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RESUMO

Vernonia polyanthes Less, familia Asteraceae, popularmente conhecida no Brasil como assa-
peixe, tem sido utilizada no tratamento de afeccGes do aparelho respiratorio, problemas renais
e gastrointestinais, feridas, fraturas e tor¢des, contusdes e luxagdes e, ainda, indicada como
tonica, emenagoga, diurética e cicatrizante. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
toxicoldgico e as atividades anti-inflamatoria topica e cicatrizante e desenvolver um creme
dermatoldgico a partir do extrato etandlico das folhas de V. polyanthes Less. Folhas secas e
pulverizadas foram submetidas a extracdo em etanol PA por maceracdo estatica seguida de
rotaevaporacdo para obtencdo do extrato etandlico de V. polyanthes (EEVP). Parametros
bioquimicos, hematoldgicos, morfologicos e histopatolégicos foram determinados em ratos
Wistar apos 15 e 30 dias de tratamento por via oral com 100, 200 e 400 mg/kg de EEVP. O
creme dermatolégico do extrato etandlico de V. polyanthes (cEEVP) foi desenvolvido nas
concentragdes 0,10, 0,25 e 0,50% seguido de estudo de estabilidade. A atividade anti-
inflamatdria tépica de cEEVP foi avaliada pelos métodos de edema de orelha induzido por
6leo de créton, fenol e &cido araquidénico, enquanto EEVP e cEEVP foram usados no ensaio
da atividade cicatrizante através de inducdes de lesdes cutdneas. Analises histopatoldgicas e
avaliacdo da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-p-D-glicorominidase
(NAG) complementaram os ensaios farmacoldgicos. Na avaliacdo da toxicidade, EEVP nédo
alterou os parametros bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos, mas promoveu
modificagdes nos niveis lipidicos e enzimas hepaticas nos grupos tratados com EEVP. O
CEEVP apresentou conformidades adequadas no estudo de estabilidade e juntamente com o
EEVP demonstrou efeitos anti-inflamatério topico e cicatrizante. Os resultados poderdo
contribuir com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos através da difusdo do

conhecimento e da comprovacéo cientifica das aplicagdes terapéuticas de V. polyanthes.

Palavras-chave: Vernonia polyanthes. Toxicidade de Drogas. Produtos Farmacéuticos.

Estabilidade de Medicamentos. Dermatologia. Cicatrizacdo de Feridas.



ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less, Asteraceae family, popularly known in Brazil as assa-peixe, has
been used to treat diseases of the respiratory tract, kidney and gastrointestinal problems,
wounds, fractures and sprains, bruises and dislocations, and also indicated as tonic,
emmenagogue, diuretic and healing. The aim of this work was to investigate the toxicological
potential and topical anti-inflammatory and healing activities and develop a dermatological
cream from the ethanol extract of V. polyanthes leaves. Dried and powdered leaves were
extracted in ethanol PA by static maceration for obtaining dry ethanol extract (EEVP) using a
rotaevaporator. Parameters Biochemical, hematologic, morphological and histopathological
were determined in Wistar rats after 15 and 30 days of treatment orally with 100, 200 and 400
mg/kg EEVP. Dermatological cream of EEVP (cCEEVP) was developed at the concentrations
of 0.10, 0.25 and 0.50% and evaluated through stability study. The topical anti-inflammatory
activity of cEEVP was assessed by ear edema induced by croton oil, phenol and arachidonic
acid, while the wound healing activity was performed by cutaneous lesions test using EEVP
and cEEVP. Histopathological analysis and evaluation of the myeloperoxidase (MPQO) and N-
acetyl-p-D-glicorominidase (NAG) activities were also determined. In the evaluation of
toxicity, EEVP did not modify the biochemical, hematological and histopathological
parameters, but promoted alterations in lipid and liver enzymes levels. The cEEVP showed
adequate conformities in the stability study and together with the EEVP demonstrated topical
anti-inflammatory and wound healing effects. The results may contribute to the National
Policy of Medical Plants and Herbal through the dissemination of knowledge and scientific

evidence of the therapeutic applications of V. polyanthes.

Keywords: Vernonia polyanthes. Drug related side effects. Pharmaceutical preparations. Drug

stability. Dermatology. Wound healing.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso em
rituais religiosos ou como medicamento (LI; OHIZUMI, 2004). Suas aplicacdes na fitoterapia
buscam a cura e o alivio das moleéstias, ferimentos e males dos seres humanos e animais desde
a pré-historia, evoluindo ao longo dos anos (COUTINHO, 2004).

O emprego de plantas medicinais, como medicamento, é de grande importancia e, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, 80% da populacdo mundial fazem uso de
plantas medicinais, principalmente nos paises em desenvolvimento (KINGHORN, 2002;
GURIB-FAKIM, 2006). Dentre os fatores envolvidos com o consumo de produtos naturais
para os cuidados com a saude, estdo o alto preco dos medicamentos industrializados e o
pensamento de que “o que ¢ natural ndo faz mal”, acreditando, porém, ndo causar efeitos
colaterais ou toxicos (RATES, 2001). No entanto, sabe-se que todo medicamento, natural ou
sintético, deve passar por estudos que comprovem sua eficacia e seguranca (ALVES et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2013). Esta afirmacdo encontra-se respaldada pela legislacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que considera fitoterapico aquele
medicamento obtido exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal, com qualidade
constante e reprodutivel e que tantos os riscos quanto a eficacia seja caracterizada por
levantamentos etnofarmacoldgicos, documentacBes técnico cientificas em publicacfes ou
ensaios clinicos, assegurando o uso seguro (BRASIL, 2004a).

A possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos naturais é
imensuravel (GURBUZ et al., 2002). O Brasil, por exemplo, devido a sua posi¢ao geogréafica
privilegiada, ao clima e umidade adequados e a diversos fatores bioticos e abioticos, detém
20% de toda a biodiversidade mundial e a maior variabilidade genética do mundo
(CALIXTO, 2005). Diante dessa larga diversidade, a flora brasileira é considerada uma fonte
promissora para a descoberta de novas substancias biologicamente ativas. Entretanto, apenas
uma pequena parcela das espécies vegetais, em torno de 8%, foi estudada, particularmente do
ponto de vista quimico e farmacoldgico (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A pele representa a principal barreira protetora do organismo, de modo a desempenhar
a funcdo de defesa contra agentes externos e nocivos (BUCKLE; HEDGECOCK, 1997).
Qualquer interrupcdo na continuidade desta barreira representa uma ferida, a qual é
acompanhada por processo inflamatorio. Em geral, essa reagdo € autolimitada e sofre
resolucdo, envolvendo remocgéo de células mortas, depuracdo de células de resposta aguda e



regeneracdo da matriz celular, culminando com a cicatrizagéo tecidual (MURPHY; WARD,
2006).

Uma das plantas utilizadas como potente cicatrizante e anti-inflamatoria ¢ a Vernonia
polyanthes, pertencente a familia Asteraceae, popularmente conhecida como assa-peixe,
encontrada em diferentes regibes do Brasil, especialmente em Minas Gerais
(BARBASTEFANO et al., 2007). Indicada na medicina popular para afec¢des do aparelho
respiratorio, problemas renais e gastrointestinais, feridas, fraturas, torcGes, contusdes e
luxacdes, sendo indicada como tbnica, emenagoga (aumenta o fluxo menstrual), diurética,
além de cicatrizante (ALVES; NEVES, 2003; LORENZI; MATQS, 2008). Apresenta ainda
acdo leishmanicida, antifungica (BRAGA et al., 2007), reduz a pressdo arterial, a depuracdo
de creatinina e aumenta a excrecdo de sodio renal (SILVEIRA; FOGLIO; GONTIO, 2003),
bem como atividades antiulcerogénica (BARBASTEFANO et al., 2007), antinociceptiva
(reduz a percepc¢do dolorosa) e anti-inflamatoria (TEMPONI et al., 2012).

Diante das evidéncias cientificas e das possiveis indicacBes terapéuticas na medicina
popular, o trabalho avaliou parametros de toxicidade e o potencial anti-inflamatorio topico e
cicatrizante do extrato etanolico das folhas de Vernonia polyanthes Less em solugdo e
incorporado no creme base lanette, além de analisar a estabilidade desta formulagdo

semissdlida desenvolvida frente a diferentes temperaturas de armazenamento.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 USO POPULAR E BIODIVERSIDADE DA FLORA MEDICINAL

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas estd associado a
medicina tradicional de distintas partes do mundo (ARAUJO; LEON, 2001). Culturas dos
mais diferentes lugares, independente do potencial econémico, reconhecem e utilizam as
propriedades terapéuticas dos vegetais no tratamento de doencas, praticas estas que
acompanham o homem desde a pré-historia e que evoluiram ao longo do tempo
(COUTINHO, 2004). Dessa forma, as sociedades vém acumulando informacbes e
experiéncias sobre 0 ambiente, interagindo e provindo suas necessidades para sobrevivéncia.

O uso milenar destes recursos naturais para o tratamento de doencas € associado ao
poder da crenca e pela falta de condicGes financeiras para realizar tratamentos medicos e
adquirir medicamentos oficiais, buscando, assim, o auxilio de benzedeiras e curandeiros
(OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998). Esta tradi¢do € demonstrada pela prépria histéria da
profissdo farmacéutica no Brasil, ou seja, em 1549, ap6s a instituicdo do Governo Geral da
Coldnia, o primeiro governador, Tomé de Souza, trouxe de Portugal para o Brasil, dentre
inimeras pessoas, como autoridades civis e militares, um boticério (antiga denominacdo do
farmacéutico), Diogo de Castro. Neste momento, os medicamentos eram, em sua grande
maioria, plantas medicinais que foram cultivadas em jardins caseiros (CAVALHEIRO, 2006)
e esta pratica foi difundida pela populacdo da época (PEREIRA; FERNANDES; LEITE,
2012; TOMAZZONI; NEGRELLI; CENTA, 2006).

Mesmo com o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas medicinais
permaneceram como forma de tratamento e tém sido valorizadas nas Ultimas décadas
(FAZAL; AHMAD; ABASI, 2013). Neste sentido, muitos fatores tém contribuido para o
aumento da utilizagcdo das plantas como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos
medicamentos industrializados, o dificil acesso da populacéo a assisténcia médica, bem como
a tendéncia ao uso de produtos de origem natural. Acredita-se que o cuidado realizado por
meio das plantas medicinais seja favoravel a salde humana, desde que o usuario tenha
conhecimento prévio de sua finalidade, riscos e beneficios (BADKE et al, 2012).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o uso de plantas medicinais
pela populacdo mundial vem obtendo cada vez mais espaco, sendo a principal opcéo
terapéutica de aproximadamente 80% da populacdo mundial, especialmente aquela de baixa
renda (PINTO et al., 2002). Nos Estados Unidos de cada 150 medicamentos receitados e



comercializados, 118 sdo elaborados a partir de produtos originarios da biodiversidade, como
plantas, fungos, bactérias e animais (CHIVIAN; BERNSTEIN, 2008). Em paises em
desenvolvimento, estima-se que 80% dos habitantes dependam da medicina tradicional para
suprir suas necessidades basicas de salde, e 85% dos medicamentos produzidos pela medicina
tradicional envolve o uso de extratos de plantas (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011). Esses
paises mantém cerca de 67% da biodiversidade vegetal do planeta, com destaque para a sua
participacdo no processo de reforco do uso de plantas medicinais no cuidado de saude
promovido pela OMS (BRASIL, 2006a).

O termo biodiversidade refere-se a diversidade bioldgica, designando a variedade de
formas de vida em todos os niveis, desde micro-organismos até flora e fauna silvestres,
adentrando também a espécie humana. A importancia da biodiversidade para o bem-estar € a
salde humana ganhou maior destaque quando o processo de perda da diversidade bioldgica
alertou para a necessidade da conservagédo e do uso racional dos recursos vivos. Dessa forma,
foi reconhecida a valoracéo dos ecossistemas naturais e do imenso potencial que as espécies
tém para a economia humana em geral e como fonte potencial de farmacos em particular
(CHIVIAN; BERNSTEIN, 2008).

O Brasil detém a maior variabilidade genética do mundo e sua flora é constituida por
cerca de 55 mil espécies conhecidas, 0 que se deve principalmente a sua privilegiada posicao
geogréfica, ao clima e umidade adequados e a inimeros outros fatores propicios. Além de
varias outras espécies ainda ndo catalogadas ou mesmo desconhecidas pelas ciéncias
bioldgicas (CALIXTO, 2005). Paises, como o Brasil, sdo detentores de alta biodiversidade e
possui uma grande &rea territorial. No contexto global, a questdo da biodiversidade tem
enorme relevancia, pois o uso e a ocupacdo do solo com avango em areas naturais tém forte
implicacdo na saude e no bem-estar humano.

Apesar de grande importancia, somente nos Gltimos anos iniciou-se a regulamentacao
juridica de toda a biodiversidade, com a adogdo de medidas concretas para a criacdo de
mecanismos de seguranca bioldgica, de protecédo intelectual de plantas e micro-organismos e
mesmo de protecdo ao acesso dos recursos genéticos brasileiros. Um dos mais importantes
acordos, sendo o mais relevante, foi a Agenda 21, realizado durante a Conferéncia das Nacoes
Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, realizada no Rio de Janeiro, em 1992,
representando um compromisso extenso, com centenas de disposicdes sobre politicas de
cooperacdo internacional a serem adotadas, com vistas a melhoria da qualidade de vida das
populagdes de todo o mundo e na preservacgao e recuperacdo do meio ambiente (VARELLA,
1997).



2.2 DESENVOLVIMENTO E IMPLANTACAO DE FITOTERAPICOS

O uso de plantas medicinais faz parte da evolucdo humana e essa pratica é relatada na
maioria das antigas civilizacGes, sendo a primeira referéncia escrita encontrada na obra Pen
Ts'ao "A Grande Fitoterapia™, do chinés Shen Nung, a qual remonta a 2800 a.C. A fitoterapia
foi um dos primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos, além de ser por muito
tempo a Unica terapia disponivel ao homem. Em algumas ocasides, as plantas curavam, em
outras, matavam ou produziam graves efeitos colaterais, sendo, portanto, essencial o uso
responsavel, racional, seguro e ndo abusivo das mesmas (CZELUSNIAK, et al., 2012;
MELO, 2009).

Inicialmente, os termos medicamentos fitoterapicos e fitomedicamentos, fitofarmacos,
plantas medicinais, partes de plantas, chas e pos de plantas, compressas, magias ou qualquer
destas crencas populares ndao devem ser confundidos. As plantas medicinais sdo a matéria-
prima para a extracdo dos principios ativos para a producdo do medicamento fitoterapico. Este
fitoterapico passa por processo industrial, evitando contaminacGes por micro-organismos,
agrotoxicos e substancias estranhas. Isto diferencia das plantas medicinais, pois, além de
proporcionar a padronizacdo da quantidade e da forma adequada para a sua utilizacdo, garante
a seguranca final do produto (CAVALHEIRO, 2006).

A fitoterapia significa o tratamento de uma doenca, caracterizado pelo uso de plantas
medicinais nas diferentes formas farmacéuticas. Através da RDC 48/2004 (BRASIL, 2004a),
a qual foi revogada e hoje estd em vigor a RDC 26/2014 (BRASIL, 2014), a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera como medicamento fitoterapico aquele
obtido exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal (extrato, tintura, 6leo, cera,
exsudato, suco e outros), com qualidade constante e reprodutivel e que tantos os riscos quanto
a eficicia seja caracterizada por levantamentos etnofarmacoldgicos, documentacfes técnico-
cientificas em publicacbes ou ensaios clinicos (BRASIL, 2004a). Nao podendo considerar
fitoterapico qualquer produto que inclua substancias naturais ou sintéticas que tenha ativos
isolados, ou adicionados ao derivado de plantas (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011). Deste
modo, ndo é objeto de registro como medicamento fitoterapico, planta medicinal ou suas
partes, ap0s processos de coleta, estabilizacdo e secagem, podendo ser integra, rasurada,
triturada ou pulverizada. Tornando-se evidente a necessidade de uma efetiva fiscalizacdo
deste setor, sem a qual pode se deparar com sérios problemas de salde publica (ALVES et al.,
2008).



Segundo levantamento realizado pelo Ministério da Saude em 2004, foi relatado que
em todos os municipios brasileiros, a fitoterapia se mostrou presente em 116 municipios,
contemplando 22 unidades federadas (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011), indicando seu
crescente uso, impulsionado pela evolucao dos estudos cientificos, em destaque a descoberta
da eficAcia de plantas medicinais, principalmente as utilizadas pelas populagbes com
finalidade terapéutica, atraves dos estudos quimicos e farmacoldgicos (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998), e muitas vezes impulsionado também pelo mercado mundial, o qual
movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano. No Brasil, estima-se que o comércio de
fitoterapicos seja de 5% em relacdo ao mercado total de medicamentos, avaliado em mais de
US$ 400 milhdes (PINTO et al., 2002). Dados da OMS apontam que, em 1980, 0 mercado
mundial de fitoterapicos e produtos naturais movimentou 500 milhdes de dolares, valor que
em 2000 foi registrado somente na Europa. No Canadé, as vendas crescem 15% ao ano e nos
Estados Unidos chegam a 20% (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012)

Em relacdo ao registro de medicamentos fitoterapicos, estima-se que h& 512 destes
medicamentos registrados na ANVISA, derivados de aproximadamente 162 extratos de
plantas medicinais. Apesar de o Brasil ser um pais com o maior nimero de espécies do
planeta, cerca de 20% do total, e ter uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais entre a
populacédo, apenas 25% dos medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil vém de espécies
medicinais existentes na América do Sul. Portanto, é importante que os pesquisadores
consultem a legislacdo e deem maior importancia a flora nacional, resultando numa
abordagem mais voltada para o setor produtivo, a fim de gerar maiores informacdes sobre as
espécies de plantas brasileiras disponiveis (CARVALHO et al., 2011).

No ocidente, considera-se a Alemanha como o principal incentivador das terapias
naturais, notadamente a fitoterapia, uma vez que no receituario aleméo, os produtos florais
chegam a ocupar cerca de 40% das prescri¢des. Ha também paises como a Franca, Bélgica,
Suécia, Suica, Japdo e Estados Unidos, onde se enfatiza a técnica fitoterapica e os trabalhos
cientificos sobre o tema sdo publicados. A China é campea na utilizacdo de medicamentos
naturais, recorrendo-se a alopatia quando ndo se encontra um substituto de tal medicamento
na flora chinesa (CALIXTO, 2000).

Vérias publicagdes, encontros e conferéncias tém sido realizados com o intuito de
promover 0 uso de medicamentos fitoterapicos. Em 1978, foi realizada a Conferéncia
Internacional sobre Cuidados Priméarios de Saude, como parte do plano de acdo da OMS
(Organizagdo Mundial da Saude) para atender o objetivo "Salde para todos no ano 2000",

nela foi incentivada a valorizacdo das terapias tradicionais, entre elas a fitoterapia,



reconhecidas como recursos possiveis, mais faceis e economicamente vidveis de aumentar a
cobertura de atencdo primaria a satde. No Brasil, este tema foi discutido na 8% Conferéncia
Nacional de Saude, em 1986, quando se recomendava a introducdo de praticas tradicionais de
cura popular no atendimento publico de saide. Em 1996, durante a 102 Conferéncia Nacional
de Saude, houve a proposta de incorporar no SUS as terapias alternativas e préaticas populares,
especificamente o incentivo a fitoterapia e a homeopatia na assisténcia farmacéutica publica.
O uso da fitoterapia na atengédo primaria é tecnicamente apropriado, quando a prescri¢do nédo é
feita de forma indiscriminada e quando os profissionais ndo incentivam a medicalizacdo
excessiva (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

No ano de 1982 entrou em vigéncia o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais
(PPPM) da Central de Medicamentos (CEME), vigente durante 15 anos (1982 e 1997), e
objetivou estudar 55 plantas medicinais com o intuito de determinar a acéo terapéutica que
estas plantas apresentavam segundo a populacdo, a partir de estudos cientificos, e assim
tornando o uso mais seguro e efetivo (SANTOS et al., 2011). Em 1998, foi aprovada a
Politica Nacional de Medicamentos, portaria n® 3916, que estabelece a expanséo do apoio as
pesquisas destinadas a fitoterapicos, visando o potencial terapéutico da flora e fauna nacionais
(BRASIL, 1998). Em 2006 foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Medicamentos Fitoterapicos a fim de definir e pactuar as a¢fes que visam 0 uso de plantas
medicinais e fitoterapicos no processo de atencdo a saude, respeitando desde o conhecimento
tradicional até o uso da biodiversidade do pais (SANTOS et al., 2011). Neste mesmo ano, foi
publicada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS), através da portaria n® 971, como fruto de anos de ensaios referentes a
este tema. Esta politica trata das diretrizes, acbes e responsabilidades dos trés governos
federal, estadual e municipal e recomenda a implantacdo e a implementacao de vérias acdes e
servicos no SUS, dentre eles a fitoterapia, além de homeopatia, acupuntura, entre outros,
objetivando garantir a prevencdo de agravos, a promog¢do e a recuperacdo da saude com
énfase na atencdo basica (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

E de grande importancia a introducdo da fitoterapia no servico de atencio basica do
SUS, uma vez que representa a cultura de um povo, ndo podendo desconsidera-la, além do
que o0s conhecimentos populares podem ser uma contribuicdo para o aprendizado dos
profissionais de saude, tornando possivel, também desenvolver o potencial econémico em
relacdo as plantas com valor medicinal, as quais uma alternativa de tratamento & medicina
alopatica (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).



Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saude divulgou a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), na qual estdo presentes 71 espécies vegetais usadas
pela sabedoria popular e confirmadas cientificamente (BADKE et al., 2012). Em 2010, foi
aprovada a portaria n® 886/GM/MS, com a finalidade de instituir o programa Farmécias Vivas
no SUS. Este programa foi o primeiro de assisténcia farmacéutica baseado no emprego
cientifico de plantas medicinais desenvolvido no Brasil, tendo por objetivo produzir
medicamentos fitoterapicos acessiveis a populacdo (MATOS, 1998) e realizar todas as etapas
do cultivo, coleta, processamento, armazenamento de plantas medicinais, manipulacgéo,
dispensacdo de preparagdes magistrais até oficinas de plantas medicinais e produtos
fitoterapicos (SANTOS et al., 2011).

Embora a area de fitoterapicos esteja cada vez mais conhecida e desenvolvida, a
disponibilidade de produtos fitoterapicos no mercado brasileiro ainda é bastante preocupante
na visdo do controle de qualidade desde a producdo até a comercializacdo e uso pela
populacédo, pois a capacitacdo de profissionais nesta area ainda é escassa (CALIXTO, 2000).
Os médicos brasileiros ndo tém o costume de receitar fitoterapicos, simplesmente por néo ter
conhecimento e, consequentemente, ndo acreditam na sua acdo. Na realidade, os profissionais
prescritores de medicamentos sdo vitimas das pressdes de mercado, formando uma
mentalidade médica voltada mais para a necessidade de consumo do que para a de cura
(CAVALHEIRO, 2006). Diante disto, a PNPIC implantou um programa de capacitagdo na
area de "Plantas Medicinais e Fitoterapia”, o qual deve ser realizado através de curso basico
interdisciplinar comum a toda a equipe e cursos especificos para profissionais de saude de
nivel universitario (BRASIL, 2006b).

Espera-se que a implantacdo destas politicas de medicamentos fitoterapicos nos locais
de atencdo priméaria que atendem o SUS permita uma redugdo nos gastos com satde no Brasil,
uma vez que o problema de falta de medicamento enfrentado pelas UBS podera ser
amenizado quando efetuada a complementagdo do medicamento convencional pelo
fitoterapico, mediante uma orientacdo (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

2.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Nos ultimos anos tem crescido o desenvolvimento de novas formulagfes no mercado
farmacéutico e cosmético, tornando indispensavel a avaliacdo de sua estabilidade, pois para
ter sucesso a forma farmacéutica deve apresentar-se estavel durante todo o tempo de

armazenamento, garantindo a integridade quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica e



toxicologica do farmaco e da forma farmacéutica dentro dos limites especificados
(MATTHEWS, 1999; LUCAS; BISHARA; SEEVERS, 2004; ANSEL; POPOVICH;
ALLEN-JUNIOR, 2007).

O estudo de estabilidade de produtos cosméticos fornece indicacbes sobre o
comportamento do produto, indicando seu grau de estabilidade em determinado intervalo de
tempo, frente a condi¢fes ambientais a que possa ser submetido, mantendo as caracteristicas
que possuia na época da fabricacdo até o término da validade (TABORIANSKI, 2003;
VEHABOVIC et al.,, 2003; ANVISA, 2004; STULZER; SILVA, 2009), possuindo como
principal aplicabilidade a determinagdo do prazo de validade do produto farmacéutico,
conforme descrito pela Resolu¢do n°1/2005 (BRASIL, 2005). Porém, também determina a
quantificacdo dos produtos de degradacdo e o método analitico correspondente, conforme o
Informe Técnico n°® 1/2008, o qual objetiva esclarecer procedimentos nos casos em que a
impureza ou o padrdo do produto de degradacdo ndo estejam disponiveis, através da
realizaco de testes de estresse sob condigdes variadas (BRASIL, 2008).

Dentre os tipos de estabilidade, existe a fisica, na qual sdo mantidas as propriedades
fisicas originais, inclusive aparéncia, textura, uniformidade, cor e odor, e a quimica, na qual
cada substancia ativa mantém sua integridade quimica (LEONARDI, 2004), sendo necessaria
para prever instabilidade entre os principios ativos (HIR, 1997; ZANIN, 2001). Alteracdes de
pH, reacbes de oxido-reducdo e/ou de hidrdlise podem levar a alteracfes da atividade das
substancias ativas, das caracteristicas organolépticas e fisicas das emulsdes (ANVISA, 2004).
A instabilidade fisica pode ser observada quando ocorrem fendmenos de coalescéncia,
cremeacdo, e floculacdo. (SANCTIS, 1999).

Quanto a origem as alteracdes podem ser classificadas como intrinsecas (fatores
inerentes & formulacdo) e/ou extrinsecas (fatores externos). Dentre os fatores extrinsecos
podem citar o tempo, temperatura, umidade, presenca de micro-organismos e vibracéo. Ja os
fatores intrinsecos sdo fatores relacionados a prépria formulagdo e a interacbes de seus
ingredientes, entre si ou com o0 material de acondicionamento (ANVISA, 2004).

Quanto a duracdo da analise os estudos de estabilidade podem ser divididos em trés
fases, conforme a Resolucdo 01/2005: estudo de estabilidade de acompanhamento, estudo de
estabilidade de longa duragdo, e estudo de estabilidade acelerada (BRASIL, 2005).

Estudo de estabilidade de longa duracdo € projetado para verificacdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico
durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sdo usados

para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢des de
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armazenamento. Deve ser realizado anualmente ou bianualmente, dependendo do nimero de
lotes produzidos pela empresa farmacéutica, para comprovacao da qualidade do produto com
a estabilidade pré-estudada. Apds os resultados deste estudo realiza-se a fase de
acompanhamento da estabilidade, de modo a verificar se 0 produto mantém as mesmas
caracteristicas apresentadas anteriormente (BRASIL, 2004b).

E por fim, o estudo de estabilidade acelerada ¢ um teste em que as formulagfes séo
submetidas as condi¢bes que visam uma aceleracdo das propriedades quimicas e fisicas do
produto, com a finalidade de prever a vida Gtil do produto, quando estiver sobre as condicdes
ambientais de armazenamento de uso (LEONARDI, 2004; BABY et al., 2008). Os dados
assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duragdo, podem ser
usados para avaliar efeitos prolongados em condicGes ndo aceleradas e para avaliar o impacto
de curtas exposi¢des a condicdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que podem
ocorrer durante o transporte (BRASIL, 2005). E assim proporcionar maior seguranca e
garantir a qualidade destas preparacdes durante o tempo de uso, 0 que repercute em uma
maior aceitacdo pela populacéo.

Desta forma a estabilidade é muito relativa, pois vai depender da armazenagem do
produto, controle de temperatura, entre outros motivos que possam retardar ou acelerar
alteraces. Modificaces dentro de limites pré-estabelecidos ndo podem ser motivos para
reprovar o produto.

2.3.1 Reologia

Além da andlise das caracteristicas organolépticas, separacdo de fases, através do teste
de centrifugacdo, verificacdo do valor de pH e avaliacdo microbioldgica, € imprescindivel o
estudo reoldgico de formulagGes semissolidas, fornecendo resultados relevantes quanto ao seu
comportamento.

O termo reologia provém do grego (rheo = fluir; logos = ciéncia), significando "a
ciéncia dos fluidos", que foi sugerido por Binghan e Crawford no século XX para descrever o
fluxo de liquidos e a deformacdo dos solidos. O termo foi adotado formalmente em 1929 e
hoje representa uma ciéncia que se dedica ao estudo das propriedades de fluxo e deformacéo
da matéria como um todo, independente do estado fisico (LEONARDI; MAIA CAMPQOS,
2001).
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Dentre os parametros reologicos, o de maior importancia é a viscosidade, 7. Este
pardmetro é definido na equagdo da 2% Lei de Newton como um fator de inércia (analogo a
grandeza massa) que mede a resisténcia ao escoamento (BENNETT; MYERS, 1978):

F=ma Eq. 1 (22 Lei de Newton)
T=n¢ Eqg. 2 (22 Lei de Newton aplicada a fluidos)

A viscosidade representa um fator de proporcionalidade entre o pardmetro t e a
grandeza ¢ (¢ = dv/dy). Além disso, depende das intera¢fes intermoleculares, tamanho,
forma e estado de agregacdo dos componentes do fluido, apresentando unidades de Ns/m? O
parametro t representa a tensdo de cisalhamento — forca aplicada a superficie paralela ao
escoamento, tendo dimensdes de pressdo (N/m? no SI), sendo uma grandeza analoga & forca
(F). A grandeza ¢, definida como gradiente de velocidade, é analoga a aceleracéo (a), mede o
movimento transmitido ao fluido devido a aplicacdo do estimulo externo z, sendo conhecida
também como deformacédo por cisalhamento ou frequéncia de cisalhamento, por apresentar
dimens6es de frequéncia (s no SI) (FOX; McDONALD, 1998).

A anélise da viscosidade nos permite caracterizar os fluidos como Newtonianos ou
ndo-Newtonianos. O primeiro apresenta valores constantes de viscosidade, enquanto que o
segundo apresenta viscosidade variavel e pode ser dividido em Binghamianos, os quais
apresentam comportamento similar a sélidos até certo valor de tensdo 14, a partir da qual
passa a escoar, ou ainda fluidos pseudoplasticos e dilatantes, os quais apresentam,
respectivamente, a viscosidade decrescente e crescente a medida que se aumenta a tensdo
(BENNETT; MYERS, 1978). Estes fluidos ndo-Newtonianos sdo mostrados no Gréfico 1.

Gréfico 1 - Comportamento de fluidos quanto ao cisalhamento.

Binghamiano
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Tensdo de cisalhamento (FPa)

Frequéncia de cisalhamento (Hz)
Fonte: Bennett; Myers, 1978.
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Na pratica, o comportamento de fluxo de um dado material pode ser determinado
através da construcdo de um gréafico de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento,
utilizando-se um redmetro. E assim permitindo a avaliacdo do comportamento do fluido
(BENNETT; MYERS, 1978; FOX; McDONALD, 1998).

2.4 USO SEGURO DE FARMACOS

O uso popular de plantas medicinais vem desde a antiguidade e ainda nos dias atuais
podemos encontrar nas grandes e pequenas cidades brasileiras a comercializacdo em feiras
livres, mercados populares, quitandas residenciais e em outros estabelecimentos, ja que se
difundiu uma crenca popular de que o que € natural ndo faz mal, que as plantas apenas curam.
Esses produtos sdo comercializados por ervanarios e raizeiros que nao cumprem com 0S
critérios de adequacdo a saude nem atendem ao binbmio seguranca e eficécia exigidos nos
demais produtos, demonstrando assim uma ma utilizacdo das plantas medicinais, uma vez que
ndo passam por estudos de farmacovigilancia (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).
Neste contexto, 0o que muitas pessoas ndao sabem ou ndo acreditam, € que as plantas
medicinais podem conduzir a diversos tipos de danos a salde, como reacdes alérgicas,
toxicas, efeitos mutagénicos e interagdes medicamentosas (ALVES et al., 2008), de modo que
0 uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sdo suficientes para validar eticamente como
medicamentos eficazes e seguros. Fazendo-se necessario a realizacdo de estudos toxicoldgicos
para a avaliacdo de parametros de seguranca (OLIVEIRA et al., 2013).

Considerando o potencial toxico das plantas e a necessidade de um rigoroso controle,
temos o fato que 0s venenos mais perigosos sdo extraidos de vegetais, como a estricnina,
retirada da Strichnos nux-vomica, a leandro ou espirradeira, da Nerium oleander, a mamona,
da Ricinus communis, a maria mole ou flor das almas, da Senecio brasilienses, as quais
podem causar a morte (CAVALHEIRO, 2006). E ha também casos relatados do potencial
toxico de plantas medicinais que eram utilizadas devido ao conhecimento popular, como o
uso ha mais de mil anos de Jin Bu Huan, uma planta chinesa que apresenta um efeito
analgeésico e sedativo e cujo emprego esta relacionado a sete casos de hepatite severa apds sua
utilizacdo. Outro relato foi associado ao confrei (Symphytum officinale L.), cujo cha e suco ja
foram largamente utilizados com fins terapéuticos; contudo, estudos cientificos comprovaram
gue esta espécie sintetiza alcaldides pirrolizidinicos, substancias causadoras de necrose
centro-lobular, levando a lesdes hepaticas graves. Hoje, o uso do confrei se limita a produtos

para aplicacdo topica. Estes exemplos, dentre inUmeros outros, nos leva a concluir que 0 uso
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tradicional de plantas medicinais pela populacdo ndo garante a seguranga como medicamento
(ALVES et al., 2008). Além disso, é comum o uso de associagdo das plantas medicinais com
farmacos sintéticos, o que pode provocar interagdes e aumentar o risco de morbimortalidade
causada pelos efeitos adversos e toxicos provocados por estes produtos (FRANCO, 2003;
SANTOS et al., 2011).

Considerando a toxicidade das plantas medicinais, as pessoas que fazem uso destas
além de ndo reconhecerem seu potencial toxico, ndo tém entendimento quanto a sua acéo
terapéutica, forma correta de cultivo, preparo, indicacdo e contraindicacdo (TAGLIATI et al.,
2008). Aliando a isso, uma gama de fatores pode interferir na atuacdo do principio ativo,
desde aspectos relacionados ao individuo, como aspectos genéticos e relacionados as
substancias bioativas e condi¢des climaticas que foram submetidas, como luminosidade,
indice pluviométrico, condicdes do solo, entre outros (FRANCA et al., 2008).

No Brasil, estas informacdes tém crescido cerca de 8% anualmente, demonstrando que
pesquisas com plantas medicinais deveriam ser mais incentivadas, uma vez que menos de
10% das aproximadamente 55 mil plantas brasileiras foram submetidas a estudos quimicos e
farmacoldgicos (TAGLIATI et al., 2008). Afinal, elas poderiam levar a reorganizacdo das
estruturas de uso dos recursos naturais e a elevacdo do PIB, visto que ha grande tendéncia
mundial de aumento na utilizacdo de fitoterapicos (BRASIL, 1998; FALCAO et al., 2005;
BARBOSA-FILHO et al., 2005).

Nos altimos anos, as pesquisas tém sido direcionadas para as espécies tradicionais
com intuito de buscar novos medicamentos. De acordo com a legislacdo brasileira, os
produtos fitofarmacéuticos com base em plantas tradicionais devem ter sua eficicia
farmacologica e auséncia de toxicidade comprovada para fins de comercializagdo (BRASIL,
2004a; CARVALHO et al., 2008). Para isto, deve-se iniciar pela correta identificacdo e
caracterizagdo morfologica (FAZAL; AHMAD; ABASI, 2013), estudos fitoquimicos,
quimico sintético e medicinal e farmacoldgicos para, posteriormente, desenvolver as
formulacdes e producéo do fitoterapico (MACIEL, 2002). Estes estudos s&o necessarios visto
gue a origem das drogas é, muitas vezes, adulterada ou substituida por outros materiais
vegetais de baixa qualidade antes da colheita e durante 0 manuseio e armazenamento.
Portanto, para alcancar a garantia de formulacéo a base de plantas de qualidade em qualquer
sistema de medicina, a énfase deve ser dada para as boas praticas de colheita (BPC), boas
praticas de laboratorio (BPL) e boas préticas de fabricacdo (BPF) (FAZAL; AHMAD;
ABBASI, 2013). Assim, as demandas da saude da populacdo podem ser atendidas pela

fitoterapia, desde que abranja as exigéncias de controle de qualidade na producdo e
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processamento das plantas, garantindo a eficicia e seguranca aos usuérios (TOMAZZONI;
NEGRELLI; CENTA, 2006).

De modo a melhorar as condi¢des que garantam qualidade, seguranca e eficacia dos
fitoterapicos, o Ministério da Salde tem estabelecido politicas que encorajam o
desenvolvimento de estudos com plantas medicinais, objetivando colocar em prética 0s
beneficios advindos destas pesquisas (FRANCO, 2003) e evitar efeitos colaterais e danos que
possam ser causados pelo mau uso desta modalidade terapéutica, através da associacdo do
conhecimento popular com o cientifico. Assim, ao longo de varios anos vem sendo criado

portarias e programas relacionados a plantas medicinais e fitoterapicos no SUS.

2.5 APELE

2.5.1 Estrutura e fisiologia da pele

A pele, chamada de tegumento ou cutis, € o maior 6rgdo do corpo humano, com uma
area de aproximadamente 2 m2, peso de cerca de 4,5 kg, correspondendo de 10 a 15% do peso
corporal (BORGES, 2001). Apresenta espessura situada entre 0,5 e 4 mm e contém cerca de
20% do contetdo total de agua do organismo (GUIRRO; GUIRRO, 2002), constituindo a
principal barreira fisica contra 0 meio externo. Apresenta uma estrutura complexa, com
tecidos de varias naturezas, dispostos e interrelacionados para exercer suas funcdes
(SAMPAIO; RIVITTI, 2001), envolvendo diversas camadas, cada qual com propriedades
particulares, sendo as principais: a epiderme, camada mais superficial; a derme, camada
intermediéria e a hipoderme, camada mais profunda (Figura 1) (WILLIAMS; KUPPER, 1996;
CHUONG et al., 2002).

Embriologicamente, a pele deriva dos folhetos ectodérmicos e mesodérmicos. E fonte
imunologica de hormonios para diferenciacdo celular, apresenta funcdo de protecdo contra
micro-organismos, agentes toxicos e organismos estranhos. Além disso, protege contra 0s
efeitos da radiacdo, perda hidrica, traumas mecénicos e elétricos e funciona como barreira
mecénica. Sua funcdo sensitiva se da por ser base dos receptores sensoriais do tato e
mediadora de sensacfes. Expressa cor em situagdes de raiva, ansiedade, medo, além de servir
como diferenciacdo pessoal por sua variacdo individual de cor, odor e textura (GOODWIN;
WHEAT, 2004; WALTERS; ROBERTS, 2007). E fonte organizadora e processadora de
informagdes, regula a pressdo, o fluxo sanguineo e a temperatura corporal; participa do

metabolismo e armazenamento de gordura, é reservatério de alimento e agua, além de formar
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compostos importantes como a vitamina D (GUIRRO; GUIRRO, 2002; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

Figura 1 - Esquema simplificado de um corte transversal da pele.
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Fonte: Adaptado de BRASIL, 2002.

A camada mais superficial da pele, a epiderme, de origem ectodérmica, é constituida
por epitélio estratificado pavimentoso, como resultado da sua constituicdo de queratindcitos,
responsavel pela fabricacdo de queratina, uma proteina que preenche as células mais
superficiais da epiderme para formar a camada cdrnea, camada mais externa da epiderme,
responsavel pela determinacdo da permeabilidade de certas substancias e protecédo
(AZULAY; AZULAY, 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Além da camada cérnea ha
0 estrato granuloso, onde inicia-se 0 processo de cornificacdo; o estrato espinhoso, onde
ocorre inicialmente o processo de queratinizacdo e a camada basal que promove proliferacdo
celular (Figura 2). Em relacéo a constituicdo celular, a epiderme é constituida por trés tipos
basicos de celulas: queratindcitos, melandcitos e células de Langerhans, e ocasionalmente
encontram-se células de Merckel (ARNOLD Jr. et al., 1994). Os queratindcitos constituem a
maior parte da epiderme, sdo formados a partir de células cilindricas que sofrem continua
atividade mitdtica. Os melandcitos sdo as células produtoras de pigmento e se localizam
predominantemente ao nivel da camada basal e as células de Langehans sdo apresentadoras de
antigenos (GAMONAL, 2002). Estas células estdo dispostas em camadas, as quais de dentro
para fora recebem, respectivamente, o0 nome de germinativa ou basal, malpighiana ou corpo
mucoso, granulosa ou cornea (BECHELLI, 1988). E verificada também na epiderme a

presenca de ions calcio, 0s quais sdo importantes para a regulacdo de proteinas, bem como na
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funcdo de adesdo intercelular e diferenciacdo celular epidérmica (PROKSCH; BRANDNER,;
JENSEN, 2008).

Figura 2 - Esquema simplificado das camadas da epiderme.
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Fonte: Adaptado de SEGRE, 2006.

As funcdes da epiderme sdo: protecdo contra traumas fisicos e quimicos; resisténcia as
forcas de tensdo; prevencao da desidratacdo e perda de eletrélitos; restricdo da passagem de
corrente elétrica; protecdo contra entrada de substancias toxicas; prote¢do dos efeitos nocivos
do UV através da melanina (CUCE; NETO, 1990).

A maioria das fun¢des de defesa da pele estdo localizadas no estrato cérneo que limita
a colonizacdo por patdgenos devido ao baixo teor de &gua, meio acido, presenca de
microbiota residente normal, bem como lipideos e peptideos antimicrobianos de superficie. A
presenca de microbiota é essencial na defesa antimicrobiana e seu crescimento é favorecido
pelo pH 4&cido cutdneo. Além disso, a microbiota possui resisténcia aos peptideos
antimicrobianos, bem como secreta produtos metabolicos inibidores, como os é&cidos
propidnico e acético e substancias antimicrobianas, como penicilina e acido azelaico, que
limitam o crescimento de micro-organismos patogénicos (SPELLBERG, 2000).

A epiderme esté situada sobre a camada do tecido conectivo, a derme, e a superficie de
contato entre as duas camadas e é favorecida pelo formato ondulado disposto na camada mais
superficial, estimulando trocas de elementos nutritivos e metabdlitos. A interface entre as
duas camadas é denominada juncdo dermoepidérmica (KOSTER; ROOP, 2004; KUPPER;
FUHLBRIGGE, 2004).
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A derme é um tecido conjuntivo constituido por uma grande variedade de tipos
celulares e por uma abundante matriz extracelular, a qual é formada pelos fibroblastos que
sintetizam diferentes macromoléculas (STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998; ECKES;
KRIEG, 2004). Sua espessura é superior a da epiderme, conferindo assim elasticidade, forca e
resisténcia mecéanica (SMITH; MALBACH; SUBER, 2000; BARRY, 2002), porém com uma
populacdo celular inferior. Esta camada pode ser dividida em trés partes distintas: derme
papilar, que apresenta fibras de coldgeno menos organizadas e finas, perianexial e reticular,
onde a matriz € mais densa, com fibras mais grossas e melhor organizadas (SAMPAIO;
RIVITTI, 2001). Na derme situam-se algumas fibras elésticas e reticulares, bem como muitas
fibras colagenas, e sdo supridas por vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. As artérias,
associadas as arteriolas, veiculam o sangue rico em oxigénio e nutrientes, as veias sdo
responsaveis pelo retorno dos residuos provenientes do metabolismo celular e os vasos
linfaticos sdo responsaveis por fornecer a derme outros tipos celulares conhecidos como
células migratorias, como macrdfagos, linfocitos, eosinofilos, neutréfilos, entre outras, que
desempenham um importante papel em eventos como infeccdo de micro-organismos,
inflamacéo e cicatrizacdo (Figura 3) (WILLIANS; KUPPER, 1996; RYAN, 2004; WELSS;
BASKETTER; SCHRODER, 2004).

Figura 3 - Representacdo esquematica do corte transversal da pele.
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Fonte: BUCKLE; HEDGECOCK, 1997.

A derme também conta com um sistema de inervacao sensitiva e vegetativa, de modo
gue 0s nervos vegetativos inervam glandulas sudoriparas, musculo piloeretor e vasos

sanguineos, auxiliando no controle da temperatura corporal. Além de conduzir estimulos
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mecanicos, térmicos, quimicos e dolorosos para Sistema Nervoso Central (SNC), através de
receptores periféricos (GARLE; FRY, 2003; GOODWIN; WHEAT, 2004). O principal
componente da derme é o colageno, uma proteina fibrosa que atua como a principal proteina
estrutural de todo o corpo (ARNOLD Jr. et al. 1994). As funcdes da derme sdo: promover
flexibilidade a pele; determinar protecdo contra traumas mecanicos; manter a homeostase;
armazenar sangue para eventuais necessidades primarias do organismo; determinar a cor da
pele, por acdo da melanina, hemoglobina e dos carotenos e é a segunda linha de protecédo
contra invasdes por micro-organismos, por acdo dos leucécitos e macréfagos (CUCE; NETO,
1990).

Por sua vez, a epiderme e a derme estdo fixadas em uma camada composta por tecido
adiposo: a hipoderme (KOSTER; ROOP, 2004; KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004). A
hipoderme ou paniculo adiposo é a camada mais profunda da pele, de espessura variavel.
Relaciona-se, em sua porgdo superior, com a derme profunda, constituindo-se a juncao
dermo-hipodérmica, na qual encontram-se porcdes secretoras das glandulas apdcrinas ou
écrinas e de pélos, vasos e nervos. A hipoderme é constituida de duas camadas: a areolar,
mais superficial e composta por adipdcitos globulares e volumosos (GUIRRO; GUIRRO,
2002), e a lamelar, sendo separadas pela fascia superficial ou subcutanea. Funcionalmente, a
hipoderme, além de depdsito nutritivo de reserva, participa no isolamento térmico e na
protecdo mecanica do organismo as pressdes e traumatismos externos e facilita a mobilidade
da pele em relacgdo as estruturas subjacentes (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

A presenca e interligacdo entre os diferentes tipos celulares presentes nas camadas da
pele permite que este 6rgdo responda, pronta e constantemente, a uma variedade de estimulos
nocivos que ocorrem no organismo, frente ao meio externo, como a acdo de toxinas,
organismos patogénicos, radiacdo UV e variaces extremas de temperatura, garantindo assim
a manutencdo da homeostasia cutanea (WILLIAMS; KUPPER, 1996; BURBACH; ANSEL,;
ARMSTRONG, 2000).

2.5.2 Sistema imune da pele

A pele tem um papel importante na imunidade, principalmente em casos que o
organismo do individuo esta debilitado (KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004), de modo que
células imunoldgicas sdo direcionadas para a pele através das a¢cdes de moléculas de adesdo e
fatores quimiotaticos, tanto em peles saudaveis, quanto em tecido inflamado. Dessa forma,

ocorre uma série de eventos de adesdo e regulacdo para que leucdcitos se direcionem para a
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pele e outros tecidos (MACKAY, 2000; HWANG, 2001; MORA; VON ANDRIAN, 2006;
VON ANDRIAN) atraves de interacbes com células endoteliais. Em seguida, ocorre a
migracao de leucdcitos (Figura 4) (BUTCHER et al., 1999) que permite que estes interajam
com compostos quimioatraentes apresentados na superficie endotelial. As células que
expressam esses compostos sofrem rapida ativacao através de uma proteina G de sinalizagéo,
mudando a conformacdo de moléculas de superficie de baixa afinidade para um estado de alta
afinidade (CAMPBELL et al., 1998). Os leucdcitos, entdo, respondem a gradientes
quimiotaticos no tecido por forcas exercidas pelo fluxo sanguineo através de quimiocinas
(CAMPBELL; BUTCHER, 2000; ALON; FEIGELSON, 2002).

Figura 4 - Extravasamento de leucocitos na pele.
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O ponto principal deste modelo de adeséo e extravasamento é que as populacdes de
leucdcitos especificos sdo direcionados para tecidos especificos em circunstancias especificas
(BUTCHER et al., 1999; CAMPBELL; BUTCHER, 2000), de modo que a expressdo
diferencial de moléculas de adesdo e apresentagdo de quimiocinas especificas sobre o 1imen
endotelial dirige a acumulagdo de subconjuntos especificos de leucocitos. Este modelo prevé
que cada sitio vascular apresenta um unico “codigo de enderego” formado pela expressao de
receptores de adesdo de leucdcitos. E de fundamental importancia reconhecer que todos os
trés componentes devem ser combinados para que ocorra um recrutamento eficiente. Por
exemplo, células T naive, por diversas interagdes, extravasam pelo endotélio e migram através
de areas ricas em linfonodos T, buscando interacGes com células apresentadoras de antigenos

(APCs) e saem através de vasos linfaticos eferentes. Esta recirculacdo continua entre sangue e
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linfonodos e a incapacidade para entrar em tecidos periféricos sdo as principais caracteristicas
de células T naive e que é importante para a vigilancia imunoldgica (ZLOTNIK; YOSHIE,
2000; VON ANDRIAN; MEMPEL, 2003). Praticamente todas as células T encontradas no
compartimento extravascular nos sitios de doenca inflamatoria da pele sdo linfocitos que
expressam ligantes especificos (PICKER et al., 1990; PITZALIS et al., 1996).

Em relag&o a vigilancia imunoldgica da pele, tem-se primeiramente a imunidade inata,
de modo que células da barreira epitelial e as células imunes inatas residentes na pele formam
a primeira linha de defesa contra a invasdo de patdgenos. Queratindcitos e células de
Langerhans na epiderme, bem como a presenga de mastocitos, celulas dendriticas e
macrofagos expressam receptores que reconhecem 0s componentes de patdgenos e
desencadeiam uma série de mecanismos para elimina-los (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997).
Os queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais se relacionam com células vizinhas
através de integrinas para a cicatrizacéo da lesdo. Assim, varios mediadores pré-inflamatérios
sdo liberados, como neuropeptideos, metabdlitos do &cido araquidénico, monoaminas e
citocinas, 0s quais, através de seus receptores produzem segundos mensageiros, ativam varias
proteinas quinases, como PKC e PKA, estimulando fatores nucleares, como o fator de
transcrigdo nuclear kappa B (NF-kP). Este fator ¢ visto como um elo fundamental entre a
imunidade inata e adaptativa, regulando a expressdo de numerosos genes envolvidos na
iniciacdo da resposta inflamatéria (ZHANG; GHOSH, 2001). Entre os genes induzidos por
NF-kp estio as moléculas de adesdo endoteliais E- e P-selectinas, molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) e VCAM-1, bem como vérias quimiocinas e citocinas envolvidas no
recrutamento de leucdcitos. Em resposta a ativacdo, APCs, especialmente células dendriticas,
pegam o antigeno, altera o padréo de expressao do seu receptor de quimiocina, apresentando
antigeno para as células T a fim de iniciar a resposta imune adaptativa (CLARK; KUPPER,
2005). Dessa forma, fornece um mecanismo para uma resposta mais direcionada e eficaz
contra patdgenos e um meio para prestacdo de memoria, com base em células T e B.

A imunidade adaptativa € dividida em primaria, secundéaria e terciaria (KUPPER;
FUHLBRIGGE, 2004), de modo que a priméaria envolve mecanismo para a interposi¢do de
antigenos na pele, através da acdo das APCs, em conjunto com células T e B, podendo
responder imediatamente quando um sinal de perigo € percebido. Citocinas pro-inflamatérias
sdo produzidas, atraindo mais células para o local de atague, a0 mesmo tempo as APCs sdo
ativadas e transportam antigeno para o linfonodo (STEINMAN; HEMMI, 2006). A
imunidade secundéaria envolve a producdo e distribuicdo de células T efetoras de memoria,

que entram na circulacdo e tém como alvo o antigeno, ocorrendo liberacdo de citocinas
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primarias na epiderme, aumento da expressdo de moléculas de adesdo endotelial e
recrutamento de células CLA da circulagdo. A imunidade terciaria direciona células T para

linfonodos presentes em outros orgaos (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo esquematica das trés imunidades adquiridas.
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As células T de memdria na pele sdo produzidas depois de um encontro inicial com o
antigeno especifico (SALLUSTO; GEGINAT; LANZAVECCHIA, 2004). Na auséncia de
antigeno, eventualmente saem da pele de forma passiva através de vasos linfaticos aferentes, e
em ultima analise voltam para o sangue periférico. Por outro lado, se o trauma acontece
simultaneamente com a introdugcdo do antigeno, o conjunto de células T podem tornar-se
ativados por APC no local para realizar suas fung@es especificas (KUNKEL et al., 2002).

Nesta sequéncia de vigilancia imunitaria, estratégias sdo utilizadas pelo sistema
imunoldgico para melhorar as chances da célula T de encontrar seu antigeno, atingir a
resposta efetora no tecido adequado e prolongar a resposta de memoria a um antigeno em
contato anteriormente, modulando, mantendo e amplificando a resposta inflamatoria. A falha
deste mecanismo pode fazer com que este processo, inicialmente agudo, desregule a
homeostase do oOrgdo, predispondo 0 mesmo a processos inflamatorios crénicos
(DEBENEDICTIS et al., 2001). Desta maneira, a pele demonstra ser muito mais que uma
barreira fisica entre 0 meio interno e externo, mas sim, indiscutivelmente, uma continuagéo do
sistema imunoldgico (WILLIANS; KUPPER, 1996).
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2.6 PROCESSO INFLAMATORIO

A palavra "inflamacao™ € derivada da palavra latina "inflammare", e significa um
processo bioldgico complexo, incluindo varios mediadores gquimicos, ativados quando em
contato com varios estimulos nocivos (SARWAR et al., 2011). Deste modo a inflamacéo
representa um conjunto de fatores que constituem uma resposta protetora imediata do sistema
imune a algum tipo de agressdo ao organismo (LARSEN; HENSON, 1983).

Um processo inflamatorio pode ser desencadeado por multiplos agentes: agentes
bioldgicos, como bactérias, virus e protozodrios; quimicos, como &cidos, alcalis, formaldeido,
carragenina e substancias causticas; fisicos, como temperaturas extremas, radiacdo UV e
ionizante e agentes imunes, 0s quais ativam a resposta imunoldgica do hospedeiro
(CARVALHO, 2004). Estes agentes sdo destruidos, juntamente com parte do tecido
hospedeiro, através da acdo de substancias tdxicas e enzimas proteoliticas liberadas por
celulas de defesa apds a fagocitose (LIEW, 2003).

Como consequéncia desta destruicdo ocorre efeitos sobre a circulacdo sanguinea no
local da inflamacéo, sobre a permeabilidade vascular, infiltracdo de leucdcitos e liberacdo de
agentes indutores de dor, dando origem aos chamados sinais cardinais da inflamacéo, que séo:
calor, rubor, dor e edema, além da perda da funcdo do tecido vascularizado afetado, que
também é considerada um sinal cardinal adicional (LARSEN; HENSON, 1983; ALI et al.,
1997).

A resposta inflamatoria é uma resposta benéfica e fisiologica pela qual o organismo se
defende e repara danos teciduais ou perda de funcdes (LAWRENCE; WILLOUGHBY;
GILROY, 2002), dependendo da condicdo fisiologica do hospedeiro e do potencial
patogénico do agente agressor. Esta resposta inicial é chamada de aguda e pode durar horas a
dias. Em contrapartida, pode ser verificada também a inflamacao crénica, como resultado de
uma resposta inflamatdria exagerada e descontrolada, podendo durar meses (DEBENEDICTS
et al., 2001; SILVA; CARVALHO, 2004; MUELLER, 2006;; BANGERT; BRUNNER,;
STINGL, 2011). Desta forma este processo pode ser dividido em trés fases: a primeira é a
fase transitdria aguda, a qual é representada por uma vasodilatacdo localizada e um aumento
da permeabilidade vascular; a segunda é a fase subaguda, representada por infiltragdo dos
leucdcitos e células fagocitarias, e por ultimo tem-se a fase proliferativa cronica, na qual se
verifica degeneracéo tecidual e fibrose (SILVA; CARVALHO, 2004).

Estudos mostram que em alguns casos as inflamagdes podem ser tolerdveis, mas em

quase 99% dos casos, sdo graves, necessitando do uso de medicamentos que minimizem 0s
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danos causados (SARWAR et al., 2011). Esta terapia medicamentosa é & base dos farmacos
anti-inflamatorios, os quais estdo entre os mais utilizados pela medicina moderna (SILVA,
CARVALHO, 2004).

Os anti-inflamatorios de origem sintética sdo classificados como esteroides ou
glicocorticoides (AIEs) e agentes anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINESs). A origem dos
AINES se da dos salicilatos isolados do extrato de folha de casca de salgueiro Salix alba,
potencialmente usados pelos povos da Ameérica do Norte em 200 a.C. (RAINSFORD;
WHITEHOUSE, 1980).

Os AIEs sdo esteroides lipofilicos que exercem sua atividade anti-inflamatoria ao
inibir fendmenos iniciais do processo inflamatério, como a formacéo do edema, deposic¢do de
fibrina, migracdo leucocitaria, atividade fagocitaria e dilatacdo capilar. Além de limitar
manifestacdes tardias do processo inflamatdrio, como a proliferacéo fibrocapilar, acimulo de
colageno e cicatrizagcdo (LONGUI, 2007; TREML, 2010).

A maioria dos AINES sdo &cidos organicos com acdo analgésica, antitérmica e anti-
inflamatdria, apresentando sua atividade sobre as cicloxigenases (COX), de maneira
especifica (COX-2) ou ndo (COX-1 e COX-2), agindo sobre canais hidrofobicos dessas
enzimas, com consequente diminuicdo da sintese de prostaglandinas e tromboxanas
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006; CARNEIRO et al., 2014).

Esses medicamentos, apesar de eficazes sobre a inflamacdo, apresentam efeitos
colaterais diversos, geralmente relacionados ao uso prolongado destas drogas (HILARIO;
TERRERI; LEN, 2006; LONGUI, 2007). Alguns efeitos colaterais incluem irritacdo gastrica,
ulceragdo, hemorragia, insuficiéncia renal, nefrite intersticial, dor de cabega, trombocitopenia,
anemia hemolitica, asma, exacerbacao, erupcdes cutaneas, angioedema e prurido. Assim, uma
mudanca no tratamento da inflamacéo, de compostos sintéticos para produtos naturais, tem
ganhado cada vez mais interesse, aliado ao fato que o mercado para utilizagdo de farmacos a
base de plantas no tratamento de doencas inflamatdrias constitui 83% em todo o mundo e
espera-se chegar a um valor de cerca de mais de 95% nos proximos anos, devido ao aumento
da aceitacdo destas preparacdes (BOULLATA; NACE, 2000). Como exemplo, foi langado
recentemente o anti-inflamatorio tépico Acheflan®, oriundo do 6leo essencial de Cordia
verbenacea (erva-baleeira).

As substancias isoladas a partir de plantas com potencial atividade anti-inflamatoria
incluem as substancias pertencentes a varias classes de fitof&rmacos, como alcaloides,
glicosideos, terpenos, polissacarideos, flavonoides, compostos fenolicos, canabinoides,
esteroides e acidos graxos (SARWAR et al., 2011).
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Os modelos de inflamagéo in vivo, como edema de pata e de orelha induzido por
agentes flogisticos tém sido utilizados com grande frequéncia nos estudos de atividade anti-
inflamatdria com produtos naturais e sintéticos (WILLOUGHBY, 2003). O modelo de edema
de orelha, por exemplo, apresenta grande utilidade nesse tipo de avaliacdo por ser uma
metodologia simples e rapida, sendo necesséria pequena quantidade de amostra. Além disso,
fornece resultados rapidos, apresenta elevada reprodutibilidade e alto grau de confiabilidade
(GABOR, 2003).

Entre os agentes irritantes usados nos modelos de edema de orelha, o 6leo de créton
tem sido largamente empregado e é constituido por uma mistura de lipideos, sendo o 12-O-
tetradecanoilforbol acetato (TPA) um dos principais componentes inflamatorios. A aplicagdo
topica desse agente estd associada a resposta inflamatdria (vasodilatacdo, infiltracdo de
leucdcitos polimorfonucleares e edema), estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de
oncogenes nucleares (GARG; RAMCHANDANI; MARU, 2008).

Quando se trata da busca de mecanismo de acéo de uma forma mais precisa, emprega-
se 0 acido araquidoénico (AA) como agente inflamatdrio que € um acido graxo constituinte de
fosfolipideos de membrana celulares. Este agente funciona como substrato das enzimas
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX) que gera mediadores da inflamagdo como
prostaglandinas (PG), e leucotrienos (LT), respectivamente, promovendo a formacéo do
edema. A fosfolipase A2 e a fosfolipase C e, possivelmente, a diacilglicerolipase estdo
envolvidas na liberacdo de &cido araquidénico (WYNGAARDEN; SMITH; BENETT, 1993),
promovendo deste modo a inflamacéo.

Outro agente flogistico utilizado € o fenol, conhecido por produzir irritacdo imediata
(LIM; PARK; KIM, 2004). Diversos mecanismos estdo envolvidos na inflamagdo causada
pelo fenol decorrentes principalmente da sua acdo sobre os queratindcitos, com liberacéo de
mediadores pro-inflamatérios, metabdlitos do AA e espécies reativas de oxigénio (EROs)
(WILMER et al., 1994; MURRAY et al., 2007).

2.7 CICATRIZACAO CUTANEA
2.7.1 Mecanismos envolvidos na cicatrizacao
Estimativas indicam que cerca de 6 milhdes de pessoas sofrem de feridas cronicas em

todo o mundo com quase 4,5 casos por 1000 habitantes e as feridas agudas com cerca de 10,5

casos por 1.000 habitantes (SANDHYA et al., 2011). Ambas as feridas sdo comuns nos paises
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em desenvolvimento que pode ser devido as condicdes de higiene deficiente e falta de acesso
a medicamentos eficazes e seguros. Por isto, produtos vegetais sdo potenciais agentes
cicatrizantes em decorréncia de sua ampla disponibilidade e eficacia como preparacdes
fitoterapicas (RAGHOW, 1994).

No momento que ocorre uma ferida, inicia-se um processo complexo para a
cicatrizacdo do tecido (DECLAIR, 1999), a qual consiste em uma cascata coordenada de
eventos celulares e moleculares para que ocorra repavimentagéo e reconstituicdo da pele. Esta
cascata consiste em um mecanismo dindmico, envolvendo fenémenos bioquimicos e
fisiologicos (FAZIO; ZITELLI; GOSLEN, 2000).

As respostas elétricas, imunoldgicas, inflamatérias e hormonais do processo de
cicatrizacdo também sdo moduladas neuralmente (KIM et al. 1998; SLOMINSKI,;
WORTSMAN, 2000). Por conseguinte, em situacbes de estresse, a hiperestimulacdo
simpatica leva a hiperatividade de glandulas e do aparelho pilossebaceo, modificando as
propriedades bioelétricas e neurossecretoras da pele, causando desequilibrio no processo de
cicatrizacdo (PINTER et al., 1997; ZANCANARO et al., 1999; SAUERSTEIN et al., 2000).

A classificacdo das lesBes é essencial para definir os riscos potenciais, 0 que repercute
no tratamento. Deste modo, a classificacdo das lesbes leva em consideracdo as condicOes de
integridade da pele, assim como a causa, gravidade e limpeza do local lesionado. Feridas de
espessura parcial limitam-se a porcdo mais superficial da pele, cicatrizando-se por
regeneracdo, com proliferacdo epitelial e migracdo, sem ocorréncia de perda da sua funcéo.
As feridas totais promovem destruicdo completa do tecido acometido, podendo comprometer
musculos e 0ssos (RAGHOW, 1994; DECLAIR, 1999).

Independente da origem da ferida, a cicatrizacdo segue um curso previsivel e continuo,
havendo uma sequéncia de estagios interdependentes e sobrepostos, como inflamagéo,
quimiotaxia, proliferacdo celular, diferenciacdo e remodelacdo (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008). Dependendo do enfoque, esses estagios podem ser agrupados em trés ou
cinco fases a saber: (1) coagulacao; (2) inflamacdo; (3) proliferacéo; (4) contracédo da ferida;
(5) remodelacdo (FAZIO; ZITELLI; GOSLEN, 2000; TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008). Em um determinado periodo de tempo estas fases ocorrem simultaneamente,
permitindo o sucesso da cicatrizacdo (Grafico 2) (FAZIO; ZITELLI; GOSLEN , 2000).
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Gréfico 2 - Fases da cicatrizacdo correlacionadas com a especificidade imune celular.
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Fonte: Adaptado de WITTE; BARBUL, 1997.

Considerando a fase inflamatéria (Grafico 2), esta tem como funcéo preparar a area e
imobilizar a lesdo, ocorrendo inchaco, reacdo dolorosa e restricdo dos movimentos. Nesta
fase, alteracfes no fluxo vascular sdo responsaveis pelos sintomas clinicos. A proxima fase,
referente a migracao/proliferacdo, ocorre a reconstrucdo da estrutura, envolvendo a geracao
dos materiais de reparacdo. E por ultimo, a fase de remodelagem fornece a forma final
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005), permitindo o fechamento da lesdo, o qual é mediado
por diversas substancias, como plaquetas, leucécitos polimorfonucleares, células endoteliais,
mastocitos teciduais, basofilos e mondcitos/macrofagos. Além disso, o tecido lesado funciona
como fontes celulares de mediadores vasoativos, os quais podem estar pré-formados e
armazenados em granulos citoplasmaticos, como a serotonina (5-HT). Podem também néo
estar pré-formados, como as prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LT), tromboxanas (TX) e o
fator de ativacdo de plaquetas (PAF) que sdo derivados do metabolismo dos fosfolipideos ou
acido araquidonico (Tabela 1) (RUBIN; FARBER, 2000).
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Tabela 1 - Principais tipos celulares e mediadores envolvidos na cicatrizagao.

Tipos celulares presentes  Principais mediadores liberados Principais efeitos
no ferimento desencadeados
Plaquetas TGF-B, PDGF (PDGF-AA, Formacdo de trombo
PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-  plaquetario que tampona a
CC, PDGF-DD), PAF, lesdo e recrutamento de
fibrinogénio, fibronectina, neutrofilos, monaocitos

tromboplastina

Neutrofilos IL-6, IL-8, IL-1, TNF-a, CTAP- Recrutamento de
I, TGF-B, HGF, MIP, HLE mondcitos/macrdofagos

Mondcitos/Macréfagos ~ TGF-a, TGF-B, VEGF-A, IL-6, Quimiotaxia de mondcitos e
IL-8, IL-1, TNF-a, RANTES, fibroblastos, proliferacéo de
MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, HB-  fibroblastos, angiogénese e

EGF, HGF, MIP, MSP sintese de colageno

Células residentes: (@) FGF1, FGF2, FGF4, FGF7,
FGF10, IP-10, IL-8, eotaxina,

PLGF, TGF-B, Cyr61
] Maturacao e remodelamento

B, MIP-2, MSP angiogénese
(b) Queratindcitos

(c) Células endoteliais (c) MCP-A

TGF: Fator de Crescimento de Transformacg&o; PDGF: Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas; PAF: Fator
de Ativacgdo de Plaquetas; IL: Interleucina; TNF: Fator de Necrose Tumoral; CTAP-III: Tecido conectivo
guimiocina peptideo Il ativado; HGF: Fator de Crescimento dos Hepatocitos; MIP: Proteina Inflamatdria para
Macrofagos; HLE: Human Leukocyte Elastase; VEGF: Fator de Crescimento Derivado do Endotélio Vascular;
RANTES: Expressédo e secre¢do regulada da ativagdo normal de célula T; MCP: Proteinas Quimioatraentes para
Mondcito; HB-EGF: Heparina de Ligacdo ao EGF; EGF: Fator de Crescimento Epidérmico; MSP: Proteina
Estimuladora de Macro6fagos; FGF: Fator de Crescimento de Fibroblastos; IP-10: proteina induzida por
interferon 10; PLGF: Fator de Crescimento de Placenta; Cyr: Fator de Crescimento de Tecido Conjuntivo.
Fonte: Adaptado de HATANAKA; CURI, 2007.

2.7.2 Fases da cicatrizacao

2.7.2.1 Fase inflamatéria ou exsudativa

A fase inflamatdria ou exsudativa comeca imediatamente apds a lesdo, percorrendo
por 48 a 72 horas ap6s o dano tecidual. Ocorre inicialmente hemostasia, que se prolonga por
até 15 minutos, com consequente vasoconstricdo, na tentativa de conter a hemorragia.
Posteriormente, observa-se uma vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003a). Em

seguida, sucede a ativacdo da cascata de coagulacdo pelo endotélio lesado, com consequente
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liberacdo de granulos pelas plaquetas que expressam fator de crescimento de transformagao f3
(TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), além de fator de crescimento
epidérmico (EGF), prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) que sdo substancias
vasoconstritoras, atraindo neutrofilos a regido lesionada (JORGE; DANTAS, 2005). A
permeabilidade vascular promove extravasamento de plasma e seus componentes formando o
exsudato inflamatério. Neste momento, a lesdo € preenchida por coagulos, fibrinas e
exsudato, formando uma crosta que isola a ferida do meio externo. O codgulo formado é
constituido por colageno, plaguetas e trombina que servem de reservatorio proteico para
sintese de citocinas e fatores de crescimento (Figura 6) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Figura 6 - Eventos da fase inflamatoria.
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Fonte: Adaptado de SANDHYA et al., 2011.

A produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-1 e IL-6 ocorre
imediatamente ap6s a lesdo, sendo os primeiros principais mediadores da resposta
inflamatoria aguda. Essas citocinas exercem papéis importantes na ativacdo de células
endoteliais, induzindo a producgédo de dxido nitrico (NO), assim como aumento de expressao
de moléculas de adesdo, contribuindo para o recrutamento de mais fagdcitos na area
inflamada. Além disso, a IL-6 estd relacionada aos processos de reparo dos efeitos

quimioatrativos dos neutrdfilos e indugdo mitética de queratindcitos (SATO et al., 1999).
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Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem ao local da lesdo, com maior
concentracdo em 24 horas apés ter ocorrido o processo. Estas células aderem a parede do
endotélio mediante ligacdo com receptores de membrana, mais especificamente as selectinas e
produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana durante o processo. Séo
gradativamente substituidos por macréfagos (MARTINS et al., 2006), os quais migram para a
ferida ap6s 48-96 horas da lesdo e apresentam papel fundamental no término do
debridamento, ou seja, remocdo do tecido morto presente na lesdo. Secretam citocinas e
fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplastia e sintese de matriz
extracelular, fundamentais na transicdo para a fase proliferativa (BALBINO; PEREIRA,;
CURI, 2005). Estas células migram para a regido lesada em resposta do organismo a invaséo
bacteriana e ao fagocitarem as bactérias se degeneram formando o pus com os tecidos
necréticos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GROTE; SCHUTT, SCHIEFFER,
2011).

2.7.2.2 Fase proliferativa ou reconstrutiva

Esta fase é a responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita, ou seja,
formacdo do tecido de granulagdo que substituira o tecido lesionado. Este novo tecido é rico
em colageno, preenche a lesdo ao se contrair, retrai as bordas da pele lesionada para o centro,
tornando menor a area a ser reepitelizada. Quando o exsudato persiste na lesdo, ocorre
desagregacdo da crosta, favorecendo o desenvolvimento de micro-organimos, os quais ficam
entre a crosta e o tecido de granulacdo (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008). Ocorre cerca
de quatro dias ap0s o processo, durando 12 a 14 dias e compreende: reepitelizacdo, que se
inicia horas apos a lesdo, com a movimentacdo das células epiteliais oriundas tanto da
margem quanto de apéndices epidérmicos, localizados no centro da lesdo; fibroplasia e
angiogénese. Nesta fase, os fibroblastos sdo os responsaveis pela producdo da nova matriz
extracelular. Para isto, precisam sair do seu estado de quiescéncia, atraves da ativacao
realizada pelo fator de crescimento PDGF. Em seguida é liberado o TGF-B que estimula os
fibroblastos a produzirem colageno tipo | e aqueles que se transformarem em miofibroblastos
promovem a contragdo da ferida (Figura 7) (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A reepitelizacdo é a fase precoce do processo cicatricial, ocorrendo aumento da
permeabilidade microvascular, proporcionando extravasamento de proteinas, citocinas e
elementos celulares e formando a matriz extracelular provisoria (TAZIMA; VICENTE;

MORIYA, 2008). Além disso, ocorre migracao dos queratindcitos ndo danificados das bordas
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das lesdes e dos anexos epiteliais, aumento dos processos mitoticos, com consequente
hiperplasia do epitélio. Se a membrana basal estiver intacta, as células epiteliais migram em
direcdo superior e as camadas normais da epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a
membrana basal for lesada, as células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na
tentativa de restabelecer a barreira protetora (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003a).

Figura 7 - Eventos da fase proliferativa.
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Fonte: Adaptado de SANDHYA et al., 2011.

A fibroplasia constitui a substituicdo da matriz extracelular por um tecido conjuntivo
denso e elastico (HARTLAPP et al., 2001). A inducdo da angi6nese ocorre pela acdo direta de
fatores de crescimento sobre as células endoteliais e, em parte, pela baixa tensdo de oxigénio
no centro da ferida, elevados niveis de &cido lactico e aminas bioativas (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). No entanto,
inicialmente esta inducdo foi atribuida as moléculas identificadas, como angiogénicas,
incluindo o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado do
endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de transformacdo B (TGF-B), angiogenina,
angiotropina e angiopoetina-1 (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A angiogénese é
etapa fundamental do processo de cicatrizagdo, na qual novos vasos sanguineos sdo formados
e responsaveis por suprir nutrientes e oxigénio ao tecido em crescimento (JORGE; DANTAS,
2005).
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2.7.2.3 Fase de remodelagem ou maturagéo

A fase de maturacdo ou remodelagem € o0 processo que organiza a cicatriz, é a fase
mais longa de todo o0 processo, tendo inicio em torno da terceira ou quarta semana apos o
dano tecidual e pode durar meses a anos dependendo do grau, extensdo e local da lesé&o.
Durante esse periodo, permanece a proliferacdo de fibroblastos e a deposi¢do de coléageno, os
quais comprimem os vasos, diminui a vascularizagio e a producao de matriz extracelular. E o
retrocesso do tecido de granulacdo com aumento da forca ténsil e reorientacdo das fibras de
coldgeno, ou seja, substituicdo do tecido de granulacdo por tecido conjuntivo denso e a
recomposicdo celular da epiderme (JORGE; DANTAS, 2005). Os eosinofilos aparecem nas
ultimas fases da reparacdo e presumi-se que podem estar relacionados a producdo de fatores
de crescimento. A colagenase, a gelatinase e outras enzimas hidrofilicas sdo secretadas pelos
fibroblastos na lesdo, e novas matrizes de proteinas sdo depositadas, resultando numa leséo
cicatrizada. Quando a ferida completou o seu fechamento e 0s micro-organismos foram
eliminados, os linfécitos constituem o subsistema leucocitario mais abundante, os quais
produzem fatores de crescimento, aléem de atuarem no sistema imunologico (Figura 8)
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Figura 8 - Eventos da fase de remodelagem.
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Fonte: Adaptado de SANDHYA et al., 2011.

A medida que o tempo passa, em torno de 30 a 90 dias, pode apresentar coloracio

rosada, aumento de volume e se tornar sintomatica. Desse periodo até aproximadamente um
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ano, regride gradativamente, atingindo um aspecto um pouco mais claro que a pele, plana e
discretamente mais larga que no seu estado inicial. Além desses eventos, ocorre também a
retracdo da cicatriz ao longo de seu comprimento, sendo maxima aos trés meses, regredindo,
parcial ou totalmente, apds um ano. O epitélio que recobre a cicatriz € geralmente mais fino
que o normal e ndo apresenta papilas dérmicas (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003a). Uma cicatriz cutanea completamente madura apresenta apenas
70% de resisténcia se comparada a pele normal (HATANAKA; CURI, 2007).

2.8 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os medicamentos anti-inflamatorios topicos vém sendo estudados a mais de 30 anos
(MEYER et al., 2005). Inimeras plantas utilizadas na medicina tradicional demonstraram
promover a inibicdo da resposta inflamatdria topica in vivo, sendo que algumas delas ja
tiveram os compostos responsaveis por tal atividade isolados e caracterizados. Dentre as
plantas com potencial atividade anti-inflamatoéria temos:

e Copaifera duckei, pertencente a familia Caesalpiniaceae demonstrou atividade anti-
inflamatdria quando aplicado topicamente em modelo de dermatite induzida por 6leo de
croton, onde ha participacdo de mediadores obtidos pela via das cicloxigenases.
(CARVALHO et al., 2005).

e Uncaria tomentosa, pertencente a familia Rubiaceae, conhecida popularmente como
unha-de-gato, apresenta atividade anti-inflamatdria por inibir a producdo de TNF-a e
PGE2 (GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005).

e Zingiber officinale Roscoe, pertencente a familia Zingiberaceae, exibe pontencial contra
inflamacdo por inibir a COX, a biossintese de leucotrienos e de TNF-a (SETTY;
SIGAL, 2005).

e Garcinia hanburyi, pertencente a familia Clusiaceae, apresenta atividade inibitoria sobre
a inflamacdo aguda, verificada em modelo de edema de orelha induzido por
etilfenilpropiolato de etila (EPP) em ratos, mecanismo associado a inibicdo da
biossintese das prostaglandinas (PANTHONG et al., 2007).

e Arnica montana, pertencente a familia Asteraceae, apresenta atividade anti-inflamatoria
ao inibir o fator de transcricdo NF-kpB, o qual suprime a transcricdo génica de alguns
mediadores pré-inflamatorios (MERFORT, 2003).
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e Solidago chilensis, pertencente a familia Asteraceae, teve sua atividade anti-inflamatdria
interacdo leucocito-endotélio (TAMURA et al., 2009).

e Extratos ou substancias isoladas de plantas utilizadas na medicina tradicional tais como
Achillea millefolium (Asteraceae), Echinacea angustifolia (Asteraceae), Echinacea
purpurea (Asteraceae), Hamamelis virginiana (Hamamelidaceae), Juniperus communis
(Cupressaceae), Ledum palustre (Ericaceae), Polygonum aviculare (Polygonaceae),
Sanguinaria canadensis (Papaveraceae) e Tanacetum vulgare (Asteraceae)
demonstraram promover a inibicdo da COX e/ou 5-LOX, e assim exercendo sua
atividade anti-inflamatoria (BORCHERS et al., 2000).

A literatura sobre o potencial anti-inflamatério de plantas medicinais é vasta,
demonstrando importante atividade destes produtos, a qual deve ser cada vez mais explorada
e assegurada cientificamente, de modo a enriquecer a capacidade da flora na cura de diversas

patologias.

2.9 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE CICATRIZANTE

Os dados relacionados ao uso de plantas medicinais para tratamento de feridas revelam
gue um terco destes vegetais € destinado a aplicacdo na pele. No entanto, poucas apresentam
comprovacao cientifica. Dessa forma, ha necessidade de mais pesquisas que comprovem o
uso popular, uma vez que os produtos vegetais sdo agentes potenciais para a cicatrizacao de
feridas e, em grande parte, preferidos por causa da sua disponibilidade e eficacia (BALICK;
COX, 1996).

Como exemplo de plantas medicinais utilizadas para o tratamento de cicatrizes e que
tiveram validacao cientifica, temos as seguintes espécies:

e Mormodica charantia, popularmente conhecida como mel&o-de-sdo-caetano, teve sua
acao cicatrizante comprovada através da aplicacdo de unguentos das folhas de M.
charantia sobre lesdes cutaneas em coelhos, avaliando-se macroscopicamente a leséo
e quantificando alguns parametros, como area de retracdo de feridas, infiltrado de
células mononucleares, fibroblastos e vasos sanguineos, demonstrando que o extrato
hexénico apresenta potencial farmacoldgico como cicatrizante (VASCONCELOS et
al., 2007).
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Lantana camara, popularmente conhecida como camard, teve sua atividade
cicatrizante comprovada através da aplicacdo em feridas cutaneas do extrato aquoso,
demonstrando aumento da taxa de contracdo, aumento da sintese de colageno e
reducdo do tempo medio de cicatrizacdo, além do estudo histologico ter revelado
maior organizacdo das fibras de colageno e fibroblastos, mostrando poucas células
inflamatdrias (NAYAK et al., 2009).

Persea cordata, popularmente conhecida no sul do Brasil como pau-andrade,
pertencente a familia Lauraceae, teve sua comprovacdo cientifica através de um estudo
no qual foi aplicado pomada a base de cascas de P. cordata a 10% nos animais, assim
verificando uma aceleracdo do processo cicatricial quando comparado ao grupo
controle, principalmente nos estagios iniciais do processo ao facilitar a reepitelizacéo
(VIEIRA et al., 2001).

Triticum vulgare, popularmente conhecida como trigo, pertence a familia Poaceae,
teve seu efeito cicatrizante comprovado em um estudo utilizando animais tratados com
o0 creme incorporado com o extrato, verificando-se a migracao de células reparadoras
(polimorfonucleares) ao local da lesdo, estimulacdo da mitose, além de estimular a
multiplicacdo e motilidade dos fibroblastos e producdo de coladgeno, imprescindiveis
na reducdo do tempo de cicatrizacdo das feridas (SOUZA et al., 2006).

Vernonia scorpioides, popularmente conhecida como erva-de-sdo-siméo, teve sua acao
cicatrizante comprovada em um estudo em animais, no qual as feridas cirdrgicas
tratadas com gel de carbopol incorporado com extrato etandlico a 50% tiveram o
tecido conjuntivo mais organiazado e coberto por tecido de granulacdo (LEITE et al.,
2002).

Passiflora edulis, popularmente conhecida como maracuja, teve sua atividade
cicatrizante avaliada em um estudo no qual foi observado aumento da proliferacéo
fibroblastica no sétimo dia e maior colagenizacdo no 14° dia de tratamento (GARROS
et al., 2006).

Mimosa pudica, popularmente conhecida como dormideira, aplicados na forma de
unguentos a 2% mostrou atividade significativa na cicatrizacdo de ratos, ao aumentar a
contracdo das feridas e reduzir o periodo de reepitelizacdo, além de aumentar a forca
de tensdo. Estes resultados podem ser atribuidos a presenca de constituintes fendlicos
identificados nos extratos (KOKANE et al., 2009).
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e Calotrops gigantea, popularmente conhecida como bombardeira, citme ou flor-de-
seda, acelerou o processo de cicatrizagdo em ratos quando aplicado topicamente na
forma de unguentos a 5%, aumentando a contragdo de feridas e reduzindo a &rea da
cicatriz, além do tempo de reepitelizacdo (DESMHUKH et al., 2009).

e Os extratos hidroalcoolicos das plantas: Galinsoga parviflora, Petiveria alliacea,
Schinus mole, Waltheria douradinha e Xanthium cavanillessi, popularmente
conhecidas como: picdo branco, guiné, aroeirinha, douradinha e carrapicho,
respectivamente, bem como o extrato lipofilico de W. douradinha mostraram ser
ativos no processo de cicatrizacdo através de ensaios bioldgicos, envolvendo a acdo de
NF-KB, MAPK, TNF-a, capase-3, elastase, migracdo e proliferacdo de fibroblastos
(SCHIMIDT et al., 2009).

Esses estudos demonstram o amplo potencial de plantas medicinais com atividade
cicatrizante para o tratamento de lesfes cutaneas. No entanto, ainda existem inumeras plantas
utilizadas na terapéutica da cicatrizacdo que necessitam de uma validagdo farmacoldgica para

evidenciar cientificamente e serem usadas de forma segura e eficaz.

2.10 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae ou Compositae possui cerca de 1.600 géneros e 25.000 espécies
distribuidas por todo o mundo, constituindo a maior familia de Eucotiled6neas
(GONCALVES, 2010; SILVA; ANDRADE, 2013; REIS, 2013) e representando cerca de
10% da flora mundial (NAKAJINA; SEMIR, 2001). Seus representantes ocupam com
sucesso 0s mais diversos habitats, entretanto, sdo mais abundantes nas regifes dos trépicos e
subtrdpicos. Sdo mais representadas em fisionomias campestres de alta altitude e menos
frequentes nos ambientes florestais de baixa altitude, assim como em florestas tropicais
umidas (NAKAJIMA; SEMIR, 2001; FUNK et al., 2005).

No Brasil, essa familia é constituida por 300 géneros e 2.000 espécies, distribuidas em
diferentes formacGes vegetacionais (NAKAJINA; SEMIR, 2001; GONCALVES, 2010) e é
uma das familias com maior diversidade no pais (BORGES et al., 2010). Levantamentos
floristicos da familia Asteraceae demonstraram a sua importancia na composicdo da
vegetacdo de diferentes areas, sendo a regido sudeste um dos centros de maior riqueza desta
familia no Brasil, com diferenca entre os campos rupestres, cerrados e campos de altitude
(NAKAIJIMA; SEMIR, 2001; ALMEIDA et al., 2005). No cerrado brasileiro, encontram-se

um grande namero de especies endémicas com cerca de 109 destacadas como raras (REIS,
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2013). Em Minas Gerais, os tratamentos floristicos e levantamentos de espécies de
Asteraceae, tém demonstrado que a familia possui grande importancia na composi¢do
floristica e que é uma das mais importantes nos campos rupestres (ALMEIDA et al., 2005).

Vérias plantas desta familia s@o produtoras de o6leo essencial de importancia
comercial, principalmente na Europa e nos Estados Unidos, sendo usados, em sua maioria,
nas industrias de perfumes e licores (SANTOS et al., 2011). Além de suas conhecidas
propriedades medicinais, como atividade analgésica, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anti-
helmintica, anti-hemorragica, diurética, antiespamddica, antiséptica, expectorante, sdo
também utilizadas em afeccOes gastrointestinais, dermatoldgicas e enfermidades do sistema
esqueleto-muscular (CZELUSNIAK, 2008; GONCALVES, 2010). Apresenta também
potencial toxicoldgico e alergénico, destacando-se como planta ornamental ou daninha.

Por produzirem constituintes quimicos bastante promissores, sdo de grande interesse
para a indGstria farmacéutica (ARAUJO et al., 2008). Apresentam um grupo diverso de
compostos, entre eles, as lactonas sesquiterpénicas, maior grupo de substancias ativas, com
aproximadamente 3.000 estruturas, sendo as responsaveis pela atividade de relaxamento do
musculo liso e anti-inflamatoria, por serem potentes inibidores especificos do fator de
transcricdo NF-kP. A capacidade de reduzir a inflamacao pode ser devida também a presenca
de fenois, como os flavonoides, por provocar uma inibicdo da sintese de prostaglandinas.
Outras substancias podem também ser encontradas na familia Asteraceae, como taninos,
poliacetilenos, alcaloides, monoterpenos, esteroides, triterpenos, cumarinas e antraquinonas
(GONGALVES, 2010).

2.11 GENERO Vernonia

O género Vernonia recebeu esta denominagdo em homenagem a Will Vernon, um
botanico pesquisador que viajou pela América do Norte (ZANON et al., 2008). E um dos
maiores e mais importante membro da familia Asteraceae, representado por aproximadamente
1.500 espécies, dentre elas arbustivas, arbdreas, herbaceas, perenes e anuais, distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais da América, Africa e Asia (BARBASTEFANO et al., 2007;
TEMPONI et al., 2012). E assim sendo representadas, tanto no antigo e novo mundo, com
centros de diversidade no leste da Africa e do Brasil (BUNWONG; CHANTARANOTHAI;
KEELEY, 2014). Na América do Sul, existem cerca de 350 espécies que ocorrem
principalmente no norte da Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (MARTUCI et al., 2014).
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Inimeras espécies de Vernonia integram o elenco de plantas medicinais de vérias
partes do mundo, inclusive do Brasil, onde o uso de plantas como fonte de medicamentos é
bastante difundido. No caso de vérias espécies de Vernonia, destaca-se os extratos alcoolicos
de V. scorpioides utilizados no tratamento de ferimentos cutaneos (DALAZEN et al., 2005), o
macerado de folhas de V. condensata Baker, usado como analgésico, anti-ulcerogénico e para
a prevencdo de disturbios no estbmago e figado (ZANON et al., 2008; SILVA; ANDRADE,
2013), assim como V. amigdalina usada como anti-helmintica em humanos e em animais de
criacdo (ALAWA et al., 1999). V. anthelmintica é utilizada no tratamento de helminto,
vitiligo e cancer de mama (HORDEGEN, 2003) e as raizes de V. kotschyana sdo empregadas
para o tratamento de desordens gastrointestinais e cicatrizacdo de feridas (NERGARD et al.,
2004). Além disso, as acdes de V. cinerea com propriedades analgésica, antipirética, anti-
inflamatoria e citotoxica, de V. colorata com atividades anti-inflamatoria e antibacteriana e V.
arborea com potencial antifungico foram comprovadas cientificamente (CAMPOS et al.,
2003; OLGUIM et al., 2005).

Plantas deste género sdo ricas em glandulas oleiferas e seus O6leos essenciais
apresentam diferentes atividades bioldgicas, como antimicrobiana e inseticida. Além disso, V.
brasiliana possui atividade sobre Plasmodium berghe e Plasmodium falciparum devido a
presenca de triterpenos (MAIA et al., 2010).

Quanto a caracterizacdo quimica, o género Vernonia é rico em flavonoides e lactonas
sesquiterpénicas (LST) que demonstraram propriedades anticancer e antiespamodica.
Glicosideos esteroidais estdo relacionados a atividade anti-inflamatoria, enquanto cumarinas e
saponinas exercem diversas propriedades biolégicas (BARBASTEFANO et al., 2007; MAIA
etal., 2010; MARTUCI et al., 2014).

2.12 ESPECIE Vernonia polyanthes Less

Vernonia polyanthes Less, popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe
branco, estanca-sangue, tramanhém, mato-pasto, cambara-guassu, cambara-do-branco, erva-
prea e enxuga é uma planta silvestre, perene, que se espalha por sementes (SILVA, 2010),
comumente encontrada nos cerrados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais e Goias. E
melifera, sendo procurada por abelhas, tanto pelo néctar, quanto pelo pélen e para a producéo
de prépolis (MARTUCI, 2012). E considerada planta daninha, se reproduzindo em terrenos de

pastagens, solos pouco férteis e beiras de estradas.
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V. polyanthes € um arbusto ou pequena arvore, que atinge, em média, 2,5 metros de
altura. As folhas apresentam 13 cm de comprimento e 3 cm de largura, sendo asperas na face
ventral e pilosas na face dorsal, apresentando disposicdo alterna, curtamente pecioladas,
lancioladas, de margem serrilhada, base atenuada e apice agudo. A ladmina foliar é
dorsiventral, apresentando tricomas em ambas as faces (Figura 9), sendo que a epiderme da
face adaxial é uniestratificada, e nela sdo encontrados tricomas simples, pluricelulares, de
modo que no interior das células basais foi detectado a presenca de contetudo proteico,
alcaloidico e tanico. Suas inflorescéncias sdo brancas ou rosadas, localizadas no apice dos
ramos e sao compostas por capitulos com 10 a 15 flores (Figura 10A e 10B) (ALVES;
NEVES, 2003).

Figura 9 - Lamina foliar, observando a organizacdo do meséfilo e tricoma secretor do tipo
capitado na epiderme abaxial.

Fonte: ALVES; NEVES, 2003.

No Brasil, apesar do seu forte uso na medicina popular, suas propriedades quimicas e
farmacoldgicas ainda ndo foram totalmente elucidadas. Suas folhas possuem diversas
propriedades medicinais, sendo popularmente utilizada sob a forma de chas ou xaropes das
folhas ou flores (FONSECA, 2008), tendo efeito diurético, hipotensor, anti-hemorragico,
sedativo, abortivo, anti-helmintico, antiulcerogénico, antirreumatico, cicatrizante e anti-
inflamatério (SOUZA et al., 2008; TEMPONI et al., 2012). E também utilizada para tratar
malaria, febre (BARBASTEFANO et al., 2007), eliminar célculos renais e tosses persistentes
(SOUZA et al., 2008), infecgbes urinarias e sintomas gastrointestinais e respiratorios
(ROMANEZI; FOGLIO; GONTHO, 2003). Foram demonstradas acdes sobre micobactérias
(SILVA, 2010; JORGETTO et al., 2011), propriedades leishmanicida e antifungica (BRAGA
et al., 2007), antinociceptiva e anti-inflamatdéria (TEMPONI et al., 2012) e reduz a pressdo
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arterial, a depuracdo de creatinina e aumenta a excre¢do de sodio renal (SILVEIRA,;
FOGLIO; GONTHO, 2003).

Figura 10 - Morfologia externa de Vernonia polyanthes Less.

A. Adaptado de LORENZI; MATOS, 2008. B. Coletada no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Na regido de Minas Gerais, 0 decocto ou infusdo de toda a planta é utilizado como
antifebril, em bronquites, gripes, resfriados e tosses. As folhas e raizes dessa espécie séo
usadas para a eliminacdo de célculos renais. Na forma de compressa tém efeito anti-reumatico
e na forma de chd, conferem melhora consideravel em tosses persistentes (SOUZA et al.,
2008). As raizes sdo usadas para o tratamento de tuberculose em comunidades indigenas
(OLIVEIRA et al., 2007).

Foram encontrados em infusdes de suas folhas, uma variedade de metabdlitos
secundarios, os quais incluem &cidos fixos fortes, alcaloides, aminoacidos, cumarinas,
esteroides livres, triterpenos, antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos e lactonas
sesquiterpénicas (IGUAL et al., 2013; JORGETTO et al., 2011). Dentre os constituintes
isolados e identificados foram citados 3,7-dimetoxi-5,3°,4’-triidroxiflavona (1), piptocarpina
A (2), 3’,4’-dimetoxiluteolina (3), glaucolideo (4), acido 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico (5),
acido 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico (6), luteolina (7), quercetina (8), acido protocatéquico (9),
quercetina-3-O-p-glucosideo (10), apigenina (11) e isorhamnetina (12) (Figura 11) (IGUAL et
al., 2013). As atividades farmacologicas tém sido atribuidas a esses metabolitos (TEMPONI
etal., 2012; IGUAL et al., 2013).
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Figura 11 - Estruturas quimicas das substancias isoladas de Vernonia polyanthes.
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Fonte: Adaptado de IGUAL et al., 2013.

E importante mencionar que V. polyanthes Less tem sido estudada nos Gltimos anos
por nosso grupo de pesquisa, resultando em duas dissertagcdes de mestrado que demonstraram
atividades antinociceptiva, anti-inflamatdria, antioxidante e antibacteriana (TEMPONI, 2012;
RODRIGUES, 2013). Além disso, Rodrigues (2013) caracterizou 0s constituintes quimicos
dos extratos hexanico, em acetato de etila e etandlico das folhas dessa espécie por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Entre os constituintes encontrados no extrato
etanolico, destacaram-se os flavonoides, especialmente rutina e luteolina, entre outros. Dessa
forma, para realizar a presente pesquisa, além das citacGes da literatura e usos tradicionais de
V. polyanthes, foram considerados os resultados ja descritos e publicados por nosso

laboratorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade e as atividades anti-inflamatdria e
cicatrizante do extrato etandlico das folhas de Vernonia polyanthes Less a fim de comprovar
suas propriedades medicinais apoiadas no uso popular; além de desenvolver produtos
fitofarmacéuticos que, a partir de investigacGes cientificas, possam contribuir com a

terapéutica, garantindo uma melhor seguranga para 0s usuarios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade através dos parametros bioquimicos, hematoldgicos,
morfoldgicos e histopatoldgicos em ratos apds administracdo oral do extrato etandlico
das folhas de V. polyanthes.

e Desenvolver e avaliar a estabilidade de um creme dermatoldgico a partir do extrato
etandlico das folhas de V. polyanthes.

e Auvaliar o efeito anti-inflamatorio e cicatrizante do extrato etandlico e do creme

dermatol6gico em modelos in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E MATERIAL VEGETAL

Vernonia polyanthes Less foi cultivada e coletada no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais (MG). Uma
exsicata, identificada por Dra. Fatima Regina Goncalves Salimena do Departamento de
Botanica/UFJF, foi depositada no Herbéario Professor Leopoldo Krieger (CESJ) da UFJF sob
n® 49336. A coleta ocorreu em marco de 2009 e constou de folhas que foram submetidas a

secagem em temperatura de 50°C, com ventilacdo forcada até perda de 90 a 96% de umidade.
4.2 OBTENCAO DO EXTRATO

Apbs coleta e secagem, as folhas foram trituradas em moinho elétrico, com peneira de
granulacdo definida (tamise n° 20) para preparo dos extratos. A droga vegetal (450 g) foi
submetida a processo de extracdo em etanol PA (2,5 L) por maceragdo estatica com renovacao
do solvente, a temperatura ambiente, até seu esgotamento. O extrato liquido foi submetido ao
rota-evaporador RIl (Buchi Switzerland®) para remocdo do solvente (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998). Para retirada da umidade, o extrato foi colocado em dessecador com silica,
obtendo 36,68 g do extrato etandlico seco (EEVP) que foi utilizado para realizacdo dos

estudos quimicos, farmacoldgicos e farmacéuticos.
4.3 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (150-250 g), machos, com 60 dias de idade, e
camundongos Swiss (25-30 g), machos, com 45 dias de idade, provenientes do Centro de
Biologia da Reproducdo da UFJF nas avaliagdes toxicologica e farmacoldgica. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas com racdo comercial tipo Nuvilab® e agua ad libitum a
temperatura ambiente (25 + 4 °C). Os animais foram acondicionados em gaiola de
polipropileno, de dimensdo 340 mm de largura x 490 mm de comprimento x 160 mm de
altura, com tampa gradeada em ag¢o inox e comedouro embutido em “V”, contendo
aproximadamente 3 cm de cama de maravalha previamente autoclavada. A maravalha foi

trocada a cada 2 dias. Em cada gaiola, foi acondicionado, no maximo, seis animais. Os
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protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolos n° 105/2012 e 106/2012).

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EEVP

Para este teste, o protocolo experimental compreende as observacBes clinicas e
alteracdes macroscopicas dos animais com adi¢cdo de parametros bioquimicos, hematoldgicos
e histopatologicos que possibilitam uma melhor avaliacdo de todos os 6rgdos e funcdes
(ORLANDINI, 2012).

4.4.1 Grupos experimentais

Grupos de quinze ratos Wistar foram tratados durante 15 e 30 dias consecutivos por
via oral (gavagem). Dois grupos controles (15 e 30 dias) receberam agua, enquanto doses de
EEVP foram administradas em trés grupos experimentais (100, 200 e 400 mg/kg) durante 15
dias e em trés grupos experimentais (100, 200 e 400 mg/kg) durante 30 dias.

Durante o tratamento, os sinais clinicos de toxicidade, a massa corporal dos animais e
0 consumo de agua e ragdo foram registrados diariamente. Ao final do tratamento, os animais
foram anestesiados com cetamina 10% (75 mg/kg) e xilazina 2% (10 mg/kg) por via
intraperitoneal. Em seguida, procedeu-se a coleta de sangue por puncdo -cardiaca
(WAYNFORTH, 1980). Os procedimentos descritos acima foram realizados individualmente
e em local isolado, a fim de evitar qualquer tipo de angustia ou estresse nos demais animais.

O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo: um com anticoagulante acido
etilenodiamino-tetracético (EDTA) para determinacdo dos parametros hematoldgicos, e o

outro, sem anticoagulante, para obtencdo do soro para avaliagdo dos pardmetros bioquimicos.

4.4.2 Avaliacé@o dos parametros hematologicos

Para analise hematoldgica, o sangue coletado com anticoagulante EDTA foi usado
para determinar os valores para eritrocitos e plaquetas através de contagem em microscépio
BX-51 (Olympus®). O hematécrito foi determinado através do método de micro-hematocrito
(LORENZI, 1999). A partir dos resultados da contagem eritrocitaria e do hematdcrito, foram
calculados os indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina

corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
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Determinagdo de hemoglobina foi realizada através de kit especifico (Labtest®) e analisada
em espectrofotdmetro UV/VIS 1800 (Shimadzu®). A contagem global de leucdcitos e

hemaécias foi realizada através da camera de Neubauer (BERNAR, 1986).

4.4.3 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Para anélise bioquimica, o sangue coletado foi submetido a centrifuga Excelsa Baby
(Fanem®) a 3500 rpm durante 10 minutos para separar o soro. Aliquotas do soro foram
acondicionadas em microtubos (Eppendorf®) e mantidas refrigeradas a 4°C.

Os parametros determinados foram glicose, ureia, creatinina, proteinas totais,
colesterol total, triglicérides, bilirrubinas total e direta, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, albumina, acido urico, HDL (Lipoproteina
de Alta Densidade), LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade), VLDL (Lipoproteina de Muito
Baixa Densidade), amilase, LDH (Lactato Desidrogenase), Gama GT (Gama Glutamil
Transferase), calcio, CK (creatinoquinase) total e CK-MB (HENRY, 2008). As analises foram
realizadas por espectrofotometria, utilizando-se kits comerciais da Labtest®, seguindo as

recomendacdes do fabricante, em espectrofotémetro UV/VIS 1800 (Shimadzu®).

4.4.4 Anélises dos parametros morfoldgicos

Apbs a coleta do sangue, procedeu-se a eutanasia por aprofundamento da anestesia
(cetamina 140 mg/kg e xilazina 15 mg/kg) seguida de necropsia para avaliacdo da morfologia
macroscopica externa dos orgdos. Cérebro, coracdo, pulmdo, figado, rins, baco e testiculos
foram cuidadosamente removidos, dissecados e sua massa Umida foi determinada em balanca
analitica de precisdo AY 220 (Shimadzu®) (VIJAYALAKSHMI, MUTHULAKSHMI;
SACHDANANDAM, 2000) e os valores comparados com o grupo controle. Para a avaliacao
histopatoldgica, exemplares dos orgaos removidos foram fixados em formol tamponado a

10%, e foram processados e corados com hematoxilina e eosina, de acordo com Luna (1968).
4.5 PREPARACAO DO CREME DE Vernonia polyanthes LESS
O creme base lanette é utilizado em formulagGes cosméticas e farmacéuticas do tipo

O/A (6leo/dgua). Sua composicao baseia-se em duas fases, como mostrado nos Quadros 1 e 2

abaixo:
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Composicéo Quantidade Estudo critico da formulacédo
Lanette 20% 100 g Fase Oleosa
Vaselina Liquida 6% 30 mL Emulsificante
BHT 0,05% 0,259 Antioxidante
Nipagin® 0,15% 0,759 Conservante

Fonte: O autor (2015).

Quadro 2 — Fase aquosa do creme lanette.

Composicéo Quantidade Estudo critico da formulacao
EDTA 0,1% 0,50 g Antioxidante
Nipazol® 0,05% 0,259 Conservante
Propilenoglicol 5% 25 mL Emulsificante
Agua Destilada 68,65% 343,25 mL Veiculo

Fonte: O autor (2015).

Para preparar o creme com EEVP (cEEVP), os componentes sélidos da férmula
(oleosa e aquosa) foram pesados em balanca analitica AY (Shimadzu®), separadamente. Na
preparacdo da fase aquosa da emulsdo, 0,25 g de Nipazol® e 0,50 g de EDTA foram
solubilizados em 25 mL de propilenoglicol seguida de adicdo de &gua destilada. Esses
componentes foram colocados em um recipiente de aco inox seguido de aquecimento em
banho maria com temperatura maxima de 75°C. Na preparacdo da fase oleosa, solubilizou-se
0,75 g de Nipagin® e 0,25 g de BHT em 30 mL de vaselina sequida de adicdo de 100 g de
lanette. Esta preparacédo foi colocada em outro recipiente de aco inox, levada ao aquecimento,
sem deixar passar de 75 °C sob constante agitacdo manual com auxilio de um bast&o de vidro.
Apbs o preparo das duas fases separadamente, verteu-se vagarosamente a fase aquosa sobre a
fase oleosa, fazendo agitagdo manual constante por um minuto. Apds agitacdo, esta
preparacdo foi submetida a um misturador (mixer) por um periodo de 15 minutos para
homogeneizar e obter uma consisténcia adequada. Em seguida, um creme de consisténcia
espumosa e coloracdo branca foi adquirido. A formulacdo foi devidamente armazenada e
identificada para preparo do creme de V. polyanthes Less (PRISTA, ALVES; MORGATO,
1990; THOMPSON, 2006; BARZOTTO et al., 2009).

Para o preparo do creme de V. polyanthes, o EEVP foi pesado em um béquer nas trés
quantidades (0,10, 0,25 e 0,50 g). Em seguida, o EEVP foi solubilizado em um gral contendo

propilenoglicol seguido da adi¢do de creme lanette na quantidade suficiente para completar
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100 g para cada concentragdo, obtendo-se o creme com 0,10, 0,25 e 0,50% (m/m) de EEVP.
Apo6s incorporagdo do extrato, todos os cremes foram acondicionados em um frasco

devidamente identificado.

4.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO CREME DE Vernonia polyanthes LESS

Para padronizacdo de produtos fitoterapicos, o estudo de estabilidade é de suma
importancia, pois a instabilidade pode modificar trés quesitos essenciais: qualidade, eficicia e
seguranca (FERREIRA; SOUZA, 2007). Neste sentido, no estudo de estabilidade
primeiramente sdo avaliadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), o valor de
pH e a viscosidade das formulacGes. Estes parametros sdo analisados comparativamente,
considerando-se as caracteristicas iniciais do produto e suas alteracbes ao longo do tempo
(BABY, 2005).

4.6.1 Avaliacéo preliminar da estabilidade

As formulagdes foram sujeitas as condicGes de estresse térmico, visando acelerar o
surgimento de possiveis sinais de instabilidade. Apds este teste, aquelas que apresentassem
modificacbes seriam rejeitadas pelo estudo ou pesquisadas as possiveis modificacdes nos
componentes das prepara¢des para melhoria da estabilidade.

As amostras foram intercaladas em temperaturas de 50 + 2°C e -10 + 2°C a cada 24
horas durante 12 dias, totalizando seis ciclos (QUEIROZ et al., 2009) e avaliadas diariamente,
conforme as suas caracteristicas organolépticas, dando énfase para possiveis alteracbes na
aparéncia, cor e odor. A homogeneidade, brilho e auséncia de grumos e precipitados também
foram avaliados. Os testes foram realizados por meio da visualizagdo e percepgédo direta
(FERREIRA, 2000). Este procedimento foi realizado em triplicata, usando trés recipientes
com 30 g cada de base creme lanette e trés com 30 g de cada formulacdo contendo EEVP
(0,10, 0,25 e 0,50%).

4.6.2 Testes de estabilidade acelerada
Neste teste, os produtos foram acondicionados em condi¢des especificas de

temperatura, de modo a fornecer informagfes sobre o comportamento do produto frente a
diferentes variaveis (AULTON, 2005).
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4.6.2.1 Teste de centrifugagdo

Com o intuito de verificar possiveis separacdes de fases, 15 gramas das formulacdes,
lanette puro e incorporado com extrato etandlico de V. polyanthes nas concentragdes 0,10,
0,25 e 0,50% foram submetidos & centrifuga Excelsa Baby (Fanem®) a 3.000 rpm por 30
minutos nos dia zero e 90, ou seja, no inicio e no final do experimento (BRASIL, 2004b).

4.6.2.2 Teste de submissdo a temperaturas de armazenamento

As formulagbes foram submetidas ao armazenamento em situagdes de temperatura
extrema, ou seja, temperatura ambiente (25 + 2 °C), refrigerador (-5,0 + 2 °C) e estufa (40 +
°C) durante 90 dias (QUEIROZ et al., 2009). Essas formulacGes foram avaliadas nos dias 1, 7,
15, 30, 60 e 90 para verificar possiveis alteracdes nas caracteristicas organolépticas (aspecto,
cor e odor) (BRASIL, 2005).

As amostras foram analisadas em triplicata, utilizando-se trés recipientes contendo 100
g da base do creme lanette e trés com 100 g de cada formulacdo do EEVP (0,10, 0,25 e
0,50%) para cada temperatura analisada.

4.6.2.3 Verificagéo do valor de pH

A verificacdo do valor de pH foi realizada em um pHmétro digital MP 220 (Mettler
Toledo®) previamente calibrado com solucdes tampao de fosfato e biftalato com pH 7 e 4,
respectivamente (TAS et al., 2003). Todas as amostras foram colocadas em contato direto
com o pHmétro para verificacdo do pH nos dias 1, 7, 15, 30, 60 e 90 do experimento
(QUEIROZ et al., 2009).

4.6.2.4 Andlise reoldgica

Os comportamentos reoldgicos das amostras de base lanette e incorporada com
diferentes concentracfes de extrato etanolico de V. polyanthes (0,10, 0,25 e 0,50%) e
submetidas a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) foram avaliados em funcdo da taxa de
cisalhamento (¢) e do tempo (t), com um re6bmetro rotacional estacionario de taxa de
cisalhamento controlada, marca ProRheo, modelo R-180. Para a construgdo das curvas de

fluxo e de viscosidade, as amostras foram pré cisalhadas a ¢ = 200 s™ por 5 minutos a 30 °C e
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submetidas a uma variacéo ciclica de taxa de cisalhamento, no intervalo de 100 <¢< 1000 s*
também a 30 °C em triplicata. Os experimentos foram repetidos nos intervalos de tempo de 1,
15, 30, 60 e 90 dias com intuito de avaliar o envelhecimento das amostras.

4.6.3 Critérios de inclusao

Os critérios adotados para aprovacao das amostras avaliadas pelo teste de estabilidade
foram:

e Aspecto: integridade das amostras, mantendo o aspecto inicial nas condigOes de
armazenamento;

e Cor e odor: leves modificagcbes em temperaturas elevadas;

e Precipitado: leves modificagdes que ndo comprometam a integridade das amostras;

e Valor de pH: leves modificacdes;

e Viscosidade: leves modificagdes que ndo comprometem a percepcdo visual das

amostras.

4.6.4 Teste de estabilidade microbiologica das formulagdes

O meétodo utilizado para a determinacdo do nimero de micro-organismos viaveis em
meio sélido foi o de semeadura em profundidade — pour plate (teste de contagem microbiana).
Para a determinacdo da contagem desses micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras),
utilizou o método de contagem em placas (QUEIROZ et al., 2009).

Neste método, amostras de um grama do creme base lanette e do creme com EEVP de
cada concentracédo (0,10, 0,25 e 0,50%) foram dispersos em 9 mL de tampdo fosfato pH 7,0.
Apo6s homogeneizagdo, a amostra foi filtrada, obtendo a dilui¢do 1:10. O diluente tampéo
fosfato pH 7,0 contém 1% de Tween 80, o qual foi adicionado ao meio para atuar como
inativante para o conservante presente na formulacdo (PINTO et al.,, 2002). Apo6s
homogeneizacdo da diluicdo 1:10, foi realizada a transferéncia de um mL para outro frasco
contendo nove mL do diluente, obtendo-se a dilui¢cdo 1:100.

Aliquotas de um mL de cada diluicdo foram transferidas para placas de Petri, em
duplicata, sobre as quais foram vertidos 20 mL dos meios especificos, liquefeitos a 45° C.
Para bactérias, utilizou-se 0 meio caseina-soja (TSA — Tryptic Say Agar) e, para fungos, o

meio &gar Sabouraud-dextrose (SDA).
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As placas com &gar caseina-soja foram incubadas em estufa a temperatura de 35 + 2°C
durante cinco dias, enquanto as placas com Sabouraud-dextrose foram colocadas em estufa a
25° + 2 °C durante sete dias. Ap6s o periodo de incubacdo, foram realizadas as contagens de
colbnias nas placas onde ocorreu o crescimento e o resultado foi expresso em unidade
formadora de colénia por grama (UFC/g) (QUEIROZ et al., 2009). Esta anélise foi realizada
no inicio e no final dos estudos, ou seja, dias 0 e 90, de modo a verificar o aparecimento e/ou

desenvolvimento de micro-organismos.
4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatoria topica do extrato etandlico das folhas de Vernonia
polyanthes foi avaliada pelo modelo de edema de orelha em camundongos. Os agentes
flogisticos leo de créron, 4cido araquidonico e fenol (Sigma-Aldrich®) foram dissolvidos em
um volume de 20 pL de acetona (Synth®) e os cremes lanette, base e contendo o extrato, e a
dexametasona (Germed) e/ou indometacina (Sigma-Aldrich®) foram aplicadas topicamente na
face interna da orelha direita de cada camundongo, em uma quantidade suficiente para cobrir
todo o tecido (100 mg). Na orelha esquerda de cada animal foi aplicado 20 pL de acetona
(veiculo). Cada ensaio foi constituido por seis grupos, todos com seis individuos (n = 6):
controle negativo (sem tratamento), controle negativo (base lanette), controle positivo
(dexametasona e/ou indometacina), e 0 creme com extrato etandlico de V. polyanthes em trés
diferentes concentracdes: 0,10, 0,25 e 0,50%.

O edema foi avaliado quanto ao aumento da massa das orelhas (mg), aumento da
espessura das orelhas (um) e pelo método indireto de determinacdo da atividade enzimatica
da mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-p-D-glucosaminidase (NAG). Para isso, apds inducao
do processo inflamatério e tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, medida a espessura das orelhas e discos de 6 mm de didmetro de ambas as orelhas
foram coletados através de um punch (Richter®) e pesados em balanca analitica AY 220
(Shimadzu®). O aumento da massa da orelha foi obtido pela diferenca entre a massa da orelha
direita e da esquerda e os resultados expressos como média *+ desvio padrdo da média
(E.P.M.) das diferencas dentro de cada grupo. Igualmente o que foi realizado para obtencéo
da diferenca de espessura entre as orelhas dos animais de cada grupo, sendo que a espessura
foi medida proxima a extremidade medial. Para minimizar variagdes referentes as técnicas, 0s

experimentos foram realizados sempre pelo mesmo experimentador.
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4.7.1 Edema de orelha induzido por dleo de créton

A atividade anti-inflamatoria topica do creme contendo EEVP (cEEVP) foi avaliada
pelo método do edema de orelha induzido por 6leo de créton descrito por Schiantarelli e
colaboradores (1982). Administrou-se topicamente 20 pL de solucdo de dleo de croton 2,5%
(v/v) em acetona na face interna da orelha direita de cada camundongo. Em seguida, foram
administrados os tratamentos com o cEEVP (0,10, 0,25 e 0,50%), dexametasona (0,1%),
creme base lanette e acetona. Seis horas apds o desafio com o agente flogistico, os animais
foram sacrificados e o edema avaliado quanto ao aumento da espessura (um) da orelha, o que
também foi verificado ap6s 24 horas da inducdo do processo inflamatério, juntamente com a
avaliacdo do aumento da massa (mg) da orelha. A analise compreendeu também a
determinacéo da atividade enzimatica da MPO e NAG, como descrito no item 4.10. Amostras
das orelhas (discos de 6 mm) de um animal pertencente a cada grupo foram conservadas em
formol e submetidas a analise histoldgica, como descrito no item 4.9.

4.7.2 Edema de orelha induzido por acido araquiddnico

A atividade anti-inflamatoria tépica do creme com extrato etanélico de V. polyanthes
(CEEVP) foi avaliada pelo método do edema de orelha induzido por &cido araquidénico (AA)
(GABOR, 2003). Foi administrado topicamente AA (2 mg em 20 pL de acetona) na face
interna da orelha direita de cada camundongo. Em seguida, foram administrados o cEEVP
(0,10, 0,25 e 0,50%), indometacina (10%), creme base lanette e acetona. Uma hora apds o
desafio com o agente flogistico, os animais foram sacrificados e o edema avaliado quanto ao
aumento da massa (mg) e espessura (um) da orelha dos camundongos (CRUMMEY et al.,
1987; YOUNG et al., 1984).

4.7.3 Edema de orelha induzido por fenol

A atividade anti-inflamatdria tdpica do extrato etanolico de V. polyanthes (EEVP) foi
avaliada pelo método do edema de orelha induzido por fenol descrito por Lim, Park e Kim
(2004). Administrou-se topicamente 20 pL de solugéo de fenol 10% (v/v) em acetona na face
interna da orelha direita de cada camundongo. Em seguida, foram administrados o0s
tratamentos com o cEEVP (0,10, 0,25 e 0,50%), dexametasona (0,1%), creme base lanette e

acetona. Duas horas ap0s o desafio com o agente flogistico, os animais foram sacrificados e o
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edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) e espessura (um) da orelha dos

camundongos.
4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE

Para que o tratamento de uma leséo tenha sucesso, primeiramente é necessario avaliar
a lesdo e os fatores que podem interferir no processo de cicatrizagcdo. O cuidado se inicia
avaliando a ferida, observando sua evolu¢do e cuidando de forma individualizada e eficaz,
para que ndo haja evolucéo do caso (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 10 grupos (n = 6): dois controles
negativos (solucdo fisioldgia e creme base lanette), dois controles positivos (dexametasona e
Dersani®), trés experimentais tratados com o EEVP (0,10, 0,25 e 0,50%) e trés experimentais
tratados com o creme de EEVP (0,10, 0,25 e 0,50%). Esses grupos foram separados em dois
subgrupos de acordo com o periodo de tratamento (7 e 14 dias) (Quadro 3). Ap6s distribuicdo,
os animais foram anestesiados com cetamina 10% (75 mg/kg) e xilazina 2% (10 mg/kg) por
via intraperitoneal. Em seguida, o pelo da area dorsocostal proxima ao pescoco de cada
animal foi removido e, com auxilio de um punch (Richter®) contendo lamina cortante na
borda inferior, foram produzidas incisfes para retirada de fragmentos cutaneos com didmetro
de 6 mm com exposicdo da fascia muscular dorsal (PACHALY, 2006). Ap6s remogdo da
pele, os animais foram tratados com analgésico opioide (morfina, 2,5mg/kg, via subcutanea, a
cada 4 horas por 5 dias) para evitar sofrimento doloroso.

Ap6s um dia de inducgdo das incisBes, estas foram tratadas com quantidade suficiente
para cobrir a area lesionada (200 mg para formulacbes semissélidas e 200 pL para
formulacdes liquidas), sendo que os grupos referentes ao controle negativo receberam creme
base lanette e solucdo fisiologica (0,9%). O grupo controle positivo foi tratado com acetato de
dexametasona 1mg/g (Germed) e outro grupo controle positivo com Dersani® (uma logao
cicatrizante a base de acidos graxos essenciais, com vitaminas A e E). Nos grupos
experimentais, foi aplicado creme lanette com EEVP (0,10, 0,25 e 0,50%) e em outros grupos
foi aplicado 0 EEVP 0,10, 0,25 e 0,50% (OKAMOTO, 2010).

Os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto geral, para avaliacdo
macroscopica da lesdo, observando-se a presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e
crosta. Ao final do tratamento (sete e 14 dias), os animais foram eutanasiados com
aprofundamento da anestesia (cetamina 140 mg/kg e xilazina 15 mg/kg) por via

intraperitoneal. As lesdes foram avaliadas com o uso de lupa, para verificacdo de crostas,
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secrecdes, cicatriz hipertréfica e verificacdo da ferida tecidual. O maior e 0 menor eixo foram
medidos com micrdmetro externo digital 1P40 (Digimes®) conforme protocolos preconizados

por Lopes e colaboradores (2005) e Garros e colaboradores (2006).

Quadro 3 - Esquema dos grupos submetidos a atividade cicatrizante.

SORO
CONTROLE . CREME LANETTE
NEGATIVG FISIOLOGICO
(NaC10.9%)
CONTROLE - DEXAMETASONA
POSITIVO DERSANI®
GRUPO CREME COM
EXPERIMENTAL EXTRATO 0,10% 0.10% DE EEVP
1E4 '
GRUPO
, CREME COM
. EXTRATO 0,25%
L ane | | 0.25% DE EEVP
GRUPO
: : CREME COM
MENT/ . 500
EXPERIMENTAL EXTRATO 0.50% 0.50% DE EEVP

Fonte: O autor (2015).

Para a analise morfomeétrica, as lesGes foram medidas e fotografadas nos dias zero, 4,
7 e 14, utilizando-se de uma camera digital e as imagens foram digitalizadas em computador.
A érea foi calculada pela formula (A = = x R x r/2), onde R representa o eixo cranio-caudal e
o r corresponde ao eixo latero-lateral da lesdo (RIELLA et al., 2012). O grau de contracdo da
area (GC) da lesdo foi calculado por meio da formula demonstrada por Oliveira et al.
(2000/2001):

GC #(ﬁ.rea T° — Areg T4 %eemeo )x_100
Area T°

Onde: T° = dia zero; T#@eMficio = gias 7 ou 14.
As lesdes foram excisadas com 1 cm de pele integra, em torno da lesdo, em
profundidade até a fascia muscular. Cada exemplar foi identificado individualmente, um de

cada subgrupo foi colocado em solucdo de formalina 10% seguida de analise histopatoldgica
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(GARROS et al., 2006; AMORIM et al., 2006). As demais foram direcionadas para medicdo
da atividade de mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG).

4.9 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Amostras de tecido dos 6rgaos dos ratos submetidos ao teste de toxicidade, os discos
de tecido da orelha excisadas no teste anti-inflamatorio e as lesGes excisadas no teste
cicatrizante foram obtidas e conservadas conforme descrito anteriormente. Para o preparo das
laminas histoldgicas, as amostras foram fixadas em solugdo ALFAC (85 mL de alcool 80%,
10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido acético glacial) em um periodo de 16 horas, e em
seguida conservadas em alcool 70% até inicio do processo de desidratacdo. Os materiais
histologicos foram posteriormente desidratados, emblocados em parafina, seccionados em
cortes de 5 um em um micrétomo e corados com hematoxilina e eosina. O edema (espessura
do corte histoldgico), infiltragdo de leucdcitos, vasodilatacdo e espessura da epiderme e derme
foram avaliadas em éareas representativas com aumento de 10x e 20x. Nesses mesmos
aumentos, foram realizadas fotografias dos cortes histolégicos utilizando microscépio
(Olympus BX41) acoplado a camera fotografica digital utilizando o software Imagepro-Plus
4.5 (Media Cybernetics).

410 AVALIACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS MIELOPEROXIDASE E N-
ACETIL-B-D-GLUCOSAMINIDASE

Foi realizada dosagem das enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-p-D-
glucosaminidase (NAG) das orelhas dos camundongos submetidos ao teste anti-inflamatorio e
das lesBes excisadas da regido dorsocostal dos ratos apds tratamento com extrato etanolico de

V. polyanthes (EEVP) e do creme a base desse extrato (CEEVP).

4.10.1 Obtencéo do sobrenadante

Aos fragmentos de 6 mm das orelhas dos camundongos submetidos ao teste anti-
inflamatdrio e das feridas excisadas da regido dorsocostal dos ratos submetidos ao teste
cicatrizante foram adicionados 1mL de tampédo fosfato de sédio 80 mM pH 5,4, contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTBA). Em seguida, foram triturados por 30

segundos em gral de porcelana. Os homogenatos foram transferidos para tubos de ensaio e
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adicionado mais 1mL de tampédo fosfato de sédio 80 mM pH 5,4. As amostras (2 mL)
permaneceram em banho de gelo a 4 °C e sonicadas em ultrassom Ultra Cleaner 1600A
(Unique®) por 10 minutos seguida de centrifugacdo a 3.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem de proteinas totais e nos ensaios da
atividade enzimatica de MPO e NAG (DE YOUNG et al., 1989; SANCHEZ; MORENO,
1999).

4.10.2 Dosagem de proteinas totais

O meétodo utilizado para dosagem de proteinas foi descrito inicialmente por Lowry e
colaboradores (1951) e modificado por Sargent (1987). O ensaio foi realizado em triplicata,
colocando-se 20 pL do sobrenadante obtido no item 4.10.1 em cada tubo de ensaio. Em
seguida, adiciona-se 380 pL de agua destilada e 2 mL da mistura reativa, a qual € composta
por solucéo alcalina (1 g de NaOH mais 5 g de Na,CO3; em 250 mL de agua), tartarato de
cobre e sulfato de cobre. Apos adicionar agua e mistura reativa no tubo de ensaio, esperar por
10 minutos. AplGs esse tempo, foram acrescentados 200 pL de solucdo Folin (1:5),
aguardando 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-VIS 1800

(Shimadzu®) em comprimento de onda 660 nm, zerando o branco com &gua destilada.

4.10.3 Ensaio da atividade mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi utilizada como indicativo da
presenca de leucocitos polimorfonucleares no tecido (CAMPA, 2009; PEREIRA et al., 2000).
Para a avaliacdo da atividade da enzima foi utilizada a metodologia de Bradley e
colaboradores (1982) modificada por De Young e colaboradores (1989). Triplicatas de 25 pL
do sobrenadante, obtido do homogenato do item 4.10.1, foram colocadas em placas de 96
pogos, adicionando 25 uL de 3,3°,5,5’ — tetrametilbenzidina 1,6 mM em dimetilsulféxido
(DMSO), 100 uL de peroxido de hidrogénio 0,003% v/v diluida em tampédo fosfato de sodio
0,08 M (pH 5,4) para promover o inicio da reagdo. Posteriormente, a placa foi incubada a
37°C por 5 minutos, adicionando 100 pL de acido sulfurico 4 M a 4 °C em cada pog¢o para
interromper a reacdo. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando o
leitor de placas Thermoplate TR-Reader® cuja leitura de absorbancia foi feita em 450 nm,
sendo expressa em densidade éptica/mg de proteinas (dO/mg de proteinas), zerando o branco

com agua destilada.
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4.10.4 Ensaio da atividade da N-acetil-p-D-glucosaminidase

A atividade da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) ¢é utilizada como
indicativo da presenca de leucdcitos mononucleares no tecido. Esta atividade foi avaliada
utilizando a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). Triplicatas de 100 pL do
sobrenadante, obtido do homogenato no item 4.10.1, foram colocados em placas de 96 pocos,
adicionando 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina 2,24 mM em tampéo
citrato/fosfato de sddio 0,1 M pH 4,5, para promover o inicio da reacdo. Em seguida a placa
foi incubada a 37 °C por 10 minutos e a reacao interrompida pela adigéo de 100 pL de tampé&o
glicina 0,2 M pH 10,6 em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente usando um leitor de placas Thermoplate TR-Reader®, cuja leitura da
absorbancia foi realizada em 405 nm, sendo expressa em densidade Optica/mg de proteinas

(dO/mg de proteinas), zerando o branco com agua destilada.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados serdo demonstrados através da média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada para

medir o grau de significancia (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO EEVP SOBRE OS PARAMETROS DE TOXICIDADE

5.1.1 Efeito do EEVP sobre a massa corporal, consumo de 4gua e ragéo

Ap0s analise dos resultados, € observado que ndo houve diferenca significativa dos
parametros massa corporal, consumo de agua e racao entre os grupos tratados com EEVP e
0s respectivos grupos controle durante 15 e 30 dias de experimento (Tabela 2). No entanto,
como esperado, houve um aumento da massa corporal, do consumo de agua e ragdo dos
animais submetidos a 30 dias de tratamento.

Considerando os parametros comportamentais, ndo foram observados erecdo de cauda,
reducdo da atividade locomotora, taquipneia, tremor generalizado, piloerecéo e sedacdo dos
individuos tratados durante 15 e 30 dias. Além disso, ndo houve morte de animal.

Tabela 2 - Valores médios da massa corporal e do consumo de agua e ragdo de ratos tratados
com EEVP durante 15 e 30 dias.

Grupo Massa corporal (g) Agua (mL) Racéo (9)

15 dias 30 dias 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
Controle 154,99+31,44 235,70+29,81 396,2045,96 424,65+6,98 273,75+7,87 301,58+8,40
100 (mg/kg) 148,68+33,37 229,16+21,80 391,6945,62 428,27+10,31 269,25+7,74 308,83+8,00
200 (mg/kg) 157,61+32,19 229,76+30,80 398,50+8,70 420,97+9,77  268,00+6,04 306,07+9,14
400 (mg/kg) 149,31+33,58 232,30+27,61 397,44+8,02 429,80+9,09  268,38+7,54 303,37+8,93

Os valores correspondem a médiazE.P.M. de 15 ratos. Apds analises de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls, as médias ndo diferem em relagéo ao grupo controle para p < 0,05.
Fonte: O autor (2015).

5.1.2 Efeito do EEVP sobre a massa dos 6rgaos

Apos 15 e 30 dias de tratamento, ficou evidenciado que EEVP nédo produziu alteracéo
significativa (p < 0,05) na massa dos 6rgéos removidos (cérebro, coracdo, pulméo, figado,
baco, rins e testiculos) dos animais quando comparado ao grupo controle (administracéo oral
de agua) (Tabelas 3 e 4). Assim como na massa corporal, exceto o cérebro, houve um
aumento da massa dos 6rgdos ap6s 30 dias de tratamento em relagdo aos animais que foram
tratados por 15 dias (Tabela 4). Adicionalmente, ndo foram verificadas alteracdes
macroscopicas anormais nos 6rgdos dos animais pertencentes ao grupo controle e grupos que
receberam EEVP.
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Grupo Cérebro  Coracdo  Pulméo Figado Baco Rim Rim Testiculo  Testiculo

direito esquerdo direito esquerdo
Controle 1,62+0,09 0,90+0,20 1,44+0,37 8,85#1,36 0,47+0,09 0,98+0,17 0,98+#0,16 1,16+0,10 1,15%0,12
100 mg/kg  1,61£0,12 0,90+0,21  1,44+0,37 8,88+1,43 047+0,12 0,98+0,16 0,96+0,18 1,1240,11 1,13+0,14
200 mg/kg  1,63%0,13  0,90£0,21  1,44+0,39 8,99+145 0,49+0,13 0,97+0,19 0,96+0,18 1,14+0,13 1,14+0,15
400 mg/kg  1,66%0,10 0,91+0,21 1,47+0,38 8,96+1,48 0,51+0,12 0,98+0,16 0,97+0,17 1,15#0,10 1,16+0,11

Os valores correspondem a média+E.P.M. de 15 ratos. Apos analises de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls, as médias ndo diferem em relacéo ao grupo controle para p < 0,05.

Fonte: O autor (2015).

Tabela 4 - Massa dos 6rgdos de ratos apds 30 dias de tratamento com EEVP.

Grupo Cérebro  Coragdo  Pulméo Figado Baco Rim Rim Testiculo  Testiculo

direito esquerdo direito esquerdo
Controle 1,62+0,08 1,12#0,08 1,97+0,10 10,33+0,47 0,59+0,05 1,14+0,08 1,14+0,09 1,30+0,07 1,35+0,07
100 mg/kg  1,70£0,06  1,13+0,07 1,96+0,09 10,37+0,43 0,61x0,07 1,13£0,09 1,13+0,08 1,36%0,06 1,36+0,06
200 mg/kg  1,66+0,09 1,14+0,06 1,96+0,09 10,27+0,57 0,61+0,07 1,13+0,09 1,12#0,07 1,32+0,10 1,34+0,06
400 mg/kg  1,57+0,11  1,12+0,09 1,98+0,10 10,49+0,75 0,59+0,06 1,12+0,07 1,11+0,08 1,33£0,06 1,34+0,04

Os valores correspondem a médiazE.P.M. de 15 ratos. Apos analises de varidncia seguida do teste de Student
Newman-Keuls, as médias nao diferem em relagdo ao grupo controle para p < 0,05.
Fonte: O autor (2015).

5.1.3 Efeito do EEVP sobre os parametros hematoldgicos

As Tabelas 5 e 6 apresentam os valores dos parametros hematolégicos apés 15 e 30
dias de tratamento com EEVP, respectivamente. As doses de 100, 200 e 400 mg/kg de EEVP
ndo produziram diferenca significativa entre os valores obtidos no eritrograma e leucograma
quando comparadas ao grupo controle. E importante destacar que esses valores estdo de

acordo com aqueles de referéncias citados (Tabelas 5 e 6).

5.1.4 Efeito do EEVP sobre os parametros bioguimicos

Em relacdo aos parametros bioquimicos, apos 15 e 30 dias de tratamentos com EEVP,
com pequenas variagdes, observou-se que as concentracfes dos marcadores encontram-se
dentro da faixa dos valores de referéncia citados (Tabelas 7 e 8). Isto significa que EEVP nao
promoveu alteracbes das funcbes fisioldgicas investigadas. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura valores de referéncia para os niveis de LDH e amilase. E possivel

que as concentragdes de calcio e glicose estejam abaixo das referéncias usadas neste estudo.
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Parametros CN 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Ref" Ref? Ref’
Hemacias (10%/l) 7,00+ 1,02 7,18+0,97 743+ 113 713+125 8,65+ 1,11 (44) 8,39 + 0,67 (181) 8,0 + 0,55 (23)
Hemoglobina (g/dL) 15,01 + 1,56 15,07 + 1,58 15,35 + 1,96 15,39 + 1,72 15,00 + 1,45 (44) 15,70 + 1,00 (181) 14,5 + 0,78 (23)
Hematdcrito (%0) 41,73+ 2,32 41,00 £ 3,25 42,07 £ 3,39 41,40 £ 4,24 43,30 £ 3,51 (42) 45,00 £ 3,5 (181) 44,2 £ 2,95 (23)
VCM (f) 60,02 £ 9,25 58,12 + 9,41 57,74 £9,19 59,82 + 12,56 47,75 £ 2,89 (19) 53,5+ 2,4 (181) 55,5+ 2,22 (23)
HCM (pg) 21,69 + 4,51 21,36 + 4,32 21,12 + 4,34 22,35+ 5,17 16,51 % 0,30 (17) 18,9+ 0,8 (181) 18,2 + 0,57 (23)
CHCM (g/dL) 36,03 £ 3,90 36,93 + 5,50 36,72+ 5,50 37,67 + 6,66 34,89 + 2,41 (17) 35,30 + 1,2 (181) 32,8+ 1,00 (23)
Leuctcitos (10%/uL) 7,94 + 1,34 7,02 +112 7,03+ 111 7,93+ 1,05 7,63+ 2,37 (44) 4,52 + 1,81 (181) 9,7 +2,21 (23)
Neutrofilos (%) 29,80 + 3,28 29,33 £ 4,45 29,80 £ 5,10 30,73 £4,99 33,16 + 14,99 (26) 155+5,5(178) 24,8 £7,85 (23)
Linfécitos (%) 62,80 £ 4,07 62,27 + 4,65 61,67 £ 5,46 61,63 £5,94 67,36 + 15,31 (42) 80,2 £6,3 (179) 70,00 + 7,37 (23)
Monécitos (%) 4,00 £ 1,20 4,20 + 1,47 3,67 1,40 3,73+1,33 5,27 + 3,52 (34) 1,9 +0,7 (179) 3,90 + 1,31(23)
Eosintfilos (%) 3,33 0,90 3,60 +1,35 420 +1,66 3,27 + 1,67 1,25+ 1,00 (24) 1,308 (179) 1,30 £ 0,82(23)
Basofilos (%0) 0,53+0,52 0,60+ 0,63 0,67+0,72 0,60 + 0,63 0,92 + 0,74 (28) 0,3+0,2(181) -
Plaquetas (103/pL) 829,53 + 124,90 877,07 + 136,65 871,33 +£ 128,03 879,33 + 182,50 982,34 £ 167,05 (44) 904,00 + 137,00 (181)  1095,00 + 152,56 (23)

Os valores correspondem a média = E.P.M. de 15 ratos. N&o houve diferenca significativa entre os grupos experimentais e controle negativo (CN) apds anlise de variancia
seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etandlico de V. polyanthes. Fonte: O autor (2015).
Ref": Lima et al., 2014.

Ref” : CLIFFORD; GIKNIS 2008.

Ref*: Melo et al, 2012
(n): nimero de animais nao informado.

------ : dosagem néo realizada



Tabela 6 - Parametros hematologicos de ratos Wistar apos 30 dias de tratamento com EEVP.

59

Parametros CN 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Ref" Ref? Ref’
Hemacias (10°/l) 7.27+0,51 7,66 £ 0,62 7,87+0,71 7,56 £ 0,79 8,65+ 1,11 (44) 8,39 + 0,67 (181) 8,0 + 0,55 (23)
Hemoglobina (g/dL) 15,11+ 1,64 15,33+1,91 15,35+ 2,03 15,41 +1,90 15,00 + 1,45 (44) 15,70 + 1,00 (181) 14,5+ 0,78 (23)
Hematocrito (%) 44,20 £ 4,26 43,80 + 3,41 44,67 £ 4,82 44,67 £ 3,70 43,30 £ 3,51 (42) 45,00 £ 3,5 (181) 44,2 + 2,95 (23)
VCM (f) 61,21 + 8,24 57,41 £5,61 57,16 £ 7,74 59,92 £ 9,62 47,75 £ 2,89 (19) 53,5+ 2,4 (181) 55,5+ 2,22 (23)
HCM (pg) 20,95 + 3,14 20,00 £ 2,72 19,55 + 2,25 20,60 + 3,42 16,51 % 0,30 (17) 18,9+ 0,8 (181) 18,2 + 0,57 (23)
CHCM (g/dL) 34,23 £ 2,37 35,01 £ 3,43 34,63 £ 5,36 34,66 £ 4,64 34,89 + 2,41 (17) 35,30+ 1,2 (181) 32,8 £1,09 (23)
Leucécitos (10%/uL) 7,51 +0,92 7,52+ 0,82 7,37 + 0,84 7,30 + 0,84 7,63+ 2,37 (44) 4,52 + 1,81 (181) 9,7 +2,21(23)
Neutrofilos (%0) 30,07 £ 5,22 28,67 + 4,58 31,00 + 4,46 27,40 £5,85 33,16 + 14,99 (26) 155+ 5,5(178) 24,8 £7,85 (23)
Linfécitos (%) 62,47 £ 5,40 62,80 + 4,96 60,73 £ 4,30 64,67 +£4,91 67,36 + 15,31 (42) 80,2 £6,3 (179) 70,00 + 7,37 (23)
Mondcitos (%) 3,87 1,77 420 +1,26 3,93+ 1,44 3,60 + 1,24 5,27 + 3,52 (34) 1,9+0,7 (179) 3,90 + 1,31(23)
Eosinéfilos (%) 3,07 1,16 3,67+1,72 3,60 + 1,30 3,67 1,23 1,25 1,00 (24) 1,3+0,8 (179) 1,30 £ 0,82(23)
Basofilos (%0) 0,67 +0,62 0,60 + 0,63 0,73+0,88 0,73+0,70 0,92 + 0,74 (28) 0,3+0,2(181) -
Plaquetas (10%uL) 844,20 +121,57 897,73+ 147,85  88533+12814  88533+12814 982,34+ 167,05(44) 904,00 + 137,00 (181)  1095,00 + 152,56 (23)

Os valores correspondem a média + E.P.M. de 15 ratos. Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais e controle negativo (CN) apés andlise de variancia
seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etandlico de V. polyanthes. Fonte: O autor (2015).
Ref': Lima et al., 2014.
Ref’: CLIFFORD; GIKNIS, 2008.
Ref*: Melo et al, 2012
(n): nimero de animais ndo informado.

------ : dosagem ndo realizadas.



Tabela 7 - Parametros bioquimicos de ratos Wistar apds 15 dias de tratamento com EEVP.
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Parametros CN 100mg/Kg 200mg/Kg 400mg/kg Ref" Ref’ Ref’
Creatinina (mg/dL) 0,40 £ 0,12 0,50 + 0,12 0,55+ 0,13 0,57 £0,17 0,58 + 0,24 (38) 0,5+ 0,07 (42) 0,30 + 0,10 (163)
Uréia (mg/dL) 38,59 + 5,04 39,36 + 4,88 39,81+ 4,74 40,12 + 5,10 39,97 + 6,78 (38) 48,00 + 7,60 (35) 17,10 + 2,90 (164)
Proteinas Totais (g/dL) 6,22 + 1,03 6,81+ 0,24 6,53 + 0,96 6,58 + 0,87 575+087(37) - 6,00 + 0,50 (164)
Albumina (g/dL) 3,78 0,67 3,84 + 0,47 3,95+ 0,43 4,10+ 0,50 265+030(38) @ - 4,00 + 0,40 (164)
Globulina (g/dL) 2,44+ 0,92 2,59+0,98 2,58+0,78 2,51+0,83 350+1,15(38) @ - 2,00 + 0,20 (144)
Acido Grico (mg/dL) 1,70+0,31 1,74 £ 0,32 1,77 £0,33 1,76 £ 0,42 1,81+0,67(18) e e
Colesterol Total (mg/dL) 93,97 + 8,47 91,92 +8,01 81,68 +8,16 76,97 +7,89" 60,68 + 6,51 (22) 87,00 + 18,10 (51) 58,00 + 13,00 (165)
Triglicerideos (mg/dL) 99,35 + 10,25 94,20 + 8,27 87,39+9.21" 73,70+ 6,74 46,87 + 18,73 (30) 82,00 + 24,70 (38) 44,00 + 21,00 (163)
HDL (mg/dL) 30,23+ 5,16 32,78+ 5,13 38,79+ 4,60 41,31+£940°7 - 48,00+11,40(37) -
LDL (mg/dL) 43,87 + 10,37 40,30 £ 9,88 2541+877" 20,99+935 e 2260+1,80(n) = -
VLDL (mg/dL) 19,87 + 2,05 18,84 + 1,65 17,51 +1,84" 14,77+138" e 16,40+490(38) ---ee-
AST (U/L) 51,63 + 5,38 61,98+ 6,84 77,427,447 69,52+ 7,83 131,33+4398(33) - 105,00 + 20,00 (163)
ALT (U/L) 29,81 + 4,49 40,59 + 6,44 34,61+6,42 44,28 +6,84" 5755+11,05(33) - 28,00 + 7,00 (164)
Fosfatase Alcalina (U/L) 62,34 + 7,67 90,54 + 11,02 83,05+ 10,30 99,97 + 10,75 91,63 + 28,70 (29) 124,00 + 6,10 (42) 113,00 + 44,00 (163)
GAMA-GT (U/L) 3,18 £ 0,97 3,08 0,80 3,04 0,84 3,02+ 0,90 347+174(19) - e
BILD (mg/dL) 0,22+ 0,03 0,24 0,05 0,25 + 0,04 0,25 + 0,06 0,03+002((37) - 0,04 + 0,01 (109)
BILI (mg/dL) 0,18 + 0,05 0,17 + 0,07 0,18 £ 0,05 0,20 + 0,04 0,06+005(37) - 0,06 + 0,03 (139)
BILT (mg/dL) 0,40 + 0,05 0,41+ 0,06 0,43+ 0,06 0,45 + 0,05 9,08+004(37) - 0,09 + 0,03 (165)
LDH (U/L) 84,26 + 8,28 87,15+ 9,22 91,83 + 13,17 9243+14,02 - e
Calcio (mg/dL) 6,09 + 0,66 6,24 + 0,63 6,36 + 0,76 6,26 + 0,67 819+163(16) - 10,40 + 0,50 (165)
Amilase (U/L) 888,93 + 90,27 896,28 + 89,85 910,95 + 112,48 957,05 +110,97 - e e
Glicose (mg/dL) 85,89 + 15,49 75,62 + 15,84 80,98 + 12,77 79,89 + 13,94 138,72 30,17 (29) 108,00 + 7,40 (64) 123,00 + 38,00 (165)

TFF

Os valores correspondem & média + E.P.M. de 15 ratos. p < 0,05; p < 0,01; ~ p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) ap6s analise de variancia seguida do teste de
Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etanélico de V. polyanthes. Fonte: O autor (2015).

Ref': Lima et al., 2014.

Ref%: Dantas et al., 2006.

Ref®: CLIFFORD; GIKNIS, 2008.

(n): nimero de animais nao informado.

------ : dosagem ndo realizada



Tabela 8 - Parametros bioquimicos de ratos Wistar apos 30 dias de tratamento com EEVP.
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Parametros CN 100mg/Kg 200mg/kg 400mg/kg Ref’ Ref’ Ref®
Creatinina (mg/dL) 0,47 + 0,09 0,53+ 0,14 0,53+ 0,15 0,54 0,23 0,58 + 0,24 (38) 0,50 + 0,07 (42) 0,30 + 0,10 (163)
Uréia (mg/dL) 39,29 + 5,57 40,35 + 5,94 41,49 + 6,57 42,46 + 7,09 39,97 + 6,78 (38) 48,00 + 7,6 (35) 17,10 + 2,90 (164)
Proteinas Totais (g/dL) 6,74 + 0,74 6,81+ 0,62 6,89 + 0,69 7,01+ 0,65 575+087(37) - 6,00 + 0,50 (164)
Albumina (g/dL) 3,96 + 0,45 4,02+ 0,54 4,05+0,41 4,14+0,51 265+030(38) @ - 4,00 + 0,40 (164)
Globulina (g/dL) 2,75+0,91 2,79+0,91 2,84+0,98 2,87 + 0,84 350+1,15(38) @ - 2,00 + 0,20 (144)
Acido trico (mg/dL) 1,72+0,42 1,83 £ 0,49 1,87 £ 0,44 1,92 £ 0,53 1,81+067(18) e e
Colesterol Total (mg/dL) 93,76 + 8,62 89,82 + 6,92 76,54 + 4,717 73,28+7,117 60,68 + 6,51 (22) 87,00 + 18,10 (51) 58,00 + 13,00 (165)
Triglicerideos (mg/dL) 96,01 + 9,93 93,54 + 10,40 84,68+ 8,38 68,32+897  46,87+18,73(30) 82,00 % 24,70 (38) 44,00 + 21,00 (163)
HDL (mg/dL) 30,41 +£5,01 32,30 £5,92 38,54+ 4,77 4155+394 - 48,00 +11,40 (37) -
LDL (mg/dL) 44,15 + 10,48 38,31 + 10,06 21,06 5,73 18,06 + 7,447 e 2260+1,80(M) @ -
VLDL (mg/dL) 19,20 + 1,99 18,72 +2,08 16,94 + 1,68 1367+1,80"" e 16,40 +4,90(38) -
AST (U/L) 54,56 + 7,15 83,43+ 577" 75,18 +8,31"" 66,27 +8,94""  131,33+4398(33) - 105,00 + 20,00 (163)
ALT (U/L) 32,69 +4,81 42,04 + 5,98 37,87 +7,58" 4762765  5755+11,05(33) -—-- 28,00 + 7,00 (164)
Fosfatase Alcalina (U/L) 79,83 + 15,95 106,61 +14,63"" 103,24 +13,05" 109,71 +15,92™" 91,63 + 28,70 (29) 124,00 + 6,10 (42) 113,00 + 44,00 (163)
GAMA-GT 3,37+ 0,94 3,15+ 0,74 3,06 + 0,96 3,02+0,93 347T+1,74(19) -
BILD (mg/dL) 0,24 + 0,04 0,25 + 0,04 0,26 + 0,04 0,27 0,05 0,03+002(37) - 0,04 + 0,01 (109)
BILI (mg/dL) 0,19 + 0,08 0,20 + 0,06 0,20 + 0,06 0,27 + 0,06 0,06+005(37) - 0,06 + 0,03 (139)
BILT (mg/dL) 0,43 + 0,09 0,45 + 0,07 0,46 + 0,07 0,49 + 0,07 9,08+004(37) = - 0,09 + 0,03 (165)
LDH (U/L) 86,26 + 9,08 87,57 £ 8,55 91,08 £ 12,35 93,78+16,83 - eeeee e
Célcio (mg/dL) 6,39+ 0,71 6,36 + 0,97 6,77 + 0,89 6,70 + 1,01 819+163(16) - 10,40 + 0,50 (165)
Amilase (U/L) 891,98+ 106,34 907,56+ 11540 947,32 +122,40 982,80 +154,39 w0 eeeee e
Glicose (mg/dL) 84,36 + 14,03 80,89 + 12,53 75,34 + 9,49 75,25 + 9,28 138,72 +30,17 (29) 108,00 + 7,40 (64) 123,00 + 38,00 (165)

Os valores correspondem & média + E.P.M. de 15 ratos. p < 0,05; p < 0,01; ~ p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) ap6s analise de variancia seguida do teste de

Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etan6lico de V. polyanthes. Fonte: O autor (2015).
Ref': Lima et al., 2014.
Ref”: Dantas et al., 2006.
Ref®: CLIFFORD; GIKNIS, 2008.
(n): nimero de animais ndo informado.
------ : dosagem ndo realizada
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Com base nos dados das Tabelas 7 e 8, ap6s comparacdo das meédias entre 0s grupos
experimentais e controle, foi verificado que os valores do lipidograma (colesterol total,
triglicérides, HDL-c, LDL-c e VLDL) e das enzimas AST, ALT e fosfatase alcalina séo
significativamente diferentes (Tabelas 7 e 8). As doses de 200 e 400 mg/kg de EEVP, apos 15
dias de tratamento, reduziram (p < 0,001) o colesterol total em 13,08 e 18,09%,
respectivamente, enquanto que, ap6s 30 dias, essa reducdo foi de 18,36 e 21,84%,

respectivamente (Gréaficos 3A e 3B).

Grafico 3 - Valores séricos de colesterol total em ratos Wistar apds 15 e 30 dias de tratamento

com EEVP.
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Os valores correspondem a média £ E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de colesterol total apés 15 dias de tratamento.
B. Niveis de colesterol total ap6s 30 dias de tratamento. = p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) apds
andlise de varidncia seguida do teste deStudent Newman-Keuls. EEVP: Extrato etanélico de V. polyanthes.

Fonte: O autor (2015).

Os niveis de triglicerideos e VLDL foram reduzidos nas mesmas propoc¢des. Apds 15
dias de tratamento com 200 e 400 mg/kg do EEVP, os triglicerideos diminuiram em 12,03%
(p <0,01) e 25,81% (p < 0,001), respectivamente. O tratamento de 30 dias também promoveu
uma reducdo de 11,80 (p < 0,01) e 28,84% (p < 0,001), respectivamente, de triglicerideos nas
respectivas doses (Gréaficos 4A e 4B).
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Grafico 4 - Valores séricos de triglicerideos em ratos Wistar apés 15 e 30 dias de tratamento

com EEVP.
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Os valores correspondem a média £ E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de triglicerideos ap6s 15 dias de tratamento.
B. Niveis de triglicerideos ap6s 30 dias de tratamento. ~p < 0,01; ~p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN)
apos analise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etanélico de V. polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

O grafico 5 mostra que EEVP foi capaz de reduzir o LDL-c nas doses de 200 e 400
mg/kg quando comparadas ao grupo controle ap6s 15 e 30 dias de tratamento. Considerando
as doses, os percentuais de reducdo foram 200 mg/kg (42,07%; p < 0,01) e 400 mg/kg
(52,15%; p < 0,001) para 15 dias e 200 mg/kg (52,30%; p < 0,001) e 400 mg/kg (59,09%; p <
0,001) apos 30 dias (Graficos 5A e 5B).

Gréfico 5 - Valores séricos de LDL-c em ratos Wistar apds 15 e 30 dias de tratamento com

EEVP.
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Os valores correspondem & média + E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de LDL-c apds 15 dias de tratamento.
B. Niveis de LDL-c ap6s 30 dias de tratamento. ~p < 0,01; ™ p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) ap6s
andlise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etandlico de V. polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

Comparando os niveis de HDL-c, observa-se que nos dois periodos (15 e 30 dias) de
tratamento com EEVP houve alteragfes significativas neste parametro (Graficos 6A e 6B).



64

Para o periodo de 15 dias, a dose 200 mg/kg elevou os niveis de HDL-c em 28,31% (p <
0,01), enquanto 400 mg/kg em 36,65% (p < 0,001). O tratamento de 30 dias com EEVP
produziu um aumento de 26,73% (200 mg/kg; p < 0,001) e 36,63% (400 mg/kg; p < 0,001).

Gréfico 6 - Valores séricos de HDL-c em ratos Wistar ap6s 15 e 30 dias de tratamento com

EEVP.
50 A 50- B
ek TL)
ke wkE ——
j 4']-' — : 40+ —
=2 — 2
o 9 304 o e ':'5-'5'-
Es Z E3 =
o =]
22 204 = 58 %
o) :: e =
T 101 :
0 T = T T
CN  100mgkg 200mgkg 400mglkg CcN 100mg'kg 200mgkeg 400mgkg
EEVP EEVP

Os valores correspondem a média £ E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de HDL-c ap6s 15 dias de tratamento. B.

Niveis de HDL-c apés 30 dias de tratamento. ~"p < 0,01; ~p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) apés

andlise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etandlico de V. polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

Em relagdo aos parametros da fungdo hepatica, foi constatado aumento significativo
nas dosagens das enzimas AST, ALT e fosfatase alcalina dos grupos que receberam EEVP
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg em ambos os periodos de tratamento (15 e 30 dias) quando
comparado ao grupo controle. Considerando essas doses, 0s niveis de AST aumentaram em
20,05, 49,95 e 34,65% (p < 0,001) apos 15 dias, respectivamente. Apés 30 dias, a elevacdo foi
21,46, 52,91 e 37,79% (p < 0,001) nas respectivas doses (Graficos 7A e 7B).
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Gréfico 7 - Valores séricos de AST em ratos Wistar apds 15 e 30 dias de tratamento com

EEVP.
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Os valores correspondem & média + E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de AST ap06s 15 dias de tratamento. B. Niveis
de AST ap6s 30 dias de tratamento. ~ p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) ap6s anélise de variancia
seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etandlico de V. polyanthes.

Fonte: O autor (2015).

Analisando os valores de ALT, o aumento foi de 36,16% (p < 0,01), 16,10% (p < 0,05)
e 48,54% (p < 0,001) nos grupos que receberam 100, 200 e 400 mg/kg de EEVP,
respectivamente, no periodo de 15 dias (Grafico 8A). Essas doses também elevaram os niveis
de ALT em 28,60 (100 mg/kg; p < 0,001), 15,84 (200 mg/kg; p < 0,05) e 45,67% (400
mg/kg; p < 0,001) apds 30 dias de tratamento (Gréfico 8B).

Gréfico 8 - Valores séricos de ALT em ratos Wistar apés 15 e 30 dias de tratamento com

EEVP.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de ALT apds 15 dias de tratamento. B. Niveis
de ALT ap6s 30 dias de tratamento. p < 0,05; ~"p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) apés analise de
variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato etantlico de V. polyanthes.

Fonte: O autor (2015).
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Ap0s 15 dias de tratamento, constatou-se uma elevacgdo dos niveis de fosfatase alcalina
nas doses de 100 mh/kg (45,23%; p < 0,001), 200 (33,22%; p < 0,05) e 400 mg/kg (60,36%; p
< 0,001) (Grafico 9A). As doses de 100, 200 e 400 mg/kg também aumentaram as
concentracOes de fostase alcalina em 33,55% (p < 0,001), 29,32% (p < 0,01) e 37,43% (p <

0,001), respectivamente, ap6s 30 dias de tratamento (Grafico 9B).

Gréfico 9 - Valores séricos de fosfatase alcalina em ratos Wistar apos 15 e 30 dias de
tratamento com EEVP.
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Os valores correspondem & media + E.P.M. de 15 ratos. A. Niveis de fosfatase alcalina apo6s 15 dias de
tratamento. B. Niveis de fosfatase alcalina ap6s 30 dias de tratamento.’p < 0,05; ~p < 0,01; ~ p < 0,001 vs grupo
controle negativo (CN) ap6s analise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. EEVP: Extrato
etanolico de V. polyanthes.

Fonte: O autor (2015).

5.1.5 Efeito do EEVP sobre os parametros histopatoldgicos

As analises dos diferentes 6rgdos (cérebro, coracdo, pulméo, figado, baco, rim direito,
rim esquerdo, testiculo direito e testiculo esquerdo) mostraram que ndo houve alteracoes
relevantes na estrutura dos tecidos ap6s 15 e 30 dias de tratamento com EEVP. Considerando
o tratamento de 30 dias (mais prolongado) e a maior dose (400 mg/kg), a Figura 12 mostra
cortes representativos dos tecidos de diferentes 6rgdos avaliados. Apds seccdo, os cortes do
tecido cerebral apresentaram estruturas tais como vasos (A), neurdnios (B), camada granulosa
(C), substancia branca (D) e substancia cinzenta (E) (Figuras 12A1 e 12A2). O tecido
cardiaco mostrou-se uma estrutura com células estriadas (A), multinucleadas (B) e alongadas
(Figuras 12B1 e 12B2) com auséncia de processo inflamatorio, hemorragia, ruptura de fibras
e necrose. O tecido pulmonar foi representado nas Figuras 12C1 e 12C2, onde a maior parte
da massa pulmonar esta constituida por sacos alveolares (A) e alveolos (B), além de

bronquiolos (C) e presenca de vasos (D). Os cortes do tecido hepatico revelaram a presenca
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de hepatocitos (A), células de Kupfer (B), veia central (C) e auséncia de processo
inflamatorio, fibrose, necrose e esteatose (Figuras 12D1 e 12D2). Nas Figuras 12E1 e 12E2
sdo encontradas estruturas no tecido do baco como polpa branca (A), polpa vermelha (B),
trabécula esplénica (C) e artéria (D), porém ndo foram detectados tecido fibroso, excesso de
coldgeno e processo inflamatorio. Os cortes do tecido renal (rins direito e esquerdo)
mostraram a estrutura de glomérulo (A), tibulo contorcido proximal (B) e tabulo contorcido
distal (C), ndo sendo observado necrose tubular, atrofia, hipertrofia e dilatacdo dos tubulos
(Figuras 12F1 e 12F2 — rim direto; 12G1 e 12G2 — rim esquerdo). A analise dos cortes
histolégicos dos testiculos (direito e esquerdo) revelaram estruturas tais como tabulos
seminiferos (A), células intersticiais (B), espermatocitos (C), células de Sertoli (D) e flagelos
(E), ndo sendo detectadas alteracbes patologicas (Figuras 12H1 e 12H2 — testiculo direito;
1211 e 1212 — testiculo esquerdo).

Figura 12 - Cortes representativos de diferentes 6rgaos de ratos Wistar apos 30 dias de
tratamento com 400 mg/kg de EEVP.
Controle Negativo 400mg/Kg de EEVP




Figura 12 — Continuacao.
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Figura 12 — Continuacao.

Cortes histoldgicos de tecidos de ratos corados com hematoxilina-eosina (10x, escala de 100 um). Orgéos: (A)
Cérebro; (B) Coracéo; (C) Pulmdo; (D) Figado; (E) Bago; (F) Rim Direito; (G) Rim Esquerdo; (H) Testiculo
Direito; (I) Testiculo Esquerdo.

Fonte: O autor (2015).

5.2 ESTABILIDADE DO CREME DE EEVP

5.2.1 Estabilidade preliminar

O estudo de estabilidade mostrou que os resultados da avaliacdo preliminar foram
considerados satisfatorios, pois todas as preparagdes mostraram-se estaveis no decorrer dos 12
dias de observagdo. Ndo houve sinais de instabilidade, como separacdo de fases, nem
alteracdo da cor, odor, aparéncia e homogeneidade. Em relacdo a coloracdo, o creme lanette
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apresentou cor branca, que é caracteristica do produto, e o creme com extrato etandlico de V.

polyanthes (EEVP) apresentou cor verde claro, verde médio e verde escuro nas concentragdes

de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente. Essa coloracdo foi observada no momento da

incorporacdo e permaneceu durante o periodo de anélise (Tabela 9 e Figura 13).

Tabela 9 - Caracteristicas do creme lanette e preparacdes contendo 0,10, 0,25 e 0,50% de

EEVP submetidos a temperaturas alternadas de 50 = 2°C e -10 + 2°C.

Tempo (dias) Aspecto Cor Odor PPT
1 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
2 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
3 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
4 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
5 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
6 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
7 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
8 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
9 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
10 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
11 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia
12 Homogéneo B/VC/VM/VE Caracteristico Auséncia

B= branco; VC= verde claro; VM= verde médio; VE= verde escuro. PPT = precipitado. Teste realizado em

Fonte: O autor (2015).

triplicata.

Todas as formulacGes foram consideradas adequadas para dar prosseguimento ao

estudo de estabilidade acelerada e aos testes microbiol6gico, de centrifugacéo e reoldgico para

confirmar a qualidade do produto. Além disso, essas formulagdes foram usadas na avaliacéo

dos efeitos anti-inflamatério e cicatrizante.
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Figura 13 — Formulacdes submetidas ao teste de estabilidade preliminar.

Nota: Da esquerda para direita, creme lanette seguida de preparagdes contendo 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP,
respectivamente. Dias 1 e 8: submetidos a -10 + 2°C. Dias 4 e 12: submetidos a 50 + 2°C.
Fonte: O autor (2015).

5.2.2 Estabilidade acelerada

5.2.2.1 Centrifugagdo

A centrifugacdo foi realizada como andlise preliminar, a fim de determinar qualquer
sinal de instabilidade indicativa de necessidade de reformulacdo (BRASIL, 2004b). Como
pode ser observado na Figura 14, no dia zero ndo houve separacdo de fases em nenhuma das
formulacBes, tanto no creme lanette quanto no creme incorporado com EEVP nas
concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%. Apos 90 dias, as formulagfes submetidas a temperatura
ambiente (25 + 2 °C) e a estufa (40 £ 2 °C) ndo sofreram nenhuma alteracdo em relacdo a
separacdo de fases. No entanto, as formula¢Ges submetidas ao freezer (-5 £ 2°C) apresentaram
as fases separadas (aquosa e oleosa).
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- Y

Figura 14 - FormulacGes submetidas ao teste de centrifugacéo.

sl

A. Formulagdes submetidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C); B. Formulagdes submetidas a estufa (40 + 2
°C); C. Formulagdes submetidas ao freezer (-5 £ 2 °C).
Fonte: O autor (2015).

5.2.2.2 Caracteristicas organolépticas

A Tabela 10 mostra os perfis da estabilidade das formulagdes de creme lanette e creme
incorporado com EEVP (cEEVP) nas concentragfes de 0,10, 0,25 e 0,50% submetidas a
temperatura ambiente (25 + 2°C). Considerando a andlise das caracteristicas organolépticas
(aspecto, cor, odor e formagéo de precipitado) nos dias previamente estabelecidos (1, 7, 15,
30, 60 e 90), ndo foram verificadas alteragdes relevantes (Figura 15).
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Tabela 10 - Caracteristicas organolépticas no teste de estabilidade acelerada das formulacbes
em estudo submetidas a temperatura ambiente (25 + 2°C).
Formulagdes Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Lanette H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au

CEEVP0,10%  H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au
CEEVP0,25% H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  HIVM/OS/Au  H/VM/OS/Au
CEEVP050%  H/VE/OS/Au  H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au  H/VE/OS/Au

CEEVP: creme incorporado com extrato etandlico de Vernonia polyanthes; H: homogéneo; B: branco; VC: verde
claro; VM: verde médio; VE: verde escuro; OS: odor sui generis; Au: auséncia de precipitado.
Fonte: O autor (2015).

Figura 15 - Caracteristicas organolépticas das formulag¢fes submetidas a temperatura
ambiente (25 £ 2°C).

Dia 7

Dia 15 Dia 30

Nota: Da esquerda para direita: creme lanette seguida de preparag6es contendo 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP,
respectivamente.
Fonte: O autor (2015).

Na Tabela 11 encontram-se as caracteristicas organolépticas das formulacOes
submetidas a alta temperatura (40 £ 2 °C) nos dias pré-estabelecidos para anéalise. O odor € a
formacédo de precipitado permaneceram inalterados apds 90 dias de avaliacdo (Figura 16). No
entanto, apos 90 dias, todas as formulaces (creme lanette puro e incorporado com as trés

concentracdes do EEVP) apresentaram caracteristicas de endurecimento de superficie.
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Tabela 11 - Caracteristicas organolépticas no teste de estabilidade acelerada das formulagdes
em estudo submetidas a alta temperatura (40 + 2 °C).
Formulacdes Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Lanette H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au M/B/OS/Au

CEEVP0,10%  H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au  H/VC/OS/Au  M/VC/OS/Au
CEEVP0,25%  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  HIVM/OS/Au  H/VM/OS/Au  M/VM/OS/Au
CEEVP 050%  H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au H/VE/OS/Au  M/VE/OS/Au

CEEVP: creme incorporado com extrato etandlico de Vernonia polyanthes; H: homogéneo; B: branco; VC: verde
claro; VM: verde médio; VE: verde escuro; OS: odor sui generis; Au: auséncia de precipitado; M: modificado.
Fonte: O autor (2015).

Figura 16 - Caracteristicas organolépticas das formulac6es submetidas a alta temperatura (40
+2°C).

Dia 1 Dia 7

Dia 15 Dia 30

el Dia 90

Da esquerda para direita, creme lanette seguida de preparagdes contendo 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP,
respectivamente.
Fonte: O autor (2015).
A Tabela 12 apresenta o perfil de estabilidade referente as caracteristicas
organolépticas das formulacGes submetidas a baixa temperatura (-5 = 2 °C) e analisadas nos
dias pré-determinados. Assim como observado na Figura 17, ndo ocorreram alteragdes nas

caracteristicas avaliadas.
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Tabela 12 - Caracteristicas organolépticas no teste de estabilidade acelerada das formulagdes
em estudo submetidas a baixa temperatura (-5 + 2 °C).
Formulagdes Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Lanette H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au H/B/OS/Au

CEEVP 0,10% H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au H/VC/OS/Au
CEEVP 0,25%  H/VM/OS/Au  H/IVM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/VM/OS/Au  H/IVM/OS/Au
CcEEVP 0,50% H/VE/OS/Au  H/IVM/OS/Au  H/VM/OS/Au HIVM/OS/Au  HIVM/OS/Au  H/VM/OS/Au

CEEVP: creme incorporado com extrato etandlico de Vernonia polyanthes; H: homogéneo; B: branco; VC: verde
claro; VM: verde médio; VE: verde escuro; OS: odor sui generis; Au: auséncia de precipitado.
Fonte: o autor (2015).

Figura 17 - Caracteristicas organolépticas das formulagdes submetidas a baixa temperatura (-5
1 2°C).

Dia 7
Dia 1

Dia 15 Dia 30

Dia 60 Dia 90

Da esquerda para direita, creme lanette seguida de prepara¢des contendo 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP,
respectivamente.
Fonte: O autor (2015).

5.2.2.3 Anélise do pH

Os valores médios obtidos por meio do teste de determinacdo do pH séo apresentados
nas Tabelas 13, 14 e 15 para as formulacdes submetidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C),
estufa (40 £ 2 °C) e freezer (-5 = 2 °C), respectivamente. No primeiro dia, as formulacdes
apresentaram valores de pH que variaram de 5,58 a 5,87, enquanto no sétimo dia os valores
foram de 5,53 a 5,90. A faixa de pH no dia 15 foi de 5,50 a 5,91 e no dia 30 foi de 5,49 a 5,96,



76

enquanto no dia 60 o pH variou de 5,18 a 5,91. No ultimo dia de avaliacdo (90 dias), o pH
variou de 4,91 a 5,84

Tabela 13 - Valores de pH das formula¢es submetidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

Formulacdes Dia 1l Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Lanette 5,83 5,87 5,84 5,80 572 5,79
cEEVP 0,10% 5,81 577 5,73 5,79 5,72 5,74
cEEVP 0,25% 5,68 5,72 5,69 5,65 5,58 5,62
cEEVP 0,50% 5,59 5,53 5,62 5,59 5,55 5,57

cEEVP: creme contendo extrato etanélico de Vernonia polyanthes (em % m/m).
Fonte: O autor (2015).

Tabela 14 - Valores de pH das formulacdes submetidas a estufa (40 + 2 °C).

Formulacdes Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Lanette 5,87 5,83 5,91 5,96 562" 532"
cEEVP 0,10% 5,66 5,69 5,66 5,71 5,38" 519"
cEEVP 0,25% 5,64 5,61 5,57 5,65 527" 5,017
cEEVP 0,50% 5,59 5,55 5,50 5,52 518" 4,917

" <0,01; "p < 0,001 vs grupo controle negativo (CN) ap6s analise de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls. cEEVP: creme contendo extrato etanélico de Vernonia polyanthes (em % m/m).
Fonte: O autor (2015).

Tabela 15 - Valores de pH das formulacdes submetidas ao freezer (-5 + 2 °C).

Formulacdes Dia 1l Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Lanette 5,85 5,90 5,84 5,86 591 5,84
CEEVP 0,10% 571 5,77 5,81 5,76 5,71 5,66
CEEVP 0,25% 5,62 5,57 5,60 5,55 5,58 5,53
CEEVP 0,50% 5,58 5,53 5,55 5,49 5,51 5,48

cEEVP: creme contendo extrato etandlico de Vernonia polyanthes (em % m/m).
Fonte: O autor (2015).

5.2.2.4 Avaliacao reoldgica

A identificacdo de caracteristicas newtonianas e/ou nao-newtonianas de um fluido
pode ser realizada através de um estudo de tensdo de cisalhamento versus deformacéo,
utilizando-se um redmetro.

No Grafico 10, estdo demonstradas curvas de viscosidade para o creme lanette e
cremes contendo 0,10, 0,25 e 0,50% do extrato etandlico de V. polyanthes em diferentes
intervalos de tempo (1, 15, 30, 60 e 90 dias).



Grafico 10 - Curva de viscosidade de 100 a 1000 s a 30 °C em intervalos
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Fonte: O autor (2015).
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Considerando os Graficos 10A, 10B, 10C, 10D e 10E, a viscosidade diminui
exponencialmente com o0 aumento da taxa de cisalhamento (velocidade de rotacéo),
mostrando que o fluido é ndo-newtoniano do tipo pseudoplastico. A maior queda na
viscosidade (aproximadamente 50%) ocorre aproximadamente entre 100 e 400 s™. Acima de
400 s™, a queda ndo é tdo acentuada. Assim, os dados mostram que a taxa de cisalhamento
ideal para processamento da amostra é em torno de 400 s™ que, por sua vez, é um valor tipico
de operacgdes de mistura, agitacdo e transporte em tubulacdes.

Com o intuito de avaliar a consisténcia e o comportamento dos fluidos em estudo, as
curvas de viscosidade foram modeladas pela equacéo de Ostwald de Waale:

n=Kg"! Eq. 3

Onde Kc é o indice de consisténcia, parametro similar a viscosidade que mede para o
fluido ndo newtoniano a resisténcia ao escoamento. “n” ¢é o indice de comportamento, que
mede o quanto o comportamento do fluido se aproxima do newtoniano (n = 1 newtoniano, n <
1 pseudopléstico e n > 1 dilatante).

Os valores de Kc e n, obtidos pela equacédo 3, foram elaborados em funcéo do tempo e

apresentados no Gréafico 11.

Gréfico 11 - Andlises da consisténcia e comportamento das formulages.
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Fonte: O autor (2015).

5.2.2.5 Avaliacéo microbioldgica

Os resultados da avaliacdo da estabilidade microbioldgica das amostras, empregando o
método de contagem microbiana por profundidade, estdo representados nas Tabelas 16 e 17.

A primeira ilustra a contagem microbiana para bactérias, onde se verificou a presenca de
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unidades formadoras de coldnias na diluicdo 10" dentro dos limites aceitaveis para
formulacdes ndo estéreis em todos os produtos analisados no dia zero, sendo que na dilui¢do
102 ndo houve crescimento. O mesmo foi verificado no dia 90 para as formulacSes
submetidas a temperatura ambiente e ao freezer. No entanto, houve crescimento bacteriano
acima dos valores aceitaveis nas formulagdes submetidas & estufa nas diluicdes 107 e 107
(Figura 18). Estes resultados foram observados também na contagem de fungos nos dias 0 e
90, como apresentado na Tabela 17 e ilustrado na Figura 19, porém a contagem flungica das
formulacGes contendo EEVP nas concentracdes 0,10, 0,25 e 0,50% submetidas a estufa esta

dentro dos limites aceitaveis, apesar de alta.

Tabela 16 - Contagem bacteriana (UFC/g) das formulagdes de CEEVP.

Formulacdes Dia 0 Dia 90

25+ 2°C -5+ 2°C 40 + 2°C
Lanette 2,5 38,0 38,0 >10°
cEEVP 0,10% 3,0 26,0 15,0 >10°
cEEVP 0,25% 1,0 4,0 4,0 >10°
cEEVP 0,50% 1,0 4,0 1,0 >10°

cEEVP: creme contendo extrato etandlico de Vernonia polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

Figura 18 — Crescimento bacteriano das formulagoes.
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Figura 18: Continuacéo

A.Andlise no dia zero; B. Anélise no dia 90 - temperatura ambiente; C. Analise no dia 90 — freezer; D.
Andlise no dia 90 — estufa. 1: Lanette; 2: cEEVP 0,10%; 3: cEEVP 0,25%; 4: cEEVP 0,50%. cEEVP:
creme contendo extrato etandlico de Vernonia polyanthes.

Fonte: O autor (2015).



Tabela 17 -
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Contagem flangica (UFC/g) das formulacdes de CEEVP.

Formulagdes Dia0 Dia 90

25+2°C -5+ 2°C 40 = 2°C
Lanette 6,0 18,0 11,0 >10°
CEEVP 0,10% 10,0 12,0 12,0 920
cEEVP 0,25% 3,0 8,0 9,0 690
cEEVP 0,50% 3,0 4,0 8,0 680

cEEVP: creme contendo extrato etanélico de Vernonia polyanthes.

Figura 19 — Crescimento fungico das formulacGes.

Fonte: O autor (2015).




82

Figura 19: Continuacéo

A. Andlise no dia zero; B. Analise no dia 90 - temperatura ambiente; C. Analise no dia 90 — freezer; D.
Anélise no dia 90 — estufa. 1: Lanette; 2: cEEVP 0,10%; 3: cEEVP 0,25%; 4: cEEVP 0,50%. cEEVP:
creme contendo extrato etandlico de Vernonia polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

5.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA DE cEEVP

5.3.1 Efeito do cEEVP sobre o0 edema de orelha induzido por 6leo de créton

A aplicagdo topica do 6leo de croton promoveu um aumento da espessura da orelha do
camundongo apos 6 e 24 horas (Graficos 12A e 12B) e elevou a massa do edema apés 24
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horas de inducéo da inflamacéo (Grafico 12C). cEEVP reduziu a espesssura do edema em
12,63% (p < 0,05), 29,19% (p < 0,001) e 41,51% (p < 0,001) nas concentragdes de 0,10, 0,25
e 0,50%, respectivamente, apds 6 horas de tratamento (Grafico 12A). Apds 24 horas, a
reducdo da espessura foi de 26,25, 29,84 e 39,40% na ordem crescente das concentracdes de
CEEVP (p < 0,001). Concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50% de cEEVP também inibiu a massa
do edema em 45,37% (p < 0,001), 47,15% (p < 0,001) e 61,54% (p < 0,001), respectivamente.
Dexametasona, controle positivo, inibiu o edema em 67,68% (espessura apds 6 horas),
48,30% (espessura apos 24 horas) e 70,02% (massa). O creme base lanette, controle negativo,

ndo ocasionou reducdo do processo inflamatdrio.

Gréfico 12 - Efeito do cEEVP sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton.
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A.Valores correspondem a média + E.P.M. da diferenca de espessura (um) entre as orelhas ap6s 6 horas (n = 6).
B. Valores correspondem a média + E.P.M. da diferenca de espessura (um) entre as orelhas ap6s 24 horas (n =
6). C. Valores correspondem a média + E.P.M. da diferenga de massa (mg) ap06s 24 horas (n = 6). CN: controle

negativo; CB: creme base lanette; CP: controle positivo (dexametasona); cEEVP: creme contendo EEVP. As
médias diferem em relacdo ao controle negativo (acetona) apds andlise de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls. Valores significativos: *p < 0,05; ***p < 0,001 vs grupo controle negativo.
Fonte: O autor (2015).
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5.3.2 Efeito do cEEVP sobre o0 edema de orelha induzido por fenol

Ap0s 2h, a aplicagdo topica de fenol induziu a formacdo do edema atraves do aumento
da massa e da espessura da orelha (Graficos 13A e 13B). cEEVP foi capaz de inibir em
41,94% (p < 0,001), 47,77% (p < 0,001) e 56,23% (p < 0,001) a massa do edema nas
concentragcdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. A
espessura foi também reduzida em 40,00, 43,33 e 47,34% nas concentracfes crescentes
aplicadas. A dexametsona, controle positivo, reduziu a massa do edema em 73,14%, enquanto
a espessura foi diminuida em 61,35%. O creme base lanette (CB) ndo foi efetivo na reducgéo

do edema.

Grafico 13 - Efeito do cEEVP sobre o edema de orelha induzido por fenol.

10- 200-
A A B
5 T 150
2 EL
— 6 EEE
= - EEE il whk wkk
w T EEE 3 100+ - *kE
% 4+ X g *xk e
E *EE 3 —
<] 5l e % 50
n L L) L) L u

CN CB CP 0.10% 0.25% 0,50% CP  0.10% 0,25% 0,50%

cEEVP cEEVP

A. Valores correspondem a média + E.P.M. da diferenca de massa (mg) entre as orelhas (n = 6). B. Valores
correspondem a média + E.P.M. da diferenca de espessura (um) entre as orelhas (n = 6). CN: controle negativo;
CB: creme base lanette; CP: controle positivo (dexametasona); cEEVP: creme contendo EEVP. As médias
diferem em relacéo ao controle negativo (acetona) apds analise de variancia seguida do teste de Newman-Keuls
Student. Valores significativos: ***p < 0,001 vs grupo controle negativo.

Fonte: O autor (2015).

5.3.3 Efeito do cEEVP sobre 0 edema de orelha induzido por &cido araquidénico

Ap6s 1h de aplicacdo do &cido araquidénico, ocorreu a formacdo do edema que foi
avaliado pelo aumento da massa e da espessura da orelha do grupo controle (acetona)
(Graficos 14A e 14B). Nas concentracfes de 0,10, 0,25 e 0,50%, o cEEVP inibiu
significativamente (p < 0,01 ou p < 0,001) a formacdo do edema em 34,16, 43,17 e 43,48%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle. A espessura foi reduzida em 19,92,

28,57 e 37,66% nas concentracOes crescentes citadas. A indometacina, controle positivo,
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reduziu a massa edematosa em 50,31% e a espessura em 54,02%. A aplicagéo do creme base

lanette (CB) ndo ocasionou reducdo dos parametros inflamatérios avaliados.

Graéfico 14 - Efeito do cEEVP sobre o edema de orelha induzido por &cido araquiddnico.
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A. Os valores correspondem a media + E.P.M. da diferenca de massa (mg) entre as orelhas (n = 6). B. Os valores
correspondem a média £ E.P.M. da diferenca de espessura (im) entre as orelhas (n = 6). CN: controle negativo;
CB: creme base; CP: controle positivo; cCEEVP: creme contendo EEVP. As medidas diferem em relacdo ao
controle negativo (acetona) apés andlise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. Valores
significativos: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs grupo controle negativo (acetona).

Fonte: O autor (2015).

<EEVP

5.3.4 Perfil histopatoldgico de fragmentos de orelhas ap6s tratamento com cEEVP

Com a finalidade de confirmar e compreender melhor o efeito anti-inflamatdrio das
formulacGes de cEEVP sobre o0 modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo do dleo
de croton, foi realizado a analise histoldgica de parametros da inflamacéo. Na Figura 20 sdo
apresentadas fotos dos cortes representativos (10x, escala 100 um) de orelhas de
camundongos dos grupos avaliados: controle negativo (sem tratamento), controle negativo
(base lanette), controle positivo (dexametasona) e grupos que receberam cEEVP (0,10, 0,25 e
0,50%). Além disso, um corte da orelha esquerda (ndo inflamada) foi adicionado nesse painel.

O grupo sem inflamacéo (Figura 20A) ndo apresentou nenhum indicio de processo
inflamato6rio, enquanto no grupo sem tratamento (Figura 20B) é verificado um aumento
acentuado da espessura da orelha (derme), acompanhado pela ruptura do tecido conjuntivo e
desorganizacdo das fibras da matriz extracelular que foi induzido pelo 6leo de croton. O grupo
tratado com creme base lanette (Figura 20C) produziu caracteristicas semelhantes ao grupo
controle negativo (Figura 20B), mostrando auséncia de efeito. O tratamento com cEEVP nas
concentracgdes de 0,10, 0,25 e 0,50% reduziu a formagéo do edema com reducéo da espessura
da derme (Figuras 20E, 20F e 20G). A dexametasona (0,1%), controle positivo, inibiu a

formagéo do edema de modo expressivo (Figuras 20D).
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Figura 20 - Fotomicrografia de se¢Oes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicacdo de 6leo de croton apos tratamento com cEEVP.

Cortes histolégicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina (10x, escala de 100 pum). (A)
Basal (sem inflamagéo); (B) Controle (acetona); (C) Creme base lanette; (D) Dexametasona 0,1%; (E) cEEVP
0,10%; (F) cEEVP 0,25%; (G) cEEVP 0,50%.

Fonte: O autor (2015).

Ao analisar os parametros de inflamacéo nas amostras das orelhas através da Figura 21
(cortes histoldgicos em aumento de 20x, escala 50 um), observa-se que o 6leo de créton, além
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dos efeitos citados inicialmente, causou também vasodilatacdo e infiltracdo de leucdcitos na
derme, os quais foram reduzidos pelo tratamento topico com a formulacéo de CEEVP nas trés

concentracdes estudadas, assim como pela dexametasona (0,1%).

Figura 21 - Fotomicrografia de secOes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicacdo de 6leo de croton apds tratamento com cEEVP mostrando
vasodilatacdo e infiltracdo de leucdcitos.

Cortes histolégicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina (200x, escala de 50 um). (A)
Basal (sem inflamac&o); (B) Controle (acetona); (C) Creme base lanette; (D) Dexametasona 0,1%; (E) cEEVP
0,10%; (F) cEEVP 0,25%); (G) cEEVP 0,50%; (ED) edema/espessamento da derme; (VD) vasodilatagéo; (LC)
leucdcitos; leucdcitos (seta verde); vasos sanguineos (seta vermelha).
Fonte: O autor (2015).
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O efeito inibitorio de cEEVP sobre a formagdo de edema a partir da analise histologica
foi corroborado pela avaliagdo da medida da espessura do tecido edematoso (ium) nos cortes
teciduais examinados através do programa Imagepro-plus®. Nesta anélise, nas concentragdes
de 0,10, 0,25 e 0,50%, cEEVP reduziu a espessura do tecido em 41,12, 48,60 e 52,83%,
respectivamente. Apds a aplicacdo de dexametsona, controle positivo, o edema foi reduzido
para 138,29 £ 4,36 (um), o que corresponde a 58,90% de inibig&o. A aplicacdo da base lanette
ndo apresentou resposta na reducdo do edema e a acetona (veiculo) néo interferiu na atividade

dos ensaios, uma vez que ndo foi constatado processo inflamatorio (Tabela 18).

Tabela 18 - Efeito do cEEVP sobre o tamanho do edema de orelha induzido por 6leo de
créton nos cortes histolégicos analisados através do programa Imagepro-plus®.

Grupo Concentragéo Tamanho do edema Inibicdo do edema
(Hm) (%)
Controle - 336,49 + 16,14 -
Basal Sem tratamento 197,12 £ 5,99 -
Cremebase -—--- 316,08 + 28,74 6,06
0,10% 207,93+ 10,27 41,12
Creme EEVP 0,25% 181,53 5,50 48,60
0,50% 166,58 + 5,44 52,83
Dexametasona 0,10% 138,29 + 4,36 58,90

Medidas da espessura do tecido edematoso (um) em cinco regides aleatdrias de cada corte histoldgico. Cada
grupo foi representado por quatro cortes histologicos (n = 4). Os valores correspondem a média £ E.P.M. ***p <
0,001, diferente do grupo controle ap6s analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls.

Fonte: O autor (2015).

5.3.5 Efeito do cEEVP sobre a atividade da mieloperoxidase

Utilizando o modelo do dleo de créton, foi avaliada a acdo do cEEVP sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). A aplicacdo t6pica do 6leo de créton promoveu
aumento da atividade da enzima MPO ap6s 24 horas do desafio (Grafico 15). Esse aumento
foi revertido pela aplicagdo topica de cEEVP em 58,00 (p < 0,001), 64,82 (p < 0,001) e
67,01% (p < 0,001) nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente. De maneira
semelhante, a dexametasona, controle positivo, inibiu a atividade da enzima em 73,52% (p <
0,001). A base lanette ndo apresentou inibicdo da atividade da enzima pesquisada, enquanto o
grupo basal (ndo inflamado) produziu baixa atividade da MPO devido a falta do

desenvolvimento de processo inflamatorio.
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Gréfico 15 - Efeito do cEEVP sobre a atividade da MPO em fragmentos de orelhas de
camundongos.
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Os valores correspondem & média + E.P.M. As medidas diferem em relagéo ao controle negativo (acetona) apds
analise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. CN: controle negativo; CB: creme base; CP:
controle positvo; cEEVP: creme contendo EEVP. Valores significativos: ***p < 0,001 vs grupo controle
negativo (acetona).

Fonte: O autor (2015).

5.3.6 Efeito do cEEVP sobre a atividade da N-acetil-p-D-glicorominidase

O creme com EEVP (cEEVP) foi também avaliado frente a atividade da enzima N-
acetil-B-D-glicorominidase (NAG) usando o modelo de 6leo de créton. Apdés aplicacédo topica,
0 Oleo de créton promoveu um aumento da atividade da NAG ap6s 24 horas do desafio no
grupo controle negativo (Grafico 16). Essa atividade foi inibida em 41,77% (p < 0,001),
44,58% (p < 0,001) e 48,78% (p < 0,001) apds tratamento com cEEVP nas concentracdes de
0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente. De maneira semelhante a dexametasona, controle
positivo, que inibiu a atividade da enzima em 57,37% (p < 0,001). A base lanette nédo
apresentou inibicdo significativa, enquanto o grupo basal (ndo inflamado) produziu baixa

atividade enzimatica devido ao ndo desenvolvimento do processo inflamatério.
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Gréfico 16 - Efeito do cEEVP sobre a atividade da NAG em fragmentos de orelhas de
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Os valores correspondem a média + E.P.M. As medidas diferem em relagéo ao controle negativo (acetona) apds
analise de variancia seguida do teste de Student Newman-Keuls. CN: controle negativo; CB: creme base; CP:
controle positivo; cEEVP: creme contendo EEVP. Valores significativos: ***p < 0,001 vs grupo controle

negativo (acetona).
Fonte: O autor (2015).

5.4 ATIVIDADE CICATRIZANTE DO EEVP E cEEVP

5.4.1 Efeitos do EEVP e cEEVP sobre a massa corporal e consumo de agua e racao

As Tabelas 19 e 20 mostram os valores da massa corporal, consumo de agua e de

alimento dos animais submetidos ao modelo de cicatrizacdo cutanea durante sete e 14 dias de

tratamento com EEVP e cEEVP, respectivamente. Ndo houve diferenga significativa entre

grupos avaliados (Tabelas 19 e 20). Além disso, ndo foram verificadas alteracGes

comportamentais e morte de animais durante os periodos analisados.

Tabela 19 - Média da massa corporal e do consumo de agua e racdo durante sete e 14 dias de
tratamento com EEVP.

Grupo Massa corporal (g) Agua (mL) Racéo (Q)

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
CN 183,46 +12,04  169,25+2092  203,63+800  171,60+662  12838+902 118,87 +6,86
CP 182,39+12,14  159,24+17,03  20250+9,83  17420+548  12250+921  11813+12,45
EEVP0,10%  191,35+1042  17574+17,81  20625+10,82 170,20 #1122  126,38+898  117,73+7,06
EEVP 0,25% 185,56 + 24,06 167,94 £ 24,59 207,75+ 10,44 169,28 + 8,50 125,13 £10,38 115,87 + 10,07
EEVP050%  193,11+1261  16328+2308 20650 +845  16567+962  127,25+9,69 118,20+ 9,20

Os valores correspondem a média £ E.P.M. (n = 6). Anélise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls para p < 0,05 ndo produziu diferenga entre os grupos em relacdo ao controle negativo (CN).
Fonte: O autor (2015).
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Tabela 20 - Média da massa corporal e do consumo de agua e racdo durante sete e 14 dias de
tratamento com cEEVP.

Grupo Massa corporal (g) Agua (mL) Racéo (Q)

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
CN 174811021 18535+1818 210,86 +1154 19371+11,86 14281+1347 149,59 +9,19
CP 177,45+12,54  17944+2152  20513+1395  19932+9,98  138,85+1504 152,71 +14,92
CEEVP0,10%  182,92+1125 187,31#1343  21403+9,55  201,05+1081  14458+948 14549 +17,45
CEEVP025%  172,98+1517  182,72+2291 21167+13,72 19166+1259  137,83+1279 15513 +12,18
CEEVP050%  181,14+1854  191,94+1999  20392+13,97 197,48+10,15 147,18 +1721 153,77 13,41

Os valores correspondem a média £ E.P.M. (n = 6). Analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls para p < 0,05 ndo produziu diferenca entre os grupos em relacdo ao controle negativo (CN).
Fonte: O autor (2015).

5.4.2 Andlise macroscépica

Apbds o procedimento cirdrgico, todos os animais recuperaram-se da anestesia,
apresentando um estado geral e atividades fisica e comportamental normais de acordo com as
conformidades estabelecidas para a espécie. Na analise macroscopica das feridas tratadas com
extrato etanolico de V. polyanthes (EEVP) durante sete dias, observou-se discreto edema em
todas as feridas até o terceiro dia do pds-operatdrio, correspondendo as fases iniciais da
resposta inflamatoria. No entanto, ndo foi observado exsudato purulento nas feridas cutaneas
induzidas, mas constatou-se exsudagdo serosa nos animais dos grupos tratados com EEVP e
Dersani® até o 2° dia de tratamento, e no grupo controle até o 4° dia. A formacao das crostas
iniciou a partir do 3° dia, sendo que nos grupos tratados com EEVP e Dersani® apresentaram-
se mais delgadas e umedecidas em relacdo ao grupo controle, que demonstraram espessas €
ressecadas. No 5° dia, iniciou-se, espontaneamente, o desprendimento das crostas, mostrando
sinais de reepitelizacdo. Macroscopicamente, no sétimo dia, o processo de cicatrizacdo ficou
destacado nos grupos avaliados (Quadro 4). O tratamento de 14 dias com EEVP apresentou as
mesmas caracteristicas do tratamento de sete dias, entretanto, promoveu uma completa
cicatrizacao das feridas nos grupos analisados (Quadro 5).

O tratamento com a formulacdo cEEVP apresentou caracteristicas semelhantes ao do
EEVP no que se refere exsudacdo serosa, formacdo de crostas, desprendimento das crostas,
reepitelizacdo e cicatrizagdo. No entanto, foi observada uma aceleragdo do processo de
cicatrizacdo dos grupos tratados com o creme com EEVP tanto no estudo de sete (Quadro 6)
quanto no de 14 dias (Quadro 7). No entanto, ap6s 14 dias de tratamento, uma completa

cicatrizacdo das feridas foi verificada em todos os grupos.



Quadro 4 - Efeito do EEVP durante sete dias sobre o processo de cicatrizacdo em ratos
Wistar.
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Grupo Dia0 Dia 4 Dia 7

Controle negativo

(salina)

Controle positivo
(Dersani®)

EEVP 0,10%

EEVP 0,25%

EEVP 0,50%

Fonte: O autor (2015).

Quadro 5 - Efeito do EEVP durante 14 dias sobre o processo de cicatrizacdo em ratos Wistar.

Grupo Dia 0 Dia4 Dia7 Dia 14

Controle negativo

(salina)

Controle positivo

= I 0§ 0
v B H E
- 1 1 N
= 1 1 0

Fonte: O autor (2015).



Quadro 6 - Efeito do cEEVP durante sete dias sobre o processo de cicatrizagdo em ratos

Wistar.

93

Grupo

Controle negativo
(creme lanette)

Controle positivo
(Dexametasona)

CEEVP 0,1%

CEEVP 0,25%

CEEVP 0,50%

Dia 0

Dia 4

Dia7

Fonte: O autor (2015).



94

Quadro 7 - Efeito do cEEVP durante 14 dias sobre o processo de cicatrizagédo em ratos Wistar.
Grupo Dia 0 Dia4 Dia7 Dia 14

Controle negativo

(creme lanette)

Controle positivo
(Dexametasona)

CEEVP 0,1%

cEEVP 0,25%

cEEVP 0,50%

Fonte: O autor (2015).

Para uma melhor anélise do tamanho das lesdes induzidas em ratos submetidos ao
modelo de cicatrizacdo cuténea, foi realizada a medicdo destas feridas durante ambas as fases
do estudo (sete e 14 dias). No tratamento por sete dias pode ser observada uma reducdo
significativa na area das lesfes dos ratos que foram tratados com 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP
quando comparado ao grupo controle (salina) (dias quatro e sete). Nas concentragdes de 0,10,
0,25 e 0,50% de EEVP, o grau de contracdo foi de 38,44, 49,22 e 63,50% maior que 0 grupo
controle negativo, respectivamente. Dersani® (controle positivo) apresentou aumento do grau
de contracédo de 71,80% (Tabela 21) maior que o grupo controle negativo. Essa redugdo dose-
dependente da area das lesGes pode ser observada também com a aplicacdo da formulagéo
CEEVP. Neste caso, 0 aumento do grau de contracdo para os grupos tratados com 0,10, 0,25 e
0,50% de cEEVP foi de 44,23, 56,17 e 67,70%, respectivamente. Dexametasona (controle
positivo) apresentou grau de contracdo de 77,80% maior quando comparada ao grupo

negativo (creme lanette) (Tabela 22).
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Tabela 21 - Efeito do EEVP sobre a area das les6es induzidas em ratos Wistar durante sete
dias de tratamento.

Grupo Concentracao Area da ferida (mm?) Grau de
Dia 0 Dia 4 Dia7 contragéo (%)
CN (salina) 0,9% 47,85%3,43 33,36%3,41 26,24+2,77 45,18+3,97
CP (Dersani®)  --- 46,64+1,57  23,34+2,327  10,43+1,797  77,62+3,90"
0,10% 46,13#3,57  29,25+1,407  17,20£1,42""  62,55+4,00
EEVP 0,25% 47,73+#3,65  26,70+1,28""  1543+2,26"  67,42+588
0,50% 47,08+2,32 25104256  12,29+1,80°  73,87#3,85

Os valores correspondem a média + E.P.M. de seis ratos.” p < 0,01;

p < 0,001, diferente do grupo controle

negativo (salina) ap6s analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN: controle negativo;
CP: controle positivo; EEVP: extrato etandlico de Vernonia polyanthes.
Fonte: O autor (2015).

Tabela 22 - Efeito do cEEVP sobre a area das lesdes induzidas em ratos Wistar durante sete
dias de tratamento.

Grupo Concentracao Area da ferida (mm®) Grau de
Dia0 Dia 4 Dia7 contracdo (%)
CN (lanette) ~  ----- 4755+205  33,80+1,60 25,35+2,64 46,66+5,24
CP (Dexa) 0,10% 47,10+221  21,29+1,03"  7,98+157 = 82,96+3,84
0,10% 47,20£3,66  28,92+2,047  1520+2507  67,30+7,83
cEEVP 0,25% 46,53+2,67  25,90+2,227"  12,60+0,997  72,87+253
0,50% 45914327  2322+2,7277  9,92+1,12""  78,25+3,32""

Valores correspondem a média + E.P.M. de seis ratos. ~ p < 0,001, diferente do grupo controle negativo (salina)
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN: controle negativo; CP: controle
positivo; Dexa: Dexametasona; CEEVP: creme contendo extrato etanélico de Vernonia polyanthes (EEVP).

Fonte: O autor (2015).

No estudo de 14 dias, pode ser observada também uma reducdo dose-dependente na
area das lesdes tratadas com EEVP nas trés concentracdes em todos os dias de medicdo (dias
quatro, sete e 14). As concentra¢des de 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP apresentaram um
aumento no grau de contracdo de 20,71, 34,19 e 43,08%, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle negativo (salina). A aplicacdo de Dersani® (controle positivo) apresentou
aumento de 48,55% (Tabela 23). Em relagdo as lesdes tratadas com cEEVP, a reducdo na area
da ferida também foi dose-dependente, sendo que os grupos tratados com 0,10, 0,25 e 0,50%
de EEVP mostraram contracao de 24,66, 39,22 e 48,23% maior que 0 grupo controle negativo

(base lanette). A dexametasona produziu aumento de 54,94% (Tabela 24).
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Tabela 23 - Efeito do EEVP sobre a area das les6es induzidas em ratos Wistar durante 14 dias
de tratamento.

Grupo Concentragdo Avrea da ferida (mm?) Grau de
Dia0 Dia 4 Dia7 Dia 14 Contracao (%)
CN (Salina) 0,9% 46,28+1,91  32,31%1,72 23,18+1,70 18,81%0,99 59,28+2,78
CP (Dersani®) ---- 48,11+3,38  21,03+2,73""  10,91+1,707"  5,78+3,09 88,066,44""
0,10% 44,08+4,36 28,742,427  17,07#2,98"" 12,43+1,707°  71,56+5,00"
EEVP 0,25% 46,6142,32  25,15+1,907"  14,13+2,56""  9,53x1,60""  79,55+328""

*

0,50% 4553+252 2299+126"  12,61+2,03""  6,95+3,72"" 84,82+8,36""

Os valores correspondem & média + E.P.M. de seis ratos.” p < 0,01; ~ p < 0,001, diferente do grupo controle
negativo (salina) apos analise de variancia seguida do teste de Student- Newman-Keuls. CN: controle negativo;
CP: controle positivo; EEVP: extrato etandlico de Vernonia polyanthes.

Fonte: O autor (2015).

Tabela 24 - Efeito do cEEVP sobre a area das lesdes induzidas em ratos Wistar durante 14
dias de tratamento.

Grupo Concentragdo Area da lesdo (mm?) Grau de
Dia 0 Dia 4 Dia7 Dia 14 contracdo (%)
CN (lanette) - 4589+2,36  34,93+3,25 25,09+2,91  18,53+1,29 59,61+2,21
CP (Dexa) 0,10% 45904211 20,96+3,71""  10,64+1,40° 357#3,16°7  92,36+6,61
0,10% 45984338  28,09+3,92"  14,97£244™" 11,80+124""  74,31£239"
CEEVP 0,25% 45,67+1,78 24,362,837  13,30£247 7,79x1,54  82,99+3,11""
0,50% 45,6242,83 22,52#297"" 11,49£244™" 533x3,06°  88,36%6,67

Valores correspondem & média + E.P.M. de seis ratos. . p < 0,01;  p < 0,001, diferente do grupo controle
negativo (salina) apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. CN: controle negativo;
CP: controle positivo; Dexa: Dexametasona; CEEVP: creme contendo extrato etandlico de Vernonia polyanthes

(EEVP).
Fonte: O autor (2015).

5.4.3 Efeito do EEVP e cEEVP sobre o perfil histopatoldgico de tecidos cicatrizados

Apbs sete e 14 dias de tratamento foi realizada eutanasia seguida de necropsia. A
porcdo do tecido avaliado foi removida e submetida ao processamento histoldgico com intuito
de observar provaveis alteracdes morfologicas microscopicas. Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina e analisados em microscopia 6tica nas objetivas de 10x e 20x.

Ap0s sete dias de tratamento com extrato etanolico de V. polyanthes (EEVP), o grupo
controle (tratado com solucdo de NaCl 0,9%) apresentou uma epiderme (E) acentuadamente
espessa com hiperplasia, maior intensidade de mononucleares (Mn), colageno (Co) mais
condensado e presenca de fibroblasto (Figura 22A1) quando comparado ao grupo controle de
14 dias (Figura 22A2). O tratamento com Dersani® (controle positivo) reduziu a espessura da

epiderme, o processo inflamatério (pouca presenga de mono e polimorfonucleares) e produziu
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uma maior proliferacdo de colageno e fibroblastos, mostrando um melhor processo de
cicatrizacdo (Figuras 22B1 e 22B2) em ambas as fases do estudo (sete e 14 dias). Em relagéo
ao tratamento com EEVP (0,10, 0,25 e 0,50%) verificou-se uma reducdo progressiva da
epiderme e do processo inflamatdrio de forma dependente da concentracdo apos sete (Figuras
22C1 a 22E1) e 14 dias de tratamento (Figuras 22C2 a 22E2). Nestes periodos, ocorreu um
aumento da proliferagdo de colageno e fibroblastos, mostrando uma completa cicatrizag&o,
especialmente na concentracdo de 0,50%. Além disso, foram também observados outros
tecidos e anexos, tais como tecido adiposo, foliculos pilosos e tecidos glandulares (glandulas

sebacea e sudoripara).

Figura 22 - Fotomicrografia do tecido cicatrizado de ratos Wistar apds sete e 14 dias de
tratamento com EEVP.

7 dias de tratamento 14 dias de tratamento
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Figura 22: Continuacéo

Cortes histologicos de feridas de ratos corados com hematoxilina-eosina. (A1) Controle negativo (salina) — sete
dias; (A2) Controle negativo (salina) — 14 dias; (B1) Controle positivo (Dersani®) — sete dias; (B2) Controle
positivo (Dersani®) — 14 dias; (C1) EEVP 0,10% — sete dias; (C2) EEVP 0,10% — 14 dias; (D1) EEVP 0,25% —
sete dias; (D2) EEVP 0,25% — 14 dias; (E1) EEVP 0,50% - sete dias; (E2) EEVP 0,50% — 14 dias; E =
Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb = Fibroblasto.

Fonte: O autor (2015).

Em relacdo a aplicagdo das formulagBes semissolidas: creme lanette (controle
negativo), dexametasona (controle positivo) e cremes contendo EEVP (cEEVP) nas
concentragbes de 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP, durante sete e 14 dias de tratamento,
verificou-se que todos os animais apresentaram, no local da ferida, uma cicatrizacdo bem
definida (Figura 23). A aplicacdo da base lanette (Figuras 23Al1 e 23A2) produziu uma
resposta semelhante a produzida quando se aplicou solugdo salina (Figuras 23A1 e 23A2),
porém com as propriedades descritas um pouco menos acentuadas, entretanto, ao
compararmos com 0s grupos que receberam tratamento (CEEVP e dexametasona) verificamos
um maior espessamento da epiderme, intensidade de mononucleares, coldgeno mais
condensado e presenca de fibroblastos. A dexametasona reduziu a espessura da epiderme,
aumentou a quantidade de colageno e mostrou presenca de fibroblastos e menor quantidade de
células mononucleares, demonstrando completa cicatrizacdo apds ambas as fases do estudo
(Figuras 23B1 e 23B2). Nas concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,50%, o creme com EEVP
também promoveu uma reducdo da epiderme, aumentou a quantidade de colageno, mostrou
presenca de fibroblastos e menor quantidade de células mononucleares quando comparado ao
controle negativo nos periodos de sete (Figuras 23C1, 23D1 e 23E1) e 14 dias (Figuras 23C2,
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23D2 e 23E2). Tecido adiposo, tecidos glandulares (glandulas sebacea e sudoripara) e
foliculos pilosos foram também visualizados na anélise histoldgica.

Figura 23 - Fotomicrografia do tecido cicatrizado de ratos Wistar apds sete e 14 dias de
tratamento com cEEVP.
14 dias de tratamento
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Figura 23: Continuagdo

;7' i
e Q ﬂ .4-1 d
Cortes histologicos de feridas de ratos corados com hematoxmna -eosina. (Al) Controle negatlvo (lanette) - sete
dias; (A2) Controle negativo (lanette) — 14 dias; (B1) Controle positivo (dexametasona) — sete dias; (B2)
Controle positivo (dexametasona) — 14 dias; (C1) cEEVP 0,10% — sete dias; (C2) cEEVP 0,10% — 14 dias; (D1)
CEEVP 0,25% — sete dias; (D2) cEEVP 0,25% - 14 dias; (E1) cEEVP 0,50% — sete dias; (E2) cEEVP 0,50% —
14 dias; cEEVP: creme contendo EEVP; E = Epiderme; Mn = Mononucleares; Co = Colageno; Fb = Fibroblasto.
Fonte: O autor (2015).

5.4.4 Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade da mieloperoxidase em tecidos

cicatrizados

De forma a complementar a analise microscépica, foi avaliada a acdo do EEVP e
CEEVP sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) que é indicativa da presenca de
leucdcitos polimorfonucleares. A aplicacdo tépica do EEVP promoveu uma reducdo
significativa (p < 0,001) de 60,10, 67,21 e 71,09% da atividade da enzima MPO apds sete dias
da inducéo da cicatrizagdo cutanea nos tratamentos de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente,
quando comparada ao grupo controle negativo (salina) (Grafico 17A). Neste mesmo periodo
de tratamento, a aplicacdo do cEEVP também promoveu uma reducdo significativa (p <
0,001) dose-dependente da atividade da MPO de 65,27, 69,81 e 74,67% para 0S grupos
tratados com cEEVP nas concentragfes de 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente, quando
comparada com o controle negativo (base creme lanette) (Gréafico 17B). Como esperado, 0s
controles positivos (Dersani® e dexametasona) reduziram significativamente (p < 0,001) a
atividade de MPO em 77,25% e 80,04%, respectivamente.
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Grafico 17 - Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade de MPO de tecido cicatrizado de
ratos Wistar apds sete dias de tratamento.
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salina e B: creme lanette); CP: controle positivo (A: Dersani® e B: dexametsona); cEEVP: creme contendo
EEVP. ***p < 0,001, diferente do grupo controle negativo apds analise de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls.

Fonte: O autor (2015).

Considerando o periodo de 14 dias, pode ser observado que também houve uma
reducdo dose-dependente significativa (p < 0,001) da atividade da MPO de tecido cicatrizado
apos tratamento com EEVP (Grafico 18A) e cEEVP (Gréfico 18B). O tratamento com 0,10,
0,25 e 0,50% de EEVP reduziu em 64,44, 69,26 e 75,71% a atividade de MPO,
respectivamente, comparado ao grupo controle negativo (salina), enquanto Dersani®
(controle positivo) foi efetivo em 81,77%. As concentragdes 0,10, 0,25 e 0,50% de cEEVP
diminuiu a atividade da enzima em 66,21, 72,74 e 79,17%, respectivamente, quando
comparado ao controle negativo (base creme lanette). A dexametasona (controle positivo)
reduziu a atividade de MPO em 82,51%.
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Grafico 18 - Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade de MPO de tecido cicatrizado de
ratos Wistar apds 14 dias de tratamento.

. § 2.0+ A E 2.0-
S3 : S§ B
g g *Ev S 1.5
N " e
c o c o
°E S E 10
-0 o)
&2 e E - -
g g z 008 =
<. e 110
3 o == ~ B 0.0- ; . Il .
CN CP 0,10% 0,25% 0,50% CN CP 0,10% 0,25% 0,50%
EEVP cEEVP

A. Os valores correspondem a média + E.P.M. da atividade de MPO ap6s tratamento com EEVP. B. Os valores
correspondem & media + E.P.M. da atividade de MPO apds tratamento com cEEVP. CN: controle negativo (A:
salina e B: creme lanette); CP: controle positivo (A: Dersani® e B: dexametsona); cEEVP: creme contendo
EEVP. ***p <0,001, diferente do grupo controle negativo ap6s anélise de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls.

Fonte: O autor (2015).

5.4.5 Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade da N-acetil-g-d-glicorominidase em

tecidos cicatrizados

A enzima N-acetil-B-D-glicorominidase (NAG) ¢ indicativa da presenca de leucdcitos
mononucleares no tecido. Apés a excisdo dos fragmentos de lesdo dos ratos submetidos ao
modelo de cicatrizacdo cutanea foi realizada a dosagem da atividade desta enzima, de forma
complementar a analise microscépica. Em relacdo a aplicacdo topica do EEVP durante sete
dias de tratamento foi verificada uma reducdo significativa (p < 0,001) na atividade da enzima
em 72,72, 75,13 e 81,34% para 0s grupos tratados com EEVP nas concentragdes de 0,10, 0,25
e 0,50%, respectivamente, em comparagdo ao grupo controle negativo (salina), enquanto o
Dersani® produziu 86,22% (p < 0,001) de inibicdo (Grafico 19A). Neste estudo, o tratamento
de sete dias com cEEVP provocou uma inibicdo dose-dependente de 75,96, 79,45 e 84,96%
da atividade de NAG nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,50% de EEVP, respectivamente,
quando comparada ao grupo controle negativo (creme base lanette) (Grafico 19B).

Dexametasona (controle positivo) reduziu a atividade de NAG em 89,96% (p < 0,001).
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Grafico 19 - Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade de NAG de tecido cicatrizado de
ratos apos sete dias de tratamento.
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EEVP. ***p<0,001, diferente do grupo controle negativo apés analise de varidncia seguida do teste de Student
Newman-Keuls.

Fonte: O autor (2015).

Apds 14 dias da aplicacdo topica de EEVP, houve uma reducdo significativa (p <
0,001) dose-dependente de 78,78, 86,16 e 87,64% da atividade de NAG nos grupos tratados
com 0,10, 0,25 e 0,50%, respectivamente, em comparacdo ao grupo controle negativo (salina)
(Gréafico 20A). Dersani® (controle positivo) inibiu 91,18% (p < 0,001) da atividade de NAG.
Nesse periodo de avaliacdo, em relacdo ao controle negativo (creme base lanette), CEEVP nas
concentragdes 0,10, 0,25 e 0,50% produziu uma inibicdo significativa (p < 0,001) de 81,41,
87,09 e 89,68%, respectivamente, na atividade de NAG (Grafico 20B). O tratamento com
dexametasona (controle positivo) reduziu a atividade de NAG em 94,23% (p < 0,001).

Gréfico 20 - Efeito do EEVP e cEEVP sobre a atividade de NAG de tecido cicatrizado de
ratos apés 14 dias de tratamento.
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correspondem a média + E.P.M. da atividade de NAG apds tratamento com cEEVP. CN: controle negativo (A:
salina e B: creme lanette); CP: controle positivo (A: Dersani® e B: dexametsona); cEEVP: creme contendo
EEVP. ***p < 0,001, diferente do grupo controle negativo ap6s analise de variancia seguida do teste de Student
Newman-Keuls.

Fonte: O autor (2015).
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6 DISCUSSAO

Vernonia polyanthes Less, conhecida como assa-peixe, tem sido largamente
consumida pela populacdo de diversas partes do mundo para tratar diferentes alteracdes
organicas, como inflamagcdo, hipertensdo, hemorragia, entre outras, sem evidéncias cientificas
sobre os seus efeitos toxicos. Considerando esse aspecto, quando se trata de toxicidade de
produtos originados de plantas medicinais, a maioria das pessoas associa 0s efeitos toxicos
quando surgem imediatamente ap6s consumo. Esse pensamento é decorrente da natureza
intrinseca desses produtos que possuem uma variedade de substdncias com baixas
concentracdes que exercem efeitos benéficos e, muitas vezes, mascaram os efeitos nocivos ao
organismo (GEORGE, 2011; NASRI; SHIRZAD, 2014). Além disso, a populacdo tem
acreditado ao longo do tempo que os produtos naturais ndo fazem mal e ndo apresentam
efeitos colaterais e/ou tdxicos. Ao contrario, os produtos sintéticos sdo mais propensos a
produzir toxicidade de forma aguda (FERES et al., 2006). Nesse sentido, os estudos de doses
multiplas sdo necessarios para garantir a seguranca de produtos naturais através de ensaios
pré-clinicos (SILVA et al., 2002; ALVAREZ et al., 2004; HASUMURA et al., 2004). Esses
ensaios avaliam pardmetros de toxicidade através de perfis hematolégicos, bioquimicos e
histopatolégicos que podem auxiliar no fornecimento de valiosos subsidios sobre os efeitos
toxicos e/ou terapéuticos de determinados produtos (ORLANDINI, 2012).

Com intuito de obter evidéncias sobre a seguranca de preparacdes de V. polyanthes
usadas na medicina tradicional, ensaios pré-clinicos de toxicidade do extrato etanélico das
folhas desta espécie foram realizados no presente estudo. Para isto, foram utilizados ratos
Wistar por possuirem caracteristicas fisiologicas e genéticas semelhante aos dos humanos,
possibilitando a compreensdo in vivo de eventos relacionados ao desenvolvimento de doencas
e de tratamentos (MELO et al., 2012). Além disso, foi escolhido o extrato etandlico devido a
sua composicdo relacionada a substancias mais polares e por ter sido caracterizado por
Rodrigues (2013) em dissertacdo de Mestrado do nosso grupo de pesquisa. Essa composi¢ao
mimetiza preparacfes como infusdes, decocgdes ou garrafada, permitindo uma melhor
validagdo do conhecimento tradicional (BARBASTEFANO et al., 2007). Além disso, as
doses administradas (100, 200 e 400 mg/kg) foram baseadas na dissertacdo desenvolvida por
Temponi (2012) que estabeleceu a dose farmacoldgica maxima de 400 mg/kg a partir da DLsg
de 2,78 g/kg.

Nas doses administradas (100, 200 e 400 mg/kg), o ensaio toxicologico pré-clinico de

EEVP ndo revelou morte dos ratos, nem alteragdes comportamentais, tais como erecdo de
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cauda, reducdo da atividade locomotora, taquipneia, tremor generalizado, piloerecdo e
sedacdo durante o tratamento de 15 e 30 dias. Também, EEVP ndo influenciou na
coordenacdo motora, nos reflexos e nem alterou as atividades relacionados com o sistema
nervoso central (SNC) ou sistema nervoso autdbnomo (SNA), o que poderia ser indicio de uma
acdo  sedativa ou  relaxante  muscular (KANJANAPOTHI; PANTHONG;
LERTPRASERTSUKE, 2004; OLIVEIRA, 2007). Além disso, esses resultados corroboram
com o estudo de toxicidade aguda de EEVP demonstrado por Temponi e colaboradores
(2012).

Considerando a massa corporal, 0 consumo de agua e racdo, também nao houve
variacOes significativas nos periodos investigados. No entanto, € importante destacar que
alteracdo na massa corporal de animais em um estudo toxicologico € indicativa de efeitos
adversos do produto testado, principalmente quando a perda da massa for maior do que 10%
do valor inicial (SUBRAMANION et al., 2011). Também, a avalia¢do da ingestdo de ragdo e
agua em uma experimentacdo animal é fundamental para investigar a seguranca de um
produto com finalidade terapéutica (MUKINDA; EAGLES, 2010), uma vez que a reducao no
consumo de &gua e racdo pode ser indicio de toxicidade sistémica (MELLO, 2001).

Do ponto de vista macroscopico, os 6rgdos ndo mostraram alteracdes e as massas
relativas ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos tratados com EEVP e grupo
controle (4gua). Barbastefano e colaboradores (2007) demonstraram resultados semelhantes
ao estudar a atividade antiulcerogénica da fracdo metandlica de V. polyanthes (FMVP) em
ratos submetidos a doses diarias de 3 mg/kg. Nesse estudo, FMVP ndo produziu alteracbes
significativas da massa corporal e dos 6rgédos (coracdo, figado, rins e pulmao). Portanto, esses
resultados preliminares do EEVP sdo sugestivos de baixa toxicidade.

O conhecimento dos parametros hematoldgicos e bioguimicos é critério importante
para a avaliacdo das modificacGes induzidas por processos patoldgicos ou influéncia de
substancias sobre as principais funcdes fisiolgicas do organismo. Entre essas funcdes, sdo
destacadas a cardiovascular, hepética, renal, pancreatica e hematopoiética que, uma vez
alteradas, é indicativa de efeitos adversos e toxicos da substancia em anélise. Os valores
obtidos desses parametros tém norteado as pesquisas experimentais na busca de fornecer
informacdes sobre a relagédo entre organismos sadios, doentes e tratados, o que pode confirmar
a eficacia ou ndo de determinada terapia ou intervengéo clinica (PINHEIRO et al., 2003). No
entanto, é verificado que ainda ndo foi estabelecido um consenso entre os valores de
referéncia citados na literatura em animais de laboratorio, especialmente em ratos. 1sso pode

ser devido a inexisténcia de uma padronizacdo sobre os aspectos como dosagens, linhagens,
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dieta, sexo, idade, metodologia, latitude geogréfica, método de coleta de sangue e anestésico
utilizado, entre outros (LILLIE; TEMPLE; FLORENCE, 1996). Por exemplo, Duncan e
Prasse (1982) salientam que valores discrepantes sdo comumente encontrados apés realizacéo
dos métodos enzimaticos. Portanto, para efeito de comparacdo de estudos, deve-se considerar
a linhagem animal, a procedéncia, os substratos, pH e temperatura de reacao.

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e o Instituto de Padronizacdo Clinica e
Laboratorial (CLSI) definem valor de referéncia como um resultado obtido pela observacédo
ou mensuracdo quantitativa de um analito em individuo selecionado, com base em critérios
bem definidos (LIMA et al., 2014). Os valores de referéncia hematoldgicos e bioquimicos em
ratos ndo tratados sdo de grande importancia e servem de ponto de partida para diversos
estudos, tais como as avaliacdes de efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos (DANTAS et al.,
2006).

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre os valores hematoldgicos
dos animais que receberam o extrato etandlico de Vernonia polyanthes (EEVP) em relagdo ao
grupo controle (agua), demonstrando que o numero de eritrécitos, leucocitos e plaquetas ndo
foi alterado, preservando a funcdo hematopoietica. Caso esta funcdo fosse alterada, poderia
ser indicio de anemia, infecgdes, inflamagdes, traumatismos, imunossupressdo e problemas na
hemostasia priméria (HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008). No entanto, considerando 0s
valores de referéncia, os resultados mostraram uma conformidade com aqueles descritos por
Lima et al. (2014), o que pode ser devido a utilizacdo do mesmo método de coleta (puncéo
cardiaca) e anestésicos (xilazina e cetamina). Ao contrario, o Laboratério Charles River
(CLIFFORD; GIKNIS, 2008) coletou o sangue através da aorta abdominal e Melo et al.
(2012) realizou a coleta através da artéria mesentérica superior, usando éter etilico 50% como
anestésico.

Os parametros bioquimicos permitem avaliar diversas funcBes fisioldgicas do
organismo, tais como cardiovascular, hepética, renal e pancreatica. A dosagem de ureia e
creatinina, por exemplo, avalia possiveis interferéncias na funcéo renal, pois sdo produtos do
metabolismo que tém os rins como principal 6rgao de excre¢do. Para complementar a analise
da funcdo renal, dosagem da amilase, enzima presente no péncreas e duodeno, com
eliminacdo pela urina, deve ser realizada. Sobre esse aspecto, a hiperamilasemia é indicativa
da diminuicdo da funcédo renal e lesdo pancreatica (KERR, 1989). Os niveis de acido urico,
produto do metabolismo das purinas, entre outros, serve também para verificar alteracdo da
funcdo renal, enquanto elevados valores de glicose séo indicativos de disturbios pancreaticos.

Ja o célcio participa dos processos de coagulagdo sanguinea, estabilidade do musculo cardiaco
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e esquelético, equilibrio acido bésico, preservacdo da integridade da membrana celular e na
sua permeabilidade, sendo sua quantificagdo utilizada para avaliar a funcdo da paratireoide,
assim como niveis baixos podem esta relacionados com insuficiéncia renal ou pancreatite
(GARCIA; KANAAN, 2014). Baseado nos resultados descritos neste trabalho, as dosagens de
ureia, creatinina, amilase, acido urico, glicose e calcio nos grupos tratados com EEVP durante
15 e 30 dias ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo ao grupo
controle, demonstrando que EEVP ndo promoveu alteracdes nas funcbes renais e
pancreaticas. Além disso, é importante destacar que os exames laboratorais se complementam
e ndo devem ser interpretados de forma independente.

LDH é uma enzima presente em Varios tecidos, em especial no musculo esquelético,
musculo cardiaco, figado, rins, ossos e pulmdo, sendo utilizada para investigar
cardiomiopatias diversas. No presente estudo, ndo houve alteracdo dos niveis de LDH nos
grupos tratados com EEVP quando comparados ao grupo controle negativo (agua). Esse
resultado demonstrou que EEVP ndo causou alteracdo fisioldgica na musculatura cardiaca
com auséncia de cardiotoxicidade (CHAPELLE, 1994).

Para investigar a funcdo hepatica, os niveis de AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanina aminotransferase), fosfatase alcalina, Gama-GT (gama glutamil transferase),
globulinas, albumina e proteina total foram quantificados. A enzima AST é encontrada no
figado, musculos e outros 6rgaos, enquanto a ALT estéa localizada no citoplasma do figado,
apresentando maior especificidade para detectar hepatotoxicidade. A fosfatase alcalina e a
Gama-GT interferem no fluxo biliar e lesdo de vias biliares. Niveis elevados dessas enzimas
podem evidenciar a ocorréncia de alteracfes reversiveis ou irreversiveis na permeabilidade da
membrana celular do hepatdcito, na inducdo enziméatica microssomal ou lesdo estrutural de
isquemia hepatobiliar, necrose ou colestase (WILLS; ASHA, 2006). Além dessas enzimas, 0s
niveis de proteinas totais, globulinas e a aloumina servem para avaliar a capacidade do figado
em realizar sintese ou metabolismo de substdncias (BOBAN; NAMBISAN;
SUDHAKARAN, 2006). Também, a bilirrubina indireta e direta, produto final da destruicao
da porcdo heme da hemoglobina e de outras hemoproteinas e principal componente dos
pigmentos biliares, é utilizada para investigar distarbios hepaticos (GARCIA; KANAAN,
2014).

No presente estudo, apos aplicagdo de 100, 200 e 400 mg/kg por via oral, EEVP néo
causou diferenca significativa (p < 0,05) nos niveis de albumina, globulinas e proteinas totais
guando comparados ao grupo controle. Entdo, considerando esse resultado e a auséncia de

alteracdes nos niveis de ureia, creatinina, glicose, entre outros, pode-se afirmar que EEVP néo
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prejudicou as propriedades funcionais hepéticas, uma vez que esses pardmetros estéo
relacionados com a sintese e metabolismo de substancias no figado (SHIH et al., 2005).
Aliado a esses dados, animais com lesGes hepaticas podem apresentar alteragdes funcionais no
numero e fungdo das plaquetas. Segundo Shih et al. (2005), em casos de desvios circulatorios
intra e extra-hepaticos, os pacientes podem apresentar esplenomegalia congestiva, resultante
da hipertenséo portal, levando a quadros de trombocitopenia. Entretanto, ndo foi verificado
alteracdo no numero de plaquetas, na analise macroscépica e no peso do figado entre os
grupos que receberam EEVP e o grupo controle (dgua). Por outro lado, como descrito por
Center (1992), alteracbes no metabolismo energético geralmente estdo presentes em casos de
insuficiéncia hepética aguda que poderia ser verificado através do aumento da gliconeogénese
resultante do aumento da biodisponibilidade de acidos graxos livres provenientes da quebra
de triglicerideos (FELDMAN, 2004). Este fato ndo foi confirmado pelos parametros
analisados neste estudo. Além do que através da analise histologica, pode-se verificar que 0s
tecidos do figado, assim como dos outros 6rgdos (cérebro, cora¢do, pulméo, baco, rim e
testiculo) mantiveram estrutura preservada, confirmando auséncia de toxicidade.

Considerando ainda a funcdo hepatica, os parametros bioguimicos encontrados nas
Tabelas 7 e 8 mostraram que os valores de AST, ALT e fosfatase alcalina estdo em
conformidade com aqueles descritos por Cubas e colaboradores (2007), onde os niveis de
AST podem variar de 39.0 a 92.0 U/L, ALT de 17.0 a 50.0 U/L e fosfatase alcalina de 39.0 a
216.0 U/L. Desse modo, de acordo com os valores de referéncia indicados, EEVP néo
produziu alteracBes na funcdo hepatica durante 15 e 30 dias de tratamento. No entanto,
qguando comparado ao grupo controle, ocorreu uma elevacdo significativa (p < 0,05 ou p <
0,01 ou p < 0,001) dos niveis dessas enzimas ap0s tratamento com 100, 200 e 400 mg/kg de
EEVP. Embora estejam dentro da normalidade dos diferentes valores de referéncia descritos
na literatura (LIM et al., 2014; CLIFFORD; GIKNIS, 2008; MELO et al., 2012), alteracdes
em AST, ALT e fosfatase alcalina podem constituir um alerta de uma possivel toxicidade
hepatica em doses superiores a 400 mg/kg de EEVP.

Alteracbes do perfil lipidico nos animais tratados com 200 e 400 mg/kg de EEVP
foram observadas apd6s 15 e 30 dias de experimento. Os valores de colesterol total,
triglicérideos, VLDL e LDL-c foram reduzidos (p < 0,01 ou p < 0,001), enquanto os niveis de
HDL-c aumentaram (p > 0,01 ou p > 0,001) quando comparados ao grupo controle (agua). No
entanto, os niveis quantificados estdo em conformidade com os valores de referéncia citados
na literatura (CUBAS et al., 2007; SILVA, CATAO-DIAS, 2007; CLIFFORD; GIKNIS,
2008; MELO et al., 2012; LIM et al., 2014). Com base nesses resultados, pode-se sugerir que
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EEVP é uma possivel fonte de substancias com atividade hipolipemiante e pode ser uma
importante ferramenta para o tratamento de dislipidemias. Para um melhor entendimento, as
dislipidemias sdo fatores determinantes para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
ateroscleroticas, constituindo modificacbes do metabolismo das gorduras que refletem sobre
o0s niveis das lipoproteinas — ricas em triglicérideos e VLDL (densidade muito baixa), e as
ricas em colesterol: a LDL-c (baixa densidade), a IDL-c (densidade intermediaria) e a HDL-c
(alta densidade) — e as concentragdes de seus diferentes componentes presentes na circulacéo
sanguinea (FAGHERAZZI; DIAS; BORTOLON, 2008).

Do ponto de vista de agdo de substancias do metabolismo especial, o efeito
hipolipemiante de EEVP pode ser atribuido, em parte, & presenca de constituintes fendlicos,
especialmente os flavonoides identificados por Rodrigues (2013) e Igual e colaboradores
(2013). Os flavonoides tém sido usados na prevencdo e tratamento de hiperlipidemia,
hipercolesterolemia e aterosclerose devido as suas agles antioxidante, antiaterosclerdtica e
cardioprotetora. Os mecanismos de acdo pelo qual essas substancias reduzem os niveis séricos
de triglicerideos e colesterol e suas lipoproteinas ainda ndo estdo completamente elucidados.
No entanto, varios mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade hipolipidémica,
sendo provavelmente resultado de vérias acfes complementares de diferentes vias
bioquimicas. Entre os possiveis mecanismos envolvidos na atividade hipolipemiante
(GONCALVES et al., 2000; LIMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; COVAS et al., 2006;
NUNES; MOREIRA, 2007; DUDLEY et al., 2008; APOLINARIO et al., 2008; EL-
SABBAN; ABOUAZRA, 2008; KHOO; AZIZ, 2009; PINTO, 2013) pode-se citar:

a) Aumento da atividade da enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), enzima
presente na superficie do HDL-c, que realiza a conversdo do colesterol presente em
quilomicrons, VLDL-c, LDL-c e tecidos periféricos em ésteres de colesterol,
transportando-os para o figado para serem metabolizados, reduzindo desse modo 0s
niveis de colesterol sanguineo;

b) Inibigdo da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG
CoA redutase), a qual esta envolvida na via metabdlica de formacéo do colesterol;

c) Aumento da atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL), que é responsavel pela
remocao dos acidos graxos dos triglicerideos presentes nos quilomicrons e VLDL-c
para o tecido adiposo, resultando em diminuicdo dos niveis plasmaticos de
triglicerideos;

d) Aumento nos niveis de acidos biliares hepaticos e fecais, assim como esterois neutros

fecais, indicando uma alta taxa de degradacdo de colesterol e reducdo na reabsorcéao
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intestinal de &cidos biliares. Este mecanismo ocorre principalmente no figado, através
da conversao de colesterol em acidos biliares pela agdo da enzima 7a-hidroxilase;
e) Aumento da atividade dos receptores de LDL-c.

Além desses mecanismos, a atividade hipolipemiante de flavonoides estd também
associada com a protecdo contra a aterosclerose através da acdo antioxidante, neutralizando
radicais livres, e anti-inflamatoria (TEMPONI et al., 2012; RODRIGUES, 2013) através da
inibicdo das enzimas da via do acido araquidoénico, inibindo a resposta inflamatéria que
precede a formacdo das celulas espumosas que se desenvolvem no vaso sanguineo durante o
processo aterosclerotico (OLSZANECKI et al., 2002; LUFT, 2003; AFONSO, 2010;
OLIVEIRA et al., 2010).

Um terceiro mecanismo proposto esta relacionado ao aparecimento da LDL-c, uma
vez que os flavonoides evitam o aparecimento dessa lipoproteina oxidada, a qual se liga a
macrofagos no endotélio vascular e da inicio a formacdo da placa aterosclerdtica. Essa
inibicdo da LDL-c ocorre atraves de mecanismos, como sequestro de radicais livres, atuando
como agentes redutores, eliminacdo da doacdo de moléculas como atomos de hidrogénio e
oxigénio singlet, quelacdo de ions metais de transicdo e conservacdo da vitamina E e
carotenoides nas particulas de LDL-c (FUHRMAN; ROSEMBLAT; HAYEK, 2000;
FUHRMAN; AVIRAM, 2001; YOKOZAWA; NAKAGAWA; KITANI, 2002; SILVA;
LUIS; CALGAROTTO, 2004).

Com intuito de dar continuidade ao estudo com o extrato etandlico de V. polyanthes
(EEVP), uma segunda fase foi iniciada com o objetivo de avaliar as atividades anti-
inflamatoria e cicatrizante a partir de um creme desenvolvido com EEVP (cEEVP). EEVP foi
incorporado ao creme base lanette que possui uma consisténcia branca viscosa, apresenta
carater anidnico e hidrofilico e facilita a absor¢do de substancias através da pele. Para isto,
inicialmente, foi realizado um estudo de estabilidade do creme cEEVP, de modo a assegurar a
qualidade e o comportamento das formulac¢des ao longo do tempo.

A estabilidade mostra o tempo pelo qual o produto bioativo retém sua integridade ao
ser exposto a fatores ambientais, como temperatura, pH, luminosidade e ar (FERREIRA,
2007) e a fatores relacionados ao proprio produto, como propriedades fisicas e quimicas de
substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicgéo,
processo de fabricacéo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005). Os
fatores relacionados aos produtos podem protegé-los da exposi¢do a luz, da umidade e dos
gases atmosféricos, apesar de ndo evitar o efeito da variagdo da temperatura do ambiente

(BABY, 2005). Neste sentido, foi necessaria a realizacdo de um estudo de estabilidade
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preliminar para verificar alteragbes no produto no decorrer de 12 dias de observacéo.
Considerando a formulagdo cEEVP, os parametros apresentaram conformidades satisfatorias,
pois as preparacdes ndo apresentaram sinais de instabilidade, como separacao de fases, nem
alteracdo da cor, odor, aparéncia e homogeneidade, podendo seguir uma nova etapa do estudo.

Apos aprovacgdo preliminar de estabilidade, prosseguiu-se para o teste de estabilidade
acelerada, o qual objetiva antecipar a degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas de um
produto farmacéutico em condi¢des forcadas e normais de armazenamento (BRASIL, 2005),
visando a rapida deteccdo da deterioracdo em diferentes formulacdes iniciais, sendo utilizada
para selecionar a melhor formulag&o, além de verificar o prazo em que o produto permanecera
valido para uso. Quando o teste € realizado pelo armazenamento do produto sob condigdes
esperadas ou especificas, fornece informacdes que asseguram que nenhuma alteracdo
inesperada ocorrerd no produto acabado (AULTON, 2005).

Primeiramente, foi realizado o teste de centrifugagéo no dia zero para mostrar auséncia
da separacdo de fases da base da formulagdo (creme lanette) e das formulacdes CEEVP. Apds
90 dias, este teste foi realizado novamente com as mesmas formulacdes para determinar o
comportamento apresentado ao término das condicdes de estocagem, permitindo assim a
obtencdo de parametros iniciais e finais (FRIEDRICH et al., 2007). Apos este periodo, as
formulacBes cEEVP submetidas a baixa temperatura demonstraram separacdo de fases,
enquanto as formulacfes CEEVP submetidas a temperatura ambiente e a estufa permaneceram
estaveis. A instabilidade de cEEVP a baixa temperatura pode ser atribuida ao processo de
congelamento/descongelamento, no qual a dgua pertencente ao produto € transformada em
cristais de gelo, sendo necessaria a aproximacao de algumas moléculas, de modo a formar um
nacleo cristalino. Logo, nessa etapa prevalecem forcas atrativas para aproximar as particulas,
ocorrendo floculacdo (LIEBERMAN; RIEGER; BANKER 1988), podendo levar a separacédo
de fases. E ao descongelar, nem sempre a dgua retoma suas propriedades originais. Por isso, 0
método de descongelamento é fundamental, principalmente em produtos que podem
apresentar alteracdes na textura. O descongelamento lento em temperaturas de refrigeracao é
preferencial, ja que nestas condi¢cGes a agua pode retornar lentamente a posicdo original,
anterior ao congelamento. No presente estudo, o descongelamento foi realizado de forma
rapida em temperatura ambiente ao final da analise para executar os testes de centrifugacéo e
microbiologico. Ndo foram evidenciadas outras alteracdes na estabilidade das formulagdes
submetidas ao freezer, como pH e caracteristicas organolépticas durante os 90 dias de
avaliacdo (COLLA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2003).
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Deste modo, as formulagdes (creme lanette e cEEVP nas concentragdes de 0,10, 0,25 e
0,50%) submetidas & temperatura ambiente, além de ndo apresentarem separacdo de fases,
também ndo produziram alteracGes nas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor e
formacéo de precipitado) nos dias das analises. Ao contrario, apos 90 dias, o creme lanette e
as formulagdes cEEVP colocadas na estufa apresentaram mudangas nas caracteristicas
organolépticas que foram visualizadas através do endurecimento da superficie. Possivelmente,
ocorreu perda de componentes hidrofilicos por evaporacdo, aumentando a concentracdo dos
componentes menos volateis e mais consistentes. A referida constatacdo foi reforcada pelo
acumulo de pequenas goticulas condensadas de &gua na superficie interna das tampas dos
recipientes, sugerindo que, apesar dos cremes apresentarem umectantes em sua formulacao, as
suas concentracdes ndo foram suficientes para evitar a perda de agua por evaporacdo na
temperatura avaliada (FERREIRA, 2000).

O valor do pH das formulacBes foi também determinado, pois alteracbes podem
ocorrer em funcdo de impurezas, hidrdlise, decomposicao e erro do processo; além de tempo
de estocagem e/ou condicGes inadequadas de transporte e armazenamento (FERREIRA, 2000;
ANSEL, POPOVICH, ALLEN-JUNIOR, 2000). Os resultados do creme base lanette e das
formulacbes cEEVP demonstraram que, apds submeter as formulagBes a temperatura
ambiente e ao freezer, ndo ocorreram variagdes relevantes do pH, o que é indicativo da ndo
formacdo de substancias de degradacdo em meios &cidos ou basicos. Todas as formulagdes
apresentaram valores de pH compativeis com as matérias-primas utilizadas e biocompativeis
com o valor do pH fisioldgico da pele. No entanto, reducdo dos valores de pH ocorreu nas
formulacdes submetidas a estufa apds 60 e 90 dias de armazenamento que pode ser resultado
da oxidacdo da fase oleosa com formacgdo de hidroperdxidos ou mesmo a hidrélise de
triglicerideos levando a formacao de &cidos graxos (MASMOUDI et al., 2005; DRISCOLL et
al., 2001). Além disso, é importante destacar que esta variacdo de pH pode ser decorrente da
degradacdo de algum componente da formulacdo, uma vez que o EEVP aparentemente
apresenta carater acido. Para Aulton (2005), o comportamento verificado ap6s submeter as
formulacbes a altas temperaturas sdo esperados devido as condicGes drasticas de
armazenamento, que acarreta na decomposicdo acelerada dos componentes da formulagéo,
uma vez que o aumento da temperatura em 10°C produz elevacdo de dois a cinco vezes na
degradacéo de farmacos (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; BRASIL, 2004b).

Nas preparacOes de uso topico, a viscosidade € um pardmetro importante e essencial
para avaliar a suavidade e a consisténcia desejaveis, fazendo com que o produto seja

facilmente aplicavel, permaneca em contato com a area afetada e produza sensacéo agradavel
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ao individuo (THOMPSON, 2006). Além disso, as formulacGes tdpicas devem produzir um
espalhamento facil com suavidade, sem residuos detectaveis e que sejam aderentes a area
tratada sem tornar-se pegajosa ou de dificil remocdo (BARRY, 2002). Para isto, foram
avaliados os parametros reoldgicos das formulacbes (creme lanette e cEEVP), os quais
constituem uma importante ferramenta na descricdo de interagdes intermoleculares dos
componentes de um sistema, principalmente se estes apresentam dimensdes coloidais, como é
0 caso de cremes, pastas, pomadas, logdes, etc. Tal conhecimento permite o dimensionamento
dos componentes de fluxo (bombas, tubulacbes), a previsao do comportamento do fluido
durante o escoamento, além de serem bons indicadores de espalhabilidade e difusdo de
produtos sobre a pele (SPADA et al., 2013).

Através do estudo de tensdo de cisalhamento versus deformacéo, utilizando-se um
redmetro, pode-se classificar o creme lanette e as formulacdes CEEVP como ndo- Newtoniano
do tipo pseudoplastico, ou seja, apresentam viscosidade decrescente (BARNES, 1997). A
explicacdo para esse comportamento é dada em termos da destruicdo de agregados coloidais
(SODERHJELM; SAGFORS, 1994; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009) dos surfactantes
componentes do lanette (alcoois graxos superiores e alquil sulfatos), mediante a aplicacdo do
estimulo mecénico.

As formulacgdes semissélidas possuem propriedades adequadas para o uso topico, pois
se deformam facilmente quando aplicadas (CHORILLI et al., 2007). No caso das formulagdes
testadas, uma pequena tensdo é capaz de diminuir acentuadamente a viscosidade, permitindo
uma melhor fluidez sobre a superficie. Apds aplicacdo, a tensdo é retirada e rapidamente o
material se reestrutura e retorna a viscosidade anterior, permanecendo no ambiente sem
escorrer. A incorporacdo de extrato no creme base lanette pode afetar as interagfes entre as
particulas da formulacdo, tendo seus reflexos nos parametros reoldgicos, de modo que o
cisalhamento de suas camadas durante o escoamento podera ser diferente do esperado para o
solvente puro (HOLDE, 1975; HONG et al., 2008).

De modo geral, as seguintes observactes podem ser feitas:

a) Tanto a viscosidade (n) quanto o indice de consisténcia (Kc) do creme lanette tendem

a ser maiores do que das formulagdes. Além disso, o indice de comportamento (n)

aumenta com o aumento da concentragcdo de extrato (os fluidos se tornam mais

newtonianos). Este comportamento sugere que os componentes do extrato atuam no
sentido de favorecerem a desagregacdo das estruturas presentes no lanette,

aumentando a fluidez, o que pode influenciar a espalhabilidade, que é uma das
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caracteristicas essenciais dessas formas farmacéuticas, pois estd intimamente

relacionada com sua aplicagéo no local de absorgéo ou acéo.

b) Quanto ao comportamento temporal, apesar de alguns desvios no perfil, pode-se
observar que o indice de comportamento tende a diminuir e o indice de
comportamento tende a aumentar com o envelhecimento da amostra, como
consequéncia de fendmenos de desidratacdo e reorganizagéo de estruturas. Entretanto,
na presenca de EEVP, pode-se observar que a variacdo no indice de consisténcia
(viscosidade ndo-newtoniana) é bem menor do que para o creme lanette, sugerindo
que 0s componentes do extrato auxiliam no controle da viscosidade e do
envelhecimento da amostra, 0 que pode ser atribuido ao poder antioxidante do EEVP,
o qual foi confirmado nos estudos de Rodrigues (2013) e Temponi (2012). Estes
autores confirmaram a atividade antioxidante do EEVP pelo método de determinacéo
do poder de reducdo do ferro, pela técnica da bioautografia com DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) e pelo método de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoleico, além do
teste com TBA (&cido tiobarbiturico) realizado por Temponi (2012), demonstrando
que o EEVP apresenta substancias doadoras de elétrons e protons, capazes de
neutralizar radicais livres e torna-los produtos mais estaveis, além da capacidade em
reduzir intermediarios oxidativos dos processos de peroxidacdo lipidica, e
correlacionou estas substancias aos compostos fendlicos, como os flavonoides,
principalmente a luteolina e a rutina.

Para complementar o estudo de estabilidade, foi realizada a analise microbioldgica das
formulagdes, a qual permite verificar se a escolha do sistema conservante é adequada, ou se
possiveis interacGes entre os componentes da formulacdo poderd prejudicar-lhe a eficacia.
Deve-se ressaltar que a carga microbiana elevada pode comprometer a estabilidade do
produto, podendo haver perda da eficacia terapéutica, por degradacdo do principio ativo ou
por alteracdo de parametro fisico fundamental para sua atividade, como o pH (PINTO et al.,
2002). Sobre este aspecto, em relacdo ao controle de qualidade microbioldgico de produtos
ndo estéreis, os quais se admite a presenca de carga microbiana limitada (10% para bactérias e
10° para fungos), o objetivo imediato é comprovar a auséncia de micro-organismos
patogénicos e determinar 0 nimero de micro-organismos viaveis em funcao da utilizacdo do
produto para uso topico (ANVISA, 2010).

A anélise microbioldgica das formulagdes (creme lanette e CEEVP nas concentragoes
de 0,10, 0,25 e 0,50%) foi realizada nos dia zero (inicio do teste) e dia 90 (Gltimo dia de

andlise), de modo a investigar o desenvolvimento de micro-organismos no decorrer do estudo.
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No dia zeo, a carga microbiana encontrou-se dentro dos limites aceitaveis para produtos ndo
estéreis para todas as formulagfes, sendo que as formulagdes com 0,25 e 0,50% de EEVP
apresentaram contagem tanto de bactérias quanto de fungos menor que a formulacdo
incorporada com 0,10% de EEVP e creme base lanette. Esse dado pode ser indicativo de acdo
antibacteriana do EEVP, o que foi descrito no estudo de Rodrigues (2013) e acdo antifungica
dos constituintes fendlicos presentes no EEVP, os quais apresentam grupos carboxilicos
capazes de formar ligacdo por hidrogénio com enzimas do metabolismo microbiano,
desativando-as e inibindo o desenvolvimento da biomassa fungica (PORTE; GODQY, 2001,
JUGLAL; GOVINDEN; ODHAYV, 2002). O mesmo resultado foi observado no dia 90 para as
formulagdes submetidas a temperatura ambiente e ao freezer, demonstrando estabilidade
microbioldgica. Ao contrario, as formulacdes submetidas a estufa por 90 dias produziram um
aumento do crescimento bacteriano e fangico acima daquele permitido para produtos nédo
estéreis. Provavelmente, a elevacdo da temperatura favoreceu o desenvolvimento da maioria
dos micro-organismos, 0s quais apresentam multiplicagdo rapida a 40°C (JAY, 2005).

A estabilidade das formulacBes submetidas a temperatura ambiente, verificada pela
analise das caracteristicas organolépticas, pH, centrifugacdo, comportamento reoldgico e
microbioldgico, pode ser atribuida & propriedade antioxidante do EEVP, o qual atua como
sequestrador de espécies reativas de oxigénio (SADIK; LAND; WANG, 2003). Além disso,
esta propriedade pode ser devido a presenca de substancias fendlicas em emulséo lipidica que
gera micelas pelo equilibrio entre a &gua emulsionada e o tensoativo e aumenta a propriedade
hidrofilica, tornando-se mais efetivos os antioxidantes soliveis em lipideos (PORTER, 1993;
FRANKEL et al., 1994).

Considerando os resultados obtidos neste estudo, pode-se destacar a importancia do
estudo de estabilidade das formulacdes topicas, bem como o correto armazenamento para
obtencdo de um produto de qualidade a ser utilizado pela populacdo. No entanto, sdo
necessarios estudos complementares, como estabilidade de prateleira, estabilidade frente a
diferentes embalagens e doseamento de substéancias ativas, os quais sdo imprescindiveis para
evidenciar informac6es sobre a vida Util dos produtos contendo EEVP.

De posse dos resultados do estudo de estabilidade do creme contendo EEVP (cEEVP),
foi iniciado a terceira fase do estudo que se refere aos ensaios farmacoldgicos, de modo a
comprovar as atividades anti-inflamatoria topica, cicatrizante de EEVP e evidenciar
cientificamente as propriedades terapéuticas de V. polyanthes, uma vez que o uso tradicional
ndo é suficiente para validar uma planta medicinal como um produto eficaz para o tratamento

de determinada afeccéo do organismo (SIMOES et al., 2004).
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A atividade anti-inflamatdria foi investigada através do efeito redutor do processo
inflamatorio cutaneo pela acdo do creme contendo EEVP em modelos de edema de orelha.
Apesar da atividade anti-inflamatoria da espécie V. polyanthes ja ter sido relatada na literatura
(TEMPONI et al., 2012; RODRIGUES, 2013), ainda ndo havia sido descrita a a¢do tdpica de
formulacdes dermatoldgicas semissélidas. A utilizagcdo do modelo de edema de orelha permite
avaliar o potencial anti-inflamatério topico de substancias sintéticas e naturais, extratos
vegetais e formulagbes farmacéuticas (DE YOUNG et al., 1989; GABOR, 2003) através da
inducdo de um processo inflamatdrio por agentes irritantes. Esse modelo, além de necessitar
de pouca quantidade de amostras e apresentar agilidade na obtengdo de resultados e boa
reprodutibilidade, identifica produtos ou substancias que apresentam uma absor¢do cutanea
apropriada de maneira a atingir concentracdes adequadas na pele para exercer um efeito
farmacoldgico. Portanto, constitui um método importante para a investigacdo de novos
medicamentos para doencas inflamatdrias que acometem a pele (BOUCLIER et al., 1990;
GABOR, 2003).

O dleo de créton, obtido da espécie Croton tiglium L. (Euphorbiaceae), é um dos
agentes flogisticos mais largamente utilizados nos modelos de edema de orelha. Sua
composicdo engloba uma mistura de lipideos e o acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) é
o principal constituinte irritante. E utilizado para induzir inflamagio (MARSON et al., 2011)
que esta associada ao estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de oncogenes nucleares
(GARG; RAMCHANDANI; MARU, 2008), gerando vasodilatacdo, migracdo leucocitaria e
edema (SARAIVA et al.,, 2010). Esses efeitos estdo relacionados a ativacdo da proteina
quinase C (PKC) que aumenta a atividade da enzima fosfolipase A2 (PLA2) seguida da
liberacdo do &cido araquidénico (AA) presente nos fosfolipidios de membrana. A acdo da
cicloxigenase ou lipoxigenase converte AA em metabolitos como prostaglandinas (PG) e
leucotrienos, respectivamente, que sdo importantes mediadores da inflamacdo (GARG;
RAMCHANDANI; MARU, 2008). Esses mediadores agem em receptores especificos
causando vasodilatagcdo com extravasamento de plasma para os tecidos, formacdo do edema e
infiltracdo leucocitaria, bem como hiperproliferacdo celular (DE YOUNG et al., 1989; DE
BERNARDIS et al., 1994; NAKAMURA et al., 2003; MURAKAWA et al., 2006). O TPA
também induz a producéo de oxido nitrico (NO) e citocinas inflamatorias, como IL-1 e TNF-
a, que estdo envolvidos na patogénese da inflamacdo (GUSLANDI, 1998; RITCHLIN et al.,
2003; LEE et al., 2009; MURAKAWA et al., 2006; KUNDU et al., 2009). Essas vias de
sintese e liberacdo de mediadores sdo inibidas por drogas tais como corticosteroides
(ROMANO et al., 1997; WALLACE; CHAPMAN; MCKNIGHT, 1999).
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Apo6s a inducdo do processo inflamatério por 6leo de créton, a aplicacdo do creme
CEEVP inibiu a formacdo do edema de forma dose-dependente, semelhante a reducdo
produzida pela dexametasona (controle positivo), um anti-inflamatério corticosteroide. Este
farmaco age em receptores nucleares e estimula a expressdo de proteinas anti-inflamatorias,
como a lipocortina, que inibe a PLA2 e, consequentemente, a sintese de PGs. Além disso,
inibe a sintese de COX, potencializando o efeito (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009). A aplicacdo da base lanette e da acetona (controle negativo) revelou auséncia de
interferéncia dos veiculos, demonstrando que a reducdo do edema é ocasionada pelo EEVP.
Estes resultados foram corroborados com a anélise histopatologica de amostras das orelhas,
onde o cEEVP diminuiu, de maneira marcante, a espessura da derme e da epiderme, o edema,
a vasodilatacdo e o nimero de leucdcitos ap6s 24 horas da inducdo do edema por 6leo de
croton. Desse modo, a atividade anti-inflamatdria topica de cEEVP pode ser atribuida a
reducdo da permeabilidade vascular e ao efeito antiedematogénico.

O efeito anti-inflamatorio tépico de cEEVP pode estar associado a presenca de
triterpenos e flavonoides (PRICE et al., 1987; MAHATO; SARKAR; PODDAR, 1988), 0s
quais foram detectados em EEVP por Temponi e colaboradores (2012). Flavonoides como
luteolina e rutina, identificados no estudo de Rodrigues (2013), podem justificar o efeito anti-
inflamatorio topico por inibi¢do das vias do TNF-a-NO e COX-2-PGE?2 e através do estresse
oxidativo induzido pelo 6leo de créton (MUZITANO et al., 2011; MAJAZ et al., 2011;
BALAMURUGAN; KARTHIKEYAN, 2012; GOKBULUT et al., 2013; LEE et al., 2013).
Rodrigues (2013) associou a atividade anti-inflamatéria de EEVP a presenca dos triterpenos,
0s quais podem inibir a enzima cicloxigenase 2 (COX-2), a producdo de NO e a modulagéo da
expressdo de moléculas de adesdo via inibicdo de NF-xB e, ainda por serem capazes de
reduzir a atividade da fosfodiesterase, um importante alvo intracelular na pesquisa de drogas
com capacidade anti-inflamatéria (WEE et al., 2005; ZHANG et al., 2009). Além disso,
devido as semelhancas estruturais com a dexametasona, a interacdo dos triterpenos
pentaciclicos com receptores de glicocorticoides tem apresentado agdes e efeitos parecidos em
varios modelos de inflamacéo (in vivo e in vitro) (RECIO et al., 1995).

A migracdo de leucdcitos envolve uma interacdo complexa com o endotélio através da
expressdao de moléculas de adesdo de superficie (selectinas, ICAM- moléculas de ades&o
intercelular e integrinas), sendo tambem facilitado pela acdo de agentes quimiotaticos como a
IL-8, C5a e LTB4 (RANG et al, 2007; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
ARNHOL, 2003). Uma vez no local inflamado, os neutréfilos liberam diversas substancias,

tais como ERO (espécies reativas de oxigénio), mediadores pro-inflamatorios e enzimas
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iproteoliticas, como a mieloperoxidase (MPQO), e os mondcitos liberam N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG) em uma fase mais tardia, contribuindo de maneira significativa na
manutencdo do processo inflamatério (BRADLEY et al., 1982).

A enzima mieloperoxidase (MPO) é encontrada principalmente em leucdcitos
polimorfonucleares, estando presente em grande quantidade nos granulos azurofilos dos
neutrofilos. E considerada como uma importante enzima pré-oxidante e microbicida, liberada
e ativada durante o processo de fagocitose dos neutrofilos, cuja atividade é essencial para uma
efetiva resposta imune inata, funcionando como mecanismo de defesa contra micro-
organismos patogénicos, além de apresentar participagdo em diversos processos fisiologicos e
deletérios. O produto primario da acdo da MPO, o &cido hipocloroso, gerado a partir de H,O,
e ions cloro, € considerado um oxidante altamente tdxico, levando a formacdo de produtos
secundarios com amplas a¢des bioldgicas em eventos como apoptose. Acredita-se que esse
sistema MPO-H,0,-Cl; seja a principal ferramenta utilizada pelos neutrofilos para destruir os
micro-organismos, além de estd envolvido na citotoxidade do dano tecidual gerado em locais
inflamados. Este dano tecidual pode aumentar caso a enzima MPO se internaliza nas células
endoteliais, havendo producdo de oxidantes intracelulares (ARATANI, et al.,, 1999;
GUILPAIN, et al., 2008, SILVA, 2009). Além disso, existem fortes evidéncias que alguns
produtos gerados a partir de reacOes catalisadas por MPO tenham papel na sinalizagéo celular.
Dentre estes produtos, chama atencdo o oxigénio singlete. Em fagdcitos, esta espécie reativa
de oxigénio (ERO) pode participar tanto do processo de morte de patdgenos, quanto da
sinalizacdo de eventos da inflamacdo (PEREIRA et al., 2000; CAMPA, 2009). Desse modo, a
MPO vem sendo freqlientemente associada a diversas situagfes patoldgicas, principalmente
naquelas que existe um processo inflamatério mediado por neutr6filos (BRADLEY et al.,
1982), podendo ser usada como um indice de infiltracdo de neutréfilos nos tecidos
(KRAWISZ; SHARON; STENSON, 1984).

A N-acetil-p-D-glucosaminidase (NAG) é uma enzima lisossomal produzida por
mondcitos ativados, principalmente os macrofagos, estando relacionada a fase inflamatéria
tardia, sendo sua atividade considerada um indicador da presenca de células mononucleares
no foco inflamatério (BAILEY, 1988; BARCELOS et al., 2004). Uma vez ativados, 0s
macrofagos sofrem degranulagdo, liberando inimeros mediadores inflamatorios, como as
aminas bioativas (histamina e serotonina), citocinas, quimiocinas, além de mediadores
lipidicos (LAWRENCE; GILROY, 2007). Esses mediadores promoverao o recrutamento e a
ativacdo de outras celulas inflamatorias, dando sustentacdo ao processo, o qual € reduzido a

partir da inibicdo da migracdo das células mononucleares, principalmente em um processo
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inflamatorio crénico (BAILEY, 1988). Portanto, ao inibir a migracéo dessas células, o extrato
pode contribuir para o alivio de sintomas desencadeados pelas células inflamatdrias e
mediadores, um mecanismo bastante importante na resolucdo de doencas inflamatdrias
cronicas.

A aplicacdo do creme cEEVP apresentou inibi¢do da atividade das enzimas MPO e
NAG no modelo de inflamacdo cuténea induzida pela aplicacdo topica de dleo de croéton,
promovendo resposta semelhante a dexametasona (controle positivo). Ao passo que a
aplicacdo da base lanette e acetona (controle negativo) ndo apresentaram reducdo da atividade
das enzimas, confirmando que a inibigdo apresentada pelos grupos tratados é devida ao
EEVP. Assim, pode-se afirmar que as formulaces em estudo possuem acéo inibitoria sobre a
migracdo de leucdcitos, observado adicionalmente na analise histoldgica, quando utilizada
topicamente, demonstrando que ha reducdo dos danos causados nos tecidos por enzimas
hidroliticas e espécies reativas (GARRIDO et al., 2004). A reducédo da atividade de MPO foi
verificada também no estudo de Barbastefano e colaboradores (2007), no qual avaliou-se a
atividade desta enzima apds aplicacdo de lupeol (triterpeno pentaciclico da familia dos
lupanos), substancia ativa de V. polyanthes, objeto de diversos estudos bioldgicos e pedidos
de patente, demonstrando assim uma importante atividade antidlcera.

O modelo de edema de orelha induzido por acido araquidénico (AA) tem sido
normalmente usado para explicar a acdo de substancias, extratos e produtos sobre a via
metabolica que envolve este acido no processo inflamatério. Apos aplicacdo sobre a pele, AA
sofre acdo das cicloxigenase (COX) e/ou lipoxigenase (LOX) dando origem aos metabolitos
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs) que sdo importantes mediadores inflamatérios. A
acdo desses mediadores, especialmente PGE2, LTC4 e LTD4, produzem uma resposta com
intenso eritema e edema, mas com menor migracdo de leucdcitos quando comparado ao 6leo
de croton (YOUNG; WAGNER; SPIRES, 1983; HUMES; OPAS; BONNEY, 1986;
CRUMMEY et al., 1987). O creme cEEVP mostrou-se efetivo na reducéo do edema induzido
por AA de forma dose-dependente. Este efeito foi semelhante a indometacina (controle
positivo), um anti-inflamatorio ndo-esteroidal (AINE), inibidor da COX, que impede a sintese
de PGs (RANG et al., 2007). Portanto, os resultados indicam que um dos mecanismos de agéo
do cEEVP envolve a inibi¢do da via do AA, por inibicao da formacdo de prostaglandinas e/ou
leucotrienos.

O modelo de inflamacdo cutinea aguda induzida por fenol produz edema em 2h e
mimetiza a dermatite de contato que ocorre em humanos (LIM; PARK; KIM, 2004). O fenol

induz a inflamagéo por diversos mecanismos, os quais, na maioria das vezes, sdo decorrentes
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da sua acdo sobre os queratindcitos, promovendo a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios,
tais como IL-1a, TNF-a ¢ IL-8, metabdlitos do AA e espécies reativas de oxigénio (ERO)
(WILMER et al., 1994; MURRAY et al., 2007). A liberacdo e a producdo dos mediadores
pré-inflamatorios podem ser atribuidas ainda a oxidacdo do fenol por acdo das peroxidases e
tirosinases, gerando radicais fenoxila (LIM; PARK; KIM, 2004; MURRAY et al., 2007).
Considerando os resultados descritos anteriormente, apés aplicacdo do creme cEEVP, ocorreu
uma reducdo do edema que foi semelhante a dexametasona (controle positivo). Um dos
mecanismos pode envolver a inibicdo de radicais livres no processo inflamatorio por
substancias presentes no extrato, tais como flavonoides e terpenos (TEMPONI et al., 2012;
RODRIGUES. 2013), que também justicam outras ac¢Ges anti-inflamatérias (GOKBULUT et
al., 2013).

Com base nos achados da atividade anti-inflamatoria topica, o creme contendo extrato
etandlico de V. polyanthes (CEEVP) demonstrou que sua a¢do envolve diferentes mecanismos,
pois foi efetivo nos modelos adotados na presente pesquisa. Portanto, a inibicdo esta
relacionada, no minimo, com a via do AA, a formacéo de radicais reativos ao oxigénio (ERO)
e a sintese de citocinas pro-inflamatérias (WILMER et al., 1994).

ApoGs ter sido comprovada sua acdo anti-inflamatéria e sendo uma das etapas da
cicatrizacdo a fase inflamatdria, é de se esperar uma acéo positiva do EEVP e cEEVP sobre o
processo de cicatrizacdo, o que pode corroborar com 0 uso popular de V. polyanthes. O
modelo utilizado foi baseado em Pachaly (2006) que consiste na inducdo de uma lesdo na
regido dorsal dos animais. Este modelo é pratico, de baixo custo, reprodutivo e confiavel
(MARTINS et al., 2006) e o local da lesdo é de dificil manipulagdo pelos animais, evitando
irritacdo por contato e autocanibalismo (KASHYAP; BEEZHOLD; WISEMAN, 1995). Para
isto, foi escolhido rato da linhagem Wistar devido a facilidade de manuseio, acomodacao,
resisténcia a agressdao cirurgica e a baixa mortalidade apresentada frente aos processos
infecciosos (SIMOES et al., 1985). Foi selecionado macho e adulto para evitar a interferéncia
das variagdes hormonais do ciclo estral de fémeas que poderiam interferir no mecanismo de
reparacao tecidual (HARRIS, STOPAK; WILD, 1981; GOLDENBERG).

Como ja descrito neste trabalho, apds ruptura do tecido epitelial e conjuntivo, o
processo de cicatrizagdo inicia com o0 crescimento de micro-organismo e surgimento da
resposta inflamatoria bem caracterizada. A inflamacdo promove um aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, ativacdo de plaquetas e migragdo de leucdcitos para
a regido lesionada, ocorrendo extravasamento de plasma e consequentemente formacdo do

exsudato inflamatério, o qual, juntamente com a fibrina e o codgulo, forma a crosta, que
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recobre a ferida (SIMOES et al., 1986). As primeiras células a migrarem para a regido lesada
sdo os neutrolilos, macréfagos e fibroblastos, as quais sdo produtoras de substancias
quimiotaticas, destacando o papel dos eicosanoides (leucotrienos, TX e PGs) e quimiocinas
(IL-1 e TNF-a) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

No presente estudo, ndo foram observados sinais de infecgdo nos grupos tratados com
EEVP e cEEVP, o que pode ser explicado pelas agdes anti-inflamatdria e antimicrobiana
demonstrada neste estudo e por Rodrigues (2013). Desta forma, a inibicdo do processo
infeccioso e do evento inflamatdrio propiciou uma reparacdo mais rapida do tecido lesado,
pois favoreceu o surgimento de uma crosta que isolou o tecido do meio ambiente (FALEIRO
et al., 2009).

A formacdo de crostas € considerada um sinal positivo no reparo do tecido, pois neste
momento ha deposicdo de tecido de granulacdo, que serd posteriormente, substituido por
tecido conjuntivo denso (GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2007), havendo maior
proliferacdo de fibroblastos e producdo de coladgeno. Este processo ocasiona diminui¢do da
ferida, através da contracdo (RIBEIRO et al., 2004), a qual é mediada por citocinas, em
particular pelo fator de crescimento transformador-p (TGF-p), além de promover a reducdo de
sinais e efeitos quimiotaticos do infiltrado inflamatério (JORGE; DANTAS, 2005). Ao passo
que a permanéncia de mediadores inflamatdérios no local da lesdo pode dificultar sua
cicatrizacdo. Os resultados mostraram que a crosta formou-se inicialmente nos grupos que
receberam tratamento (EEVP e cEEVP), assim como nos controles positivos (Dersani® e
dexametasona), em compara¢ao aos grupos controles negativos (salina e creme base lanette),
produzindo um fechamento da lesdo de forma mais rdpida. Dessa forma, EEVP e cEEVP
induziram a formacdo e maturacdo do tecido de granulacdo, além de promover uma maior
organizacdo das fibras no tecido.

Considerando o dia zero, embora ndo significativo, foi observado uma pequena
variacdo na medida do didametro das lesdes em todos os grupos que pode ser devido a
mobilidade da pele, a tensdo elastica da pele circunjacente pela retracdo centrifuga das bordas
e a perda de aderéncia da fascia profunda (TEO; NAYLOR, 1995; CROSS; THOMPSON;
ROBERTS, 1996). No entanto, essa variagdo ndo interferiu na avaliacdo da &rea da leséo,
visto que foi utilizado tambem o valor do grau de contracdo, o qual depende da diferenca
entre as areas iniciais e a area medida no dia da eutanasia, sendo feito individualmente. Isso
possibilitou uma comparagdo mais precisa, eliminando possiveis diferencas causadas por

feridas de diferentes tamanhos imediatamente apés a cirurgia.
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A érea da ferida diminuiu progressivamente e declinou em direcdo ao 12° ou 14° dia
se aproximando de zero com fechamento completo. EEVP, cEEVP, Dersani® e dexametasona
em ambas as fases do estudo (sete e 14 dias), em comparacdo aos grupos controle negativo
(administracdo de salina e creme base lanette), promoveram um aumento do grau de
contracdo, evidenciando uma acéo pontual no processo de cicatrizacdo. O Dersani®, uma
locdo a base de &cidos graxos essenciais, com vitaminas A e E, rica em acido linoleico, por
exemplo, auxilia na prevencdo da formacdo de escaras e contribui para o restabelecimento da
integridade da pele, além de revitalizar e manter o equilibrio hidrico, melhorando a
elasticidade da pele (MANDELBAUM, DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003b; FRANCO;
GONCALVES, 2008). A aplicacao do creme base lanette (utilizado como controle negativo)
ndo apresentou propriedades cicatrizantes, confirmando os achados de Batista e colaboradores
(2010) e Borges (2011) que utilizaram também como controle negativo esta base. Além disso,
0s grupos tratados (EEVP e cEEVP) produziram crostas mais delgadas e imidas, o que pode
estar relacionada com uma acéo direta do extrato sobre as lesdes.

No trabalho, o fato do creme (CEEVP) permanecer sobre as lesdes por mais tempo,
mantém o meio Umido, em comparacdo ao uso de EEVP em solucdo, pois esta se espalha
mais rapidamente e o solvente tende a evaporar no decorrer do tempo. Este resultado esta de
acordo com Silveira e Raiser (1995) que utilizaram prépolis no tratamento de feridas
contaminadas em cdes e a formulacdo semissdlida foi mais eficiente do que a tintura.
Conforme esperado, no 14° dia, o grau de contracdo foi maior que o verificado no sétimo dia.
No entanto, a diferenca no 14° dia entre grupos tratados com EEVP e cEEVP e 0 grupo
controle foi reduzida, provavelmente, devido ao processo natural da cicatrizacao.

A avaliagdo histologica dos fragmentos de pele retirados dos grupos mostrou
diferencas detectaveis na coloracdo pela Hematoxilina-Eosina. No sétimo e 14° dia a presenca
de mononucleares, fibroblastos e fibras colagenas tiveram efeitos positivos nos grupos
tratados. Também verificou-se diminuicdo progressiva dos neutréfilos e intensa proliferacdo
capilar na reparacdo tecidual e angiogénese, formando brotos endoteliais em continuidade
com vasos sanguineos, permitindo, deste modo, o fluxo sanguineo através dos corddes solidos
e sinuosos, formados a partir da proliferacdo celular (SANCHEZ-NETO et al., 1993). Essa
proliferacéo capilar pode ser atribuida a estimulacdo da hipdxia tecidual cronica.

A atividade cicatrizante do EEVP e cEEVP pode ser atribuida a um importante papel
modulador sobre o metabolismo dos fibroblastos e sintese de colageno, levando a formacéo
de angioblastos, que acarreta a formacdo de vasos sanguineos, o que pode ser visto pela

formagdo precoce de crostas. Nao obstante, nenhuma superproducdo de colageno foi
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evidenciada, o que levaria a formacdo de cicatriz hipertrofica, ou seja, essa ndo estimulacéo
de fibroblastos em longo prazo pode ser benéfica (RIBEIRO et al., 2004).

A proliferacdo de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares pode ser melhor
analisada nos testes que quantificam as enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), respectivamente, com consequente demonstracdo do seu percentual
de inibicdo. Foi verificada uma maior inibicdo destas enzimas pelos grupos tratados com
positivos (Dersani® e dexametasona) em comparagdo aos grupos controles negativos (salina e
creme base lanette). Esta inibicdo foi mais expressiva no estudo de 14 dias, devido a menor
presenca de leucocitos no tecido, se comparado ao estudo de sete dias. Além disso, 0s grupos
tratados com cEEVP foram mais eficientes do que os grupos de EEVP em inibir MPO e
NAG. Provavelmente, a medida da area e grau de contracdo e a maior permanéncia do creme
sobre a lesdo tenham contribuido para este efeito. A inibicdo da atividade da enzima NAG foi
mais evidente que a MPO, uma vez que 0s mononucleares aparecem no local lesionado a
partir de 24 horas apos o dano (KRAWISZ; SHARON; STENSON, 1984; BAILEY, 1988).

Com base nestes resultados, EEVP e cEEVP contribuiram para o reparo de lesbes
induzidas em ratos, evidenciando o efeito cicatrizante que pode estar associado as suas
atividades anti-inflamatéria e antibacteriana, bem como a presenca de substancias
flavonoidicas e terpénicas, entre outras, detectadas em V. polyanthes (TEMPONI et al., 2012;
RODRIGUES, 2013). Aléem disso, os dados confirmam o uso tradicional de V. polyanthes
como cicatrizante e os produtos obtidos (EEVP e cEEVP) podem ser uma alternativa

terapéutica para o tratamento de distdrbios da pele.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados descritos no presente estudo, foi possivel obter as
seguintes conclusoes:

Nas doses administradas de 100, 200 e 400 mg/kg, o extrato etanodlico de V.
polyanthes apresentou baixa toxicidade evidenciada por pardmetros bioquimicos,
hematoldgicos e histopatoldgicos. Além de revelar uma importante atividade hipolipidémica e
um possivel risco de toxicidade hepatica, que merece atencdo nas futuras investigacoes
clinicas;

O creme dermatoldgico desenvolvido a partir do extrato etan6lico de V. polyanthes nas
concentragdes 0,10, 0,25 e 0,50% demonstrou conformidades apropriadas no estudo de
estabilidade, que assegura sua qualidade, podendo ser um ponto de partida para novos estudos
terapéuticos;

O extrato etandlico e o creme dermatoldgico de V. polyanthes apresentaram atividades
anti-inflamatoria topica e cicatrizante e constitui um produto promissor a ser testado em
ensaios clinicos.

Desta forma, os resultados da pesquisa indicam que o extrato etandlico das folhas de
Vernonia polyanthes é fonte de substancias ativas com atividades hipolipidémicas, anti-
inflamatoria topica e cicatrizante que justificam o uso tradicional do assa-peixe e evidenciam
gue a espécie possui potencialidades terapéuticas com geracao de produtos inovadores para a

salde humana e animal.
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