofrendo
modifica¢cdes nos ultimos anos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
vem elaborando normas para a regulamentacdo destes medicamentos, desde a
Portaria n°® 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias farmacéuticas
apresentassem dados de eficdcia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos,
passando pela RDC n°17 de 2000 e a Resolugédo n° 48 de 16 de marco de 2004,
atualmente em vigor, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos
(BRASIL, 1995; BRASIL, 2000; BRASIL, 2004).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua
vocacao para os produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais €, dentro da
Quimica brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior
namero de pesquisadores (PINTO et. al., 2002).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usuarios de
plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informacdes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos, principalmente, nos conhecimentos transmitidos
oralmente de geracdo para geracdo. De maneira indireta, este tipo de cultura
medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que
juntas enriqguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a
flora mundial. (GALVANI e BARRENECHE, 1994; MACIEL, PINTO e JUNIOR, 2002;
SANTANA et al., 2008).

Entretanto, uma das maiores dificuldades encontradas pelos estudiosos de
plantas silvestres é a caréncia de informacdes relacionadas a identificacdo das
espeécies, visto que a aquisicdo de material botanico para estudos, muitas vezes se
torna dificil. Por outro lado, ha preocupacdo da comunidade cientifica quanto aos
estudos morfologicos e de propagacdo, no intuito de preservar a flora,
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principalmente as espécies que se encontram em via de extincdo (AMARO et al.,
2006).

1.2.3 Metabolismo secundario

Os metabdlitos secundarios sdo assim denominados porque n&o estao
ligados nos processos fisioldgicos das plantas, sendo encontrados em determinados
grupos destas. Podem ser definidos como compostos quimicos, de estrutura
complexa; biologicamente ativos; encontrados em baixas concentracbes e
empregados pelas plantas na defesa contra agentes bidticos e abioticos agressores,
sendo de fundamental importancia para a sobrevivéncia das plantas (NETO;
CAETANO, 2005).

Estes compostos podem também atuar como repelentes de insetos; atrativos
de polinizadores; inibidores do crescimento de outras espécies vegetais (herbicidas
naturais), num processo denominado de antagonismo (plantas inimigas). Devido a
sua gama de func¢@es, podem estar ser empregados na producdo de medicamentos
até como agentes inseticidas (NETO, CAETANO, 2005).

Os polifendis, metabdlitos secundarios, sdo substancias redutoras e, portanto,
oxidam-se com facilidade, resultando em substancias coradas. Incluem-se neste
grupo: flavonoides, taninos e antraquinonas (SIMOES et al., 2007). Os polifendis sdo
encontrados em quase todos os alimentos vegetais, uma das principais fontes de
compostos bioativos da dieta. Nas plantas, sdo essenciais para a pigmentacao;
crescimento; reproducao e resisténcia a patdbgenos (TERRA, DORNELLES, 2002).

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis, presentes em
relativa abundéancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais, representando um
dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem
natural. O interesse econdmico € decorrente de suas diferentes propriedades,
podendo ser utilizados como pigmentos e com importancia farmacoldgica (SIMOES
et. al., 2007). Diversas funcbes sdo atribuidas aos flavonodides nas plantas. Entre

elas, pode-se citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta; protecdo
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contra microrganismos patogénicos; acdo antioxidante; acdo alelopética e inibicdo
enziméatica (SIMOES et al., 2007; HARBORNE, WILLIAMS, 2000; HEIM,
TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002). Flavonoides como a quercetina e a apigenina tém
demonstrado possuir acao antiinflamatoria por causar inibicdo da Ciclooxigenase-2
(COX-2) e de 6xido nitrico sintase (MUTOH et al., 2000; RASO et al., 2001).

Componentes com propriedades redutoras presentes em plantas, como 0s
polifendis e os flavondides, tém despertado o interesse da comunidade cientifica
principalmente por agirem eliminando o estresse oxidativo em organismos, e desta
forma, prevenindo doencas e promovendo a saude. Tanto os constituintes fendélicos
quanto os flavondides tém capacidade redutora frente ao estresse oxidativo. Desta
forma, os resultados dos teores de constituintes fenolicos totais e de flavonoides
sugerem a ocorréncia de sinergismo destas substancias quanto ao potencial
antioxidante avaliado (SILVA, 2008).

Estudos clinicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes fenélicos sao
0s principais fatores que contribuem para a significativa reduc¢do da incidéncia de
doencas crbnicas e degenerativas em populacdes que possuem alimentacao rica
nestes componentes (MASELLA et al., 2001; GIMENO et al., 2002; MARRUGAT et
al., 2004). Desta forma, a importancia da pesquisa por antioxidantes naturais tem
aumentado muito nos ultimos anos.

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do
oxigénio nas células vivas também leva a producdo do estresse oxidativo
(ADEGOKE et al., 1998). Esse estresse oxidativo, cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
(FINKEL et al., 2000). Seu excesso, no entanto, apresenta efeitos prejudiciais, tais
como a peroxidacdo dos lipides de membrana; agressao as proteinas dos tecidos e
das membranas; as enzimas, carboidratos e DNA (HUSAIN et al., 1987). Dessa
forma, encontram-se relacionados com varias patologias, tais como artrite; choque
hemorragico; doencas do coracédo; catarata; disfungbes cognitivas e Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (CHRISTEN, 2000). O estresse oxidativo parece
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também exercer um papel importante na carcinogénese (JAYAPRAKASHA e
JAGANMOHAN, 2000; WETTASINGHE et al., 2002).

Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
fendis; acidos fenolicos e seus derivados, flavonoides; tocoferois; fosfolipides;
aminoacidos; acido fitico; acido ascérbico; pigmentos e esterodis. Antioxidantes
fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem como terminais para o estresse
oxidativo (BASILE et al., 2005).

1.3 Espécies de interesse

1.3.1 Lippia sidoides Cham.

O género Lippia consiste em aproximadamente 200 espécies de ervas e
arbustos. Entre as espécies nativas do nordeste brasileiro, destaca-se a L. sidoides
Cham., vulgarmente conhecida como alecrim pimenta (ROQUINI, COSTA, 2009).

Encontrada no sertdo nordestino, principalmente nos estados do Ceara e Rio
Grande do Norte e no cerrado brasileiro, é uma planta aroméatica e de uso medicinal
popular (Figura 1) (COSTA et al. 2002; MENDONCA, 2004; DAMASCENO e
BARBOSA, 2007).

A espécie L. sidoides esta presente na relacdo nacional de plantas medicinais
de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS). Esta relacdo é constituida de
espécies vegetais com potencial de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de

gerar fitoterapicos de interesse do SUS.
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Figura 1 — Espécime de Lippia sidoides Cham. obtida da Estagdo Experimental do
Departamento de Biologia da UFJF.
Fonte: César Augusto Caneschi.

1.3.1.1 Composicao predominante de metabdlitos secundarios

O Lippia sidoides Cham. — pertence a familia Verbenaceae e apresenta folhas
com 4% de Oleo essencial, contendo cerca de 60% de timol ou uma mistura de timol
e carvacrol. Além disso, dentre os componentes fixos, sdo descritos os flavondides e
quinonas. Estes constituintes quimicos conferem a espécie um alto valor medicinal,
0 que implica em largo uso da planta pelas populagdes carentes (FIGUEIREDO et
al., 2009).

Segundo Botelho et al. (2007), a andlise da composicao quimica do 6leo
essencial das folhas de L. sidoides revelou a presenca de 56,7% de timol; 16,7% de
carvacrol; 7,1% de p-cymeno, 0,86% de 3-mirceno, 1,1% de a-terpineno; 5,06% de
éter metil timol e 2,39% de 1,8 cineol.

Segundo Costa et al. (2002), o estudo fitoquimico do extrato etandlico da
espécie L. sidoides tem resultado no isolamento de varios constituintes quimicos:
acetato do acido oleandlico (1); metil-3,4-diidroxibenzoato (2); lapachenol (3);
tecomaquinona | (4)7; tectoquinona (5)8; tectol (6); tectol acetilado (7); quercetina
(8); luteolina (9); glucoluteolina (10) e lippisidoquinona (11). Neste trabalho, os



22

autores registraram o isolamento de um flavondide e uma lignana, identificados

como taxifolina (12) e isolariciresinol (13) (Figura 2).
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Figura 2 - Constituintes quimicos de Lippia sidoides.
Fonte: Costa et al. (2002)

1.3.1.2 Atividades biolégicas

Na medicina popular, a espécie Lippia sidoides € utilizada como agente anti-
séptico, no combate a inflamacé&o na regido da boca e da garganta, pele, couro
cabeludo e mucosas (NUNES et al.,, 2005; NUNES, LIRA, 2006). Esta espécie
produz um 6leo essencial rico em timol e de potente acdo antimicrobiana contra
fungos e bactérias (FEITOSA et al., 2005).

Segundo Feitosa et al. (2005), o 6leo essencial de Lippia sidoides demonstrou
atividade antimicrobiana contra os microrganismos Bacillus bulgaricus; Bacillus

subtilis; Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus; Salmonella enteritidis;
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Escherichia coli e Serratia marcescens e Candida albicans. No entanto, nenhuma
atividade antibacteriana foi observada em relacdo a Pseudomonas aeruginosa.

Segundo Cavalcanti et al. (2010), o Oleo essencial de Lippia sidoides
apresentou atividade acaricida potente contra Teranychus urticae Koch.

Segundo Roquini e Costa (2009), o extrato etandlico de L. sidoides contém
principios ativos capazes de reduzir o crescimento micelial dos fungos Colleotrichum
lindemuthianum; Fusarium oxysporum e Microsporum gypseum, sendo que 0 mesmo
Nao aconteceu com o extrato aquoso obtido da mesma planta.

Moreira et al. (2011) isolaram e caracterizarm duas novas proteinas
antifingicas de flores de L. sidoides.

Em virtude destas propriedades, este vegetal € cultivado em hortos de plantas
medicinais e faz parte do elenco de plantas selecionadas pelo Governo do Estado,
como fitoterapico (COSTA et al., 2002).

1.3.2 Synadenium grantii Hook

Synadenium grantii Hook, é um arbusto, membro da familia Euphorbiaceae, a
gual compreende cerca de 2000 espécies e tem uma distribuicdo mundial (MENON,
VITHAYATHIL e RAMADOIS, 2002; NICHOLSON, 2008). Possui ampla cobertura
nos jardins subtropicais e em vasos de plantas na Europa e nos Estados Unidos
(NICHOLSON, 2008).

E um arbusto latescente que atinge de 3 a 5 metros, de origem africana e
considerada toxica. Esta planta € conhecida popularmente como tiborna ou cola-
nota, dependendo da regido onde se encontra (Figura 3) (JUNIOR et al., 2005).

Segundo Machado (2008), as plantas do género Synadenium tém sido
historicamente utilizadas pelas populacbes dos varios paises onde ocorrem
principalmente em paises tropicais, como o Brasil. Sdo usadas para tratar um
grande e diversificado numero de doencas. No entanto, had pouca literatura
disponivel sobre a composicdo quimica destas plantas e sua suposta acéo

farmacoldgica.



24

No estudo etnoboténico na comunidade de Conceicdo — Agu - MT, regido
onde a formacgéo vegetal predominante é o cerrado, o latex da planta € utilizado para
tratamento de cancer pela populacédo (PASA, SOARES, NETO, 2005).

Segundo Damasceno e Barbosa (2007), Synadenium grantii é chamada
também de cancerina ou tiborna, sendo a decocg¢do da raiz utilizada para gripes e
hemorroidas, enquanto o latex e as folhas sdo utlizados nos casos de cancer,

feridas e verrugas.

Figura 3 — Espécime de Synadenium grantii Hook encontrada no municipio de Uba/MG.
Fonte: Ana Paula Moreira.

1.3.2.1 Composicao predominante de metabdlitos secundarios

Nas folhas de Synadenium grantii foram identificados flavondides, taninos,
triterpenos/alcaldides e cumarinas (MOREIRA, 2010).

Synadenium grantii apresenta diversos grupos quimicos com possivel acéo
farmacoldgica, entre eles diterpenos, alcalbides, flavondides entre outros.

Segundo Machado (2008), no estudo de extratos bruto hidroalcodlico e
aguoso de folhas de Synadenium carinatum, foram determinados 0s seguintes
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grupos de compostos quimicos: alcaldides, heterosideos flavonicos, cumarinas,
heterosideos  antraquindnicos, esteréides e/ou triterpenos, heterosideos
antocianicos, taninos hidrolisaveis, taninos nao-hidrolisaveis, aminogrupos e acidos
fixos.

Dayanand e Murthy (2010) comprovaram in vitro a atividade proteolitica e

fibrinolitica total do latex de Synadenium grantii.

1.3.2.2 Atividades biolégicas

Segundo Jager et al. (1994), véarias espécies de Synadenium sdo conhecidas
no mundo pelo seu uso como antiinflamatério, antitumoral e analgésico.

Segundo Menon et al. (2002), as proteases ou enzimas cataliticas
desempenham um papel vital em todas as células, sendo integrante de parte de
processos metabdlicos e hormonais como enzima de processamento, montagem de
membrana, na diferenciacdo celular e no envelhecimento. Nas células de mamiferos
desempenham importante papel na fisiopatologia de varias doencas como asma,
cancer e AIDS (EVANS et al., 1997; GOHJI et al.,1997).

O latex da planta tem sido uma boa fonte de proteases. Proteases serina tém
sido isoladas de membros da familia Euphorbiaceae (LYNN e RARDFORD, 1988).

Segundo Chifundera (2001), Synadenium granti € uma das plantas
medicinais conhecidas e utilizadas na éarea Bushi, Provincia de Kivo do Sul,
Republica Dominicana do Kongo, sendo seu latex utilizado para aplicar sobre
verrugas, o sumo do caldo do caule é utilizado para tratar otite média e, para
acalmar a tosse é indicado lamber o p6 de caules jovens misturados com sal.

Segundo Tabuti, Lye e Dhillion (2003), Synadenium grantii € uma das plantas
tradicionais utilizadas em Bulamogi, Uganda, sendo uma arvore selvagem e
utilizadas como antiinflamatorio.

Assim como muitos outros membros da familia Euforbiaceae, o latex desta
espécie é rico em diterpenos que sdo compostos que tém demonstrado atividade

contra células tumorais, além de possuir enzimas proteoliticas que desempenham
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um importante papel na patofisiologia de graves doencas como o céancer e até
mesmo AIDS (JUNIOR et al., 2005).

Em 2005, Souza e colaboradores isolaram e purificaram uma proteina
presente no latex de S. carinatum por cromatografia de afinidade. Essa proteina,
uma lecitina, é considerada um potente agente de aglutinacdo de eritrécitos
humanos, e, encontrada em diversas outras espécies da familia Euphorbiaceae.

Moreira (2010) analisou os extratos acetato de etila; diclorometano; hexanico
e metandlico obtidos das folhas de Synadenium grantii. Os extratos acetato de etila
e metandlico apresentaram teores mais elevados de polifendis, flavondides e
atividade antioxidante. Os extratos hexanico, acetato de etila e diclorometano
apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas: Shigella sonnei (ATCC
25931); Escherichia coli (ATCC 8739); Salmonella thyphimurium (ATCC 14028);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Pseudomonas aeruginosa clinica. Este
estudo demonstrou que além do latex, as folhas também apresentam potencial

terapéutico.

1.3.3 Stachytarpheta gesnerioides Cham

O género Stachytarpheta da familia Verbenaceae possui cerca de 133
espécies, quase que exclusivamente na América. No Brasil, existem 79 espécies e
estdo localizadas nos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia (ATKINS, 2005).
Geralmente, as espécies deste género sao encontrados em ambientes Umidos ou
alagados (SANTOS et al., 2009).

De acordo com o estudo do ambiente e plantas vasculares na Reserva
ecoldgica do IBGE no Centro de Estudos Ambientais do Cerrado situado no Distrito
Federal, a espécie Stachytarpheta gesnerioides (Figura 4) foi caracterizada como

erva sendo encontrada no Cerrado e em Mata de galeria (IBGE, 2004).
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Figura 4 — Espécime de Stachytarpheta gesnerioides Cham. obtida da Estagao Experimental
do Departamento de Biologia da UFJF. Fonte: Erika Suzuki.

1.3.3.1 Composic¢ao predominante de metabdlitos secundarios

Na espécie Stachytarpheta jamaicensis foi verificada a presenca de
flavonoides, saponinas e taninos (SOSA, FERRADA e LOPEZ, 2003; IDU et al.,
2007).

Segundo OKOYE e colaboradores (2010), no extrato metandlico das folhas da
espécie Stachytarpheta cayennensis foram encontrados elevados teores de
flavondides e terpendides.

Segundo Moreira e colaboradores (2008), em extratos etanodlicos e
hidroalcoodlicos das folhas de Stachytarpheta gesnerioides foram detectados a
presenca de flavondides, taninos condensados, cumarinas, triterpendides,

esteroides e antraquinonas.

1.3.3.2 Atividades bioldgicas
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Segundo Santana e colaboradores (2008), a espécie Stachytarpheta
cayennensis € utilizada pela comunidade de Campos — Amélia Rodrigues — BA nas
doencas do coracdo. Também apresenta propriedades antiinflamatérias;
gastroprotetora e antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus
(SCHAPOVAL, 1997; VELA, SOUCCAR E LAPA, 2004; PENIDO et al., 2006;
SILVEIRA et al., 2007).

Para a espécie Stachytarpheta gesnerioides, a atividade antioxidante e o0s
teores de polifendis do extrato etandlico 100% obtido das folhas foi superior ao
extrato etandlico 70% (MOREIRA et al.,, 2008). Quando os extratos de diferentes
polaridades (hexano; acetato de etila; diclorometano e metanol) obtidos das folhas
de Stachytarpheta gesnerioides foram comparados, foi observado uma melhor
atividade antioxidante do extrato acetato de etila. Provavelmente, este resultado foi
devido ao elevado teor de polifendis e flavondides encontrados (SUZUKI et al.,
2008).

Moreira e colaboradores (2009) demonstraram a atividade antibacteriana do
extrato aquoso obtido das folhas de Stachytarpheta gesnerioides frente a linhagens
bacterianas Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 8739); Shigella sonnei (ATCC
25931); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027); Salmonella typhimurium (ATCC
14028) e Salmonella typhimurium (CIP/IAL 1472), sendo esta Ultima selvagem.

1.4 Atividade cicatrizante

1.4.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele, um dos maiores 6rgaos do corpo humano, atinge cerca de 16% do

peso corporal e apresenta-se constituida por uma porc¢ao epitelial de origem
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ectodérmica, a epiderme, e uma por¢do conjuntiva de origem mesodérmica, a
derme. Abaixo e em continuidade com a derme encontra-se a hipoderme ou tecido
celular subcutaneo, que nao faz parte da pele, apenas Ihe serve de unido com 0s
orgaos subjacentes. A pele desempenha multiplas funcfes, como protecédo contra a
perda de agua, o atrito, a penetracdo de substancias quimicas destrutivas e colabora
na termorregulacdo do corpo e na protecdo contra os raios UV (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

A epiderme é constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado,
sendo os queratinécitos as células mais abundantes. A epiderme possui ainda os
melandcitos, as células de Langerhans, que desempenham importante papel nas
reacbes imunitarias cutdneas, e as células de Merkel, responsaveis pela
sensibilidade tatil nas palmas das méaos e nos pés (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004). As células da epiderme se diferenciam para cumprir fun¢des protetoras, como
a sintese da queratina e melanina (SOUZA, 2004).

A derme é o tecido conjuntivo onde se apdia a epiderme e une a pele a
hipoderme. Responséavel pela elasticidade da pele, sua maior parte € constituida por
tecido conjuntivo denso (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A derme é formada por
mucopolissacarideos acidos, que desempenham importante papel na fixacdo da
epiderme a derme. Contém estruturas fibrosas, como as fibras de colageno, elastina
e reticulina, além de diversas células conjuntivas e imunolégicas, como 0s
fibroblastos, histiécitos e mastocitos. Na derme reticular, uma camada mais profunda
da derme, ha fibras colagenas dispostas em grossos feixes horizontais, além de um
maior nimero de células elasticas. (SOUZA, 2004). Nesta camada, situam-se 0s
anexos da pele, muitos vasos sanglineos, vasos linfaticos e nervos (BLANES,
2004).

A hipoderme, formada por tecido conjuntivo frouxo, € responsavel pelo
deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se apoOia e podera ter uma
camada variavel de tecido adiposo, (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), com
propriedades protetoras contra traumatismos e variagdes térmicas. A rede vascular

profunda encontra-se na derme (SOUZA, 2004).
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> Hipoderme

Figura 5 - Estrutura tridimensional da pele, demonstrando as trés camadas, epiderme, derme
e hipoderme.
Fonte: SILVA, 2009.

1.4.2 Tecido conjuntivo

Os tecidos conjuntivos sdo responsaveis pelo estabelecimento e manutencéo
da forma do corpo, sendo a matriz extracelular seu principal constituinte. Esta
consiste em diferentes combinacdes de proteinas fibrosas e de substancia
fundamental, complexo viscoso e altamente hidrofilico de macromoléculas anibnicas
(glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e glicoproteinas multiadesivas (laminina,
fibronectina, entre outras), que se liga as proteinas receptoras (interginas) presentes
na superficie das células bem como a outros componentes da matriz, fornecendo,
forca ténsil e rigidez a matriz. A matriz serve como um meio de troca de nutrientes e
catabolitos entre as células e seu suprimento sanguineo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

A ampla variedade de tecido conjuntivo reflete na composicdo e na
quantidade de seus trés constituintes (células, fibras e substancia amorfa) os quais
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sdo responsaveis pela notavel diversidade estrutural, funcional e patoldgica. As
fibras sdo predominantemente compostas de colageno (Figura 6).

As células com intensa atividade de sintese sdo denominadas fibroblastos,
enquanto que as células metabolicamente quiescentes sdo conhecidas como
fibrocitos (Figura 7). Os fibroblastos possuem citoplasma abundante, com muitos
prolongamentos, seu ndcleo é ovoide, grande e fracamente corado, com cromatina
fina e nucléolo proeminente. Os fibrécitos sdo menores que os fibroblastos e tendem
a um aspecto fusiforme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 6 - Tecido conjuntivo denso ndo modelado da derme da pele. Mostra feixes espessos
de fibras de colageno orientados em diferentes sentidos. Véem ainda nucleos de
fibroblastos (cabecas de setas). Fonte: Junqueira e Carneiro (2004).

Figura 7 - Corte histol6gico de tecido conjuntivo frouxo. Mostra varios fibroblastos (F) ativos.
Fonte: Junqueira e Carneiro (2004).
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1.4.3 Classificacao do grau das feridas

| Atinge apenas a epiderme.l

Epiderme efou
Derme

Epiderme, Derme,
Hipoderme

Epiderme,

‘ Derme,
Hipoderme e
Tecidos mais
profundos

Figura 8- Classificacao das feridas de acordo com Moura (2004).

7

Uma ferida € uma interrup¢do da continuidade de um tecido corpéreo, em
maior ou em menor extensdo, que pode ser causada por qualquer tipo de trauma
(fisico, quimico ou mecénico) ou desencadeada por uma afeccéo clinica que aciona
as frentes de defesa organica para o contra ataque (BLANES, 2004).

Segundo Moura (2004), as feridas podem ser classificadas quanto ao seu grau de
acordo com a profundidade quanto a camada tissular envolvida como epiderme,
derme, subcutédneo ou tecidos mais profundos, como musculos, tenddes, 0ssos e
outros. As feridas sédo classificadas em graus, sao eles (Figura 8):

Grau |: séo feridas nas quais ocorreu comprometimento apenas da

Grau Il: ocorre comprometimento com perda tecidual da epiderme e/ou derme.

Grau lllI: existe comprometimento da epiderme, derme e hipoderme.

Grau IV: ocorre comprometimento da epiderme, derme, hipoderme e tecidos mais

profundos.
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1.4.4 Cicatrizacéao

Segundo Blanes (2004), o processo de reparacgao tissular compreende dois
mecanismos de restauracdo dos tecidos: a regeneracdo e a cicatrizagcdo. A
regeneracao ocorre com reposicao tissular "original®. O trauma inicial gera uma
resposta inflamatéria aguda, manifestada através de edema e formacdo de
exsudado seroso, rico em leucdcitos, que cessa em menos de 24 horas. As células
epidérmicas, das margens da ferida e das invaginagcbes epidérmicas dos foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas comecam a proliferar e migrar no leito
da ferida, ocluindo rapidamente sua superficie (MANDELBAUM, 2003).

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacéo e
a reconstituicdo do tecido. Tal evento € um processo dinamico que envolve
fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que se comportam de forma harmoniosa a fim
de garantir a restauracao tissular. Como desencadeante da cicatrizagcdo, ocorre a
perda tecidual, a partir da qual, a fisiologia volta-se completamente para o reparo de
um evento danoso ao organismo. A perda tecidual pode atingir a derme completa ou
incompletamente, ou mesmo atingir todo o 6rgdo, chegando ao tecido celular
subcutaneo (MANDELBAUM, 2003).

Segundo Mandelbaum (2003), o processo da cicatrizacao foi classificado em
5 fases principais:

1 - coagulacdo; 2 - inflamacéo; 3 - proliferacdo; 4 - contracdo da ferida e 5 -

remodelacéao.

1.4.4.1 Coagulagéo

O inicio da coagulacdo ocorre imediatamente ap0s o surgimento da ferida.
Essa fase depende da atividade plaguetaria e da cascata de coagulagédo

(MANDELBAUM, 2003). A ruptura de vasos sanguineos leva ao extravasamento de
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sangue ou apenas a perda de plasma para o tecido circunjacente. Os eventos
iniciais no processo de cura sdo os direcionados para a prevengao de qualquer
perda subsequente de sangue. Os vasos lesados contraem-se, ocorrem aderéncia e
agregacdo das plaguetas no local e, em seguida, a ativacdo da cascata de
coagulacao. O resultado é a formacdo do trombo que ndo tem apenas o objetivo de
limitar a perda de sangue (CARVALHO, 2002), mas também, o de cruzar a
fibronectina, oferecendo uma matriz proviséria, em que os fibroblastos, células
endoteliais e queratinécitos possam ingressar na ferida (MANDELBAUM, 2003)
(Figura 9).

Cosguaca Aepiopsa
]
@0 e - oy & L

Tecido N o g D
Lesionado 2,

y ; Aumento
Proliferacdo A _ Células _ permeabilidade
inflamatérias vascular células

' B endoteliais

Reepitelizacao

Remodelacdo

Figura 9 - Etapas da cicatrizacdo adaptado de: Carvalho (2002); Mandelbaum (2003) e
Blanes (2004).

1.4.4.2 Inflamacéao

Apds a vasoconstricdo, as células endoteliais retraem-se e perdem suas
conexdes, aumentando a permeabilidade vascular e permitindo a passagem dos
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elementos sanguineos (plasma, eritrocitos e leucécitos) para a ferida. (BLANES,
2004).

Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacéo depende, além de inUmeros
mediadores quimicos, das células inflamatérias, como o0s leucdcitos
polimorfonucleares (PMNs), macréfagos e linfocitos. Os PMNs chegam ao local da
injuria tissular e ficam por periodo que varia de trés a cinco dias; sao eles os
responsaveis pela fagocitose das bactérias. O macréfago € a célula inflamatéria
mais importante dessa fase. Permanece prioritariamente do terceiro ao décimo dia
do periodo inflamatério. Fagocita bactérias, desbrida corpos estranhos e direciona o
desenvolvimento de tecido de granulagdo (MANDELBAUM, 2003).

A ocorréncia de linfécitos na ferida se da em aproximadamente uma semana.
Seu papel ndo é bem definido, porém sabe-se que, com suas linfocinas, tem
importante influéncia sobre os macréfagos (MANDELBAUM, 2003).

Além das células inflamatdrias e dos mediadores quimicos, a fase inflamatoria
conta com o importante papel da fibronectina. Sintetizada por uma variedade de
células como fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, ela adere,
simultaneamente a fibrina, ao coldgeno e a outros tipos de células, funcionando
assim como uma cola para consolidar o coagulo de fibrina, as células e os
componentes de matriz. Além de formar essa base para a matriz extracelular,
apresenta propriedades quimiotaticas e promove a opsonizacdo e fagocitose de
corpos estranhos e bactérias (MANDELBAUM, 2003).

A vasodilatacdo com extravasamento dos elementos para o exterior do vaso
forma um exsudado que leva as manifestacdes clinicas de tumor, calor, rubor e dor.

A infeccéo intensifica e prolonga a inflamacéao.

1.4.4.3 Proliferacéo

Nesta fase ocorre a reparagao do tecido conjuntivo e do epitélio. Dividida em
trés subfases, a proliferacédo é responséavel pelo "fechamento” da lesé&o propriamente
dita (MANDELBAUM, 2003).
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1.4.4.3.1 Reepitelizagdo

Faz-se a migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas da ferida e
dos anexos epiteliais, quando a ferida é de espessura parcial (derme incompleta), e
apenas das margens nas de espessura total (derme completa ou estendida ao
tecido celular subcutaneo). Fatores de crescimento Sdo 0s provaveis responsaveis
pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio. Feridas superficiais abertas e
ressecadas reepitelizam mais lentamente do que as ocluidas (MANDELBAUM,
2003).

1.4.4.3.2 Fibroplasia

A segunda fase da proliferacao inclui a fibroplasia e formacao da matriz, que é
extremamente importante na formacéo do tecido de granulagéo (fibroblastos, células
inflamatorias, e componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina,
glicosaminoglicanas e coldgeno) (MANDELBAUM, 2003).

Na reparacao do tecido conjuntivo ocorre a formacao do tecido de granulacéo,
com proliferacdo endotelial e de fibroblastos (BLANES, 2004). A formacao do tecido
de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na formacdo da matriz, que
surge por volta do segundo e terceiro dia ap6s o trauma, sendo uma célula
fusiforme, com nucleo oval (MANDELBAUM, 2003; BLANES, 2004). Longe de ser
apenas produtor de colageno, o fibroblasto produz elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiol6gico (MANDELBAUM, 2003).

O fibrinogénio do exsudado inflamatério transforma-se em fibrina, formando
uma rede, onde os fibroblastos depositam-se e passam a multiplicar-se e a secretar
0s componentes protéicos do tecido cicatricial. Concomitante a esta fibroplasia,

ocorre intensa proliferacao vascular (BLANES, 2004).
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A matriz extracelular, formada por constituintes plasmaticos, plaquetas,
macréfagos e fibroblastos, proporciona um meio para a aderéncia, migracdo e
orientacdo das células que irdo formar o tecido de granulacdo em desenvolvimento.
A fibronectina juntamente com o acido hialurbnico sdo o0s componentes
predominantes da matriz durante as primeiras fases do reparo de uma ferida. A
medida que a ferida vai se curando, diminui a concentracdo do acido hialurénico e
aumenta a concentracdo dos proteoglicanos ou glicosaminoglicanos sulfatados.
Essa alteracdo na composicao dos proteoglicanos favorece a fixacdo e imobilidade
das células. Com a cessacao do movimento, as células diferenciam-se em fenétipos
mais maduros. As células endoteliais maturam e resultam em capilares funcionais
para as células de revestimento e os fibroblastos dao inicio a formacéo de colageno.
A medida que a ferida avanca em seu processo de maturacéo, os proteoglicanos e a
fibronectina sdo cada vez mais substituidos pelo colageno, o principal componente
estrutural da cicatriz (CARVALHO, 2002).

1.4.4.3.3 Angiogénese

A Ultima fase da proliferacdo € a angiogénese, essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizacdo (MANDELBAUM, 2003).

Angiogénese € o processo de formacdo de novos vasos sanguineos
(RUNDHAUG, J.E., 2005). Este tecido formado por fibroblastos, substancias
produzidas por eles e vasos sanglineos é denominado tecido de granulacéo,
apresentando-se clinicamente com aspecto granuloso e avermelhado (BLANES,
2004).
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1.4.4.4 Contracéao da ferida

E o movimento centripeto das bordas da ferida (espessura total). As feridas
de espessura parcial ndo contam com essa fase. Uma ferida de espessura total tem
contracdo mesmo quando ha enxertos, que diminuem em 20% o tamanho da ferida
(MANDELBAUM, 2003).

A capacidade regenerativa dos tecidos conjuntivos € claramente observada
qgquando os tecidos sdo destruidos por lesbes inflamatérias ou traumaticas. Os
espacos deixados pela lesdo ndo sdo capazes de se regenerar sendo preenchidos
por uma matriz de tecido conjuntivo. A principal célula envolvida na cicatrizacao é o
fibroblasto. Durante a cicatrizacdo, com estimulos adequados, os fibrdcitos revertem
para o estado de fibroblasto, reativando sua capacidade de sintese. Na reparacéo
das feridas, observam-se células conhecidas como miofibroblastos, que exibem
caracteristicas de fibroblastos e de células musculares lisas. Os miofibroblastos
possuem a maioria das caracteristicas dos fibroblastos, porém contém uma
guantidade aumentada de filamentos de actina e miosina, que sdo abundantes nas
células musculares lisas. Sua atividade contratil € responsavel pelo fechamento das
feridas apds as lesdes, processo conhecido como contracéo da ferida (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2004; BERNACCHIO, 2007).

1.4.4.5 Remodelacéo

Essa € a ultima fase do processo de cicatrizacdo. Ocorre no colageno e na
matriz, dura meses e € responsavel pelo aumento da forca de tensdo e pela
diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. Reformulagcdes dos colagenos,
melhoria nos componentes das fibras coldgenas e reabsorcdo de 4gua sédo eventos
que permitem uma conexdo que aumenta a forgca da cicatriz e diminui sua

espessura. A neovasculatura diminui, e tardiamente, a cicatriz € considerada
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avascular. Uma cicatrizacdo normal tem aproximadamente 80% da forca de tensdo
da pele normal, ndo é volumosa e apresenta-se plana (MANDELBAUM, 2003).

A remodelacdo do colageno inicia-se na formacéo do tecido de granulacdo e
mantém-se por meses apos a reepitelizacdo. As colagenases e outras proteases
produzidas por macréfagos e células epidérmicas indicam a direcdo correta as fibras
coldgenas difusas. H& diminuicdo de todos os elementos celulares, inclusive

fibroblastos, bem como dos elementos do tecido conjuntivo (BLANES, 2004).

1.4.5 Fatores que interferem na cicatrizacao

Dentre os fatores que podem afetar o processo de reparacao tissular estédo os
sistémicos e os locais. Entre os fatores sistémicos destacam-se: a idade, o estado
nutricional do paciente, a existéncia de doencas de base, como diabetes, alteracbes
cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose, disfuncdo renal, quadros
infecciosos sistémicos e uso de drogas sistémicas e imobilidade. Esses fatores,
muitas vezes, ndo podem ser eliminados, mas devem ser controlados. Como fatores
locais, podem ser citados, a localizacdo anatbmica da ferida e a presenca de
infeccdo e de tecido desvitalizado. Cabe ressaltar que a andlise da ocorréncia
desses fatores é fundamental na escolha do tratamento local (MANDELBAUM, 2003;
BLANES, 2004).

O tratamento de feridas utilizando plantas e produtos naturais vém sendo
utilizado ha muitos anos (ZIMMERMAN, 1993). Recentemente, varios pesquisadores
tém buscado nos recursos vegetais, uma fonte de moléculas capazes de influenciar
positivamente na evolucao de cicatrizacdo das feridas (D’ACAMPORA et al., 2007,
SILVA, 2008; DUTRA et al, 2009; GOUTHAMCHANDRA et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2010; SUNTAR et al., 2010)

Nesse contexto, pretende-se determinar os teores de polifendis e de
flavondides; avaliar as possiveis atividades biologicas (antioxidante e cicatrizante)
das seguintes espécies encontradas no cerrado brasileiro: Lippia sidoides Cham.,

Synadenium grantii Hook. e Stachytarpheta gesnerioides Cham., sendo que até o
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momento, ndo foi encontrado na literatura o estudo destas espécies na cicatrizagdo

de feridas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as possiveis propriedades farmacoldgicas dos extratos etandlicos (EE)

de trés espécies de interesse: Lippia sidoides Cham..; Synadenium grantii Hook. e

Stachytarpheta gesnerioides Cham..

2.2 Especificos

1)

Determinar os teores de polifendis e de flavonéides dos EE obtidos das folhas

de Lippia sidoides, Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides.

2) Avaliar o potencial antioxidante dos EE obtidos das folhas de Lippia sidoides,

3)

Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides.
Correlacionar os teores de polifendis e flavondides e entre estes teores e a

atividade antioxidante.

4) Verificar in vivo a atividade cicatrizante através das analises

histomorfométricas com a contagem de células inflamatdrias, fibroblastos,
vasos sanguineos e éarea de coldgeno e matriz extracelular e
imunoistoquimica com a contagem dos miofibroblastos dos EE de Lippia
sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides, empregando o

modelo experimental de inducdo de Ulceras dérmicas.
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 10 representa esquematicamente todos 0s passos seguidos, desde

a colheita do material vegetal até a execu¢éo das andlises de interesse.

-Colheita

- Obtengéc _—
Extratos -

Preparo
Formulacoes

Teores Teores Atividade o
Polifendis Flavonoides Antioxidante Atividade
| - cicatrizante:
[ S ]
| —
-Inducéo ulceras
-Avaliag&o
~ macroscopica
Correlacao ~Avaliag&o

microscaopica

Figura 10 — Esquema dos passos seguidos desde a colheita do material vegetal até a
execucao das andlises de interesse.

3.1 Dados ambientais da colheita

Folhas da espécie Lippia sidoides foram coletadas na Estacdo Experimental
do Departamento de Biologia da UFJF em abril de 2009 com exsicata depositada no
Herbéario CESJ sob o numero 46180.

Folhas da espécie Synadenium grantii foram coletadas em Ub&/MG-Brasil, em
abril de 2009.

Folhas da espécie Stachytarpheta gesnerioides foram coletadas na Estacdo
Experimental do Departamento de Biologia da UFJF. A amostra foi coletada em abril
de 2009.
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As espécies Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides ndo possuem
exsicatas depositadas no Herbario CESJ devido a auséncia de sumidades floridas

necessarias para a correta identificacdo das mesmas.

3.2 Obtencao de extratos

Antes das folhas das espécies terem sido submetidas a dessecacéo,
passaram por um processo de pré-secagem na temperatura ambiente.

Para o preparo do extrato de Lippia sidoides, 40 gramas de folhas foram
submetidas a dessecacdo em temperatura de 50° C, com reducdo da umidade em
até 5%. Foram obtidas 31,5 gramas de material vegetal seco que foi triturado
separadamente em moinho mecéanico, com peneiras de granulacdo definida. O
material moido foi acondicionado em frasco adequado e os extratos foram obtidos
por maceracao estatica durante 72 horas utilizando 3000 mL de etanol 100% em
temperatura ambiente. Os extratos foram submetidos a evaporacédo rotacionada até
eliminacdo completa do solvente.

Para o preparo do extrato de Synadenium grantii, 105 gramas de folhas foram
submetidas a dessecacdo em temperatura de 50° C, com reducédo da umidade em
até 5%. Foram obtidas 99,35 gramas de material vegetal seco que foi triturado
separadamente em moinho mecéanico, com peneiras de granulagdo definida. O
material moido foi acondicionado em frasco adequado e os extratos foram obtidos
por maceracao estatica durante 72 horas utilizando 3000 mL de etanol 100% em
temperatura ambiente. Os extratos foram submetidos a evaporacéo rotacionada até
eliminagdo completa do solvente.

Para o preparo do extrato de Stachytarpheta gesnerioides, 90 gramas de
folhas foram submetidas a dessecacdo em temperatura de 50° C, com reducdo da
umidade em até 5%. Foram obtidas 81,5 gramas de material vegetal seco que foi
triturado separadamente em moinho mecéanico, com peneiras de granulacéo
definida. O material moido foi acondicionado em frasco adequado e os extratos

foram obtidos por maceracao estatica durante 72 horas utilizando 4500 mL de etanol
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100% em temperatura ambiente. Os extratos foram submetidos a evaporacao

rotacionada até eliminacéo completa do solvente.

3.3 Preparo das formulagdes

Apos a obtencéo do extrato etanodlico (EE), foram testadas diversas bases de
polaridades diferentes (creme Pollawax; gel de carbopol; gel de natrosol e creme
base Lanette) na incorporacdo dos EE. O melhor resultado foi na incorporacdo ao
creme base Lanette e os EE foram incorporados neste nas seguintes concentracdes:
10 % de EE de Lippia sidoides; 10% de EE de Synadenium grantii e. 10% de EE de
Stachytarpheta gesnerioides.

Foram preparados 50 g de cremes para cada planta utilizada.

3.4 Quantificacao de polifendis totais

A determinacéo dos teores de polifendis foi realizada segundo Leite (2002),
com pequenas modificagcbes. Os EE das espécies vegetais utilizadas foram
ressuspendidos em etanol obtendo-se uma solucdo na concentracdo de 10mg
extrato/mL. Foi adicionada uma aliquota dessa solugéo (50 uL); 250 uL de Folin-
Ciocalteu; 500 uL de carbonato de sodio 20% e 4,2 mL de agua destilada. Os
ensaios foram realizados em triplicata. Essa reacdo transcorreu em temperatura
ambiente, durante 30 minutos no escuro, em seguida a absorvancia foi lida no
espectrofotdmetro (UV mini 1240, Shimadzu®, Japéao) (A =765 nm).

Os teores de polifendis foram determinados por interpolagédo da absorvancia
das amostras contra a curva de calibragdo construida com padrédo de acido galico
(0,25 a 7 pg/mL) e os resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3) em

mg/100mg de extrato.
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3.5 Quantificacao de flavondides

A determinacado dos teores de flavondides foi realizada segundo Leite (2002),
com pequenas modificacfes. Os teores medios de flavondides foram equivalentes a
rutina, a qual foi utilizada como padrdo para a construcéo da curva de calibracdo (2-
30 pg/ml). Os EE das espécies vegetais utilizadas foram ressuspendidos em etanol
obtendo-se uma solugéo na concentragdo de 10mg extrato / mL. Foi adicionada uma
aliquota dessa solugao (20 pL); 99 pL de agua destilada; 25 yL de AICl; 8 %, 100 uL
de solucédo de piridina:metanol (1:8 v/v) e 6 uL acido acético glacial. Os ensaios
foram realizados em triplicata. Essa reacao transcorreu em temperatura ambiente,
por 30 minutos no escuro, em seguida a absorbancia foi lida no espectrofotometro
(UV mini 1240, Shimadzu®, Japéao) (A =405 nm).

Os teores de flavonoides foram determinados por interpolacdo da absorvancia
das amostras contra a curva de calibracéo construida com o padrdo e os resultados
foram expressos como média + desvio padrao (n=3) em mg/100mg de extrato.

3.6 Atividade antioxidante

A atividade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1,2-picrilhidrazil (DPPH)
(Sigma-Aldrich®, EUA) foi determinada de acordo com o método de Sreejavan e
Rao (1997) com pequenas modificacdes. Neste modelo, 150 uL da solucao etandlica
de DPPH 0,05 mM foram adicionados a 50 uL de cada solucéo etandlica dos EE das
espécies vegetais, nas concentracbes de 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90;
1,95; 0,97 pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata. Essa reacao
transcorreu em temperatura ambiente, durante 30 minutos no escuro, e em seguida
a absorbancia foi lida em espectrofotbmetro (UV mini 1240, Shimadzu®, Japao) (A
=510 nm). Foi utilizado butil-hidréxi-tolueno (BHT) como padrdo nas mesmas

concentragdo. A inibicdo do radical DPPH foi calculada com o auxilio da equagéo:
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C|5o (%) =100 x (AO - As)/AO
Onde:
Ao €é a absorbancia do controle negativo,

As é a absorbancia da amostra-teste.

O valor de Clsp representa a concentracdo dos extratos que causa 50% de inibic&o
do radical DPPH.

3.7 Atividade cicatrizante

Este estudo foi realizado no Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG utilizando
procedimentos validados em estudos anteriores do nucleo de pesquisa (SILVA,
2008; DUTRA, 2009).

Foram utilizados coelhos machos (Oryctolagus cuniculus) albinos da Nova
Zelandia, com peso entre 1.5 a 2.0 kg, provenientes da Fazenda Experimental da
UFMG - Igarapé/MG. Os animais foram mantidos com temperatura (22°C +2°C) e
umidade (35 a 65%) controlada e ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e racao
ad libitum.

A temperatura e a umidade foram monitoradas com o auxilio de
termohigrdbmetro e mantidas constantes pelo uso do ar condicionado (15000,
Springer, Mundial — Brasil) e do desumidificador (Mechanic, Artel, Italia).

Todos os procedimentos estdo de acordo com 0s principios éticos da
experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)
da Pro-Reitoria de Pesquisa/UFJF, nimero 43 a 45/2010 (ANEXO B).
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3.7.1 Protocolo experimental de inducdo de Ulceras dérmicas em coelhos
albinos

Os animais foram numerados (1-12) e foi realizada a tricotomia do pelo,
sendo o dorso divido em 4 quadrantes (cada quadrante recebeu um tipo diferente de
tratamento).

Para o procedimento da indugdo de Ulceras dérmicas foi realizada a anestesia
local com prilocaina 3% + fenilpressina 0,03 Ul (0,50 mL via cutanea/quadrante).
Sob anestesia, as uUlceras dérmicas foram induzidas com o auxilio de uma barra de
ferro (com 5cm?), aquecida em banho de &gua fervente por 1 minuto e aplicada
sobre a pele do animal por 10 segundos por quadrante. A queimadura foi
classificada como de grau Il. Os animais ndo apresentaram resisténcia ao
procedimento, indicando a eficiéncia da anestesia local. Apds este procedimento, 0s
animais foram colocados nas gaiolas com racdo e agua ad libitum. Solucdo de
meloxicam 0,2mg/kg/dia foi administrada por via oral incorporada na agua para o
alivio da dor, apds o efeito anestésico por 2 dias (Anexo A).

O creme contendo o antibidtico sulfadiazina de prata a 1% foi utilizado no
guadrante 1 de todos os coelhos como controle positivo e o creme base Lanette no
quadrante 2, como controle negativo.

Nos coelhos numerados de 1 a 6, o quadrante 3 foi tratado com o creme
contendo 10% de EE de Lippia sidoides.

Nos coelhos numerados de 7 a 12, o quadrante 3 foi tratado com o creme
contendo 10% de EE de Synadenium grantii e o quadrante 4 com o creme contendo
10% de EE de Stachytarpheta gesnerioides.

As formulagcBes foram aplicadas duas vezes ao dia (12-12 horas). No dia
seguinte a inducdo das Ulceras dérmicas, os animais foram colocados sob a
bancada e uma pequena quantidade de creme de cada tratamento (em torno de 1
grama) foi espalhado em cada quadrante especifico. Sobre cada area foi colocado
gaze estéril, seguida de bandagem nao oclusiva e o animal foi enfaixado de forma a
evitar a remocédo dos tratamentos. Na segunda aplicagdo, foram retiradas as

bandagens e a gaze, as feridas foram limpas com solugéo fisiologica estéril. As
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formulagbes foram aplicadas duas vezes ao dia (12-12 horas) repetindo todo o
procedimento descrito acima sucessivamente até o final do décimo dia de
experimento.

Os cremes foram aplicados de acordo com o esquema representado na Figura 11.

2-CONTROLE 3- CREME COM
NEGATIVO EE AVALIADO
2 3
4
1-CONTROLE 4 - CREME COM
POSITIVO EE AVALIADO

Figura 11 - Representac¢do esquematica dos quadrantes na aplicacdo dos cremes contendo
0s controles positivo e negativo e os extratos etandlicos (EE) vegetais

Para todos os animais, foi elaborada uma ficha (Anexo A), na qual se
encontram detalhadas os procedimentos diarios.

Ao final dos 10 dias, os coelhos foram eutanasiados com superdosagem de
pentobarbital sédico intravenoso (200 mg/kg) e tiveram parte das les6es cutaneas
retiradas e mantidas em recipiente fixados com solugéo tamponada de formol a 10%
(pH=7,0) por um periodo minimo de 24 horas para a analise histopatolégica,
histomorfométrica e imunoistoquimica, tendo em vista uma avaliagcdo mais detalhada

do efeito cicatrizante dos cremes.
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3.7.2 Avaliagdo macroscopica

As lesBes eram avaliadas diariamente (duas vezes ao dia): antes da aplicacao
do creme e preenchidas de acordo com formulario préprio (ANEXO A). No formulario
constava dados como: o peso diario do animal; estado de irritacdo e agitacdo, além
de observacdes referentes ao aspecto das lesdes como: presenca ou auséncia de
ferida aberta; area avermelhada; area esbranquicada; secrecdo; escara; edema; pus
e sangramento. Todos os animais tiveram suas lesdes fotografadas por camera
digital diariamente (Cyber-Shot DSC-W35, Sony, Estados Unidos da América).

Todas as lesdes foram medidas diariamente e posteriormente foi feito a

anélise quanto & contracdo da &rea ferida, a qual foi expressa em cm?.

3.7.3 Avaliacdo microscopica

3.7.3.1 Anédlise histomorfométrica

Apoés a fixacdo das amostras, estas foram desidratadas gradativamente em
concentracbes crescentes de alcool etilico (70% a 100%), diafanizadas em xilol,
embebidas e incluidas em parafina, conforme métodos histopatoldgicos de rotina.
Os fragmentos incluidos em parafina foram cortados utilizando-se micrétomo,
obtendo-se secdes de 3 um de espessura. As laminas foram mantidas em estufa, e
os cortes, submetidos a coloragdo por hematoxifilina e eosina, para posterior analise
histopatologica.

As laminas foram analisadas através de microscopio optico (BX51, Olympus —
Japao) e as imagens foram capturadas por uma camera de video acoplada a ele e
digitalizadas por meio do software Image-Proplus (Media Cybernetics). Foi realizada
a captura de imagens de cinco campos aleatorios na regido inflamatoria de cada

amostra de tecido, com ampliacao total de 400x.
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As imagens foram arquivadas e submetidas a contagem de células
inflamatorias, fibroblastos, nUmero de vasos capilares, area de colageno e matriz
extracelular, n=30 para cada item analisado. A contagem foi realizada através dos
softwares Image Tool versdo 3.0 e Image-Proplus 6.0.

Foram identificadas como células inflamatérias mononucleadas sendo
aquelas que possuiam nucleo arredondado e ovéide em meio a matriz extracelular e
as PMNs sendo aquelas que apresentam citoplasma amplo com ndcleo de
caracteristicas polilobulado.

Os fibroblastos foram identificados como células fusiformes alongadas com
nucleos vesiculosos ou rolicos e achatados, dispostos em feixes ou fasciculos.

O colageno teve sua area determinada além de ter sido caracterizado como
nao habitual aguele com espessuras variaveis, frequentemente finos, com a
coloracdo pouco evidente e baixa densidade, observando feixes em vérias dire¢des
ou ndo. J& o colageno habitual foi caracterizado como aquele de coloracdo
eosinofilica e mais espessos com a conformacéao de feixes em varias direcdes.

A area de matriz extracelular também foi evidenciada por areas claras ou

basofilicas em torno de fibras colagénicas e elementos celulares.

3.7.3.2 Analise imunoistoquimica

A técnica imunoistoquimica se baseia numa reacao antigeno-anticorpo. Para
a identificacdo de uma proteina especifica (antigeno), um determinado anticorpo
reconhecera um determinado domain. O anticorpo liga-se ao antigeno especifico,
que por sua vez € reconhecido por um anticorpo secundario ao qual se liga um
complexo enziméatico streptavidina-biotina-peroxidase. A peroxidase transforma uma
substancia cromogénica, em geral a diaminobenzidina, que confere a reacao
positiva uma coloracdo acastanhada (SAMPAIO et al, 2009).

Para avaliar a presenca de miofibroblastos nas feridas, cortes histologicos
foram submetidos a técnica de imunoistoquimica sob método tissue array com o

anticorpo anti a-SMA. As laminas do anticorpo Actina de Muasculo Liso Clone 1 A 4
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(1:1000), (DAKO, M0851), foram desparafinizadas em 4 banhos de xilol e 4 banhos
de &lcool anidro. Em seguida, a atividade da peroxidase endogena foi bloqueada
através da imersdo em peroxido de hidrogénio a 3% em metanol a 70%, durante 20
minutos. ApOs esta etapa, as laminas foram lavadas em agua destilada. Em seguida,
os cortes foram ciclados por uma caneta hidrofébica (Dako, S2002). Logo em
seguida, foi aplicado o anticorpo previamente diluido em uma solugcdo contendo
solucdo salina de fosfato (PBS)-TWEEN 20 + BSA a 0,1%. Apo6s overnigth, foi
aplicado o kit Ultravizion Plus Detection System (Thermo Scientific, TP-125-HLX). A
seguir, foi adicionado o cromogeno DAB (Thermo Scientific) por 30 segundos a 1
minuto em média. Em seguida, as laminas foram lavadas em &agua destilada e
contra-coradas em hematoxilina de Harris, azuladas em agua corrente, desidratadas
em 4 banhos de alcool e 4 banhos de xilol ambos, e finalmente montadas com goma
de Damar (Proquimios) para fixacdo das laminulas e posterior observacdo ao
microscépio optico (BX51, Olympus — Japdo). As imagens foram capturadas por uma
camera de video acoplada ao microscépio e digitalizadas por meio do software
Image-Proplus (Media Cybernetics), com leitura de 5 campos por corte histoldgico.
Foram escolhidas para contagem as células imunomarcadas e com morfologia de
miofibroblastos, excluindo-se as correspondentes as células endoteliais dos vasos

neoformados.

3.8 Andlise estatistica

Foram realizadas analises descritivas dos teores de polifendis, de flavondides,
da atividade antioxidante, da contracdo da ferida; contagens de miofibroblastos,
fibroblastos; células inflamatérias; vasos sanguineos; areas de colageno e de matriz
extracelular, através de medidas de posi¢ao e de dispersdo (média e desvio padréo).
Foi realizada andlise de correlacdo de Pearson entre os teores de polifendis e
flavonoides e entre estes teores e a atividade antioxidante.

Para avaliar a significancia das diferencas entre as médias dos resultados dos

grupos de estudo, quando necessario, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) e
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teste post hoc de Tukey, para os quais foi utilizado o software Satistical Package for
the Social Sciences versdo 14.0. Foi estabelecido como limite de significancia p <
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Quantificacdo dos teores de polifendis e de flavonoides

Os teores de polifendis e de flavondides dos EE das espécies vegetais

utilizadas estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teores de polifendis e de flavonéides dos extratos etandlicos das espécies de interesse
avaliadas.

POLIFENOIS FLAVONOIDES

Espécies de interesse
(mg /100mg planta) (mg/100mg planta)

Lippia sidoides 21,04 £ 0,48 6,65 + 0,35
Synadenium grantii 55+£0,13 1,60 £ 0,10
Stachytarpheta gesnerioides 9,75 £+ 0,15 459 +0,19

4.2 Atividade antioxidante

Apenas espécies Lippia sidoides e Stachytarpheta gesnerioides apresentaram
significativa capacidade sequestrante frente ao radical DPPH, em comparacdo com

o padrao de referéncia BHT. Os resultados estdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Atividade antioxidante dos extratos etandlicos das espécies de interesse.

Espécies de interesse Clso (ng/ml)
Lippia sidoides 10,75
Synadenium grantii 64,50

Stachytarpheta gesnerioides 24,64

BHT 11,82

Foi demonstrado uma correlacdo positiva entre os teores de polifendis e
flavonoides (r = 0,935) (Figura 12) e entre os teores de polifendis (Figura 13) ou de
flavondides (Figura 14) e a atividade antioxidante (r = - 0,864; r = - 0,986,
respectivamente) foi observado uma correlacdo negativa , pois sao grandezas

inversamente proporcionais.

25
y=29582x-05645

RE=0,8747

20

: e
e

a 2 4 & &

Teor de polifendis (mg/100mg)

Teor de flavonéides (mg/100mg)

Figura 12 — Correlacé@o entre teores de polifendis e de flavondides dos extratos etandlicos de
Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides. Legenda: #
Lippia sidoides; # Synadenium grantii; =~ Stachytarpheta gesnerioides.
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Figura 13 - Correlacdo entre a Atividade Antioxidante e o teor de polifendis dos extratos
etandlicos de Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides.
Legenda: # Lippia sidoides; # Synadenium grantii; °° Stachytarpheta
gesnerioides.
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Figura 14 - Correlagdo entre Atividade Antioxidante e o teor de polifendis dos extratos
etandlicos de Lippia sidoides; Synadenium granti e Stachytarpheta
gesnerioides. Legenda: # Lippia sidoides; # Synadenium grantii;
Stachytarpheta gesnerioides
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4.3 Atividade cicatrizante

4.3.1 Analise macroscopica

Na analise macroscépica das Ulceras dérmicas pode-se notar a presenca de
eritema nos quadrantes 1 e 2, correspondentes aos controles positivo e negativo,
respectivamente até o fim do experimento (Figura 15 e 16).

Apoés o0 4° dia, as amostras correspondentes ao quadrante 3 (coelhos de 1 a
6) (Lippia sidoides) (Figura 15) e ao quadrante 3 (Synadenium granti) e 4
(Stachytarpheta gesnerioides) (coelhos de 7 a 12) (Figura 16) apresentaram
diminuicdo do eritema e, ap0s o 6° dia de experimento, apresentaram bordas
cicatrizadas. Nao havia secrecéo, escara e pus, indicando uma provavel eficacia dos
cremes contendo 0s extratos citados.

Todas as Ulceras dérmicas foram medidas, no inicio do trabalho e no final, e
apos o 10° dia de experimento, ocorreu contracdo da area lesionada em todas. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa na contracéo da area da lesdo entre os

tratamentos e o controle positivo, como pode ser visto na (Tabela 3).

Tabela 3 — Avaliacdo da contracdo da area das lesdes nos coelhos albinos submetidos aos
tratamentos propostos.

CONTRACAO REDUCAO VALORES

TRATAMENTOS N DA éREA DA DA AE&EA DA DE P
LESAO (cm?)* LESAO (%) #)

Controle positivo 12 23+13 100 0,045
Controle negativo 12 18409 12 0.045°
Lippia sidoides 0,966 /

6 29+1.8 +28 0.647°

Synadenium grantii 0,726

a
Stachytarpheta gesnerioides 6 19+£1,3 -17 O,nggb/

*Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. # Valores de P (ANOVA) resultantes
da andlise comparativa entre os controles positivo (a) e negativo (b) versus os tratamentos com
cremes contendo extratos vegetais.
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Figura 15 - Evolugédo macroscopica das lesdes no coelho nimero 1 nos 1°, 4°, 6° e 9° dia do experimento.
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Figura 16 - Evolugdo macroscopica das lesdes no coelho nimero 7 nos 1°, 4°, 6° e 10° dia do experimento.
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4.3.2 Analise microscopica

4.3.2.1 Anélise histomorfométrica

As avaliacbes histomorfométricas foram realizadas para a comparacao
quantitativa entre as células inflamatérias (leucécitos polimorfonucleares e
mononucleares), numero de fibroblastos, nimero de vasos sanguineos (marcador
de irrigacdo na ferida), area de colageno e de matriz extracelular (falha na
recomposic¢ao tecidual) entre os cremes contendo os tratamentos e os controles.

As Figuras 17 (A-E) representa os campos microscopios de amostra do tecido
tratado com creme contendo 1% de sulfadiazina de prata (controle positivo) (A);
creme lanette (controle negativo) (B); 10% de EE de L. sidoides(C); 10% de EE de
Synadenium grantii(D); 10% de EE de Stachytarpheta gesnerioides (E).

A Figura 17 A representa os campos microscopicos de amostra do tecido
tratado com o controle positivo, Sulfadiazina de Prata a 1%. Podemos observar um
grande numero de fibroblastos, células inflamatérias, vasos sanguineos, grande area
de colageno e pouca matriz extracelular.

A Figura 17 B representa os campos microscopicos de amostra do tecido
tratado com o controle negativo, creme Lanette. Podemos observar um pequeno
namero de fibroblastos, muitas células inflamatérias, pequeno nimero de vasos
sanguineos, uma pequena quantidade de fibras colagenas e bastante matriz
extracelular.

A Figura 17 C representa os campos microscopicos de amostra do tecido
tratado com os cremes contendo os EE de L. sidoides. Podemos observar um
grande numero de fibroblastos, poucas células inflamatérias, grande numero de
vasos sanguineos, grande area de colageno e pouca matriz extracelular.

Todas estas caracteristicas foram observadas em todos os coelhos do grupo
tratados com o controle positivo.

A Figura 17 D representa 0s campos microscopicos de amostra do tecido

tratado com os cremes contendo o EE de Synadenium grantii. Podemos observar
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um grande numero de fibroblastos, poucas células inflamatérias, pequeno nimero
de vasos sanguineos, grande éarea de colageno e pequena é&rea de matriz
extracelular. Estas caracteristicas foram observadas em todos os coelhos do grupo
tratados com este extrato.

A Figura 17 E representa os campos microscopicos de amostra do tecido
tratado com os cremes contendo os EE de Stachytarpheta gesnerioides. Podemos
observar um grande numero de fibroblastos, poucas células inflamatorias, pequeno
namero de vasos sanguineos, grande area de colageno e pequena area de matriz
extracelular. Estas caracteristicas foram observadas em todos os coelhos do grupo
tratados com este extrato.

Na Figura 18 é possivel observar que o numero de células inflamatérias no
controle positivo foi estatisticamente maior do que nos tratamentos com L. sidoides;
Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides (p < 0,001 em todos o0s
tratamentos citados). O numero de células inflamatérias no controle negativo foi
estatisticamente maior do que todos os outros tratamentos (p < 0,001).

Na Figura 19 é possivel observar que o numero de fibroblastos no controle
positivo foi estatisticamente maior do que no tratamento com L. sidoides (p=0,002) e
similar nos tratamentos com Synadenium grantii (p=0,127) e Stachytarpheta
gesnerioides (p=0,097). O numero de fibroblastos no controle negativo foi
estatisticamente menor do que todos os outros tratamentos (p<0,05).

Na Figura 20 é possivel observar que o nimero de vasos sanguineos no
controle positivo foi estatisticamente maior do que os tratamentos com Synadenium
grantii (p<0,001) e Stachytarpheta gesnerioides (p=0,005) e foi similar ao tratamento
com L. sidoides (p=0,890). O numero de vasos sanguineos no controle negativo foi
estatisticamente menor do que nos tratamentos com Lippia sidoides (p=0,043).

Na Figura 21 é possivel observar que a porcentagem da area de colageno no
controle positivo foi estatisticamente foi similar ao tratamento com L. sidoides
(p=1,000); Synadenium grantii (p =0,845) e Stachytarpheta gesnerioides (p = 0,836)
e maior do que o controle negativo (p<0,001). A porcentagem area de colageno no
controle negativo foi estatisticamente menor do que todos os outros tratamentos
(p<0,001em todos).
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Figura 17 - Analise histomorfométrica das Ulceras dérmicas tratadas com sulfadiazina de
prata 1% (A); creme base Lanette (B); Lippia sidoides (C); Synadenium grantii
(D) e Stachytarpheta gesnerioides (E). Tecido conjuntivo exibindo células
inflamatérias (setas vermelhas); fibroblastos (setas brancas); vasos sanguineos
(setas azul), fibras de colageno (setas verdes) e matriz extracelular (setas
amarelas). Coloracdo por hematoxilina-eosina (HE), andlise em microscopio
Optico (aumento 400x).
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Figura 18 — Numero de células inflamatdrias das amostras de tecido oriundo das Ulceras

Numero de fibroblastos

dérmicas dos animais. Tratamentos: sulfadiazina de prata (controle positivo),
creme base ou Lanette (controle negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e
Stachytarpheta gesnerioides. Dados foram expressos como média + erro padrao
da média. * p < 0,05 tratamentos versus controle positvo e A p < 0,05
tratamentos versus controle negativo (ANOVA, seguida de Tukey).
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Figura 19 - Numero de fibroblastos das amostras de tecido oriundo das Ulceras dérmicas dos

animais. Tratamentos: sulfadiazina de prata (controle positivo), creme base ou
Lanette (controle negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta
gesnerioides. Dados foram expressos como média + erro padrdo da média. * p <
0,05 tratamentos versus controle positivo e A p < 0,05 tratamentos versus controle
negativo (ANOVA, seguida de Tukey).
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Figura 20 - Nimero de vasos sanguineos das amostras de tecido oriundo das Ulceras
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dérmicas dos animais. Tratamentos: sulfadiazina de prata (controle positivo),
creme base ou Lanette (controle negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e
Stachytarpheta gesnerioides. Dados foram expressos como média + erro padréo
da média. * p < 0,05 tratamentos versus controle positvo e A p < 0,05
tratamentos versus controle negativo (ANOVA, seguida de Tukey).
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Figura 21 — Porcentagem de campo microscépico ocupada pela area de células contendo

fibras de colageno em amostras de tecido oriundo das Ulceras dérmicas dos
animais. Tratamentos: sulfadiazina de prata (controle positivo), creme base ou
Lanette (controle negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta
gesnerioides. Dados foram expressos como média + erro padrdo da média. * p <
0,05 tratamentos versus controle positivo e A p < 0,05 tratamentos versus
controle negativo (ANOVA, seguida de Tukey).
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Na Figura 22 é possivel observar que a porcentagem da area de matriz
extracelular no controle positivo foi estatisticamente similar ao tratamento com L.
sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides (p = 1,00 em todos). A
porcentagem da area de matriz extracelular no controle negativo foi estatisticamente

maior do que todos 0s outros tratamentos e no controle positivo (p<0,01 em todos).
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Figura 22 — Porcentagem de campo microscopico ocupada pela area de matriz extracelular
em amostras de tecido oriundo das Ulceras dérmicas dos animais. Tratamentos:
sulfadiazina de prata (controle positivo), creme base ou Lanette (controle
negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides.
Dados foram expressos como média + erro padrdo da média. * p < 0,05
tratamentos versus controle positivo e A p > 0,05 tratamentos versus controle
negativo (ANOVA, seguida de Tukey).

4.3.2.2 Analise imunoistoquimica

A Figura 23 (A-E) representa 0os campos microscopicos da analise
imunoistoquimica com anticorpo anti a-SMA de amostra do tecido tratado. O controle
negativo (B) apresentou um numero de miofibroblastos 27% maior que o controle
positivo (A). Os tratamentos com Lippia sidoides (B) e Stachytarpheta gesnerioides

(E) apresentaram o numero de miofibroblastos 67% e 35% a mais que o controle
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positivo, respectivamente. O tratamento com Synadenium grantii (D) apresentou o

namero de miofibroblastos 70% menor que o controle positivo.
-

Figura 23 - Analise imunoistoquimica sob método tissue array com o anticorpo anti a-SMA da
Ulcera dérmica tratada com sulfadiazina de prata (controle positivo) (A); creme
base Lanete (controle negativo) (B); Lippia sidoides (C); Synadenium grantii (D) e
Stachytarpheta gesnerioides(E). Tecido conjuntivo exibindo miofibroblastos (setas

pretas), andlise em microscépio 6ptico (aumento 400x).
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Na Figura 24 é possivel observar que o numero de miofibroblastos no controle
positivo foi estatisticamente similar ao tratamento com Lippia sidoides (p=0,621);
Synadenium grantii (p = 0,583) e Stachytarpheta gesnerioides (p = 0,945) e menor
do que o controle negativo (p = 0,001). O nimero de miofibroblastos no controle
negativo foi estatisticamente maior do que todos os outros tratamentos (p<0,0lem

todos).
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Figura 24 - Namero de miofibroblastos das amostras de tecido oriundo das Ulceras dérmicas
dos animais. Tratamentos: sulfadiazina de prata (controle positivo), creme base ou
Lanette (controle negativo), Lippia sidoides; Synadenium grantii e Stachytarpheta
gesnerioides. Dados foram expressos como média + erro padrdo da média. * p <
0,05 tratamentos versus controle positivo e A p < 0,05 tratamentos versus controle
negativo (ANOVA, seguida de Tukey).
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5 DISCUSSAO

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do planeta, aproximadamente 55
mil espécies de plantas superiores (MELO et al.,, 2007) onde o bioma cerrado,
constitui uma das maiores floras vegetais, compondo um cenario de exuberante
diversidade biolégica e influente no arcabouco cultural das populacbes que nele
vivem (VILA VERDE et al., 2003).

Recentemente, varios pesquisadores tém buscado nos recursos vegetais uma
fonte de moléculas capazes de influenciar na evolucdo de cicatrizacdo das feridas.

D’Acampora e colaboradores (2007) avaliaram os efeitos da administracédo
intraperitoneal de quercetina (flavonéide) no processo cicatricial da pele em ratos
Wistar, associados a incisdo cirargica contaminada com inéculo bacteriano padréo.
A administragdo de quercetina mostrou-se eficaz no processo de cicatrizagdo
cutaneo em ratos.

Gouthamchandra e colaboradores (2010) estudaram o potencial antioxidante
de trés extratos de folhas de Clerodendrum infortunatum e o potencial cicatrizante
em feridas de ratos albinos. O estudo fitoquimico demonstrou que a planta é rica em
compostos fendlicos e flavondides atribuindo a estes metabdlitos sua forte atividade
antioxidante e a cicatrizacao de feridas.

Vasconcelos e colaboradores (2010) analisaram o efeito de taninos e
flavondides presentes nas folhas da planta Mouriri pusa, uma planta do cerrado
brasileiro na prevencdo e no processo de cicatrizacdo de Ulceras gastricas.
Verificaram que estes metabdlitos proporcionaram efeitos benéficos contra Ulceras
gastricas e com relativa seguranca.

Suntar e colaboradores (2010) analisaram quatro diferentes extratos usando
0s solventes n-hexano; éter etilico, acetato de etila e metanol das folhas da espécie
Sambucus ebulus L. para verificar a atividade cicatrizante in vivo através do
isolamento de seu componente ativo. O flavondide isolado da planta, quercetina 3-
O-glucosideo foi um dos principios ativos relacionados a atividade cicatrizante de
feridas.
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Tais estudos cientificos reforcam a relagdo da presenca de flavondides nas espécies
vegetais e o efeito cicatrizante.

A presenca de flavonoides na espécie Lippia sidoides ratifica os estudos de
Figueiredo et al. (2009) e Botelho et al.(2007); na espécie Synadenium grantii ratifica
os estudos de Moreira (2010) e na espécie Stachytarpheta gesnerioides ratifica os
estudos de Moreira et al. (2008). O teor de flavondides foi encontrado em maior
proporcdo no EE de Lippia sidoides, seguido de Stachytarpheta gesnerioides;
Synadenium grantii.

Apenas as espécies Lippia sidoides e Stachytarpheta gesnerioides
apresentaram atividade antioxidante significativa, ratificando os estudos de Almeida
et al. (2009) e Moreira et al. (2008), respectivamente. O EE de Synadenium grantii
apresentou menor atividade antioxidante, sendo que nenhum estudo de atividade
antioxidante empregando EE 100% das folhas de Synadenium grantii foi encontrado
na literatura. No trabalho de Moreira (2010), onde o autor analisa extratos acetato de
etila, hexanico e metandlico, foi demonstrada a atividade antioxidante satisfatoria
apenas nos extratos acetato de etila e metandlico.

Existe uma correlacdo negativa perfeita entre os teores de polifenois e de
flavonoides e foi demonstrada a correlacao positiva entre os teores de polifendis ou
de flavondides e a atividade antioxidante. Portanto, a atividade antioxidante dos EE
Lippia sidoides, Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides pode ser
justificada pelos teores de polifendis e flavondides presentes nestas espécies.

Para verificar a atividade cicatrizante foram utilizados o0s seguintes
tratamentos: cremes contendo 10% de EE de Lippia sidoides; 10% de EE de
Synadenium grantii e 10% de EE de Stachytarpheta gesnerioides. Vale a pena
ressaltar que ndo foi encontrado na literatura, até o momento, estudo de atividade
cicatrizante relacionados as espécies vegetais estudadas, o que denota o carater
inovador desta pesquisa.

O modelo experimental utilizando coelhos € empregado para estudos sobre a
pele; pesquisas imunoldgicas; choque; inflamacgéo; colites (doenca de Crohn);
operacdes vasculares e transplantes (PETROIANU, 1996). O modelo foi utilizado por
ser de boa visualizagdo e estes animais séo faceis de trabalhar (SCHANAIDER,



69

SILVA, 2004). Neste procedimento experimental, o detalhamento da evolugéo das
lesbes pode ser acompanhado através de fichas, nas quais foram anotadas as
principais caracteristicas macroscopicas.

Como controle positivo foi utilizado creme contendo 1% de sulfadiazina de
prata. Sulfadiazina de prata é descrita em varios estudos para o tratamento de
gueimaduras, com a finalidade de remover tecidos necrosados e combater infec¢ao
local (WARD, SAFLLE, 1995; FRANCO, GONCALVES, 2008; COELHO et. al.,
2010). Baseado nestes dados e em estudos anteriores no nosso laboratorio (SILVA,
2008; DUTRA et al., 2009), este tratamento foi determinado como controle positivo.

A sulfadiazina de prata 1% € um composto de nitrato de prata e sulfadiazina
de sddio, efetivo contra uma ampla microbiota de Gram-negativas como Escherichia
coli, Enterobacter, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa, além de incluir
bactérias Gram-positivas como Staphylococus aureus e fungos como a Candida
albicans (WARD, SAFLLE, 1995). E um dos agentes tépicos mais utilizados no
tratamento de queimaduras, sendo recomendada em queimaduras de segundo e
terceiro graus. E faciimente aplicada e removida, ndo provoca dor e apresenta
poucos efeitos colaterais. Como um dos efeitos colaterais, tem sido relatado
episédios de discreta leucopenia depois de poucos dias de uso, e de alergias em
menos de 5% dos pacientes sem necessidade de interrup¢do do uso (WARD,
SAFLLE, 1995). Segundo Ferreira et al. (2003), na pratica clinica, os pacientes tém
relatado sensacdo de frescor apds a aplicacdo desse creme. A aplicacdo de
sulfadiazina de prata 1% segue a prescricdo médica, que recomenda a sua
utilizacdo nos primeiros dias de tratamento da queimadura, enquanto ha presenca
de tecido necrético ou infeccdo. Esse agente topico deve ser trocado duas vezes ao
dia em razdo da oxidacdo da prata. Entretanto, h& dificuldades para atender a essa
recomendacao, quando é utilizada em curativos oclusivos, em funcédo dos traumas
fisico e emocional que cada curativo provoca ao paciente e do alto custo dos
recursos utilizados.

Como controle negativo foi utilizado o creme Lanette, uma cera emulsionante
anibnica. De acordo com o fornecedor, € uma cera largamente utilizada nas
farmacias de manipulacdo com grande aceitacdo pelos médicos e consumidores

finais, pois confere emoliéncia e suavidade a pele.
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Todos os tratamentos com os cremes contendo os EE e o0s grupos controle
apresentaram reducdo na é&rea da lesdo, entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles, tanto quando comparamos controle positivo
versus tratamentos e controle negativo versus tratamentos.

O controle negativo agiu de forma inesperada ao reduzir a area da lesédo de
forma similar aos outros tratamentos, porém isso pode ser justificado pela acdo
hidratante que possui. Silva (2008) analisou a atividade cicatrizante de Centella
asiatica in vivo utilizando creme Lanette como controle negativo. O controle negativo
apresentou um baixo nimero de células inflamatorias e este fato foi justificado por
sua acao hidratante e por acreditar que seu sistema umectante possa proporcionar
um mecanismo mais ativo para hidratar o estrato cérneo, aliviando a irritacdo da
pele.

Na andlise histopatologica e histomorfométrica foram analisadas
caracteristicas que influenciam na cicatrizagdo como o numero de células
inflamatorias, de fibroblastos e de vasos sanguineos, além da area de colageno e
matriz extracelular. Todos os tratamentos tiveram um numero de células
inflamatdrias menores do que o controle negativo, sendo este resultado condizente,
pois este creme ndo possui atividade terapéutica aparente. Os tratamentos com
Lippia sidoides, Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides apresentaram
namero de células inflamatérias menores comparadas ao controle positivo, 54%,
61% e 65%, respectivamente. Estes resultados demonstram o potencial
antiinflamatério destas espécies, ratificando os dados da literatura consultada
(SCHAPOVAL et al., 1997; JAGER et al., 2004; DUTRA et al, 2005;
VASCONCELOS, 2008). Os resultados demonstram também que foram mais
efetivos no combate a inflamacdo quando comparados com o controle positivo.
Estes dados também ratificam os resultados encontrados no doseamento de
flavondides onde as espécies Synadenium grantii e Stachytarpheta gesnerioides
apresentaram maior teor em relacdo as outras, ratificando também a ligacdo de
flavondides no processo inflamatério.

Um produto com atividade cicatrizante deve acelerar a migracdo e

proliferacdo de fibroblastos. Todos os tratamentos apresentaram maior numero de
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fibroblastos em relacédo ao controle negativo, sendo este resultado condizente, pois
este creme ndo possui atividade terapéutica aparente. O tratamento com Lippia
sidoides apresentou numero de fibroblastos em torno de 24% menor do que o
controle positivo. Os tratamentos com Synadenium grantii e Stachytarpheta
gesnerioides, que foram similares ao controle positivo, apresentaram ndamero de
fibroblastos 15% e 16% menores quando comparados ao controle positivo,
respectivamente. Foi observado também que o tratamento com Stachytarpheta
gesnerioides foi estatisticamente similar ao tratamento com Synadenium grantii e
Lippia sidoides na producéo de fibroblastos.

Todos os tratamentos apresentaram maior nUmero de vasos sanguineos em
relacdo ao controle negativo, sendo este resultado condizente, pois este creme nao
possui atividade terapéutica aparente. O tratamento com Lippia sidoides foi similar
ao controle positivo e apresentou nimero de vasos sanguineos em torno de 22%
menores do que este. Os tratamentos com Synadenium grantii e Stachytarpheta
gesnerioides que foram diferentes do controle positivo apresentaram numero de
vasos sanguineos 55% e 42% menores quando comparados a ele, respectivamente.

Segundo Carvalho (2002) a fase fibroblastica de cicatrizacédo é aquela na qual
a matriz extracelular é substituida por fibras de colageno. Todos os tratamentos
apresentaram uma maior area de colageno em relagcédo ao controle negativo. Todos
os tratamentos foram similares ao controle positivo. Todos o0s tratamentos
apresentaram area de matriz extracelular menor que o controle negativo e similar ao
controle positivo.

Na analise imunoistoquimica foi observado que ndo houve relacdo entre a
presenca efetiva dos miofibroblastos da lesdo e a contracdo macroscépica da ferida,
porém, todos os tratamentos apresentaram um numero de miofibroblastos menores
gue o controle negativo. Este fato demonstra que os miofibroblastos ndo sao os
unicos fatores relacionados a reducdo da ferida, também pode ocorrer uma maior
area de colageno e gerar uma maior compactacdo do colageno da matriz
extracelular. Estes achados ratificam o estudo de Trindade et al. (2010), no qual
verificaram que o0 uso topico do metronidazol apresentou acédo direta sobre os
fibroblastos, impedindo a expressdo inicial da a-SMA, menor numero de

miofibroblastos inicialmente e maior nimero de fibroblastos.
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Embora ndo tenha ocorrido diferengca estatisticamente significativa na
contracdo, as andlises histopatoldgica, histomorfométrica e imunoistoquimica

evidenciaram as diferencas entre o tratamentos e o controle negativo.
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6 CONCLUSAO

O teor de flavondides foi encontrado em maior propor¢do no EE de Lippia
sidoides, seguido de Stachytarpheta gesnerioides e Synadenium grantii.

A atividade antioxidante foi maior no EE de Lippia sidoides, seguido de
Stachytarpheta gesnerioides e Synadenium grantii.

Existe uma correlacéo positiva entre os teores de polifendis e de flavondides,
no entanto e foi demonstrada a correlacdo entre os teores de polifendis ou de
flavondides e a atividade antioxidante

A analise conjunta dos resultados destas espécies avaliadas indicou que o
extrato etanolico de Lippia sidoides foi o mais eficiente na cicatrizagdo de Ulceras
dérmicas.

Os resultados inéditos de atividade cicatrizante apresentados neste trabalho
demonstraram a potencialidade farmacologica de Lippia sidoides e sugere a

conducao de novos estudos cientificos.
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ANEXO A — PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ensaio para avaliagdo da atividade terapéutica de

em queimaduras de pele de coelho - DATA:

Amostras:
Controle negativo:
Controle positivo:
Coelho n°:

Sexo:

Peso inicial:

Data de inicio do ensaio: Horario:
Anestésico local:
Analgésico:
Observacao:

1° Dia - Data:

Queimadura

Com barra de ferro (5 cm? colocado em banho de agua fervente por 1

minuto.Tempo de contato da pele com a barra: 10 segundos.

BRANCO CREME COM
EXTRATO TESTADO

2 3
1 4
SULFADIAZINA CREME COM

EXTRATO TESTADO

Observacgao apos a queimadura:
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2° Dia — Data:
Peso:

Observacéao das queimaduras:
Procedimento de aplicacdo das amostras na area da queimadura;

As amostras devem ser aplicadas de manha e a tarde.

Retirar o animal da gaiola. Colocar na bancada. Com a espatula de madeira
esterilizada, retirar uma pequena quantidade da amostra e delicadamente espalhar
uniformemente sobre toda a area da queimadura. Sobre cada area colocar gaze
esterilizada cortada em quadrados, depois com uma faixa de bandagem né&o
oclusiva esterilizada enrolar todo o animal para prender a gaze no local. Colocar
duas faixas de bandagem, suficiente para cobrir as areas de queimadura. Retornar o
animal a gaiola. Na segunda aplicacdo, retirar a bandagem e a gaze com uma
tesoura, efetuar a limpeza com soro fisiolégico, passar novamente as amostras,

repetindo o procedimento de colocacéo de gaze e bandagem.

Horario Manha:
Horéario Tarde:



3° Dia — 10° Dia - Data:

Peso:

Kg

Estado de irmtacio e agitacio do animal: [ ] Ausente

Observacéao das queimaduras:

Ferida aberta
Area avermelhada
Area esbranquicada

Presenca de secrecao

Presenca de escara
Presenca de edema
Presenca de pus

[] Area ],
[ ] Areat
[] Area ]
[] Area ]
[] Areal,
[] Areal

[] Area] [] Area2

Presenca de sangramento [ ] Area 1

Hematoma

Tamanho da ferida:

Area:

[ ] Menor que o dia anterior [ ] Maior que o dia anterior

Area 2:

[ ] Menor que o dia anterior [ ] Maior que o dia anterior

Area 3:

[ ] Menor que o dia anterior [ ] Maior que o dia anterior

Aread:

[ ] Menor que o dia anterior [ ] Maior que o dia anterior

[] Area]

[ ] Area 2
[ ] Area 2
[ ] Area 2
[] Area 2
[ ] Area2
[] Area?2

[] Area?2
[] Area2

[ ] Presente
[ Area3 [ |Aread4
[ JArea3 [ JArea4
[[] Area3 [ |Area4
[] Area3 [ ] Area4
[] Area3 [ ] Area4
[] Area3 [ ] Area4
[] Area3 [ ]| Area 4
[] Area3 [ ] Area4d
[] Area3 [ ] Area 4

[ ] Sem alteracéo

[ ] Sem alteracéo

[ ] Sem alteracéo

[ ] Sem alteracéo

Completa secagem da ferida:_ [ | Area1 [ ] Area2 [ ] Area3 [_] Aread

Outras observagoes:

Horario de aplicacéo das amostras:

Manha:

Tarde:

horas

horas
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 045/2010 — CEEA sobre “EFEITO CICATRIZANTE
DE CREMES CONTENDO EXTRATOS DE Lippia sidoides”. projeto de pesquisa sob
a responsabilidade de NADIA REZENDE BARBOSA RAPOSO E MARCOS
ANTONIO FERNANDES BRANDAO, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIF, em reunido realizada em
19/11/2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 045/2010 - CEEA about “HEALING EFFECTS OF
CREAMS CONTAINING EXTRACTS OF Lippia sidoides® — NADIA REZENDE
BARBOSA RAPOSO AND MARCOS ANTONIO FERNANDES BRANDAO - is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College
of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
19/11/2010. ;

Juiz de Fora, 19 de novembro de 2010.

o

Presidente/EEA Secretarioc/CEEA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissao de Etica na Experimentacie Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 044/2010 — CEEA sobre “EFEITO CICATRIZANTE
DE CREMES CONTENDO EXTRATOS DE Stachytarpheta gesnerioides”™, projeto de
pesquisa sob a responsabilidade de NADIA REZENDE BARBOSA RAPOSO E
MARCOS ANTONIO FERNANDES BRANDAO, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentaciio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de FETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF,

em reunifo realizada em 19/11/2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 044/2010 - CEEA about “HEALING EFFECTS OF
CREAMS CONTAINING EXTRACTS OF Stachytarpheta gesnerioides”™ — NADIA
REZENDE BARBOSA RAPOSO AND MARCOS ANTONIO FERNANDES
BRANDAO - is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted
by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the
PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL
RESEARCH (CEEA) in 19/11/2010.

Juiz de Fora, 19 de novembro de 2610.

7

Presidente/JEEA Secretaric/CEEA
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