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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar as caracteristicas fitoquimicas e a toxicidade
oral aguda dos extratos hidroalcoolicos de Plectranthus neochilus, Schlechter (boldo-
gambd) e Cnidoscolus quercifolius, Pohl (favela) em camundongos Swiss, e a
toxicidade dérmica e reparacgdo tecidual de uma formulacdo em gel da associacéo destas
espécies vegetais em ratos Wistar com feridas experimentais. Para as andlises
fitoquimicas utilizou-se um espectrofotdmetro de massas XEVO G2-S QTOF (Waters,
Manchester, UK) acoplado a um cromatdgrafo de fase liquida Acquity UPLC e fonte de
ionizacdo para eletrospray ESI (Waters Corp., Milford, MA, USA). Para a analise
toxicoldgica oral aguda foi utilizada a metodologia descrita no Guia 423 das diretrizes
da OECD, onde foram utilizados nove camundongos Swiss, fémeas, com trés grupos
(n=3/grupo): Grupo 1 - animais tratados com o extrato hidroalco de Plectranthus
neochilus e Cnidoscolus quercifolius; Grupo 2 — tratados com o extrato de Cnidoscolus
quercifolius e Grupo 3 - tratados com o extrato de Plectranthus neochilus. Todos em
dose Unica (2000mg/kg), administradas por gavagem. Para a reparagdo tecidual e
toxicidade dérmica utilizou-se 35 ratos Wistar, machos. Em todos os animais foi
induzida uma ferida cirdrgica do tipo excisional na regido dorso-cervical, 0s quais
foram distribuidos em cinco grupos (n=7/grupo) e tratadas de acordo com o respectivo
grupo: Grupo 1 - controle positivo, animais tratados com o gel fitoterapico comercial;
Grupo 2 - controle negativo, tratados com o gel de carbopol 1%; Grupo 3 - Formulagéo
Gel Boldo-gamba mais Favela (FGBF) 2,5%; Grupo 4 - FGBF 5%; Grupo 5 - FGBF
10%. . Todos receberam 1,0ml do produto, via topica, diariamente, durante 14 dias.
Observou-se que 0s animais ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade oral apds
exposicao aos extratos testados. Contudo, o grupo tratado com o extrato hidroalcodlico
de P. neochilus na dose estudada, apresentou aumento estatisticamente significativo
quanto ao peso do figado comparado ao grupo tratado com C. quercifolius ou com 0s
dois extratos associados. Na andlise macroscépica verificou-se a presenca de
inflamacdo, granulacdo e epitelizacdo nas feridas de todos 0s grupos de ratos tratados
topicamente. No primeiro dia de tratamento nos grupos FGBF 5% ou 10% verificou-se
aumento significativo (52,53% e 53,51%) das médias e erro padrdo da média da area
cirirgica. Do segundo até o sexto dia de tratamento no grupo FGBF 2,5% houve
aumento significativo de 30,24%, 54,82%, 55,62%, 65,60%, 63,77%. Do quarto até o
sexto dia houve aumento de 71,07%, 59,65% e 94.49% nos tratados com FGBF 5%. Os
animais tratados com FGBF 10% apresentou um aumento significativo (54,32%,
94,91% e 116,70%) do quarto ao sexto dia. No oitavo dia de tratamento no grupo 2,5%
houve aumento significativo de 115,30%. Todas as alteracdes verificadas anteriormente
foram comparadas com o grupo controle positivo. Os grupos tratados com FGBF 2,5%,
5% ou 10% apresentaram no 14° dia o processo de reepitelizacdo em 85,72%, 85,72% e
57,15% respectivamente, enquanto 0s grupos controle positivo e negativo em 100%. O
peso corporal dos ratos tratados topicamente com FGBF 10% teve reducdo significativa
quando comparados aos outros grupos tratados, nos tempos zero, sete, dez e treze dias
de tratamento. A quantificacdo do coldgeno teve reducdo estatisticamente significativa
nos grupos de FGBF 5% e 10%, quando comparado ao tratado com o fitoterapico
comercial. No hemograma houve aumento significativo na contagem de plaquetas nos
grupos FGBF 2,5% (13,22%) e FGBF 10% (22,94%). Na analise bioguimica observou-
se uma redugéo estatisticamente significativa nos niveis de colesterol nos grupos FGBF
2,5% (40,02%), 5% (38,59%) e 10% (34,06%); A fosfatase alcalina teve aumento
significativo nos grupos FGBF 2,5% (46,24%) e 5% (31,80%); Na ALT e AST houve
aumento significativo no grupo FGBF 5% (95,39% e 38,55%). Todos foram
comparados com o grupo tratado com o veiculo da formulacdo. A anélise



histomorfoldgica do figado dos ratos apresentou no grupo 5% leve infiltrado
inflamatdrio subcapsular, hepatdécitos com morfologia normal, inclusdes lipidicas,
nacleos e nucléolos evidentes. Conclui-se que 0s extratos hidroalcodlicos de P.
neochilus e C. quercifolius quando administrados associados e/ou isolados em dose
Unica (2000mg/kg), por gavagem, em camundongos Swiss ndo causou morte em
nenhum animal, classificando como “classe toxicoldgica V”, como de baixa toxicidade.
As trés formulagdes (FGBF 2,5%, 5% ou 10%) quando comparadas ao controle
positivo, ndo resultou em melhora significativa na reducdo do tempo para o processo de
cicatrizagao das feridas cutaneas de ratos. Contudo, entre as trés formulacdes, a de 2,5%
foi aquela que apresentou aumento na proliferacédo de fibroblastos e colageniza¢do mais
intensa no 14° dia de tratamento.

Palavras-chave: Fitoterapia, toxicologia, fitoquimica, dermatologia, cicatrizacéo, ratos

ABSTRAT

The objective of this work was to investigate the phytochemical characteristics and
acute oral toxicity of the hydroalcoholic extracts of Plectranthus neochilus, Schlechter
(boldo-opossum) and Cnidoscolus quercifolius, Pohl (favela) in Swiss mice, and the
dermal toxicity and tissue repair of a formulation in Gel of the association of these plant
species in Wistar rats with experimental wounds. For the phytochemical analyzes, a
XEVO G2-S QTOF (Waters, Manchester, UK) mass spectrometer coupled to an
Acquity UPLC liquid phase chromatograph and ESI electrospray ionization source
(Waters Corp., Milford, MA, USA) . For acute oral toxicological analysis, the
methodology described in Guide 423 of the OECD guidelines was used, in which nine
female Swiss mice were used with three groups (n = 3 / group): Group 1 - animals
treated with Plectranthus hydroalcohol extract Neochilus and Cnidoscolus quercifolius;
Group 2 - treated with the extract of Cnidoscolus quercifolius and Group 3 - treated
with the extract of Plectranthus neochilus. All in single dose (2000mg / Kg),
administered by gavage. For tissue repair and dermal toxicity 35 male Wistar rats were
used. In all animals, a surgical wound of the excisional type was induced in the dorso-
cervical region, which were distributed in five groups (n = 7 / group) and treated
according to the respective group: Group 1 - positive control, animals treated with The
commercial herbal gel; Group 2 - negative control, treated with carbopol gel 1%; Group
3 - Formulation Gel Boldo-opossum plus Favela (FGBF) 2.5%; Group 4 - FGBF 5%);
Group 5 - FGBF 10%. . All received 1.0 ml of the product, topically, daily, for 14 days.
It was observed that the animals showed no clinical signs of oral toxicity after exposure
to the tested extracts. However, the group treated with the hydroalcoholic extract of P.
neochilus at the dose studied presented a statistically significant increase in liver weight
compared to the group treated with C. quercifolius or the two extracts associated.
Macroscopic analysis revealed the presence of inflammation, granulation and
epithelization in the wounds of all groups of rats treated topically. On the first day of
treatment in the 5% or 10% FGBF groups there was a significant increase (52.53% and
53.51%) of the means and standard error of the mean of the surgical area. From the
second to the sixth day of treatment in the 2.5% FGBF group there was a significant
increase of 30.24%, 54.82%, 55.62%, 65.60%, 63.77%. From the fourth to the sixth day
there was an increase of 71.07%, 59.65% and 94.49% in those treated with FGBF 5%.
Animals treated with 10% FGBF showed a significant increase (54.32%, 94.91% and
116.70%) from the fourth to the sixth day. On the eighth day of treatment in the 2.5%
group there was a significant increase of 115.30%. All the previously verified changes
were compared with the positive control group. The groups treated with 2.5%, 5% or
10% FGBF presented on the 14th day the re-epithelialization process in 85.72%,



85.72% and 57.15% respectively, whereas the positive and negative control groups in
100% . The body weight of the mice treated topically with 10% FGBF had a significant
reduction when compared to the other treated groups at times zero, seven, ten and
thirteen days of treatment. The collagen quantification had a statistically significant
reduction in the 5% and 10% FGBF groups when compared to the commercial herbal
treatment. On the blood count, there was a significant increase in the platelet count in
the FGBF groups, 2.5% (13.22%) and 10% FGBF (22.94%). In the biochemical
analysis a statistically significant reduction in cholesterol levels was observed in the
FGBF groups, 2.5% (40.02%), 5% (38.59%) and 10% (34.06%); Alkaline phosphatase
had a significant increase in the FGBF groups of 2.5% (46.24%) and 5% (31.80%); In
ALT and AST there was a significant increase in the 5% FGBF group (95.39% and
38.55%). All were compared to the vehicle treated group of the formulation. The
histomorphological analysis of the liver of the rats presented in the 5% group mild
subcapsular inflammatory infiltrate, hepatocytes with normal morphology, lipid
inclusions, nuclei and evident nucleoli. It is concluded that the hydroalcoholic extracts
of P. neochilus and C. quercifolius when administered in association with and / or
isolated in a single dose (2000mg / kg) by gavage in Swiss mice did not cause death in
any animal, classifying them as "toxicological class V "As low toxicity. The three
formulations (FGBF 2.5%, 5% or 10%) when compared to the positive control, did not
result in a significant improvement in the reduction of the time to the healing process of
the cutaneous wounds of rats. However, among the three formulations, that of 2.5% was
the one that presented increased fibroblast proliferation and more intense
collagenization on the 14th day of treatment.

Keywords: Phytotherapy, toxicology, phytochemistry, dermatology, healing, rats
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4 ARTIGO 1 - Avaliacdo da seguranca e caracteristicas fitoquimicas do
extrato de Plectranthus neochilus, Schlechter (boldo-gamba) e
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1 INTRODUCAO

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter, conhecida como boldo-gamba, pertence ao
género Plectranthus, familia Lamiaceae (sub-familia Nepetoideae), contendo cerca de 350 espécies
de ervas e arbustos perenes nativas de regides tropicais da Africa, Asia e Australia (CODD, 1985).
Vérias espécies do género Plectranthus sdo cultivadas como tubérculos comestiveis, condimentos,
fragrancias para xampus, plantas ornamentais ou como fontes de 6leos essenciais (ASCENSAO et
al., 1999), preparacbes farmacéuticas, perfumaria e cosméticos (ASCENSAO et al., 1998),
componentes de preparacdes cosméticas patenteadas como anti-sinais (OKAMOTO et al., 2005), e
produtos para a estimulacao do crescimento capilar (KANEDA et al., 2005). As diversas utilizacbes
na medicina tradicional incluem tratamentos de dores de cabeca, feridas, queimaduras, dermatite,
alergias, picadas de inseto e de escorpido e como agente anti-séptico (ASCENSAO et al., 1998,
1999).

Estudos quimicos das espécies do género Plectranthus sdo descritos desde a década de 60.
Até o momento, foram identificados mais de 200 compostos isolados das espécies do género, sendo
os diterpendides os principais metabolitos secundarios presentes. O estudo fitoquimico do extrato
hexanico das folhas e caules de P. neochilus forneceu dois triterpenos, a friedelina e a-amirina
esterificada na posicdo C-3. A investigacdo quimica foi realizada ainda com o extrato em acetato de
etila das folhas e caules da planta, conduziu ao isolamento da flavona metoxilada nas posicGes C-6
e C-7, conhecida como cirsimaritina, isolada previamente em P. ecklonii e P. Fruticosus (VIANA,
2002).

A Cnidoscolus quercifolius Pohl é popularmente conhecida como favela ou faveleira,
pertencente ao género Plectranthus, familia Euphorbiaceae, esta presente nos estados do Piauli,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e dentre outros (DUQUE, 2004). O
género Cnidoscolus compreende cerca de 50-75 espécies, distribuidas excepcionalmente na
América tropical e concentradas, principalmente, no México e Nordeste do Brasil (WEBSTER,
1994). Essas espécies possuem diversas propriedades medicinais, dentre elas, atividade antitumoral,
anti-inflamatoria para o sistema genito-urinario, antisséptica e no tratamento de infec¢cfes renais,
dermatoldgicas e lesbes oftalmologicas, contusbes, fraturas, feridas, verrugas, disenteria,
hemorragia, apendicite e reumatismo (AGRA et al., 2008). Na medicina popular do Nordeste, a
decocgédo, a infusdo e maceracdo das cascas e entrecascas do caule sdo empregadas contra
inflamacGes ovarianas e inflamagdes gerais (LORENZI e MATOS, 2002).

Gomes (2014) relatou que na andlise fitoquimica da Cnidoscolus quercifolius indicou reagéo
positiva para presenca de cumarinas, flavonoides, monoterpenos/diterpenos e naftoquinonas no

extrato etanolico da casca, enquanto, o extrato etanolico das folhas demonstrou reacao positiva para
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cumarinas, derivados antracénicos, flavonoides, lignanas e triterpenos/esterdides. N&o foram
detectados no extrato da casca 0s Seguintes constituintes: alcaloides, antocianinas, derivados
antracanicos, lignanas, saponinas e triterpenos/esteroides. O extrato da folha evidenciou reacéo
negativa para alcaloides, antocianinas, monoterpenos/diterpenos, naftoquinonas e saponinas.

A toxicidade oral aguda é um método utilizado para avaliar a toxicidade produzida por uma
substancia teste quando administrada durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido da
observacdo dos animais por 14 dias ap6s essa administracido (OECD 423, 2001). E importante o
estudo fitoquimico e a toxidade da planta para o conhecimento dos componentes quimicos, como
principios ativos, podendo contribuir na aplicagdo de produtos farmacéuticos e indicar os efeitos
nocivos No organismo, por ingestdo, ou absorcdo cutanea. As plantas medicinais e outros produtos
naturais sdo recursos terapéuticos amplamente utilizados no auxilio da cicatrizacdo de feridas
cutaneas (EURIDES et al.,1998).

A pele é a primeira barreira de protecdo do organismo contra agentes externos, e sujeita a
constantes agresses e sua capacidade de reparacdo tecidual é de grande importancia para a
sobrevivéncia (NOGUEIRA, 2005). Plantas medicinais como Calendula officinalis,
Stryphnodendron barbatiman, Aloe vera, Matricaria chamomilla,entre outras sdo utilizadas no
tratamento de feridas. A associagdo da Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius em um
preparado semissélido tem sido usado como cicatrizante em lesdes de pele em animais, porém sem
0 embasamento cientifico necessario para que seja estabelecida a seguranca e eficécia terapéutica.

Diante da importancia da Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius, como possiveis
fitoterapicos para a medicina popular, objetivou-se obter extratos hidroalcodlicos e analisar as
caracteristicas fitoquimicas e toxicoldgica oral aguda destas plantas em camundongos, investigar o
efeito de uma Formulacdo em Gel da associacdo do Boldo-gamba e Favela (FGBF), no processo de

reparacdo tecidual e toxicidade dérmica de feridas experimentais em ratos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Princ%C3%ADpio_ativo
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade aguda e o efeito cicatrizante de um Gel a base de Plectranthus
neochilus, Schlechter (Boldo-gamba) e Cnidoscolus quercifolius, Pohl (Favela) em feridas cutaneas
de roedores.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar as caracteristicas fitoquimicas do extrato hidralcodlico de Plectranthus

neochilus e Cnidoscolus quercifolius;

e Auvaliar a toxicidade oral aguda e determinar a DLso de uma Formulacdo em Gel da

associacao do Boldo-gambé e Favela (FGBF) em camundongos Swiss;

e Avaliar a toxicidade dérmica de uma FGBF em ferida cutaneas de ratos Wistar;

e Avaliar a atividade de uma FGBF na reparacéo tecidual em ferida cutanea de ratos
Wistar.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

Nas referéncias historicas sobre plantas medicinais, podemos verificar que existem relatos
de seu uso em praticamente todas as antigas civilizagdes. A primeira referéncia escrita sobre 0 uso
de plantas como remédios é encontrada na obra chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia™), de
Shen Nung, que remonta a 2800 a.C (ELDIN e DUNFORD, 2001).

No Egito, antigos papiros mostram que, a partir de 2000 a.C., grande nimero de médicos
utilizava as plantas como remédio e considerava a doenca como resultado de causas naturais e ndo
como consequéncia dos poderes de espiritos maléficos. No Papiro Ebers, que data de cerca de 1500
a.C., foram mencionadas cerca de 700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas, metais como
chumbo e cobre, e venenos de animais de varias procedéncias. Neste mesmo papiro, mencionam-se
ainda férmulas especificas para doencas conhecidas e, dentre as espécies que aparecem na lista,
estdo incluidas algumas utilizadas por fitoterapeutas até hoje (ELDIN e DUNFORD, 2001).

Outros relatos demonstram também que, desde 2300 a.C., 0s egipcios, assirios e hebreus
cultivavam diversas ervas e traziam de suas expedic¢Oes tantas outras, e com estas plantas criavam
classes de medicamentos. Esses autores referem, ademais, que, na antiga Grécia, as plantas e o seu
valor terapéutico ou téxico eram muito conhecidos e que Hipocrates (460-377 a.C.), denominado o
“Pai da Medicina”, reuniu em sua obra Corpus Hipocratium a sintese dos conhecimentos médicos
de seu tempo, indicando para cada enfermidade o remédio vegetal e o tratamento adequado
(MARTINS et al., 2000).

Na Biblia, tanto no Antigo como no Novo Testamento, ha muitas referéncias a plantas
curativas ou seus derivados, como, por exemplo, o aloés (Aloe vera), o benjoim (Styrax benzoin), a
mirra (Commiphora myrrha), entre outros. Na Idade Média, os eventos historicos que surgiram na
Europa, como a ascensdo e queda do Império Romano e o fortalecimento da Igreja Catdlica,
exerceram enorme influéncia sobre todo o conhecimento existente na época. Por consequéncia desta
influéncia, a medicina, o estudo e as informacbes sobre as plantas medicinais se mantiveram
estagnados por um longo periodo. No Brasil, a historia da utilizagdo de plantas, no tratamento de
doencas, apresenta influéncias da cultura africana, indigena e europeia (MARTINS et al., 2000).

A crenca popular de que a utilizacdo de plantas para tratar doencas obtinha resultados
satisfatorios, aos poucos foi sendo substituida pelo uso dos remédios industrializados, que atraiam
as pessoas com a promessa de cura rapida e total. Atualmente este panorama comeca a Ser
modificado. Apesar das drogas sintéticas ainda representem a maioria dos medicamentos utilizados
pela populacdo, os fitoterapicos também tém conseguido espaco cada vez maior na farmacia

caseira. Nos paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil, assim como em paises desenvolvidos, a
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partir da segunda metade dos anos 70 e década de 80, tese verificado o crescimento das “medicinas
alternativas” e, entre elas, a fitoterapia (GRAMS, 1999; ALVES e SILVA, 2002).

Esse aumento do consumo de fitoterapicos pode ser associado ao fato de que as populacdes
estdo questionando os perigos do uso abusivo e irracional de produtos farmacéuticos e procuram
substitui-los por produtos naturais. A comprovacdo da acdo terapéutica também favorece essa
dindmica. Além disso, registra-se a insatisfacdo da populacdo perante o sistema de saude oficial e
também a necessidade de poder controlar seu proprio corpo e recuperar sua saude, assumindo as
praticas de salde para si ou para sua familia (LEITE, 2000).

A fitoterapia evoluiu e sofisticou-se: portanto o conhecimento sobre o poder curativo das
plantas ndo pode mais ser considerado apenas como tradi¢do passada de pais para filhos, mas como
ciéncia que vem sendo estudada, aperfeicoada e aplicada por diversas culturas, ao longo dos

tempos.

3.2 Uso de plantas medicinais como cicatrizantes

Um dos avangos, além da Politica Nacional de Plantas Medicinais (Brasil, 2006a) e a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (Brasil, 2006b), trata-se da RDC n° 10,
de 2010, que traz uma lista com 66 plantas medicinais que podem ser utilizadas e distribuidas pelos
servigos de saude, elucidando aspectos como dose, preparacao e contraindicacfes. Dentre as plantas
citadas, oito delas sdo indicadas para cicatrizacdo de feridas, com comprovadas acbes, sendo que
algumas ja foram citadas anteriormente no presente estudo (Brasil, 2010a).

Dentre as principais, destacam-se a Anacardium occidentale L., Caesalpinia ferrea Mart.,
Casearia sylvestris Sw., Schinus terebinthifolia Raddi, Stryphnodendrom adstrigens (Mart.) Coville,
Calendula officinalis L., Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek e Polygonum punctatum Elliott
(Brasil, 2010a). Além disso, a planta Schinus terebinthifolius Raddi., com acfes cicatrizantes, ja é
distribuida pelo sistema de salde brasileiro na forma de medicamento fitoterapico, integrando a lista
da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (Brasil, 2010b).

Dentre os fitoterapicos destacam-se, também, as solugdes hidro-alcodlica de Calendula
officinalis (caléndula) e de Symphytum officinale (confrey), produtos utilizados na homeopatia e na
alopatia (ROSLINDO et al., 1999). A Calendula officinalis foi amplamente empregada na medicina
popular européia, sendo atualmente aprovada pela comisséo cientifica alema como anti-séptica e
cicatrizante (BROWN e DATTNER, 1998; BEDI e SHENEFELT, 2002). Possui na sua
composicdo uma fracdo lipofilica, os triterpenoides, responsaveis pela acdo antiinflamatoria
(AKIHISA et al., 1996), carotendides, flavondides, carboidratos, acidos graxos epolissacarideos,
que lhe conferem acdo epitelizante e imunoestimulante (CARRICONDE, 1995a; BROWN e
DATTNER, 1998). A inflorescéncia é a parte da planta empregada na terapéutica (TESKE e
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TRENTINI, 1995). Com relagdo ao confrey, possui na sua composicdo alcaldides pirrolizidinicos,
alantoina, tanino (ROSLINDO et al., 1999) e saponinas triterpendides (MOHAMMAD et al., 1995).
Possui efeito cicatrizante, antiinflamatorio, antirreumatico e antiulcerogénico (CARRICONDE,
1997).

Considera-se também o uso popular do barbatim&o, produto fitoterdpico extraido a quente
em solucdo aquosa do Stryphnodendron barbatiman, espécie incluida na Farmacopéia dos Estados
Unidos do Brasil. Contém no minimo 20% de tanino, principio ativo que confere a casca agédo
adstringente, explicando seu uso como cicatrizante (PANIZZA et al, 1988). Os taninos precipitam
as proteinas dos tecidos lesados, formando um revestimento protetor que favorece a sua reparacao
(NETO et al., 1996), diminuindo a permeabilidade e exsudacdo da ferida (BROWN e DATTNER,
1998; BEDI e SHENEFELT, 2002).

Com base no exposto, as plantas medicinais tornam-se alternativas de grande relevancia para
0 processo de cicatrizacdo de feridas, que comecam a fazer parte da atencdo a saude brasileira,
considerando que seu uso seja validado por estudos que afirmem seu potencial cicatrizante, o que
sugere novos estudos de comprovacédo clinica, custos e beneficios, e a constante atualiza¢éo acerca

das publicagdes realizadas.

3.3 Plectranthus neochilus Schlechter (boldo-gamba)

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter, conhecida como boldo-gamba, pertence ao
género Plectranthus, familia Lamiaceae (sub-familia Nepetoideae), contendo aproximadamente 350
espécies de ervas e arbustos perenes nativas de regides tropicais da Africa, Asia e Australia
(CODD, 1985). Sdo cultivadas como tubérculos comestiveis, condimentos, fragrancias para
xampus, plantas ornamentais ou como fontes de 6leos essenciais (ASCENSAO et al., 1999), que
sdo utilizados amplamente em preparacdes farmacéuticas, em perfumaria e cosméticos
(ASCENSAO et al., 1998). Alguns extratos sdo utilizados também como componentes de
preparacdes cosméticas patenteadas como anti-sinais (OKAMOTO et al., 2005), e produtos para a
estimulacdo do crescimento capilar (KANEDA et al., 2005).

As diversas utilizagbes das especies do género Plectranthus, na medicina tradicional
incluem tratamentos de dores de cabeca, feridas, queimaduras, dermatite, alergias, picadas de inseto
e de escorpido e como agente anti-séptico (ASCENSAO et al., 1998, 1999).

Estudos quimicos das espécies do género Plectranthus, dentre elas o Plectranthus neochilus
(Figuras 1 e 2) sdo descritos desde a década de 60. Até o momento, foram identificados mais de
200 compostos isolados das espécies do género, sendo os diterpenodides os principais metabdlitos
secundarios presentes. Os diterpenos formam uma classe de metabolitos secundarios que

apresentam uma grande variedade estrutural. Estas substancias sdo encontradas em angiospermas,
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principalmente nas familias Asteraceae e Lamiaceae, sendo esta Ultima a que se encontra o0 género
Plectranthus (WALDIA et al., 2011).

Figura 1. Folhas e flores de Boldo-gamba Figura 2. Boldo-gamba (Plectranthus  neochilus)
(Plectranthus neochilus) (FONTE: terranostra- (FONTE: terranostra-terranostra.blogspot.com.br)
terranostra.blogspot.com.br)

Diterpendides sdo compostos predominantes no género Plectranthus, com aproximadamente
170 identificados nas espécies do género. A maioria dos compostos identificados é do tipo
abietandides altamente modificados. Vale ressaltar que varios dos abietandides isolados do género
Plectranthus sdo substancias de interesse farmacoldgico (GASPAR-MARQUES et al., 2005).

Os diterpendides labdanos sdo também uma importante classe de substancias bioativas
presentes no género Plectranthus, descritos em algumas espécies como P. barbatus, P. fruticosus e
P. ornatus (LUKHOBA et al., 2006). Para a espécie P. barbatus, sdo descritos 68 diterpendides.
Destes, 25 sdo pertencentes a classe dos abietanos e 43 a dos labdanos (ALASBAHI et al., 2010),
sendo a China e a India os paises responsaveis pelo isolamento da maioria destes compostos
(CHANG et al., 1984; YOUSIF et al., 2000).

Outros diterpenos isolados no género Plectranthus incluem filocladanos tetraciclicos (ou 13-
B-cauranos) e derivados cauranicos, como a camebacaurina. Diterpendides cauranicos foram
identificados em um grande ndmero de plantas medicinais e sdo utilizados no tratamento de
inflamacdes e cancer (LEE et al., 2002).

O estudo realizado por Waldia et al. (2011) mostram o isolamento de triterpenos tipo
esqualeno (aciclicos), ambreina (triciclicos), lanosterol (tetraciclico) e amirinas (pentaciclicos),
flavonas e acidos graxos em diferentes espécies do género Plectranthus. Foram encontrados
triterpenos em Plectranthus caninus, P. rugosus e P. straitus. As flavonas 3,7-dimetilquercetina e
3,7-dimetilcanferol foram encontradas em partes aéreas de P. caninus.

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas e caules de Plectranthus neochilus,
forneceu dois triterpenos, a friedelina e a-amirina esterificada na posicdo C-3. Deste extrato foi

obtida também a mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol. A investigacdo quimica foi
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realizada ainda com o extrato em acetato de etila das folhas e caules da planta, conduziu ao
isolamento da flavona metoxilada nas posi¢cdes C-6 e C-7, conhecida como cirsimaritina, isolada
previamente em Plectranthus ecklonii e P. fruticosus, e a obtencdo de quantidades adicionais da
mistura dos esterdides sitosterol e estigmasterol. Os flavondides tém ocorréncia restrita no género
Plectranthus, sendo descrito o isolamento principalmente de flavonas, flavondis e flavanonas e os
diterpenos sdo os metabolitos secundarios de maior ocorréncia nas espécies (VIANA, 2002).

A familia Lamiaceae compreende espécies citadas como potenciais fontes de compostos
antifungicos, antibacterianos e inseticidas (RASIKARI et al., 2005; MATU et al., 2003). Entretanto,
poucos estudos descrevem o fracionamento monitorado por atividades biologicas para o isolamento
de compostos associados a usos especificos etnobotanicos das espécies de Plectranthus
(LUKHOBA et al., 2006).

Os extratos metandlicos das folhas, caules e das flores de Plectranthus neochilus mostraram
moderado poder de retirada de radical DPPH em ensaio de avaliagdo da atividade antioxidante,
sendo o extrato metandlico das folhas e caules, o que mostrou o maior poder de retirada de radical,

confirmado pelo contetido de fendlicos totais dos extratos (VIANA, 2002).

3.4 Cnidoscolus quercifolius Pohl (Favela)

Pertencente a familia Euphorbiaceae, a espécie Cnidoscolus quercifolius Pohl, (Figura 3 e 4)
estd presente nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e
dentre outros (DUQUE, 2004). A espécie é conhecida popularmente como favela ou faveleira,
sendo uma arvore de porte pequeno e muito conhecida por possuir tricomas urticantes distribuidos
por toda a planta (MAIA-SILVA et al., 2012). Na medicina popular do Nordeste, a decoccao, a
infusdo e maceracdo das cascas e entrecascas do caule sdo empregadas contra inflamacdes
ovarianas e inflamages gerais (LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 3. Folhas e flores da faveleira (Cnidoscolus ~ Figura 4. Faveleira (Cnidoscolus quercifolius)
quercifolius) (FONTE: www.ebah.com.br) (FONTE: www.ebah.com.br)
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Essas espécies possuem diversas propriedades medicinais, dentre elas, atividade antitumoral,
anti-inflamatoria para o sistema genito-urinario, antisséptica e no tratamento de infeccdes renais,
dermatoldgicas e lesbes oftalmologicas, contusbes, fraturas, feridas, verrugas, disenteria,
hemorragia, apendicite e reumatismo (AGRA et al., 2008). Outro fato relevante, é que vérias
espécies do género Cnidoscolus possuem atividade antioxidante, dentre elas, as raizes de C. infestus
e as folhas de C. pubescens (SOBRINHO et al., 2011).

E caracteristica desta familia, a ocorréncia de varios metabdlitos secundarios. Uma classe de
metabdlitos secundarios presentes na familia sdo os diterpernos, 0s mesmos sdo considerados o
grupo de substancias mais caracteristico e complexo da familia (SALATINO et al., 2007).

Gomes (2014) na andlise fitoquimica da Cnidoscolus quercifolius indicou reacdo positiva
para presenca de cumarinas, flavonoides, monoterpenos/diterpenos e naftoquinonas no extrato
hidroalcoodlico da casca, enquanto, o extrato hidroalcodlico das folhas demonstrou reacéo positiva
para cumarinas, derivados antracénicos, flavonoides, lignanas e triterpenos/esteroides. N&o foram
detectados no extrato hidroalcodlico da casca os seguintes constituintes: alcaloides, antocianinas,
derivados antracanicos, lignanas, saponinas e triterpenos/esteroides. O extrato hidroalcoolico das
folhas evidenciou reacdo negativa para alcaloides, antocianinas, monoterpenos/diterpenos,
naftoquinonas e saponinas.

Estudos fitoquimicos dos extratos de Cnidoscolus quercifolius possibilitou a analise
qualitativa dos seus metabdlitos secundario, podendo evidenciar nos extratos hexanicos das folhas e
galhos a presenca de flavonoides do tipo flavonas, flavondis e xantonas, bem como, triterpendides
pentaciclicos livres em suas raizes. Observou-se novamente a presenca de flavonas, flavonois e
xantonas em suas folhas, agora no extrato etandlico. Além disso, foi possivel a determinacdo de
saponinas nos extratos etandlicos das raizes e catequinas e flavanonas nos galhos da C. quercifolius.
J& nos extratos hidrélicos, as folhas apresentaram testes positivos para andlises de fendis,
flavonoides e xantonas e os galhos para fendis, flavonoides e xantonas e saponinas (MORAIIS et al.,
2016).

Através do estudo quantitativo de alcaldides totais do extrato da Cnidoscolus quercifolius
pode-se observar que os extratos hidroalcoolicos das folhas apresentaram a menor porcentagem de
alcaldides, apenas com 0,27 % no total. Obtiveram destaque os galhos e as raizes da C.quercifolius
com 0,45 % e 0,62 %, respectivamente. O resultado mostra que partes, como os galhos e as raizes
sdo boas fontes de alcaloides, compostos com inumeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas
amplamente descritas na literatura. Vale ressaltar que a sua raiz apresentou teor de alcaldides
superior aos descritos por Lucio et al. (2002) em seu estudo utilizando Pilocarpus pennatifolius
(com méximo de 0,53 %), reconhecida pela presenca de diversos alcaloides, dentre eles a

pilocarpina, utilizada no tratamento de glaucoma (MORAIS et al., 2016).
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A andlise do teor de taninos em Cnidoscolus quercifolius demonstrou uma alta concentracdo
em suas raizes, com 72,0 ppm, seguido dos galhos, 59,0 ppm, e das folhas, 22,0 ppm. Na literatura
os testes para a quantificacdo de taninos sdo realizados, muitas vezes, a partir de extratos do caule
das plantas visto que, estes, principalmente os taninos condensados, sdo associados pela alta
concentragdo. No caso de C. quercifolius pode-se observar que a maior concentracdo de taninos se
encontra nas raizes. Esse fato pode servir de questionamento para que sejam feitas pesquisas sobre a
quantificacdo de taninos presentes em outras espécies vegetais, podendo assim permitir a descoberta
de novas fontes desse grupo de substancias (MORAIS et al., 2016).

Os extratos hidroalcodlicos das cascas e folhas da espécie Cnidoscolus quercifolius
apresentaram atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria relevantes nas doses testadas (100, 200
e 400mg/kg, intraperitoneal) e demonstraram efeito antinociceptivo envolvendo mecanismos
centrais e periféricos, que podem estd relacionado aos receptores opioides, além de possuirem
atividade anti-inflamatdria, comprovadas pela diminuicdo da migrac&o leucocitéria e provavelmente
envolve a inibicdo da sintese de mediadores pro-inflamatérios. Os extratos hidroalcodlicos sdo de
baixa toxicidade, nas doses de 2,0 e 50 g/kg por via intraperitoneal e oral, respectivamente
(GOMES, 2014).

Testes antioxidantes dos extratos da Cnidoscolus quercifolius apresentaram uma capacidade
antioxidante relativamente baixa com valores altos de CI50 quando comparados aos padrbes
positivos. Deve-se destacar, dentre estes, o extrato hexanico das folhas que apresentou uma
relevante atividade antioxidante, com valor de CI50 (58,3 ppm) préximo ao obtido com o padrao
positivo vitamina C (43,0 ppm) (MORAIS et al., 2016).

3.5 Farmacos convencionais utilizados como cicatrizantes

Os medicamentos cicatrizantes sdo facilmente encontrados em farmécias, geralmente na
forma de pomada e variam de acordo com tipos de pele, gravidade dos ferimentos e outros fatores
comuns.

O Nebacetin € um dos medicamentos mais conhecidos para esse fim, ele tem a funcéo de
também eliminar as bactérias do local afetado. E utilizado em casos de piercings e brincos
inflamados. Novacorts € uma pomada composta basicamente de corticoides e possui solucéo
antialérgica. O iruxol € o Cloranfenicol, antimicrobiano que esta associado a colagenase. O
cloranfenicol foi o primeiro antibidtico de amplo espectro produzido em laboratério. Foi isolado do
Streptomyces venezuelae. Na atualidade é sintetizado. O principal derivado é o tianfenico | . E
primeiramente bacteriostatico, embora possa ser bactericida contra certas espécies, em determinadas

condiges. Inibe a sintese protéica das bactérias (DEF, 1996).
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O cloranfenicol mostra-se eficaz contra microorganismos gram-positivos e negativos,
Rickettzia, clamydia e mycoplasma . Constitui o antibiotico mais eficaz no tratamento de infeccdes
por salmonella e por bacterioides, bem como infeccdes por anaerdbios. Durante 0 uso podem
aparecer reacOes de hipersensibilidade, inclusive com o uso tdpico. As doses terapéuticas do
clotanfenicol podem interferir na resposta anamnésica ao toxdide tetanico de modo que ndo pode
ser utilizado com a imunizacdo ativa. Inibe a biotransformacdo das drogas metabolizadas pelas
enzimas microssomicas hepaticas. Pode causar depressdo medular levando a anemia,

reticulocitopénica e leucopenia (DEF, 1996).

3.6 Anatomia e fisiologia da pele

A pele divide-se em trés camadas especificas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 5). A
epiderme é a camada externa de revestimento da pele. Sua permeabilidade é moderada a agua e
pouca em relacdo aos lipideos. E composta por trés diferentes tipos de linhagens celulares: os
queratindcitos, os melandcitos e as células de Langerhans e de Merkel (BLANES, 2004;
CANDIDO, 2006).

E subdividida em camadas tais como a germinativa, espinhosa, granulosa, ltcida e cornea. A
camada germinativa, também conhecida como basal, é a mais profunda e faz limite com a derme. O
pigmento melanina, presente na epiderme, protege os tecidos subjacentes contra os efeitos nocivos
da luz ultravioleta. (BLANES, 2004; CANDIDO, 2006).
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Fonte: BEAR et al. (2002)

A epiderme possui poros invaginantes de foliculos pilossebaceos e de glandulas sudoriparas,

0s quais penetram na derme, contendo também anexos cutaneos como o pélo e a unha. O processo
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de renovacdo celular epitelial acontece de forma permanente, o que proporciona gradativa
substituicdo da superficie externa. A vitalidade destes tecidos é mantida por difusdo de oxigénio e
nutrientes provenientes de vasos sanguineos dérmicos (BLANES, 2004; CANDIDO, 2006).

A derme é a camada intermediaria da pele, responsdvel pela vascularizagdo cuténea,
manutenc¢do do potencial hidrogenidnico, protecdo antimicrobiana e antifngica e pela resisténcia e
elasticidade da cutis. Apresenta em sua constitui¢do tecido conjuntivo, fibras colagenas e elasticas,
terminacdes nervosas, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e musculo eretor de pélo. Pode ser
dividida em camada papilar (mais externa) e reticular (mais interna) (BLANES, 2004; CANDIDO,
2006).

A derme contém diferentes tipos de células, dentre elas fibroblastos, fibrocitos, mastocitos e
leucécitos sanguineos, especialmente neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos e mondcitos. E uma camada
que fornece base firme para a epiderme e para 0s outros anexos cutaneos. As fibras colagenas
proporcionam forca de tensdo e as elasticas dao flexibilidade a pele. Plexos vasculares fornecem
sangue para a epiderme, sem penetra-la, no entanto. O mecanismo de termorregulacdo é
proporcionado pelo controle realizado pelo hipotalamo e pelas fibras nervosas simpéticas sobre o
fluxo sanguineo da derme (BLANES, 2004; CANDIDO, 2006).

A estrutura da hipoderme, também denominada de tecido subcutdneo, oferece protecao
contra lesdo traumatica, promove o isolamento térmico e proporciona reserva calorica. Tém em sua
estrutura os adipocitos, que sdo envolvidos em feixes de tecido conjuntivo e agrupados em lobos
gordurosos (BLANES, 2004; CANDIDO, 2006).

Vaérios fatores interferem no processo de cicatrizagdo, como desnutricdo, infeccao, diabetes,
obesidade, uso de corticéides, quimioterapicos e radioterapia. Assim, neste estudo, as lesdes foram
causadas em ratos saudaveis, com peso e idades bastante aproximados (GUIMARAES, 2002;
TOWSEND, 2005).

3.7 Classificacdo das feridas

Guimardes (2002) e Towsend (2005) definiram como ferida toda lesdo que leve a
interrupcdo da continuidade de um tecido corporeo, podendo ser causada por qualquer tipo de
trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afeccédo clinica, que aciona as frentes
de defesa orgéanica.

As feridas podem ser classificadas de trés formas diferentes de acordo com o agente causal,

0 grau de contaminacdo e o comprometimento tecidual (TAZIMA et al., 2008).
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3.7.1 De acordo com o agente causal

As feridas sao classificadas em incisas ou cirurgicas, contusas, lacerantes ou perfurantes. As
feridas incisas sdo produzidas por um instrumento cortante Podem ser acidentais ou intencionais, as
margens cutaneas do corte séo perfeitamente delimitadas e com muito pouco tecido danificado. As
contusas resultam de danos primarios aos tecidos subepiteliais, podendo estar associado ao
desenvolvimento de hematoma caracteristico; o epitélio pode ser perdido secundariamente como
consequéncia de andxia e necrose apos danos a vasculatura subcutanea (TAZIMA et al., 2008).

As lacerantes séo ferimentos com margens irregulares e com mais de um angulo. O
mecanismo da les&o é por tracdo, rasgo ou avulsdo tecidual. Um exemplo classico é a mordedura de
cao e o atropelamento. Ja as perfurantes sdo caracterizadas por pequenas aberturas na pele. Ha um
predominio da profundidade sobre o comprimento. E um tipo especial de ferida, porque embora a
perda tecidual seja minima, a injdria das estruturas mais profundas apds penetracdo pode resultar
em debilidade. As perfuracdes tendem a ser episodios importantes por afetarem camadas teciduais
multiplas, 6rgdos cavitarios ou cavidades corpdreas, além de possibilitar a penetracdo de corpos

estranhos, fontes de contaminacéo e dificil localizacdo (TAZIMA et al., 2008).

3.7.2 Quanto ao grau de contaminagao

As feridas sdo classificadas em limpas, limpas-contaminadas, contaminadas e infectadas.
Este sistema de classificacdo foi desenvolvido para humanos e classifica o nivel de contaminacéo
potencial tanto em feridas eletivas como traumaticas (SLATTER, 2007).

As limpas sdo as que ndo apresentam sinais de infeccdo. Sao criadas cirurgicamente, sob
condicdes assépticas. As limpas-contaminadas sdo as que tem entre O e 6 horas e apresenta pouca
contaminacgdo. As contaminadas sdo as feridas acidentais, com mais de seis horas de trauma, com
debris celulares sem exsudato ou que tiveram contato com terra e fezes, por exemplo. Ja as feridas
infectadas sdo aquelas que apresentam sinais nitidos de infeccdo, edema e supuracdo, tecido

desvitalizado, corpos estranhos e pus, e tém mais de 12 horas (TAZIMA et al., 2008).

3.7.3 Quanto ao comprometimento tecidual

Segundo Tazima et al. (2008), o comprometimento tecidual estd relacionado com a
profundidade da ferida, a qual é caracterizada em quatro estadgios onde no estagio | ocorre
comprometimento da epiderme apenas, sem perda tecidual; no estagio Il ocorre perda tecidual e
comprometimento da epiderme, derme ou ambas; no estagio Il hd comprometimento total da pele e
necrose de tecido subcutaneo, entretanto ndo atinge a fascia muscular; e o estagio IV, que concorre

com extensa destruicdo de tecido, chegando a ocorrer lesdo 6ssea ou muscular ou necrose tissular.
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A grande maioria das lesdes no organismo é reparada pela regeneracdo das celulas
parenquimais, seguidas de uma regeneracdo acentuada do tecido conjuntivo. Na ocorréncia de
perdas parciais de espessura da pele forma-se um coagulo, que seca em seguida para promover certa
protecdo a lesdo. A partir disso inicia-se entdo um processo de migracdo celular, sendo este o
primeiro evento responsavel pelo reparo tecidual. E possivel dizer, portanto, que perdas parciais de
tecido cicatrizam-se por epitelizacdo. Em escoriagcdes superficiais, mas que ndo comprometem a
membrana basal ocorre uma regeneracao tecidual, mas quando a membrana basal é atingida, este
resultado € insatisfatério (CANDIDO, 2001; FERREIRA, 2003).

3.8 Classificagdo da cicatrizacéo

A palavra cicatrizacdo é utilizada para definir um processo em que um tecido lesado é
substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. Este processo envolve componentes da matriz
extracelular, células residentes, ou seja, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e células
nervosas. Ha também a participacao de leucdcitos (neutrofilos, macréfagos/monacitos e linfécitos),
bem como de mediadores lipidicos como prostagladinas, leucotrienos e fator de agregacédo
plaquetéria e de mediadores protéicos como citocinas e fatores de crescimento (HATANAKA e
CURI, 2007).

Desde a antiguidade existem tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizacdo de
feridas, acidentais ou provocadas intencionalmente, como forma de realizar procedimentos para
protecdo ou reparo de lesdo. Os registros mais antigos falam sobre manuscritos egipcios que datam
de 3000-2500 a. C, onde curativos eram realizados utilizando mel, graxa, fios de linho e diversos
tipos de excrementos como parte dos principios da farmacopéia egipcia (MANDELBAUM et al.,
2003).

De acordo com a literatura, a cicatrizacdo € classificada como primeira, segunda ou terceira
intencdo (DANTAS e JORGE, 2005).

Na cicatrizacdo de primeira intencdo ocorre em ferimentos com perdas minimas de tecidos e
cujas bordas sdo aproximadas ou fechadas por sutura. Na segunda intencdo ocorre quando as bordas
da ferida ndo estdo aproximadas, ou seja, ndo estdo apostas, por perda tecidual, como em
queimaduras ou e ferimentos profundos que sdo deixados abertos para formacdo de tecido de
granulacao. Nesse caso, o tecido de granulagdo preenche a ferida e esta se contrai e “reepiteliza-se”.
E a cicatrizagdo de terceira intencdo (ou primaria tardia): ocorre quando a ferida aberta é fechada
secundariamente, dias ap6s a lesdo, cicatrizando assim por primeira intengdo tardia. Geralmente

essas feridas sdo mantidas abertas para a resolucédo de edema e infeccéo.
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3.9 Fases da reparacéo tecidual

Desde 1993, Clark considerou a reparacao tecidual dividindo-a em trés fases: a inflamacéo,
a formacdo de tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e a remodelacdo do
tecido. Segundo ele estas fases ndo sdéo mutuamente excludentes, mas se sobrepdem no tempo. O
reparo tecidual completo resulta de alternancias sucessivas de reacdes anabdlicas e catabdlicas
tendo leucocitos como principais protagonistas. Estas células tém atividades e estdo de forma intima
envolvidas com reacgdes catabdlicas de degradacdo de tecidos através da producéo de proteases e de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como também com as rea¢des anabolicas para formacao
de tecidos através da producéo de fatores de crescimento (RICHES, 1996).

Estes fatores sdo responsaveis pela recomposicdo da celularidade da regido ou pelo
restabelecimento da homeostasia com formacéo de cicatriz. O processo de reparo € dividido em trés
fases priorizando-se os aspectos macroscopicos e histopatoldgicos em: inflamatoria, fibroblastica e
de deposicéo de matriz extracelular e de remodelagdo (RICHES, 1996).

3.9.1 Fase inflamatoria

Na fase inflamatoria, as diversas formas de lesdo no organismo levam a alteracdo nas
juncdes e nas células endoteliais ocorrendo as vezes ruptura de vasos sanguineos e extravasamento
de seus constituintes. Nos primeiros momentos do processo de reparo ocorre tamponamento desses
vasos. Concomitantemente ao estimulo lesivo ocorre vasoconstricdo devido a descargas
adrenérgicas e a acdo de mediadores oriundos de desgranulagcdo de mastécitos. Uma seqiiéncia de
eventos acontece apés o sofrimento da injuria caracterizada por deposicdo de plaquetas, sua
ativacdo e recrutamento de novas plaquetas dando resultado a formacdo de trombo rico em
plaquetas que tampona a lesdo no endotélio (COLLER, 1992; LEFKOVITS et al., 1995;
MANDELBAUM et al., 2003).

O trombo rico em plaquetas (trombo branco) de imediato é infiltrado pela fibrina e
transforma-se em trombo fibrinoso. Depois, eritrécitos sdo capturados por essa rede fibrinosa
formando-se entdo o trombo vermelho que é o principal responsavel pela oclusdo do vaso rompido.
Assim, além de limitar a perda de constituintes circulatorios para os intersticios celulares,
proporciona uma matriz preliminar, que dara alicerce a migracdo das células responsaveis para
desencadear o processo de reparo (DAVIES, 1990).

O colageno subendotelial que ficou exposto por ocasido da ruptura do vaso e a trombina
gerada pelos processos de coagulagdo é forte agonista da ativacdo e agregacdo plaquetéarias
(DAVIES,1990; LEFKOVITS et al., 1995; De NARDI et al., 2004). Sendo assim, quando a
plaqueta é ativada aumenta a acdo da protrombinase, que por sua vez promove maior producdo de

trombina, a partir da protrombina, proporcionando assim condic¢des para a amplificacdo da adesao
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plaquetaria. O difosfato de adenosina liberado das hemadcias e granulos densos das proprias
plaquetas constitue outro elemento amplificador da agregacdo das plaquetas, que induz nelas a
exposicdo do receptor GP llb/Illa ao fibrinogénio e fator de von WILLEBRAND (LEFKOVITS et
al., 1995; WILLERSON, 1995; COELHO et al., 1998).

O 4cido araquidonico da membrana das plaquetas em processo de agregacdo, também
contribui para a agregacdo plaquetaria, pois é convertido em tromboxane A2 (TxA2) pelas enzimas
ciclooxigenase e tromboxane sintetase. O TxA2 é um potente vasoconstritor, forte agonista de
agregacdo plaquetaria, e também indutor da exposicdo dos sitios de ligagdo da GP Ilb/llla ao
fibrinogénio e fator de von WILLEBRAND. A forma como ocorre sua acdo na inducdo da
exposicdo dos sitios de ligacdo da GP Ilb/llla, € diferente da dos mediadores anteriores, pois se da
por mecanismo dependente da mobilizacdo do célcio intracelular. O fator de agregacéo plaquetaria,
que é liberado por macréfagos e mastécitos, plaquetas e outras células ativadas é outro importante
derivado do araquidonato. Este fator é um importante ativador de plaquetas e indutor de sua
agregacao. A noradrenalina e a serotonina também podem ser citadas como agonistas da agregacao
plaquetaria (COLLER, 1992; LEFKOVITS et al., 1995; De NARDI et al., 2004).

As diferentes cascatas de ativacdo plaquetaria sdo estimuladas por esses mediadores, mas a
via final comum a todos é a ativacéo do receptor GP Ilb/l1la que através da interagdo com o fator de
von WILLEBRAND e o fibrinogénio € o verdadeiro efetor da agregacéo e ativacdo plaquetarias.
Assim que ativadas, as plaquetas liberam fatores de crescimento como Fator de crescimento
transformador B (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), quimiocinas como
ativacdo de tecido conectivo quimiocina peptideo Il (CTAP-IIl) e outras proteinas como
fibrinogénio, fibronectina e tromboplastina, encontradas em seus granulos (WERNER e GROSE,
2003; BALBINO et al., 2005; HATANAKA e CURI, 2007).

As proteinas dos granulos plaquetarios em interacdo com proteinas da matriz extracelular
somados a massa de corpos plaquetérios agregados, estabilizam-se e formam uma matriz provisoria,
que se torna mais consistente a proporcdo que a fibrina é polimerizada por vias intrinseca ou
extrinseca da coagulacdo. As plaquetas ativadas liberam mediadores como TGF-f, PDGF,
troboxanos e fator de ativacdo plaquetario (PAF) sdo difundidos através da matriz provisoria
resultando em um gradiente quimiotatico que orienta a migracdo das celulas existentes na
circulacéo e regides adjacentes envolvidas na resposta inflamatoria (WERNER e GROSE, 2003;
BALBINO et al., 2005; HATANAKA e CURI, 2007).

Os neutrofilos, como células mais abundantes no sangue, migram para a superficie da ferida
com a finalidade de formar uma barreira contra a invasdo de microorganismos, promovendo 0
recrutamento dindmico de mais neutrofilos de vasos adjacentes nédo lesados (FOXMAN et al., 1997,
ENGELHARD et al., 1998; MANDELBAUM et al., 2003; HATANAKA e CURI, 2007). Estas
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celulas constituirdo 50% das migradas ao local no final do primeiro dia apds a lesdo. O
recrutamento de mais neutrofilos sofre influéncia também por quimiocinas produzidas pelos
neutrofilos que foram coletados pelo trombo provisério (ENGELHARD, 1998; MORI et al., 2004;
CARDOSO et al., 2004).

O gradiente quimiotatico tem origem de proteinas plasmaticas como o Fator de Hageman e o
cininogénio de alto peso molecular. A interacdo destas duas moléculas gera a bradicinina que além
de propriedades vasoativas e nociceptivas, também induz o metabolismo do &cido araquiddnico
para eicosandides. Esta familia de moléculas possuem importancia em véarios fenémenos
inflamatorios como a atividade quimiotatica. A C5a (oriunda da circulacdo) é a principal fracéo
livre do complemento que participa da formacdo do gradiente (HUYBRECHTS-GODIN et al.,
1979; CARDOSO et al., 2004).

Esta molécula tem acdo quimiotatica direta e sua ligacdo a receptores da superficie dos
mastdcitos ativa a producdo de eicosandides e libera o contetdo de seus granulos que é composto
por moléculas com atividades pré-inflamatorias. A contribuicdo final na formacdo de gradiente
quimiotatico nos momentos iniciais da resposta inflamatdria sdo os produtos da fibrindlise. Para o
processo de formacdo do trombo definitivo ocorre protedlise da rede de fibrina. A sua degradacao
produz fortes agentes quimiotaticos para leucécitos (HUYBRECHTS-GODIN et al., 1979;
CARDOSO et al., 2004).

O gradiente é retroalimentado de forma positiva a propor¢do que ocorrem as primeiras
migracdes de células inflamatorias para o local da lesdo. Os neutrofilos, mondcitos e fibroblastos
sdo células que migram em resposta ao gradiente quimico e em sua maioria produzem substancias
quimiotaticas com destaque para 0s eicosanoides e as quimiocinas. A producdo e liberacdo destes
mediadores de forma isolada sdo insuficientes para o recrutamento de neutrofilos a partir da
circulacio. Em decorréncia da acdo dos eicosandides (leucotrienos, tromboxanos e
prostaglandinas), de citocinas (principalmente a Interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral o
(TNF a), produzidos por macrofagos, mastocitos e células estromais. Entre outros mediadores, as
células endoteliais dos vasos ndo lesados induzem a expressdo em sua membrana, de proteinas de
adesdo para leucocitos (GERSZTEN et al., 1999; HATANAKA e CURI, 2007).

De acordo com o estimulo, outros tipos celulares podem predominar, desde eosindfilos,
responsaveis pelas reaces de hipersensibilidade, até macrofagos. Os neutrofilos provenientes da
circulacdo sdo as primeiras células a atingirem a regido inflamada, sendo predominantes entre o
primeiro e o segundo dias. Sua principal fungdo é fagocitar microorganismos. A saturacdo de
mediadores quimiotaticos € dirigida a um mesmo receptor tornando a célula em migracéo
irresponsiva a este e levando a regulacdo negativa de sua expressdo na membrana (MURDOCH e
FINN, 2000).
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Os macrdéfagos derivados de mondcitos sdo as proximas células a surgirem na regido, por
volta do segundo ao quinto dia, que ao invés do papel desenvolvido pelos neutréfilos € considerado
0 elemento mais critico na indugdo do processo de reparo (DI PIETRO, 1995). Sdo os macrdfagos
que além de auxiliar os neutrofilos na eliminacdo dos microorganismos através da fagocitose,
depois de fagocita-los e processé-los nos fagossomas apresentam seus peptidios pelo complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares (DI PIETRO, 1995; RICHES, 1996).
Sendo assim, a fagocitose destas células atua como elo de ligacdo entre o sistema imune inato e o
adaptativo. Some-se a isso o fato de ser a célula mais eficiente na eliminagdo dos fragmentos de
tecidos removendo inclusive os neutrofilos que perderam funcgéo através da fagocitose (NEWMAN
etal., 1992).

Por influéncia dos ligantes aos seus receptores de membrana, 0os macréfagos ainda produzem
e exportam mediadores lipidicos, os eicosandides peptidicos, as citocinas e os fatores de
crescimento, as outras proteinas como as fragdes do complemento e os fatores de coagulacao, e as
enzimas relacionadas ao reparo, como as colagenases e metaloproteases da matriz. Os macréfagos
além de ativados por ligantes, podem ser também ativados por alteracdes fisico-quimicas do
microambiente. Os vasos ao se romperem nas regides distais comprometem o aporte de oxigénio
em funcédo da formacédo de trombo. O influxo de neutréfilos emacréfagos ativados no sentido desta
regido aumentam a demanda de oxigénio que consequetemente eleva a concentracdo de acido latico
e provoca gqueda de pH. A combinacdo hipoxia, pH baixo e elevada concentracao de acido latico faz
ativar o macrofago para produzir fatores de crescimento (BALBINO et al., 2005).

Um fendmeno precoce no processo de reparo é a transmigracdo de neutrofilos para o local
dos tecidos lesados que ocorre quase imediatamente apoOs a sinalizacdo dos mesmos retidos pelo
coagulo, macréfagos resistentes e células estromais. As citocinas, em especial IL-1 e TNF-a, atuam
sobre os receptores das células do endotélio induzindo a producdo de 6xido nitrico (NO) assim
como a expressdo de moléculas de adesdo para neutr6filos. Neste momento, a expressdo de
proteinas de adesdo é o elemento fundamental para a migracdo de neutrofilos. Mesmo com a
formacdo de gradiente quimico de moléculas quimioatraentes, se estas ndo forem expressas na
membrana das células do endotélio, a forca de arraste da circulagdo, ndo vé@o permitir a adesao e a
transmigracdo de leucdécitos para o exterior do vaso (BALBINO et al., 2005).

Vérios efeitos pro-inflamatorios lhe séo atribuidos, entre eles estdo intimamente
relacionados ao processo de reparo em etapa mais tardia, a indugdo mitética de queratindcitos e, em
fase precoce, os efeitos quimioatrativos sobre neutréfilos. O reparo tissular em um processo de
forma simplista pode ser feito pela inducédo de células labeis (os fibroblastos, as células do endotélio

e 0S queratindcitos) para mitose e pela mudanca de seus fenotipos de células fixas para migratérias.
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Além dessas, nos fibroblastos também ocorrem mudanca de fenotipo para células contrateis e
secretorias de acordo com a etapa (SATO et al., 1999).

A mitose e a migracao s6 ocorrem se houver a existéncia de um substrato solido que sirva
de base de sustentacdo para as células e a construcdo deste substrato se realiza através da lise de
constituintes inertes como, colageno, integrinas, actina e fibronectina, da matriz extracelular apos
sua reposi¢do com novas caracteristicas. Havendo algum descontrole no processo litico, em vez de
beneficios pode haver prejuizo a evolugdo do reparo. Some-se a isso o fato de que as células
inflamatorias ativadas tornam-se produtoras de outras substancias como as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, que tém um conhecido potencial litico sobre as membranas celulares (SATO
etal., 1999).

Além dessas duas formas de riscos em potencial a integridade tissular, existem mediadores
inflamatorios como 0s TNFs e TGF- B que podem induzir apoptose de células via receptores de
morte. No processo de evolugdo do reparo existe alterndncia harmonica e sincronizada em que
ocorrem momentos de predominancia de lise sobre reposicdo celular e vice-versa. Ocorre também o
mesmo processo com apoptose e a inducdo mitdtica. Faz-se necessario assim a retroalimentacao
negativa ao processo, sendo a IL-10 um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da inflamagéo.
Acredita-se que, por ter um papel limitador e finalizador da resposta inflamatéria seja o mais
importante mediador. Some-se a isso, o fato de que ela ndo sé regula crescimento ou diferenciacdo
de varias células do sistema imune como também de queratindcitos e células do endotélio (MOORE
etal., 2001).

A inibicéo da infiltragdo de neutrofilos e macrofagos nos sitios de sofrimento tissular € uma
das suas formas de atuacdo Entre o segundo e quinto dias ap0s a lesdo, os macréfagos derivados de
monaocitos acumulam-se no local tendo como funcdes primarias auxiliar os neutrofilos na fagocitose
de microorganismos, debris de tecidos e remocéo de neutrofilos senis. Porém, a maior relevancia de
sua participacdo na inflamacao e no reparo tissular sdo a producédo e a liberacdo no local da ferida
de fatores de crescimento e citocinas, essenciais na maturacao da reacdo inflamatoria e no inicio do
processo de cura da ferida (SATO et al., 1999).

Ap0s o inicio do processo inflamatorio ocorre a sinalizagdo de moléculas do microambiente
sobre as células do endotélio fazendo com que ela mude a expressdao de moléculas da superficie
voltada para o leito vascular facilitando a ades@o de monacitos circulantes em vez dos neutrdéfilos.
Em processo igual ao dos neutréfilos, os mondcitos quando transmigram pelas frestas entre as
células do endotélio que sdo ativados assumindo fenétipo de macréfagos, derivados de mondcitos
(SATO et al., 1999).

Quando fora do leito capilar, estas células também s&o conduzidas para o local da leséo

orientadas por um dos gradientes de mediadores quimicos cuja acdo é quimioatraente. As moléculas
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das superfamilias do TGF-B ¢ das PDGF (HELDIN et al., 2002) sdo agentes quimiotaticos para
neutrofilos e macréfagos. Enquanto isso, na familia das quimiocinas, somente as proteinas
quimioatraente para monocito 1 (MCP-1) partilha esta propriedade para as duas células
(CHRISTOPHERSON e HROMAS, 2001). A migracdo de macrdéfagos é influenciada pelos
seguintes membros: o MIP1-o/CCL3 (DI PIETRO et al., 1998; HATANAKA e CURI, 2007),
RANTE (CCL5), MIP1- B/CCLA4, 1309/CCL1, MCP-1 e MCP-3, IL-1, IL-6, IL-8 e 0 TNF-a. A IL-
10 possui efeitos inibitorios sobre a quimiotaxia de macrofagos de forma idéntica que para os
neutrofilos (SATO et al., 1999; HATANAKA e CURI, 2007).

3.9.2 Fase fibroblastica e de deposicdo da matriz extracelular

A migracdo e a ativacdo de fibroblastos ficam intensificadas, a partir da presenca no local
dos macréfagos derivados dos mondcitos e da producdo e liberacdo de mediadores quimicos
produzidos por eles. Os fibroblastos sdo os principais componentes do tecido de granulagéo e com a
influéncia dos fatores de crescimento e dos demais mediadores derivados dos macréfagos sédo
ativados e migram das bordas para o centro da ferida. Isto ocorre através da matriz provisoria
formada do gradiente quimico de substancias quimioatraentes. Através do aumento de fibroblastos
ativados para produzir coladgeno no local, a matriz extracelular passa a ser substituida por um tecido
conjuntivo mais denso e elastico, denominado de fibroplasia que para ser eficiente, necessita de
ocorréncia paralela de neovascularizacdo na regido. A inducdo de angiogénese, além da acdo direta
de fatores de crescimento sobre as células da vasculatura é de certa forma, creditada a baixa tenséo
de oxigénio que ocorre no centro da ferida (KNIGHTON et al., 1981; MORI et al., 2004).

A fibroplasia e formacdo da matriz que é extremamente importante para a formacdo de
tecido de granulacdo, em torno do quarto dia (GUIDUGLI-NETO, 1987; MANDELBAUM et al.,
2003) é constituida por macrdéfagos, fibroblastos, células inflamatérias e componentes
neovasculares e da matriz, que estdo amparados por uma matriz frouxa de fibronectina, acido
hialurdnico, glicosaminoglicanas e colageno tipos | e Il (GUIDUGLI-NETO, 1992;
MANDELBAUM et al., 2003).

A formacdo do tecido de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na formacdo da
matriz. Distante de ser apenas um produtor de colageno, o fibroblasto produz elastina, fibronectina,
glicosaminaglicana e proteases, que sdo responsaveis pelo desbridamento e remodelamento
fisiolégico (MANDELBAUM et al., 2003).

O tecido apresenta edema e é caracterizado por muitos espagos vazios que sao exudativos e
sangram com facilidade. A neovascularizacdo é muito importante neste estagio por permitir a troca
de gases, suprimento de oxigénio e nutrientes para as células metabolicamente ativas
(ECKERSLEY e DUDLEY, 1988; MANDELBAUM et al., 2003).
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As células endoteliais do interior de capilares, intactos nas bordas da ferida, sob estimulo de
fatores de crescimento e de outros mediadores, passam a secretar colagenase e ativador de
plasminogénio. Essas substancias sdo responsaveis por aberturas na membrana basal permitindo a
migracdo de células endoteliais que, atravessam a parede do vaso utilizando como substrato a
matriz extracelular produzida provisoriamente e seguem em direcdo a lesdo. Ao chegarem a regido
externa do vaso passam por um processo de diferenciacdo para aquisicdo de capacidade de
formacdo de novos capilares. As células endoteliais migratorias formam na parte exterior do vaso
um broto capilar que logo a seguir se une ao capilar originario para restabelecer o fluxo sanguineo
(RUDOLPH e BALLANTYNE, 1990).

Quando ocorre um processo lesivo ha perda de massa de tecido. Para preencher um leito de
ferida aberta duas estratégias precisam ser desencadeadas. Na primeira, a propria natureza
anatbmica da ferida se encarrega de proporcionar um estimulo para migracdo e proliferagdo de
células como fibroblastos, células epiteliais e queratindcitos, a partir de suas bordas.

Montesano e Orci (1988) denominaram este fenémeno de “efeitos de vizinhanga livre”, as
células basais que ficam proximas a regido da ferida, que quando perdem a interacdo com as células
adjacentes sdo ativadas, adquirindo propriedades mitdticas e proliferando na direcdo do centro da
lesdo. Na segunda, embora o espaco da leséo esteja preenchido por tecido de granulacgdo, as bordas
se deslocam em direcdo uma da outra, como se estivesse presente uma forca de tracdo invisivel
(PEACOCK, 1984; MANDELBAUM et al., 2003; CARDOSO et al., 2004; MORI et al., 2004).

Essa ocorréncia € devida a diferenciacdo de alguns fibroblastos das bordas da ferida para
miofibroblastos (fibroblastos com capacidade contréatil). O processo evolui e a matriz extracelular
que inicialmente era formada essencialmente por proteinas derivadas de plaquetas e de plasma tem
sua composicdo modificada. Ocorrem migracdo e ativacdo de macrofagos e fibroblastos para o
local, que acrescidos da presenca de neovasos permitem que componentes da nova matriz
extracelular sejam localmente produzidos por estas células. Sendo assim, os fibroblastos comecam a
depositar grandes quantidades de fibronectina que, mesmo sendo um substrato que desenvolve
outras func@es, serve basicamente para fixacdo da prépria célula (BALBINO et al., 2005).

Neste segundo momento ha producgdo também de grande quantidade de &cido hialurdnico,
um polissacarideo glicosaminoglicano ndo sulfatado que facilmente se liga a agua, auxiliando na
resisténcia do tecido a compressdo. S&o duas substancias predominantes na matriz no momento em
que ocorrem as primeiras fases do reparo do tecido, pois € uma combinacdo que propicia um
microambiente favoravel e eficiente para que ocorra movimentacdo de células, necessarias nesta
fase. A proporcdo que o processo de maturacio da ferida avanca, ocorrem diminuicdo de
concentracdo de acido hialurénico e aumento da sintese de proteoglicanos ou glicosaminoglicanos
sulfatados (BALBINO et al., 2005).
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A composicdo da matriz extracelular se modifica favorecendo a fixa¢do e imobilidade das
células, contribuindo para sua diferenciacdo para fenotipos mais maduros. As células endoteliais
dos neovasos se diversificam em células de revestimento e 0s neovasos ganham caracteristicas
funcionais de capilares. As células que passam por mudancas fenotipicas mais acentuadas sdo os
fibroblastos, que de fendtipo de células imaturas migratérias e replicativas inicialmente, passam a
fenotipo caracteristico de células ativas engajadas na sintese protéica, onde seu citoplasma torna-se
volumoso, apresentando um reticulo endoplasmatico rugoso abundante (BALBINO et al., 2005).

Desta forma, passam a secretar grandes quantidades de colageno, que aos poucos substitui
os proteoglicanos e a fibronectina, tornando-se o principal componente da cicatriz em formacéo. No
processo de reparo a tensdo de oxigénio constitui um importante mecanismo de regulacdo. Em seu
inicio, a baixa tensdo contribuia como estimulo ao macrofago para a producdo de fatores de
crescimento, migracdo e proliferacdo centripeta de células das bordas da ferida e inducdo de
angiogénese (BALBINO et al., 2005).

Neste momento, faz-se necessaria uma alta tensao de oxigénio para hidroxilacdo de residuos
de prolina e lisina nas cadeias polipeptidicas de colageno, encontradas no citoplasma dos
fibroblastos, proporcionada pela rede de neocapilares Por ocasido da fixacdo de fibroblastos e
amadurecimento fenotipico para células produtoras de colédgeno, evolui um processo maximo de
contracdo da ferida, explicado pela mudanca de fenétipo dos fibroblastos das bordas da ferida para
miofibroblastos (BALBINO et al., 2005).

Os miofibroblastos sdo células intermediarias entre musculares lisas e fibroblastos, que séo
encontradas alinhadas ao redor de depdsitos da nova matriz extracelular, unindo célula a célula e
criando forca tensil. O ressecamento da crosta superficial, também auxilia no processo de contracao
da ferida, que durante a desidratacdo diminui de tamanho e leva o tecido a ela aderido (MAJNO e
JORIS, 1996); CARDOQOSO et al.,2004).

Em virtude de uma ineficiéncia e dificuldade de constatacdo de um processo mitdtico por
parte destas células em etapas iniciais sdo devidas pela inexisténcia de um substrato especifico na
regido da ferida. Isto sé ocorre quando o tecido de granulacdo alcanca o nivel da epiderme. O fator
de desenvolvimento da epiderme contribui para o processo de reepitelizacdo. As células da
epiderme quando ativadas retraem os tonofilamentos intracelulares, ocorrendo também dissolugéo
de desmossomas intercelulares e formam-se filamentos de actina na periferia do interior da célula
(MAJNO e JORIS, 1996; CARDOSO et al.,2004).

Desta forma, estas alteragdes as liberam da membrana basal e das células epiteliais
adjacentes, 0 que permite uma movimentacdo em direcdo ao centro da ferida. As células deslocam-
se sobre a matriz celular provisdria e, em sua trajetoria continuam colocando grande quantidade de

fibronectina. Uma ferida com superficie imida e oxigenada acelera o processo de migragdo. Se
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estas células encontram crosta recobrindo uma regido lesada, elas promovem dissecacdo de
velocidade de migracdo. A proporcao que a regido lesada recebe cobertura de células da epiderme o
mecanismo de “inibicdo de contato” ¢ acionado. As células reapresentam o fendtipo original, a
membrana basal torna-se refeita, os hemidesmossomos e desmossomos sdo reconstituidos
(BALBINO et al., 2005).

A matriz extracelular passa a ser substituida por tecido conjuntivo mais denso e mais
elastico a partir da ativacdo de macrdfagos na regido da lesdo e da producdo de fatores de
crescimento especificos. A fibroplasia € iniciada pela formacédo de tecido de granulagéo no local do
ferimento que é formado por uma matriz frouxa de colagenos tipo | e Il, fibronectina, acido
hialurdnico contendo macrofagos, fibroblastos, vasos recém formados e exudatos (GUIDUGLI-
NETO, 1992). Este fato ocorre em torno do quarto dia apds a lesdo, observando-se novos
fibroblastos, que se acumulam misturando-se a capilares neoformados (GUIDUGLI-NETO, 1987,
HATANAKA e CURI, 2007).

Aqui, a sinalizacdo entre as células é realizada por um maior nimero de mediadores,
envolvendo além da atencdo das células que produzem mediadores, a migracdo e inducdo de mitose
de células estromais. Os membros da superfamilia do TGF-B possuem papel importante na
fibroplasia além de possuirem atividades quimioatraentes. Ja foi demonstrado que, in vitro, os TGF-
B1, TGF-B2,TGF-B3 sao mitogenicos para fibroblastos, embora inibidores da proliferacdo de varias
outras células incluindo-se os queratindcitos. Ressalte-se que sua acdo sobre os queratindcitos é
paradoxal, considerando-se que de um lado exercem atividade antiproliferativa in vivo e in vitro
(COFFEY etal., 1988; SELLHEYER et al., 1993).

Enquanto do outro lado induz a expressdo de integrinas necessarias a migracdo pela matriz
extracelular proviséria rica em fibronectina (GAILIT et al., 1994; ZAMBRUNO et al., 1995).
Some-se a isso o fato das trés isoformas serem potentes estimuladores da expressdo de proteinas da
matriz extracelular além das integrinas (MASSAGUE, 1990, 1998; ROBERTS e SPORN, 1996).
Os TGF-p além de efeitos sobre a proliferacdo de fibroblastos, da agdo sobre os queratindciots e da
deposicdo de matriz extracelular, participam ainda da diferenciacdo de miofibroblastos e do
processo de angiogénese (ROBERTS e SPORN, 1986 e 1996; DESMOULIERE et al., 1993;
CARDOSO et al., 2004).

Provavelmente as ativinas induzem em fibroblastos a expressdo do Fator de crescimento
epidérmico (EGF), mas ja se sabe que elas inibem a proliferacdo de queratindcitos. Sendo assim, ha
um aumento consideravel de tecido de granulacdo (SHIMIZU et al., 1998; SEISHIMA et al., 1999).
Tem atuacdo ainda na estimulacdo da deposicdo de tecido de granulagdo, embora de forma mais

seletiva que 0os TGF-B. Estes promovem uma deposi¢do de forma geral, enquanto as ativinas
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induzem de forma mais rica a deposicgéo de fibronectina e tenascina-C (ROBERTS e SPORN, 1986;
HATANAKA e CURI, 2007).

Ja ficou comprovada a participacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
neste momento do processo de reparo. Ha contribuicdo deste fator na estimulacdo de fibroblastos
para produzir matriz extracelular, estimular sua proliferacdo e induzir nestas células sua mudanca de
fenotipo para miofibroblastos (CLARK, 1993; CHOI et al., 1996; HELDIN e WESTERMARK,
1999; WERNER e GROSE, 2003).

Existem evidéncias que o fator de estimulacdo de colénia de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF), além de efeitos sobre a proliferacdo de granuldcitos e macréfagos possui papel
importante no processo de reparo (BREUHAN et al., 2000; MANN et al., 2001). Estudo com
camundongos transgénicos demonstrou que o GMCSF proporciona melhora substancial de
neovascularizacdo e formacéo de tecido de granulagcdo que resulta em aceleragdo do processo de
reepitelizacdo. Esses estudos demonstram que este fator, além de afetar diretamente sobre as células
locais, também atua indiretamente aumentando de forma secundéria o conteudo de citocinas e de
TGF- B1 na regido lesada (MANN et al., 2001).

De acordo com Ornitz e Itoh (2001), a familia do fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
é composta por 22 membros estruturalmente relacionados. Esta familia possui a caracteristica de
interacdo com heparina e proteoglicanos que os estabiliza de desnaturacao térmica e proteolitica e
limita sua difusibilidade, sendo esta interacdo essencial para sinalizacdo de seus receptores
(ORNITZ, 2000). Os membros desta familia em sua maioria possuem um amplo espectro de acéo
mitogénica que estimulam a proliferacdo de células de origem mesodermal, ectodermal e
endodermal. Neste aspecto, a Unica exce¢do é o fator de crescimento de queratindcitos 7 (FGF 7)
que parece ser especifica para células epiteliais e em organismos adultos, de menor efeito (WENER,
1998).

Em ferimentos de diversas espécies ha efetivamente expressdo de IGF-1 e IGF-II
(STEENFOS e JANSSON, 1992; MARIKOVSKY et al., 1996; ROBERTSON et al., 1999). Um
nimero minimo de células expressa receptores para IGFs. Mas, todas as células da epiderme e ainda
macrofagos e outras celulas inflamatdrias comecam a expressa-los entre o primeiro e o terceiro dia
apos a lesdo (JENNISCHE et al., 1987; GARTNER et al., 1992). Gahary et al. (1995) demonstrou
que o IGF-1 aumenta a expressdo da cadeia pré-alfa 1 (1) e da pro-alfa 1 (111) do procolageno em
cultura defibroblastos da derma.

Harsum et al. (2001) demonstraram que a inervacdo é essencial para a cicatrizacdo de
feridas. De acordo com Lewin e Mendell (1993); Reynolds et al. (1997), o fator de crescimento de
nervos (NGF) é um polipeptideo protétipo da familia das neurotrofinas consideradas essenciais para

desenvolvimento e sobrevivéncia dos neurdnios sensoriais simpaticos no sistema nervoso central e
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periférico. Some-se a isso o fato de possuirem fungdes importantes na iniciagdo e manutencao de
inflamacdo em diferentes orgdos, além da acdo sobre o crescimento de nervos (HUTSON et al.,
1979). Estudos comprovaram que a administracdo de NGF acelerou a cicatrizacdo de feridas em
camundongos diabeticos (LI et al., 1980; MATSUDA et al., 1998) e a cicatrizagdo de Ulceras de
pressdo em humanos (BERNABEI et al., 1999).

Constantinou et al. (1994) encontraram evidéncia em seus experimentos de efeito do NGF
sobre a cicatrizacdo de feridas. Hasan et al. (2000) constataram uma elevacéo na expressao de NGF
em miofibroblastos do tecido de granulacéo de feridas de ratos. Este polipeptideo estimula também
a proliferacdo e inibe a apoptose de queratindcitos (PINCELLI, 2000) e aumenta a proliferacéo e a
expressdo de moléculas de adesé@o de células endoteliais da microvasculatura (RAYCHAUDHURI
et al., 2001). Além de ser também um potente estimulador da migracdo de fibroblastos, aumenta a
expressdo de a-actina e a contracdo do gel de coladgeno destas células (MICERA et al., 2001).

Com a concluséao desta etapa, o leito da ferida apresenta-se completamente preenchido pelo
tecido de granulacdo, a neovascularizacdo restabelece a circulacdo e a rede linfatica passa por
regeneracdo. O tecido de granulacdo lentamente fica enriquecido por mais fibras colagenas, dando a
regido da lesdo a aparéncia de cicatriz pelo acimulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987;
MANDELBAUM et al., 2003; HATANAKA e CURI, 2007).

Mediadores envolvidos na fibroplasia como MCP-1, IL-8, CTGF, CYR 61, GM-CSF, FGFs
e NGF possuem também atividade angiogénica. O MCP-1 tem papel na angiogénese demonstrado
por Low et al. (2001) em estudos com camundongos knock-out para esta proteina. Estudos
demonstraram que CTGF promove in vitro a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células
endoteliais e que in vivo induz angiogénese (HUTSON et al., 1979), em conjunto com a CYR
61(BABIC et al., 1998). Bussolino et al. (1989) estudaram o papel do GM-CSF sobre a migracao e
proliferacdo de células endoteliais e Risau (1990) demonstrou que FGF 1 e FGF 2 estimulam a
angiogénese em varios modelos de ensaios.

A familia fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) inclui o VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o PLGF, que sdo outros sinalizadores que contribuem para a
formacéo de neovasos. Galé e Yancopoulos (1999), Hatanaka e Curi (2007) identificaram o VEGF-
A como o principal regulador da vasculogénese e angiogénese durante o desenvolvimento.

De acordo com Brown et al. (1992); Frank et al. (1995), os macréfagos e 0s queratinocitos
da regido que se encontra em reparo aumentam de forma pronunciada a expressdo génica de
VEGFA e os seus receptores ficam aumentados nos vasos sanguineos do tecido de granulagdo
(PETERS et al., 1993; LAUER et al., 2000). A associacdo destes fatos da indicativos de sua
participacdo na angiogénese. Howdieshell et al. (2001) reforcaram esta hipotese pela demonstracéo
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de que sua neutralizagdo por anticorpos reduz a angiogénese, a formacao de tecido de granulagéo e
0 acumulo de fluidos em regides que sofreram lesao.

O fator de crescimento de placenta (PLGF), outro membro da familia do VEGF, assumiu
importancia por sua participagdo na angiogénese. Células endoteliais dos capilares adjacentes a
ferida expressam PLGF (FAILLA et al., 2000) e o aumento de sua expressdo indica importancia
funcional. Em camundongos knock-out para esta proteina concluiu-se que a angiogénese €
defeituosa e neste mesmo estudo detectou-se um sinergismo entre VEGF-A e PLGF (CARMELIET
etal., 2001).

O crescimento relacionado ao oncogen o (GRO-a) possui ag¢do indutora e a proteina
induzida por interferon 10 (IP-10) com acdo inibidora sdo moléculas da familia das quimiocinas
com influéncia sobre a angiogénese. Na fase inicial da inflamacdo sdo encontradas altas
concentracdes de GRO- a, onde além da acdo quimioatraente apresenta também papel na migracéo
de queratindcitos e na neovascularizacdo (ENGELHARDT et al., 1998). O efeito da IP-10/ CXC
quimiocina ligante 10 (CXCL 10) na resposta inflamatéria in vivo foi determinada por Luster et al.
(1988), que projetaram um camundongo que constitutivamente a expressava em queratindcitos.

A seqguir a lesdo, estes camundongos apresentaram inflamagdo mais intensa que o controle,
retardo na reepitelizacdo e tiveram uma fase de granulacdo desorganizada, demonstrando ao final
seu efeito inibitorio sobre a angiogénese (BELPERIO et al., 2000). Desta forma, o IP/CXCL
provavelmente inibe o reparo de ferida por interferéncia no desenvolvimento de granulacdo de
tecidos normais. Para Shiraha et al. (1999), é um efeito que de forma parcial pode resultar de uma
acdo inibitdria sobre a motilidade de fibroblastos ap6s serem ativados por EGF.

Posteriormente, Strieter et al. (1995) demonstraram que outras quimiocinas como CXC,
além de GRO-o, possuem também papel na angiogénese. Observaram ainda que quimiocinas que
contém os sitios Glu-Leu-Arg (ELR) adjacentes ao primeiro aminoécido cisteina na regido NH2
terminal representam potentes promotores de angiogénese. GRO- (CXCL 2), GRO-y (CXCL3),
CTAP-III, B-tromboglobulina e 0 NAP-2 s&o quimiocinas que possuem sitio ELR além de GRO-a
(STRIETER et al., 1995; BELPERIO et al., 2000).

Na remodelacéo tecidual, de acordo com Guidugli-Neto, (1987); Mandelbaum et al. (2003);
Hatanaka e Curi, (2007), o leito da ferida fica totalmente preenchido pelo tecido de granulacdo em
torno do décimo dia da ocorréncia da lesdo, com presenca de rede capilar e a rede linfatica em plena
regeneracdo, em virtude de sua reconstrucdo ser iniciada apds a da vasculatura. O tecido de
granulacdo passa a ser enriquecido por mais fibras de colageno e desta forma vai adquirindo
aparéncia de massa fibrotica caracteristica da cicatriz. Agora, surgem as primeiras fibras de
colageno tipo | (BALBINO et al., 2005).
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O processo vai evoluindo e a deposicao de colageno é acentuada, observando-se apoptose de
fibroblastos e de células endoteliais, formando-se assim a cicatriz. A resolucdo completa da ferida
somente acontece ap0s a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular, que as vezes ocorre
lentamente durante meses e até anos para que a cicatriz cutanea fique completamente madura com
apenas 70% da resisténcia da pele normal (BALBINO et al., 2005).

Nas ultimas fases da reparacdo surgem os eosinéfilos que segundo Todd et al. (1991);
Mandelbaum et al. (2003); Hatanaka e Curi, (2007) podem estar relacionados a producéo de fatores
de crescimento. Apos o fechamento da ferida e elimina¢do dos microorganismos, os linfocitos
compBem o subsistema leucocitario mais abundante em feridas humanas (ENGELHARD et al.,
1998; MANDELBAUM et al., 2003; CARDOSO et al., 2004). Estas células sdo efetores imunes
como também produtoras de fatores de crescimento. Ainda nesta etapa, os linfécitos sdo atraidos
para a ferida em igual nimero que os mondcitos, mas sdo os leucdcitos que a partir do décimo
quarto dia predominam na regido (BLOTNIK et al., 1994; CARDOSO et al., 2004; HATANAKA e
CURI, 2007).

A resisténcia de uma cicatriz esta diretamente relacionada com a quantidade de coladgeno
depositada e de acordo com a forma com que as fibras estdo organizadas. A resisténcia da cicatriz é
maior quanto maior for o nimero de ligacGes covalentes transversais. Em sendo secretado na forma
de tropocolageno, as ligacBes transversais das fibras ocorrem por pontes de hidrogénio. Quando
acontece o processo de amadurecimento da fibra, as lisinas, as hidroxilisinas e as lisinas glicosiladas
que constituem a molécula de tropocolageno sdo oxidadas até aldeidos pela enzima lisiloxidase, que
depois de oxidacdo ligam-se covalentemente a outros grupos aldeidos ou a lisinas ndo oxidadas,
aumentando a resisténcia da fibra (BALBINO et al., 2005).

Todo o processo de remodelagem da cicatriz compreende etapas sucessivas de producdo,
digestdo e orientacdo das fibrilas de coladgeno. A deposicdo de colageno na ferida € realizada de
inicio de forma aleatoria sendo orientada pela organizacao de fibronectina e dependente da natureza
e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Fibras estas subsequentemente digeridas pela colagenase,
ressintetizadas, rearranjadas conforme a organizacdo das fibras de tecido conjuntivo adjacente e
ligadas lateralmente por ligacGes covalentes. LigacOes essas formadas entre moléculas de
tropocolageno no ambito e entre as proprias fibrilas. Ai entdo ocorrem sucessivas repeticoes de lise,
ressintese, redirecionamento e religacdo que formam fibras maiores de colageno resultando em uma
configuracdo mais regular da cicatriz. O resultado € o aumento de sua resisténcia devido a
organizacdo das fibras que acompanham as forgas mecénicas as quais o tecido esta condicionado
durante uma atividade maior (CLARK, 1985; BALBINO et al., 2005; HATANAKA e CURI,
2007).
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Encerrando esta etapa, os anexos da pele (foliculos pilosos e glandulas) ganham regeneracao
limitada e a coloracdo da cicatriz continua palida, porque a regeneracdo de melandcitos é deficiente
(JOHNSTON, 1990; HATANAKA e CURI, 2007) e as cicatrizes sdo hipo-vascularizadas
considerando o desaparecimento de neocapilares.

A evolugédo do processo de reparo garante uma sucesséo de eventos como a infiltragdo de
neutrofilos, de macrofagos, fibroplasia e deposicéo de matriz extracelular, angiogénese, cicatrizacéo
e reepitelizacdo. Embora estejam distribuidos nas trés fases ja descritas possuem peculiaridades que
merecem destaque. Para regulagéo destes eventos existe envolvimento de mediadores derivados da
circulacao (as fragdes livres do complemento, os fatores de coagulacdo, as moléculas do sistema
fibrinolitico e os hormdnios como os esteroidais, os tireoidianos e a insulina). Ha envolvimento
também das cininas (histamina, bradicinina e serotonina), os mediadores peptidicos (citocinas,
fatores de crescimento, neuropeptidicos e estruturas da matriz extracelular) e os mediadores
lipidicos (eicosanoides e fator de agregacdo plaquetéaria). A elevada concentracdo de alguns
mediadores, bem como redundéncia de efeitos e até auséncia destes demonstra que, da fase de
inflamacdo até a remodelacdo da ferida existe interdependéncia entre eles para um mesmo efeito
(BALBINO et al., 2005).

3.9.3 Remodelacao

A maturacdo e a remodelagem da matriz extracelular consistem a fase final da cura de uma
ferida, em que a cicatriz adquire a maxima resisténcia ténsil. Esta fase de reparo tem como
caracteristica marcante a acelerada deposicdo de colageno na regido da ferida. Desta forma, os
sinalizadores de importancia exercem influéncia sobre os fibroblastos ou sobre células produtoras
de sinalizadores que a influenciam. IGF-1 é um desses sinalizadores, tendo seu efeito conhecido
pelo aumento da expressdo da cadeia pré-alfa 1 (1) e pré-alfa 1 (111) do procolageno em cultura de
fibroblastos da derme (GAHARY et al., 1995).

Outro sinalizador com participacdo importante nessa fase é o0 TGF-B, que é um mitégeno
importante de fibroblastos, embora exercendo efeitos inibitorios sobre a proliferacdo dos
queratindcitos, € considerado um potente estimulador da expressdo de proteinas da matriz
extracelular e de integrinas (MASSAGUE, 1990, 1998; ROBERTS e SPORN, 1996). Experimentos
com feridas tratadas com anticorpos neutralizantes de TGF-1 ou combina¢des TGF-B1 ¢ TGF-f2,
Shah et al. (1994) observaram que este tratamento provoca reducdo significativa na deposicéo de
matriz extracelular e subsequente cicatrizacdo (SHAH et al., 1994, 1995). Choi et al. (1996),
observaram reducdo na cicatrizacdo de feridas em camundongos tratados topicamente com

oligonucleotideos antisense de TGF-p1.
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Em outro estudo Huang et al. (2002), fizeram uso de antagonistas sintéticos de TGF-B1 ¢
reduziram a cicatrizacdo de queimaduras em porcos e a cicatriz incisional em coelhos. Com a
isoforma TGF-B3 os estudos apresentaram resultados contraditorios. Embora Balbino et al. (2005)
tenham demonstrado aumento na deposi¢do da nova matriz pela aplicacdo de TGF-B3 exdgena,
Cribbs et al. (2002) e Ring et al. (2000), constataram que com aplicacdo de TGF-B3 recombinante
inibe a cicatrizagdo sugerindo que este tipo de TGF-B antagoniza os efeitos das duas outras
isoformas (SHAH et al., 1995).

Vinte quatro horas apos a lesdo, a expressdo de ativina BA e em menor concentragdo da
ativina B aumenta de forma consideravel, permanecendo em concentra¢des elevadas até finalizar o
processo de reparo (HUBNER et al., 1996; WANKELL et al., 2001). Embora haja inibicdo da
proliferacdo de queratindcitos, induzem em fibroblastos a expressdo de EGF aumentando de forma
consideravel o tecido de granulacdo (SHIMIZU et al., 1998; SEISHIMA et al., 1999). As ativinas
induzem de forma mais acentuada a deposicao de fibronectina e tenascina-C, enquanto os TGF- S
promovem deposicdo de tecido de granulacdo e de matriz extracelular de forma geral (ROBERTS e
SPORN, 1986).

Kothapalli et al. (1997) encontraram ap6s um dia de lesdo 0 RNAm do CTGF e lgarashi et
al. (1993), nove dias apos a lesdo. Estudo de Bradham et al. (1991) mostraram que este mediador,
além de possuir propriedades quimiotaticas sobre os fibroblastos, modula o conteddo de TGF-f1
nas regides das feridas (KOTHAPALLLI et al., 1997). Posteriormente, (BABIC et al., 1998; SHIMO
et al., 1999) demonstraram seus efeitos sobre a proliferacdo, migracdo, sobrevivéncia e adeséo in
vitro de células endoteliais, sugerindo também sua participacdo na angiogénese. Com as
caracteristicas descritas e sua deteccdo nas diversas etapas do reparo, torna-se provavel que este
fator de crescimento seja fundamental na formacéao do tecido cicatricial.

Os efeitos antiinflamatdrios ja conhecidos e seu efeito regulador da IL-10 sobre o
crescimento e diferenciacdo de inumeras células do sistema imune, queratindcitos e células
endoteliais (MOORE et al., 2001) mostram que sua participacdo no reparo nao fica restrita a
regulacdo negativa da inflamacdo. Como os queratindcitos e o infiltrado mononuclear sdo as
principais fontes de RNAm de IL-10 (SATO et al., 1999) encontraram ser possivel que este exerce
funcBes mais diretas sobre a cicatrizacdo e reepitelizacdo. Ao identificar-se um pico de RNAm de
IL-10 nos instantes iniciais da lesdo e também de um segundo pico apos trés dias ficam reforcados
indicativos desta participagéo.

Quanto a modelagem da matriz extracelular, quimiocinas como IL-8, expresséo e secre¢do
regulada da ativagcdo normal de célula T (RANTES), proteinas inflamatdrias para macrofagos (MIP-
la, MIP-1B) e MCP-1, além das a¢des quimioatraentes sobre neutrofilos e macrdéfagos derivados de

mondcitos, ha indugdo de expressdo de metaloproteinases em diversos tipos de leucocitos (DI
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PIETRO, 1995; D’SOUZA et al., 2001; EFRON e MOLDAWER, 2004). O VEGF-A e 0 PLGF séo
exemplos de mediadores com relacdo a angiogénese e influéncia direta sobre células de
revestimento. Sua expressdo também se apresenta aumentada durante a migracdo de queratindcitos
(FAILLA et al., 2000).

O fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e 0 GRO-a sdo outros dois mediadores que
também participam da reconstrucédo epitelial além de suas fun¢des angiogénicas. No inicio, o HGF
foi tido como um poderoso mitégeno de hepatocitos. E um fator que auxilia na recomposicdo
celular e estimula a dissociacdo de células epiteliais (COMOGLIO e BOCCACCIO, 2001). O
GRO-a apresentou intensa atividade mitogénica para queratinocitos em experimentos in vitro, o que
sugere seu envolvimento na reepitelizacdo. Mas, Rennekampff et al. (1997), acompanhando este
efeito do GRO-a observaram significativa redugdo na contragdo da ferida. Na reepitelizagdo o efeito
do TGF- B1 parece ser paradoxal. De uma forma, tanto in vivo como in vitro inibe a proliferacdo de
queratindcitos, sugerindo ser um regulador negativo da reepitelizacdo e de outra forma induz
expressdo de integrina que é fundamental para que haja migracdo destas células para a matriz
provisoria que é rica em fibronectina (GAILIT et al., 1994; ZAMBRUNO et al., 1995).

As ativinas e as BMPs sdo outros membros da familia do TGF-B que participam da
reepitelizacdo. As BMPs tem papel contrério aos da ativina na reepitelizacdo, pois ativinas podem
estimular fibroblastos para expressao de fatores de crescimento, que de forma paracrina estimulam a
proliferacdo de queratindcitos. Depois que a ferida se fecha a BMP-6 se acumula em toda camada
suprabasal da nova epiderme (KAISER et al., 1998). Com esta localizacdo pode haver participacao
na diferenciacdo de queratindcitos o que cessaria sua atividade mitética. Suposicao reforgada em
virtude da BMP-6 induzir diferenciacdo de queratinocitos in vitro (D’SOUZA et al., 2001; Mc
DONNEL et al., 2001). Inibir a proliferacdo de queratindcitos pode ser necessario para
restabelecimento e diferenciagdo da epiderme.

O mesmo efeito da BMP-6 foi também atribuido ao TNF. Mori et al. (2004) avaliaram seu
papel no reparo utilizando camundongos deficientes de seu receptor, onde as feridas dos animais
demonstraram aumento da angiogénese, reepitelizacdo e do contetdo do coladgeno. Quando
acompanharam as diferencgas histologicas perceberam aumento na expressdo de TGF-B1, CTGF,
VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2. A auséncia do receptor TNF em camundongos facilita a evolucao da
angiogeénese e reepitelizacdo, sendo provavel que em situagdes normais este possua ac¢des inibitorias
sobre estes processos.

No processo de reparo as a¢Oes da IL-6 ndo ficam restritas ao seu efeito quimioatrante sobre
os neutrofilos na fase inflamatoria. As diversas células que expressam IL-6 no centro da leséo e seu
receptor adicionado a sua presenca durante toda evolucdo da inflamacao sugerem uma participacdo

muito importante desta citocina no reparo. A administracdo topica de IL-6 exdgena reverteu o
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processo e restabeleceu a reepitelizacdo. Isto foi demonstrado por Sato et al. (1999) em que a IL-6
exerceu efeitos mitogénicos sobre os queratindcitos e Gallucci et al. (2000) quando demonstraram
gue em camundongos knockout para IL-6 0 processo de reparo evoluiu lentamente.

Os membros da familia FGFs em sua maioria, possuem amplo espectro de acdo mitogénica.
Eles estimulam a proliferacéo de células de origem mesodermal, ectodermal e endodermal, além de
varios tipos de células presentes no tecido lesado, como fibroblastos e queratindcitos (ABRAHAM
e KLAGSBRUN, 1996).

O Unico membro dessa familia que parece ser especifico para células epiteliais e de menor
poténcia nos organismos adultos é o FGF 7 (WENER, 1998).

Enquanto seu receptor de alta afinidade (FGFR2I1Ib) é superexpresso em queratindcitos de
feridas de humanos e porcos (DANILENKO et al., 1995; MARCHESE et al., 1995). Kurita et al.
(1992) encontraram o FGF 2 em queratindcitos basais na epiderme de feridas hiperproliferativa e
normal. Depois, Antoniades et al. (1993) encontraram relagdo positiva de FGF 1 e FGF 2 em
queratindcitos na epiderme de feridas de porcos. Com estes resultados fica demonstrado que os
membros da familia dos fatores de crescimento derivados de fibroblastos tém participacdo nas
diversas etapas do processo de reparo, possuindo também papel importante na reepitelizacao.

Os efeitos das moléculas da familia EGF sobre a reepitelizacdo sdo mais estudados. Ela €
composta pelo proprio EGF e também pelo TGF-a, HB-EGF, amphiregulin, epiregulin,
betacellulin, epigen e pelas proteinas codificadas pelo virus Vaccinia e outras poxviroses
(TZAHAR et al., 1998; STRACHAN et al., 2001; YARDEN, 2001; SHIRAKATA et al., 2005).

Utilizando um modelo de hibridizacdo in situ, o fator de crescimento foi encontrado por
imunohistoquimica em eosinéfilos de feridas de coelhos e de hamsters (TODD et al., 1991; WONG
et al., 1993). Em queimaduras de ratos, também foi encontrado o TGF-a, principalmente na fase de
proliferacdo de queratinéciots (CRIBBS et al., 2002). Resultados assim demonstraram a
importancia da participagdo deste fator de crescimento (HB-EGF) na reepitelizagdo de lesdes
cutaneas, agindo principalmente na estimulacdo de migracdo, proliferacdo de queratindcitos
(SHIRAKATA et al., 2005).

3.10 Fatores que interferem no processo de cicatrizagdo
Segundo MADELBAUM et al. (2003) e TAZIMA et al. (2008) sdo varios os fatores que
podem interferir em maior ou menor grau no processo de cicatrizac¢ao, os quais podem ser divididos

em locais e gerais.



46

3.10.1 Fatores locais

Vascularizacdo das bordas da ferida onde a boa irrigacdo das bordas da ferida é essencial

para a cicatrizacdo, pois permite aporte adequado de nutrientes e oxigénio. Entretanto, a boa

vascularizacdo depende das condicdes gerais do paciente, bem como do tratamento dado a esta

ferida.

Grau de contaminagdo da ferida, onde uma incisdo cirurgica realizada com boa técnica e em
condicOes de assepsia tem melhor condicdo de cicatrizacdo do que um ferimento traumaético
ocorrido fora do ambiente hospitalar. O cuidado mais elementar e eficiente é a limpeza
mecanica, remocao de corpos estranhos, detritos e tecidos desvitalizados.

Tratamento das feridas, onde a assepsia e antissepsia, técnica cirargica correta (diérese,
hemostasia e sintese), escolha de fio cirdrgico (que cause minima reacdo tecidual), cuidados
poés-operatdrios adequados (curativos e retirada dos pontos), sdo alguns dos aspectos

importantes a serem observados em relacdo ao tratamento das feridas.

3.10.2 Fatores gerais
Os fatores gerais estdo relacionados as condices clinicas do paciente, e estas podem alterar

a capacidade do paciente de cicatrizar com eficiéncia.

Idade, onde quanto mais idoso o paciente menos flexiveis sdo os tecidos. H& uma
diminuicao progressiva de colageno.

Hiperatividade do paciente, onde a hiperatividade dificulta a aproximacgdo das bordas da
ferida. O repouso favorece a cicatrizacao.

Oxigenacao e perfusdo dos tecidos, onde doencas que alteram o fluxo sangliineo normal
podem afetar a distribuicdo dos nutrientes das células, assim como a dos componentes do
sistema imune do corpo. Essas condi¢cdes afetam a capacidade do organismo de transportar
células de defesa e antibi6ticos, o que dificulta o processo de cicatrizacao.

Nutricdo, onde uma deficiéncia nutricional pode dificultar a cicatrizacdo, pois deprime 0
sistema imune e diminui a qualidade e a sintese de tecido de reparagdo. As caréncias de
proteinas e de vitamina C sdo as mais importantes, pois afetam diretamente a sintese de
colageno. A vitamina A contrabalanga os efeitos dos corticoides que inibem a contracéo da
ferida e a proliferacdo de fibroblastos. A vitamina B aumenta o numero de fibroblastos. A
vitamina D facilita a absorcao de célcio e a E € um co-fator na sintese do colageno, melhora
a resisténcia da cicatriz e destroi radicais livres. O zinco é um co-fator de mais de 200
metaloenzimas envolvidas no crescimento celular e na sintese protéica, sendo, portanto,

indispensavel para a reparacéo dos tecidos.
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e Diabetes, onde a diabetes melito prejudica a cicatrizacdo de ferida em todos os estagios do
processo. O paciente diabético com neuropatia associada e aterosclerose é propenso a
isquemia tecidual, ao traumatismo repetitivo e a infeccéo.

e Medicamentos, onde os corticosterdides, os quimioterapicos e os radioterapicos podem
reduzir a cicatrizacdo de feridas, pois interferem na resposta imunolégica normal a lesédo.
Eles interferem na sintese protéica ou divisdo celular agindo diretamente na producéo de
colageno. Além do mais, aumentam a atividade da colagenase, tornando a cicatriz mais
fragil.

e Estado imunol6gico, onde nas doengas imunossupressoras, a fase inflamatdria esta
comprometida pela reducdo de leucdcitos, com conseqliente retardo da fagocitose e da lise
de restos celulares. Pela auséncia de mondcitos a formacao de fibroblastos é deficitaria.
Além destes fatores acima mencionados, longos periodos de internacdo hospitalar e tempo

cirargico elevado sdo também aspectos complicadores importantes para o processo de cicatrizacdo
(TAZIMA et al., 2008).
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RESUMO
Extratos hidroalcodlicos de Boldo-gamba (Plectranthus neochilus Schlechter, Lamiaceae) e Favela
(Cnidoscolus quercifolius Pohl, Euphorbiaceae) foram obtidos com o propésito de analisar suas
caracteristicas fitoquimicas e sua toxicidade aguda via gavagem e formula em gel para verificar sua
toxicidade dérmica em roedores. Para as andlises fitoquimicas utilizou-se um espectrofotdmetro de
massas XEVO G2-S QTOF (Waters, Manchester, UK) acoplado a um cromatografo de fase liquida
Acquity UPLC e fonte de ionizacdo para eletrospray ESI (Waters Corp., Milford, MA, USA). Para a
analise toxicoldgica oral aguda foi utilizada a metodologia descrita no Guia 423 das diretrizes da
OECD, onde foram utilizados nove camundongos Swiss (Mus musculus albinus), fémeas, com trés
grupos (n=3/grupo): Grupo 1 — animais tratados com o extrato hidroalcodlico de Plectranthus
neochilus e Cnidoscolus quercifolius; Grupo 2 — tratados com o extrato de Cnidoscolus quercifolius
e Grupo 3 — tratados com o extrato de Plectranthus neochilus. Todos em dose Unica (2000mg/kg)
administrados por gavagem em volumes semelhantes. Para o teste de toxicidade dérmica em pele
lesionada foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, que foram
submetidos a inducdo de uma ferida cirdrgica do tipo excisional na regido dorso-cervical,
distribuidos em cinco grupos (n=7/grupo), e tratados de acordo com o respectivo grupo: Grupo 1 —
controle positivo, animais tratados com o gel fitoterapico comercial; Grupo 2 — controle negativo,
tratados com o gel de carbopol 1%; Grupo 3 - Formulacdo em Gel da associacdo do Boldo-gamba e
Favela (FGBF) na concentracdo 2,5%; Grupo 4 - Formulacdo em Gel da associacdo do Boldo-
gambé e Favela (FGBF) na concentracdo 5%; e Grupo 5 - Formulacdo em Gel da associacdo do
Boldo-gambé e Favela (FGBF) na concentracdo 10%. Todos receberam 1,0ml do produto topico,
diariamente durante 14 dias, observados para registrar alteracdes fisiologicas e/ou comportamentais
ou morte. Foi realizado hemograma, plaquetograma, analises bioquimicas séricas e avaliagdo
macroscopica de rim, bago, coracdo e figado, e anélise histomorfologica de figado dos ratos. A
andlise fitoquimica sugere a presenca de flavonoides. Observou-se que 0s animais ndo apresentaram

sinais clinicos de toxicidade oral apds exposicdo aos extratos testados. Contudo, o grupo tratado
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com o extrato hidroalcodlico de Plectranthus neochilus na dose estudada apresentou aumento
significativo quanto ao peso do figado comparado aos outros grupos. O peso corporal dos ratos
tratados topicamente com FGBF 10% teve aumento significativo quando comparados aos outros
grupos tratados, nos tempos zero, sete, dez e treze dias de tratamento. Na avaliagdo hematologica
apenas a contagem das Plaquetas tiveram aumento significativo para FGBF 2,5% (13,22%) e 10%
(22,94%) (p<0,05). Na analise bioguimica observou-se uma reducdo significativa nos niveis de
colesterol nos grupos FGBF 2,5% (40,02%), 5 % (38,59%) e 10% (34,06%), respectivamente
(p<0,05); A fosfatase alcalina teve aumento significativo nos grupos FGBF 2,5% (46,24%) e 5%
(31,80%) (p<0,05); Na ALT e AST houve aumento significativo (95,39% e 38,55%) no grupo
FGBF 5% (p<0,05), comparados entre os grupos estudados. A andlise histomorfoldgica do figado
dos ratos apresentou no grupo 5% leve infiltrado inflamatorio subcapsular, hepatécitos com
morfologia normal, inclusdes lipidicas, ndcleos e nucléolos evidentes. Conclui-se que 0s extratos
hidroalcodlicos de Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius quando administrados
associados e/ou isolados em dose Unica (2000mg/kg), por gavagem, em camundongos Swiss ndo
causou morte em nenhum animal, classificando como “classe toxicologica V”, considerado de baixa
toxicidade. As Formulacbes em gel a base de Boldo-gamba e Favela nas concentracfes 2,5%, 5%
ou 10% ndo causaram nenhum tipo de intoleréncia ou alergia na pele de ratos Wistar com ferida
cutanea.

Palavras-chave: fitoterapia, toxicidade, plantas medicinais

ABSTRAT

Hydroalcoholic extracts of Boldo-possum (Plectranthus neochilus Schlechter, Lamiaceae) and
Favela (Cnidoscolus quercifolius Pohl, Euphorbiaceae) were obtained for the purpose of analyzing
their phytochemical characteristics and their acute toxicity via gavage and gel formula to verify
their dermal toxicity in rodents. For the phytochemical analyzes, a XEVO G2-S QTOF (Waters,

Manchester, UK) mass spectrometer coupled to an Acquity UPLC liquid phase chromatograph and
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ESI electrospray ionization source (Waters Corp., Milford, MA, USA) . For the acute oral
toxicological analysis, the methodology described in Guide 423 of the OECD guidelines was used,
in which nine Swiss (Mus musculus albinus) females were used with three groups (n = 3 / group):
Group 1 - animals treated with The hydroalcoholic extract of Plectranthus neochilus and
Cnidoscolus quercifolius; Group 2 - treated with the extract of Cnidoscolus quercifolius and Group
3 - treated with the extract of Plectranthus neochilus. All in single dose (2000mg / kg) administered
by gavage in similar volumes. For the dermal toxicity test on injured skin, 35 male Wistar rats
(Rattus norvegicus albinus) were used, which were submitted to induction of an excisional surgical
wound in the dorso-cervical region, distributed in five groups (n = 7 / group ), And treated
according to the respective group: Group 1 - positive control, animals treated with the commercial
herbal gel; Group 2 - negative control, treated with carbopol gel 1%; Group 3 - Gel Formulation of
the association of Boldo-opossum and Favela (FGBF) in the concentration 2.5%; Group 4 - Gel
Formulation of the Boldo-opossum and Favela (FGBF) in the 5% concentration; And Group 5 - Gel
Formulation of the Boldo-opossum and Favela (FGBF) in the concentration 10%. All received 1.0
ml of the topical product daily for 14 days, observed for physiological and / or behavioral changes
or death. Hemogram, plaquetogram, serum biochemical analysis and macroscopic evaluation of
kidney, spleen, heart and liver, and histomorphological analysis of rats' liver were performed.
Phytochemical analysis suggests the presence of flavonoids. It was observed that the animals
showed no clinical signs of oral toxicity after exposure to the tested extracts. However, the group
treated with the hydroalcoholic extract of Plectranthus neochilus at the dose studied showed a
significant increase in liver weight compared to the other groups. The body weight of mice treated
topically with 10% FGBF had a significant increase when compared to the other treated groups, at
times zero, seven, ten and thirteen days of treatment. In the hematological evaluation only the
platelet count had a significant increase for FGBF 2.5% (13.22%) and 10% (22.94%) (p <0.05). In
the biochemical analysis a significant reduction in cholesterol levels was observed in the FGBF

groups, 2.5% (40.02%), 5% (38.59%) and 10% (34.06%), respectively (p <0 , 05); Alkaline
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phosphatase had a significant increase in the FGBF 2.5% (46.24%) and 5% (31.80%) groups (p
<0.05); In ALT and AST there was a significant increase (95.39% and 38.55%) in the FGBF group
5% (p <0.05), compared between the groups studied. The histomorphological analysis of the liver
of the rats presented in the 5% group mild subcapsular inflammatory infiltrate, hepatocytes with
normal morphology, lipid inclusions, nuclei and evident nucleoli. It is concluded that the
hydroalcoholic extracts of Plectranthus neochilus and Cnidoscolus quercifolius when administered
in combination with and / or isolated in a single dose (2000mg / kg) by gavage in Swiss mice did
not cause death in any animal, classifying as "toxicological class V" Considered of low toxicity.
Boldo-opossum and Favela gel formulations at concentrations of 2.5%, 5% or 10% did not cause
any type of intolerance or allergy in the skin of Wistar rats with cutaneous wound.

Keyworks: Herbal medicine, toxicity, medicinal plants

INTRODUCAO

As plantas medicinais tém finalidades terapéuticas e/ou profilaticas importantes para varias
doencas, sendo uma das formas de tratamento mais antigas. O seu uso vem sendo propagado do
inicio da civilizacdo até os dias de hoje (Veiga Jr. et al., 2005; Carvalho, 2011). No entanto, nem
todas as propriedades terapéuticas sdo conhecidas e podem causar intoxica¢do em seres humanos e
animais, a depender da dose e forma de administracdo (Rodrigues et al., 2010; Martins et al., 2012).

Algumas plantas, como a Plectranthus - familia Lamiaceae, tém finalidade medicinal, e
pertence ao grande género contendo aproximadamente 350 espécies de ervas e arbustos perenes
(dentre elas a Plectranthus neochilus) nativas de regides tropicais da Africa, Asia e Australia (Codd,
1985). Varias espécies de Plectranthus sdo cultivadas como tubérculos comestiveis, condimentos,
fragrancias para xampus, plantas ornamentais ou como fontes de 6leos essenciais (Ascensdo et al.,
1999), que sdo utilizados amplamente em preparacdes farmacéuticas, em perfumaria e cosméticos

(Ascenséo et al., 1998).
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Utiliza-se alguns extratos como componentes de preparacdes cosméticas patenteadas como
anti-sinais (Okamoto et al., 2005), e como estimulantes para o crescimento capilar (Kaneda et al.,
2005). As diversas utilizacdes das espécies de Plectranthus na medicina tradicional incluem
tratamentos de cefaléia, feridas, queimaduras, dermatite, alergias, picadas de inseto e de escorpido e
como agente antisséptico (Ascenséo et al., 1998, 1999).

O género Cnidoscolus — familia Euphorbiaceae, compreende cerca de 50-75 espécies,
distribuidas excepcionalmente na América tropical e concentradas, principalmente, no México e
Nordeste do Brasil (Webster, 1994). Muito bem representado no Brasil (aproximadamente 18
espécies), com cerca de 10 espécies (dentre elas a Cnidoscolus quercifolius) especialmente na
regido Nordeste provaveis centros de diversidade de Cnidoscolus (Macbride, 1951). Possuem
propriedades medicinais diversas, como atividades antitumoral, antiinflamatéria para o sistema
genito-urinario, antisséptica e tratamento de infec¢bes renais, dermatologicas, lesbes
oftalmoldgicas, contusdes, fraturas, feridas, verrugas, diarreia, hemorragia, apendicite e reumatismo
(Agra et al., 2008).

Toxicidade oral aguda é o método utilizado para avaliar a toxicidade produzida por uma
substancia teste quando administrada durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido da
observacdo dos animais por 14 dias apds essa administracdo (OECD 423, 2001). Os
primeiros métodos alternativos validados e adotados pela ORGANISATION FOR ECONOMIC
COOPERATION AND DEVELOPMENT (OECD) estam relacionados com a determinacdo da
toxicidade aguda oral, sendo eles: o teste de doses fixadas (Fixed Dose Method - OECD 420),
adotado em 1992, o método de classe tdxica aguda (Acute Toxic Class Method - OECD 423),
adotado em 1996, e o teste Up-and-down (Up-and-down procedure - OECD 425), adotado em 1998
(Botham, 2002; Organisation for economic cooperation and development (OECD), 1987, 1992,
1996, 2000, 20023, b, c).

Estes testes demonstraram informagdes adequadas de toxicidade aguda e letalidade

utilizando um ndmero menor de animais comparado ao teste classico de DLso. Embora o principal
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ainda seja a letalidade, estes testes diminuem o nimero de animais e o sofrimento e em alguns casos
nos dizem informacgdes adequadas para a classificacdo toxicoldgica das substancias estudadas
(Dipasquale & Hayes, 2001).

Numa avaliacdo de toxicidade aguda podemos obter informacgfes como: indicativos sobre o
mecanismo de acdo toxica; estabelecimento das doses para estudos adicionais de toxicidade;
informacdes para a comparacao de toxicidade entre substancias de mesma classe; informacdes sobre
quais seriam as consequéncias de exposi¢cdes acidentais no trabalho ou no ambiente domeéstico;
além de ser um padrdo para a avaliacdo de testes alternativos ao uso de animais experimentais
(Purchase et al., 1998; Blaauboer, 2003; Prieto et al., 2006; Coecke et al., 2006).

Baseado nesse esquema de estudo, a toxicidade aguda € amplamente empregada para
verificar e classificar as substancias quanto a sua letalidade, o que estabelece parametros de
seguranca para a saude humana avaliando, em animais as alteragdes neurocomportamentais (Cunha
et al., 2009; Malone & Robichaud, 1983), além de contar com a mensuracdo de parametros
hematoldgicos (Santos et al., 2009) e bioquimicos (Oduola et al., 2016).

Cinco categorias foram incluidas, assim, na classificacdo do esquema de toxicidade aguda,
sendo que a categoria 1 é a mais severa em toxicidade, enquanto a categoria 5 é destinada a
produtos com toxicidade aguda relativamente baixa, mas que, sob certas circunstancias,
representando um risco para populacdes vulneraveis, seja, por exemplo, por comorbidades ou faixa
etaria extrema. Estas 5 categorias figuram no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacao
(GHS) das substancias (OECD 423, 2001).

Diante da importancia do Boldo-Gamba (Plectranthus neochilus Schlechter) e da Favela
(Cnidoscolus quercifolius Pohl), como planta medicinal na medicina popular, objetivou-se obter
extratos e analisar as caracteristicas fitoquimicas e toxicoldgica oral aguda e dérmica destas plantas

em roedores.
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MATERIAL E METODOS
Material botanico
As partes aéreas de Plectranthus neochilus Schlechter, (Lamiaceae) e entrecascas de
Cnidoscolus quercifolius Pohl, (Euphorbiaceae), foram coletadas de espécimes localizados na
mesorregido do Sertdo Paraibano, municipio de Patos — Brasil (7° 01° 28 Sul, 37° 16 48 Qeste).
O material coletado foi identificado pela Engenheira Florestal Dra. Angela Maria Miranda do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e
uma exsicata de cada depositada no Herbario da UFRPE sob os numeros 21717 e 21101,

respectivamente.

Animais

No modelo experimental da toxicidade oral aguda foram utilizados nove camundongos
Swiss (Mus musculus albinus) adultos jovens, fémeas, peso entre 19 e 25g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Foram agrupados em trés grupos
aleatorios de trés animais cada: Grupol- animais tratados com boldo-gamba e favela juntos; Grupo
2-animais tratados com favela e Grupo 3-animais tratados com boldo-gamba. Os animais foram
mantidos na Sala de Experimentacdo do Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE, mantidos em gaiolas de propileno translicido (40x32x16
cm), com tampa de arame zincado e cama de maravalha, sob condi¢cdes controladas de iluminacéao
(ciclo 12h claro/escuro), temperatura (22+2°C) e umidade (76 +5,4%), agua e dieta (Presence®) ad
libitum. Para o tratamento com administracdo via gavagem com utilizacdo de sondagem orogastrica,
utilizou-se volume méaximo de administracdo de 1mL/100g de peso corporal.

No modelo experimental da toxicidade dérmica foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus) machos, peso corpdreo de 220 a 2509, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Pernambuco. Todos os animais da pesquisa foram mantidos em ambiente

climatizado (20 - 22°C), sob iluminagdo artificial, com ciclo claro-escuro a cada 12 horas,
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acondicionados em gaiolas metabolicas individuais, com livre acesso a alimentacdo e agua. Os
primeiros 15 dias antes da cirurgia foram considerados como periodo de aclimatacdo, visando

estabilizar os animais na sala de experimentacao.

Obtencéo do extrato hidroalcéolico dos extratos

A obtencdo do extrato hidroalcoolico (50%) foi realizado no Laboratério de Farmacologia
de Produtos Bioativos do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Para a obtencdo do extrato organico, 500g das partes aéreas de Plectranthus neochilus e
5009 da entrecasca de Cnidoscolus quercifolius foram desidratadas em estufa de circulagédo de ar a
60°C, trituradas, maceradas e pesadas. O material resultante foi colocado em baldo de fundo chato
adicionado a 1L de uma solugdo (EtOH: AGUA 1:1), deixando em repouso por 1 semana a
temperatura ambiente, em seguida o material foi filtrado a vdcuo. O mesmo procedimento foi
repetido mais duas vezes. Os liquidos obtidos foram colocados em baldo de fundo redondo e
levados ao rotoevaporador a temperatura de aproximadamente 40° a 60° e pressdo de
aproximadamente -650mmHg. A parte aquosa foi congelada e liofilizada. Obteve-se extrato
hidroalcodlico de Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius, que foram armazenados a -

20°C.

Preparacao do gel fitoterapico

Para a obtencdo do veiculo foi utilizado carbopol a 1%. O gel apresentou propriedades
caracteristicas como boa viscosidade e o pH foi ajustado para 6,0. Para cada 100mg do veiculo foi
utilizado 2,5mg do extrato hidroalcodlico bruto de favela associada a 2,5mg do extrato
hidroalcoodlico bruto de boldo-gamba (FGBF 2,5%); na formulagdo a 5,0% foi realizada o mesmo
procedimento, utilizando 5mg de cada extrato (FGBF 5%), e na 10% utilizou-se 10mg de cada

extrato (FGBF 10%).
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Considerac0es bioéticas
O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da UFPE, Processo n° 23076.011939/2014-25.

Analise fitoquimica: uplc / xevo-g2xsqtof - andlise de fenolicos

O espectrofotdmetro de massa XEVO-G2XSQTOF (Waters, Manchester, UK) foi ligado ao
sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) através de uma interface de ionizacao por
eletropulverizacdo (ESI). A separacdo cromatografica dos compostos foi realizada no ACQUITY
UPLC com um auto-amostrador acondicionado a 4°C, utilizando uma coluna Acquity BEH C18
(50mm x 2,1 mm i.d., tamanho de particula de 1,7um) (Waters, Milford, MA, EUA).

A temperatura da coluna foi mantida a 40° C. A fase mdvel constituida por agua com acido
férmico a 0,1% em agua (solvente A) e acetonitrilo (solvente B) foi bombeada a um caudal de 0,4
mL min-1. O programa de elui¢do em gradiente foi o seguinte: 0-5 min, 5-10% B; 5-9 min, 10-95%
B. O volume de injecao foi de 10uL. A analise de MS foi realizada num espectrometro de massa em
tandem de tempo de voo quadrupolar, acoplado com uma fonte de ionizacdo por eletropulverizagédo
no modo de ions negativos, num Xevo G2 Qtof (Waters MS Technologies, Manchester, Reino
Unido). A faixa de varredura foi de 50 a 1200 m / z para aquisicao de dados.

Adicionalmente, foram realizados experimentos de MSE que permitem a obtencéo de dados
de ion precursor e de produto sejam adquiridos numa injecdo. Condi¢bes de fonte como segue:
tensdo capilar, 2,0kV; Cone da amostra, temperatura da fonte, 100 ° C; Temperatura de
dessolvatacdo 250 C; Taxa de fluxo de gas de cone 20Lh-1; Vazéao de dessolvatacdo (N2) 600Lh-1.
Todas as analises foram realizadas usando o lockspray, 0 que assegurou precisdao e
reprodutibilidade. Utilizou-se leucinaencefalina (5ngmL-1) como um composto padrdo ou de
referéncia para calibrar espectrdmetros de massa durante a andalise e introduzido por um
pulverizador de fechadura a 10 pLmin-1 para aquisi¢do de massa precisa. Todas as aquisicOes e

analises de dados foram controladas usando o software Waters MassLynx v 4.1.
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Ensaios bioldgicos

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo metodologia descrita no Guia 423 das
diretrizes da OECD (2001). Em todos os casos foi administrada dose unica (2000mg/Kg de cada
extrato, por gavagem). A dose foi administrada em volumes semelhantes, dependendo do peso do
animal, foram preparadas proximo da aplicacdo para garantir a estabilidade da mesma. Os animais,
0s quais estavam em jejum durante 8 horas, foram pesados no tempo zero, 4°, 7°, 10°, 13° dia de
estudo e no dia da eutanésia. A duracgdo total do estudo foi de 14 dias.

Os animais foram observados individualmente, ap6s a primeira dose, por cerca de 30
minutos, e periodicamente durante as primeiras 24h, com atencdo especial durante as primeiras 4
horas, e diariamente depois disso, num total de 14 dias. Os parametros analisados foram: avaliacdo
clinica (modificacBes na pele, pélos, olhos, mucosas, alteracGes respiratorias, circulatorias e dos
sistemas nervoso central e periférico) realizada diariamente; avaliacdo de efeitos gerais (Almeida et
al., 1983), ou seja, alteracdes no estado de consciéncia e disposi¢cdo, no sistema motor, o ténus
muscular, no sistema nervoso central (tremores, convulsdo e sedacdo) e no sistema nervoso
autdbnomo (lacrimejamento, salivacdo, ptose, piloerecao e respiracao).

No décimo quinto dia, os animais foram pesados realizada eutanasia por aprofundamento
anestésico (cetamina 60mg/kg e xilazina 10mg/kg), via intraperitoneal, e posteriormente
exsanguinacao por puncao venosa cardiaca. Todos os animais do experimento foram submetidos a
necropsia, realizando-se analise macroscépica e pesagem em balanca analitica de precisdo, do
coracdo, baco, rins e figado, buscando-se possiveis sinais de alteracfes sugestivas de toxicidade.
Ap0s esse procedimento, foi realizada a classificacéo do risco toxicolégico com base na OECD 423

(2001). de acordo com a tabela do Globally Harmonised Classification System (GHS).

Avaliacdo da ferida excisional
Para realizagdo do procedimento cirargico (prévio jejum de 12 horas), os ratos Wistar

(n=35) foram pesados, em seguida, anestesiados com cetamina (10mg/kg) e xilazina (3mg/kg)
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(Andrade, 2002), por via intraperitoneal. Apos inducdo anestésica, 0os animais foram colocados em
decubito ventral e submetidos a tricotomia manual e antissepsia com 0,1% de alcool iodado na linha
média dorsal da regido cervical de cada animal. A area da incisdo foi marcada com uma caneta de
marcacdo e molde metalalico vazado (+ 78,5 mm?). Para remover a pele, tecido subcutaneo, fascia e
paniculo carnoso, utilizou-se tesoura reta de Iris e pinga de Adson. Depois da incisdo, um anel de
contencao feito de material atoxico e hipoalergénico de silicone foi suturado ao redor da ferida
cirurgica usando de 4 a 6 pontos isolados simples com fio monofilamentoso de nylon 4.0 agulhado,
distribuidos simetricamente (Galiano et al., 2004, adaptado por Franco, 2012), de modo que a ferida
permanecesse no centro.

Apdbs a cirurgia, os ratos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos com sete
animais cada um: Grupo 1, controle positivo, onde utilizou-se um gel fitoterdpico ja existente no
mercado (10ml de tintura de Calendula officinalis L.; 10ml de tintura de Stryphnodendron
barbatiman Mart.; 5ml de tintura de Symphyntum officinalis L.; 5ml de tintura de Aloe vera; 3ml de
tintura de Matricaria chamomilla L.; 5ml de tintura de Echinacea angustifélia DC.; 8ml de tintura
de prépolis, 100g do gel carbopol; Grupo 2, controle negativo, utilizou apenas o veiculo carbopol;
os Grupos 3, 4 e 5 formaram grupos da associacdo especifica com a incorporacdo do extrato

Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius 2,5%, 5% e 10% ao gel de carbopol.

Analise laboratorial

No final do experimento, os animais foram submetidos a prévio jejum de 10 horas, sedados
com cetamina (10mg/kg) e xilazina (3mg/kg) e submetidos a eutanasia por decapitacdo. No
momento da decapitacdo, 4,0ml do sangue dos animais foi coletado em dois tubos diferentes: um
com anticoagulante EDTA (Doles Reag. Equip. para Laboratdrios Ltda, Goiania, Brasil) (1,0ml)e
outro em tubo seco (3,0ml). Esse ultimo foi imediatamente centrifugado a 7500 r.p.m. por 15

minutos, para obtencdo do soro que foi congelado a -20°C por até 72 horas e posteriormente
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utilizado na analise do perfil bioquimico. O sangue coletado em tubo com EDTA foi utilizado para
determinar o perfil hematoldgico.

Os parametros hematologicos (hemograma e contagem de plaquetas) foram determinados
imediatamente apds a coleta atraves do analisador automatico de celilas hematologicas ABX
Micros 60 (HORIBA ABX Diagnostics, Montpellier, Franca).

Os parametros bioguimicos (gama-glutamiltranspeptidase (GGT), aminotransferases (ALT e
AST), fosfatase alcalina (FA), uréia, creatinina, acido Udrico, colesterol, triglicérides, glicose,
proteinas totais e albumina), foram determinados com o auxilio do analisador automatico Labmax
240 (Tokyo Boeki Machinery Ltd, Medical Project Department — Tokyo, Japéo) e kits comerciais

da marca Labtest.

Analise histomorfoldgica

Finalizada a coleta de sangue, os animais foram necropsiados, e as visceras foram removidas
rins, baco, coracdo e figado para avaliagdo macroscépica, pesagem e se necessario analise
histopatoldgica.

Os materiais foram fixados em formalina tamponada a 10% por um periodo minimo de 24
horas e posteriormente desidratadas, inclusas em parafina, submetidas a cortes transversais de 4,
com micrétomo, e coradas com hematoxilina—eosina (HE). (Tolosa et al., 2003).

As laminas foram examinadas sob microscopio O&ptico, trés imagens por campo

(0,0018mm?2 area) foram capturados com uma camara digital (magnifi-400x) ligado ao microscopio

(Olympus BX-49 microscopio de luz e camera).

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos por média * erro padrdo da média e para fins estatisticos,
sendo considerada a significdncia minima de 0,05 (p<0,05). A normalidade das medidas foi

avaliada através do teste de Kolmogorov Smirnov. Os dados paramétricos foram submetidos
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a Analise de Variancia (ANOVA) duas vias, com aplicacdo do pos-teste de Bonferroni. Os dados
foram analisados estatisticamente pelo programa Prism® 4.00 (GraphPad Software Inc., San Diego,

California, US).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil fendlico de UPLC-PDA a partir de extratos hidroalcoolicos de Plectranthus
neochilus, e Cnidoscolus quercifolius foi registrado a 290nm (Figuras la, 1b, 2a e 2b) e o0s
compostos foram identificados por cromatografia liquida de ultra alta pressdo juntamente com
espectrofotometria de massa de tempo de voo quadrupolar (UHPLC-QTOF- MS / MS) como
flavonoides, com base na sua caracteristica UV e massa de deteccdo, bem como medida de massa

precisa de ambos 0s ions precursor e produto (Figuras 3A, 3B, 4A e 4B).

Figura 1A e 1B - UPLC-DAD ‘(29"‘()“”h”rhj de etanol extraido de folhas d‘e”F‘;Iécfrér‘i‘thUse neochilus
(boldo-gamba). Cromatogramas de ions de pico de base de extratos etandlicos extraidos e obtidos por
um método de recolha de dados de MSE (UPLC-Q-TOF / MSE) em modo negativo.

A Analise por Cromatografia Liquida desenvolvida hd mais de um século, a LC é uma
técnica analitica muito bem estabelecida de separacgéo, identificacdo e quantificacdo de compostos
em uma amostra. Ela garante sua grande aplicabilidade devido a sensibilidade, capacidade de
quantificacdo e separacdo de moléculas (Fernandez-alba, 2005). No sistema de LC adotado em
nosso estudo as amostras foram ionizadas por uma fonte de ions a pressdo atmosferica (API, do

inglés Atmospheric Pressure lonization), na forma de Eletrospray (ESI do inglés, Electrospray
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lonization) que é uma das técnicas mais importantes para analisar pequenas moléculas polares,

peptideos, proteinas, oligonucleotideos e compostos de alto peso molecular (Harris, 2001).

Figura 2A e 2B - UPLC-DAD (290 nm) de etanol extraido da entrecasca da Cnidoscolus
quercifolius (favela). Cromatogramas de ions de pico de base de extratos etandlicos extraidos
e obtidos por um método de recolha de dados de MSE (UPLC-Q-TOF / MSE) em modo

negativo.

Figura 3A e 3B- Espectro UV e de massa do composto principal de etanol extraido de folhas
de Plectranthus neochilus (boldo-gamba).
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Figura 4A e 4B- Espectro UV e de massa do composto principal de etanol extraido da entrecasca de Cnidoscolus
quercifolius (favela).

Estudos quimicos das espécies do género Plectranthus sdo descritos desde a década de 60.
Até o momento, foram identificados mais de 200 compostos isolados das espécies do género, sendo
os diterpendides os principais metabolitos secundarios presentes. O estudo realizado por Waldia et
al. (2011) mostraram o isolamento de triterpenos tipo esqualeno (aciclicos), ambreina (triciclicos),
lanosterol (tetraciclico) e amirinas (pentaciclicos), flavonas e acidos graxos em diferentes espécies
de Plectranthus. Foram encontrados triterpenos em P. caninus, P. rugosus e P. straitus. As flavonas
3,7- dimetilquercetina e 3,7-dimetilcamferol foram encontradas em partes aéreas de P. caninus. O
estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas e caules de P. neochilus forneceu dois
triterpenos, a friedelina e a-amirina esterificada na posigdo C-3. Deste extrato foi obtida também a
mistura dos esterdides sitosterol e estigmasterol.

Em relacdo aos constituintes presentes no extrato hidroalcoolico da casca e das folhas da
Plectranthus neochilus, Carvalho (2004) e Simdes et al. (2010) destacaram a presenca de
flavondides em ambos os extratos. Assim, as atividades farmacoldgicas provavelmente estdo
relacionadas a presenca desta classe de substancias, visto que esses possuem atividade anti-
inflamatdria, devido a inibicdo da COX, da formacdo de granulacdo e do aumento da
permeabilidade capilar observado no inicio do processo inflamatério. No extrato hidroalcodlico das

folhas do Boldo-gambéa ha presenca de triterpenos/esteroides que atuam na reacdo imunoldgica e
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revelam efeitos bastante promissores quando utilizados como anti-inflamatério (Carvalho, 2004;
Huang et al., 2012).

A analise fitoquimica da Cnidoscolus quercifolius realizada por Gomes (2014) indicou
reacdo positiva para a presenca de cumarinas, flavonoides, monoterpenos/diterpenos e
naftoquinonas no extrato etandlico da casca da favela, enquanto, o extrato das folhas da favela
demonstrou reacdo positiva para cumarinas, derivados antracénicos, flavonoides, lignanas e
triterpenos/esteroides. Ndo foram detectados no extrato da casca 0S seguintes constituintes:
alcaloides, antocianinas, derivados antracanicos, lignanas, saponinas e triterpenos/esteroides. O
extrato etanolico das folhas da Favela evidenciou reacdo negativa para alcaloides, antocianinas,
monoterpenos/diterpenos, naftoquinonas e saponinas. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa, principalmente em relacdo a presenca de flavonoides.

A importancia do delineamento da fitoquimica estd em correlacionar as substancias
encontradas por LC e que ainda estdo sendo identificadas, com as atividades biologicas pesquisadas
neste trabalho.

Os extratos hidroalcodlicos de Plectranthus neochilus e de Cnidoscolus querifolius tiveram

rendimento de 26,6% e 10% respectivamente.

TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Né&o foi observado morte ou qualquer outro sinal de toxicidade nos animais tratados com o
extrato hidroalcoolico das folhas de Plectranthus neochilus e/ou entrecascas de Cnidoscolus
quercifolius, dose Unica (2000mg/kg) administradas por gavagem.

Gomes (2014) avaliando a toxicidade aguda do extrato etanolico das cascas de Cnidoscolus
quercifolius, afirma que ndo foram observadas mortes dos camundongos que receberam a dose

5¢/kg administrada pela via oral, indicando baixa toxicidade dos extratos estudados.
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Nas observacOes clinicas realizadas durante o experimento como alteracfes do sistema
respiratorio, sistema nervoso central e periférico somatico e autbnomo e sistema locomotor, nao
houvem alteracGes comportamentais dos animais.

As observacgdes descritas na triagem comportamental servem para facilitar a investigacdo da
possivel atividade do extrato no sistema nervoso central, bem como indicar os efeitos do mesmo no
comportamento dos animais (Almeida, 2006).

Gomes (2014) na avaliacdo comportamental de camundongos que receberam o extrato
etanolico da casca de favela na dose de 5g/kg por via oral, os animais (fémeas e machos)
demonstraram as seguintes alteracGes comportamentais: ambulacdo diminuida, ptose palpebral e
diarreia. Durante a triagem comportamental dos camundongos que receberam a dose de 5g/kg do
extrato das folhas (fémeas e machos) ndo demonstraram alteracdes no comportamento.

Na Figura 5 observou-se a evolucdo ponderal do peso corporal (g) de camundongos fémeas
durante o estudo da toxicidade aguda. A administracdo do extrato de Plectranthus neochilus, e
Cnidoscolus quercifolius (associados e/ou isolados) na dose de 2000mg/kg ndo gerou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados (p> 0,05) em relacdo ao ganho de peso

corporal dos camundongos.
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Figura 5- Evolugdo ponderal do peso corporal (g) de camundongos fémeas durante o estudo da toxicidade oral
aguda dos extratos hidroalcodlicos de Plectranthus neochilus (boldo-gamba) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela)

Sangeetha et al. (2013) observaram a perda de peso corporal como sendo um sinal
caracteristico observado na maioria dos animais expostos a substancias toxicas, essa diminui¢do do
peso geralmente se manifesta dentro de alguns dias ap0s a exposi¢do, e resulta numa reducéo

substancial do tecido adiposo e do tecido muscular.
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Em estudo Gomes (2014) avaliou o peso corporal de camundongos que ingeriram extrato
hidroalcodlico da casca da favela e observaram no dia 1 ao dia 14, onde apresentou diferenca
estatistica nos grupos fémeas na dose de 5g/kg por via oral. Ja os tratados com o extrato das folhas
apresentaram diferenca estatistica no grupo 5g/kg por via oral em machos.

A perda de peso corporal € um sinal caracteristico observado na maioria dos animais
expostos a substancias toxicas, essa diminuicdo do peso geralmente se manifesta dentro de alguns
dias ap0s a exposicdo, e resulta numa reducdo substancial do tecido adiposo e do tecido muscular
(Sangeetha et al., 2013). Segundo Jahn & Geunzel (1997) o acompanhamento da massa corporal do
animal € um importante indicador para a avaliacdo da toxicidade de substancias exogenas.

Os pesos relativos dos Orgdos dos animais tratados com os extratos hidroalcoolicos de
Plectranthus neochilus (boldo-gamba) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela) encontram-se na
Figura 6. Nao houve diferencas estatisticas em relacdo ao peso do coracédo, rins e baco, entretanto,
verificaram-se aumento estatisticamente significativo no peso do figado dos animais tratados apenas
com o extrato de Plectranthus neochilus (boldo-gamba). Na andlise macroscopica nao foi
visualizada alteracdes da consisténcia do figado.

Gomes (2014) no resultado da analise dos pesos dos 6rgdos dos animais tratados com 5g/kg
por via oral, fémeas e machos ndo apresentaram nenhum O6rgdo com alteracdo macroscopica,
demonstrando que ndo houve toxicidade, quando avaliados 0s aspectos macroscopicos desses

orgaos.
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Figura 6- Peso relativo dos 6rgéos (g/100g) de camundongos fémeas durante o estudo de toxicidade oral aguda com
extratos hidroalcodlicos de Plectrantus neochilus (boldo-gamba) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela)
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TESTE DE TOXICIDADE DERMICA

As avaliacOes clinicas diarias mostraram auséncia de toxicidade dérmica com adequada
recuperacdo, com manutencdo do estado geral, presenca de atividade fisica e disposicdo para
alimentar-se nos animais tratados com FGBF a 2,5%, 5% ou 10% e grupos controle positivo e
negativo. Nao houve 6bitos.

A Figura 7 apresenta a evolucdo do peso corporal dos ratos Wistar machos durante o
experimento. Observa-se que foi estatisticamente significativo o grupo da FGBF a 10% nas
pesagens zero, sete, dez e treze dias comparados aos demais grupos. No entanto, estes resultados
podem estar relacionados ao menor peso corpéreo dos ratos desde o dia zero comparados com 0s
demais grupos e por ndo apresentarem perda de peso. Possivelmente, devido ao mesmo manejo a
que foram submetidos, ndo afetando a ingestdo de agua ou alimentos, bem como reagdes clinicas
significativas, como: prurido intenso, edema, eritema, diarréia, vOmitos, mudancas de
comportamento ou mortes.

Animais que apresentam lesGes dermatoldgicas, acompanhadas de prurido e dor, ndo se
alimentam bem e apresentam perda de peso (Brito, 1995). Este fato ndo foi observado nos animais
que foram submetidos aos tratamentos durante 14 dias, tendo em vista estes apresentarem ganho de

peso.
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Figura 7 — Evolucédo ponderal do peso corporal (g) de ratos Wistar machos durante o estudo da toxicidade dérmica
dos grupos controle positivo (fitoterapico comercial), controle negativo (veiculo), Formulagdo em Gel da associagao
de Plectranthus neochilus (boldo-gambd) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela) nas concentracdes 2,5%, 5% ou
10%
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A Figura 8 apresenta o peso dos 6rgdos (figado, rins, coracdo e baco) dos ratos Wistar machos
durante o estudo de toxicidade dérmica nos grupos: Controle positivo (fitoterdpico comercial),
controle negativo (veiculo), Formulacdo em Gel da associacdo de Plectranthus neochilus (boldo-
gamba) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela) nas concentracdes 2,5%, 5% ou 10%. Houve reducdo
significativa no peso do figado dos animais tratados com FGBF 5% e 10%, nas porcentagens
respectivamente. Klaassen & Watkins (2001) relatam que a toxicidade subcronica estabelece a
existéncia ou nao de efeitos adversos e posteriormente identifica e caracteriza os orgaos afetados

determinados pelo efeito cumulativo da substancia administrada.
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Figura 8 - Peso relativo dos 6rgdos (g/100g) dos ratos Wistar machos durante o estudo de toxicidade dérmica dos
grupos controle positivo (fitoterpico comercial), controle negativo (veiculo), Formulagdo em Gel da associagao de
Plectranthus neochilus (boldo-gambd) e/ou Cnidoscolus quercifolius (favela) nas concentracées 2,5%, 5% ou 10%

Analisando a Tabela 1 observa-se que houve aumento estatisticamente significativo quanto a
variavel contagem de plaquetas para 0 Grupo FGBF 2,5% e Grupo FGBF 10% (13,22% e 22,94%),
contudo estdo dentro do padrao de referéncia. As demais variadveis relacionadas com o hemograma
em todos os grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas, demonstrando assim que as
formulagcbes ndo tiveram influéncia sobre esses parametros (Werner & Grose, 2003; Eming et al.,
2007).

Apds a ocorréncia da lesdo, inicia-se 0 extravasamento sanguineo que preenche a area lesada
com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. Agregacao plaquetéria e a coagulagdo
sanguinea geram um tampao, rico em fibrina que além de restabelecer a homeostasia e formar uma
barreira contra invasdo de microorganismos, organiza matriz provisoria necessaria para a migracao
celular. Essa matriz servira como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo
liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial (Werner & Grose, 2003; Eming et al.,

2007).
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Tabela 1 - Parametros hematoldgicos de ratos Wistar machos tratados com o gel fitoterapico
comercial, veiculo da formulag&o, ou FGBF (2,5%, 5% ou 10%)

Valores do Grupos

Parametros LBT'OFteG'I‘:’Pdé’# Fitoterapico | Veiculoda | FGBF 25%  FGBF 5% | FGBF 10%
] comercial formulacao

Hemacias 7,3£0,1 7,87+0,10 7,21+0,28 7,90+0,21 7,41+0,12 7,53+0,15
(10%mm?®)
Hemoglobina 15,0+0,2 13,66+0,12 12,41+0,34 12,39+0,27 12,31+0,24 13,11+0,14
(g/dL)
VCM 48,0£0,3 55,71+0,42 55,14+0,40 55,86x0,40 56,43%0,43 56,00£0,79
(um?)
HCM 20,0+0,2 17,36+0,15 17,29+0,24 15,66+0,18 16,71+0,11 17,44+0,29
(p9)
CHCM 42,0£0,2 31,16x0,27 31,26%0,30 27,96x0,19 29,40£0,18 31,13+0,18
(g/dL)
RDW 13,0+0,2 12,31+0,10 12,21+0,09 12,91+0,13 12,89+0,26 12,87+0,60
(%)
Plaguetas 730£33,0 616,14+17,98 598,29+33,13 677,43£25,10* 639,86x+14,47 735,57+£41,07*
(mm?®)
Leucécitos 6,3+0,5 7,60+0,46 7,90+0,82 7,09+0,44 4,84+0,27 3,81+0,25
(mm?®)
Mondcitos 5,1+0,3 11,3+0,11 8,4+0,06 11,1+0,10 12,6+0,07 14,9+0,05
(%)
Granulécitos 27,0+1,5 29,1+0,31 31,740,41 28,8+0,14 18,0+0,06 16,8+0,09
(%)
Linfécitos 67,0+1,6 59,6+0,31 59,9+0,45 60,0+0,35 69,4+0,21 68,3+0,16
(%)

Valores sdo expressos em média + erro padrdo da media. Valores submetidos a ANOVA duas vias com pos-teste
Bonferroni significancia*(p<0,05) grupos (FGBF 2,5%, 5%, 10% ou fitoterapico comercial x veiculo da formulacéo
*(Branco, 2011)

Na avaliacdo da toxicidade de plantas medicinais é de fundamental importancia avaliar as
alteraces hematoldgicas, visto que essas permitem a deteccdo de alteracGes fisiopatoldgicas de
animais em diferentes condicdes de estresse e sdo capazes de indicar a toxicidade induzida por
hemolise (Nussey et al., 1995).

No trabalho de Gomes (2014) com a administracdo oral de extrato etandlico da casca de
Cnidoscolus quercifolius na dose de 5g/kg em fémeas, observou-se diferenca estatistica dos
parametros hematologicos apenas dos neutrofilos.

Dentre os efeitos adversos envolvidos no uso de plantas medicinais, podemos citar as
alteracbes hematologicas, onde estas plantas podem desencadear reacOes adversas sanguineas,
detectaveis atraves de exames laboratoriais, sendo possivel avaliar os efeitos toxicos destes

elementos no sangue (Ferreira et al., 2013).
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Nesse sentido, a analise dos parametros hematoldgicos sanguineos é relevante para a
avaliacdo de risco, pois sugerem a probabilidade de ocorrerem alteracdes do sistema hematologico
em seres humanos tratados com a droga em questdo, fornecendo um valor preditivo importante de
toxicidade humana (Olson et al., 2000). O hemograma € utilizado para avaliar de forma guantitativa
e qualitativa os elementos figurados do sangue, sendo composto pelo eritrograma, leucograma e
plaquetograma (Costa, 2013).

Analisando os parametros bioquimicos na Tabela 2 verificou-se que houve reducao
significativa nos niveis de colesterol nos Grupos das FGBF 2,5% (40,02%), 5 % (38,59%) e 10%
(34,06%), e aumento na fosfatase alcalina nos grupo FGBF 2,5% (46,24%) e 5% (31,80%). Essa
enzima é encontrada em praticamente todos os tecidos do corpo, mas que se apresenta, sobretudo no
figado, nas vias biliares e nos ossos (Meyer, 1998). Essas variaveis podem ter sido influenciadas
pela acdo do boldo que € indicado para insuficiéncia hepatica e dispepsia e a favela em ter acéo
colagoga, colerética e hepatica. Essas plantas sdo recomendadas para diminuicdo dos niveis de
colesterol e seu consumo excessivo podem provocar efeitos toxicos (Lourenzi & Matos, 2002).

Quanto as transaminases analisadas (Tabela 2) verificou-se que houve aumento
estatisticamente significativo para as variaveis ALT e AST (95,39% e 38,55%) no grupo da
formulacdo 5% apresentando aumento em relacdo aos valores referenciais apenas na AST. Todos
foram comparados ao grupo tratado com o fitoterapico comercial. A ALT é considerada hepato-
especifica porque um significativo aumento em sua atividade sérica somente é observado na
degeneracdo hepatocelular (Kaneko et al., 1997).

O aumento nestas enzimas apresentados pelos animais tratados topicamente com o gel
FGFB a 5%, deve-se provavelmente a absor¢cdo do medicamento e posterior lesdo dos hepatdcitos,
grave 0 bastante para provocar o aumento também da enzima AST. Valores elevados de AST e
baixos valores de colesterol observados nesta pesquisa, revelam transtornos na funcdo hepatica

(Bush, 1991). O ato de lambedura dos roedores pode ter contribuido na intoxicagdo dos animais.
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Tabela 2 - Parametros bioquimicos de ratos Wistar machos tratados com o gel fitoterapico
comercial, veiculo da formulag&o, ou FGBF (2,5%, 5% ou 10%)

Valores do Grupos
Parametros  Biotériodo  —FroteraiceT Veiculoda | FGBF 25% | FGBF 5% | FGBF 10%
LTF-UFPB comercial formulagédo

Glicose 117,4+2,8 128,6745,08 = 136,49+543  148,60+5,01 141,91+120  127,88+3,99
(mg/dL)

Colesterol 62,212,3 84,04+4,07 76,05+0,68 45,61+1,62* 46,70+2,03* 50,1442 90*
(mg/dL)

Triglicérides 96,0+5,5 90,78+14,11 80,68+8,85 99,52+9,44 75,14+17,56 72,98+6,58
(mg/dL)

Proteina 6,1+0,1 5,68+0,12 5,57+0,12 7,23+0,11 7,14+0,08 7,22+0,14
Totais (g/dL)

Fosfatase 184,0+8,0 177,56+14,12 = 175,98+9,26 = 257,36+12,81* 231,95+17,46* 205,29+12,28
Alcalina

(U/L)

ALT 61,0£2,4 28,40£2,09 30,83+1,38 50,32+1,82 60,24+3,24* 47,34+4,52
(U/L)

AST 152,4+6,6 156, 18+6,62  136,36+4,92 160,02+10,99  188,93+10,85* 168,52+5,54
(U/L)

Creatinina 0,31£0,1 0,27+0,04 0,24+0,04 0,27+0,01 0,22+0,02 0,21+0,02
(mg/dL)

Uréia 45,2423 43,01+£2,46 40,83+1,50 42,20+1,45 38,36+2,56 44,33+£3,57
(mg/dL)

Acido drico 0,840,1 0,53+0,04 0,60+0,08 0,90+0,07 1,12+0,10 1,04+0,05
(mg/dL)

GGT 20,00 18,08+7,09 11,13+4,10 2,24+1,09 0,82+0,75 2,60£0,75
(U/L)

Albumina 3,0£0 2,83+0,03 2,76+0,04 2,80+0,04 2,78+0,05 2,83+0,09
(g/dL)

Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média. Valores submetidos a ANOVA duas vias com pos-teste
Boferroni significancia*(p<0,05) grupos (FGBF 2,5%, 5%, 10% ou fitoterapico comercial x veiculoda formulacéo
*(Branco, 2011)

A enzima AST é encontrada em maior quantidade nas mitocéndrias, cerca de 80%, e ndo é
liberada tdo rapido como a ALT, que é uma enzima puramente citosélica. A AST esta presente em
altas concentracdes em um grande numero de tecidos, como coracao, figado, muasculo esquelético,
rins e pancreas. A ALT é primariamente limitada ao citosol dos hepatdcitos, € considerada um
indicador altamente sensivel de dano hepatocelular e, dentro de certos limites, pode fornecer uma
taxa quantitativa do grau de danificacdo sofrido pelo figado (Al-habori et al., 2002).

Estudos com parametros bioquimicos realizados por Gomes (2014) revelaram um
decrescimo de triglicerideos, glicose, ALT e AST nos animais que receberam a dose de 5g/kg por

via oral do extrato da casca da favela em roedores.
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Em relacéo ao estudo histopatolégico do tecido hepatico, ndo foram observadas alteragdes nos
animais tratados controle positivo (Figura 9A), negativo (Figura 9B), extratos de FGBF 2,5%
(Figura 9C) e 10% (Figura 9D). No entanto, nos animais do Grupo 5% observou-se leve infiltrado
inflamatorio subcapsular mais com hepatécitos com morfologia normal, com inclusdes lipidicas,

nacleos e nucléolos evidentes (Figura9E).

Figura 10 — Fotomicrografia do parénquima hep IteragBes morfoldgicas.
A — Ratos do grupo FGBF 2,5%, B — Ratos do grupo FGBF 5%); C - Ratos do grupo
Controle positivo, D — Ratos do grupo controle negativo; E - Ratos do grupo
FGBF 10%, apresentando leve infiltrado inflamat6rio subcapsular; hepatcitos
com morfologia normal, com inclusdes lipidicas, ndcleos e nucléolos evidentes.

De acordo com os achados descritos, sugere-se que 0s extratos Plectranthus neochilus e
Cnidoscolus quercifolius ndo ocasionaram toxicidade as células hepéaticas. Gomes (2014) realizou
pesquisas com o extrato etandlico de Cnidoscolus quercifolius (favela) por via oral, onde 0s animais
ndo apresentaram alteragdes de tecido hepéatico. O parénquima do 6rgdo mostrou-se ausente de
lesbes em todos 0s grupos, tanto para 0s animais que receberam o extrato da casca, quanto para 0s
que receberam o extrato da folha, confirmando que os extratos ndo ocasionaram toxicidade as

celulas hepaticas.
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Dessa forma, o estudo da toxicidade aguda indica que o extrato etandlico de Plectranthus
neochilus e/ou Cnidoscolus quercifolius ndo apresentaram toxicidade, porém, outros estudos com
diferentes metodologias devem ser realizados, com o intuito de determinar uma melhor seguranca

dos extratos.

CONCLUSAO

As amostras dos extratos de boldo-gamba e favela expressaram na Cromatografia Liquida
(LC), através de cromatogramas picos de substancias compativel com flavondides.

As substancias testes apresentaram Dose Letal Média (DLsp), para camundongos fémeas,
maior que 2000 mg\kg de peso vivo quando administradas por via oral, o que permite classificar as
substancias testes na “classe toxicologica V”, como de baixa toxicidade para as doses e via de
administracao oral. Os animais ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade ap06s exposicdo oral e
dérmica as substancias, entretanto, o extrato do Plectranthus neochilus (boldo-gamba) provocou
aumento relativo do peso do figado no estudo de toxicidade oral aguda nos camundongos, o que
sugere um possivel efeito toxico e, portanto requer cuidado na sua ingestdo, mesmo em dose Unica,
apresentando uma tendéncia cronica de toxicidade. Faz-se necessario a realizacdo de outros ensaios de
toxicidade sub-cronica e cronica no intuito de determinar o perfil de seguranca dos extratos para que 0s

mesmos possam se tornar agentes seguros para uso terapéutico.
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RESUMO

OBJETIVO: Investigar os efeitos de uma Formulacdo em Gel da associacdo da
Plectranthus neochilus Schlechter (Boldo-gamba) e Cnidoscolus quercifolius Pohl
(Favela) no processo de reparacéo tecidual em feridas de pele de ratos.

METODOS: Para a reparacao tecidual e toxicidade dérmica utilizou-se 35 ratos Wistar,
machos. Em todos os animais foi induzida uma ferida cirdrgica do tipo excisional na
regido dorso-cervical, os quais foram distribuidos em cinco grupos (n=7/grupo) e
tratadas de acordo com o respectivo grupo: Grupo 1 - controle positivo, animais tratados
com o gel fitoterapico comercial; Grupo 2 - controle negativo, tratados com o gel de
carbopol 1%; Grupo 3 - Formulacdo Gel Boldo-gamba mais Favela (FGBF) 2,5%;
Grupo 4 - FGBF 5%; Grupo 5 - FGBF 10%. . Todos receberam 1,0ml do produto, via
topica, diariamente, durante 14 dias. O processo de reparacdo cutaneo foi avaliado
através das observacdes macroscopicas, mensuracdo da area da ferida e analise
histomorfométrica da pele.

RESULTADOS: Verificou-se a presenca de exsudato em todos 0s grupos nas primeiras
48 horas. Todos os animais tratados apresentaram crostas, porém os tratados com a
FGBF (2,5%, 5% ou 10%) ocorreu de forma mais ampla a partir do segundo dia com
coloragdo marron-castanho, no sétimo dia, retirou-se a crosta, onde apds dois dias
observou-se uma nova formacdo nos grupos da FGBF, desprendendo-se na
reepitelizacdo. Na analise macroscopica verificou-se a presenca de inflamacéo,
granulacdo e epitelizacdo nas feridas de todos o0s grupos de ratos tratados topicamente.
No primeiro dia de tratamento nos grupos FGBF 5% ou 10% verificou-se aumento
significativo (52,53% e 53,51%) das médias e erro padrdo da média da &rea cirlrgica.
No segundo até o sexto dia de tratamento no grupo FGBF 2,5% houve aumento
significativo de 30,24%, 54,82%, 55,62%, 65,60%, 63,77. No quarto até o sexto dia
houve aumento de 71,07%, 59,65% e 94.49% tratados com FGBF 5% e tratados com
FGBF 10% com aumento significativo (54,32%, 94,91% e 116,70%) no quarto ao sexto
dia. No oitavo dia de tratamento no grupo 2,5% um aumento significativo de 115,30%,
comparados ao grupo tratado com o gel fitoterapico comercial. Os grupos tratados com
FGBF 2,5%, 5% ou 10% apresentaram no 14° dia o processo de reepitelizacdo em
85,72%, 85,72% e 57,15% respectivamente, enquanto 0s grupos controle positivo e
negativo em 100%. O peso corporal dos ratos tratados topicamente com FGBF 10%
teve aumento significativo quando comparados aos outros grupos tratados, nos tempos

zero, sete, dez e treze dias de tratamento. A quantificagdo do colageno teve reducéao



84

estatisticamente significativa nos grupos de FGBF 5% ou 10%, respectivamente. No
exame histomorfométrico da pele observou-se reepitelizacdo da epiderme e derme
superficial com presenca de fibras coldgenas longitudinais, fibroblastos e vasos
sanguineos e na derme profunda da pele fibroblastos, fibras colagenas transversais e
longitudinais, vasos sanguineos e células inflamatdrias em todos os grupos estudados.
CONCLUSAO: As trés formulacdes (FGBF 2,5%, 5% ou 10%) quando comparadas ao
controle positivo, ndo resultou em melhora significativa na reducdo do tempo para o
processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas de ratos. Contudo, entre as trés
formulacbes, a de 2,5% foi aquela que apresentou aumento na proliferacdo de
fibroblastos e colagenizagdo mais intensa no 14° dia de tratamento.

Palavras-chave: Fitoterapia, dermatologia, cicatrizacéo

ABSTRAT

OBJECTIVE: To investigate the effects of a Gel Formulation of the association of
Plectranthus neochilus Schlechter (Boldo-opossum) and Cnidoscolus quercifolius Pohl
(Favela) in the tissue repair process on rat skin wounds.

METHODS: For tissue repair and dermal toxicity, 35 male Wistar rats were used. In all
animals, a surgical wound of the excisional type was induced in the dorso-cervical
region, which were distributed in five groups (n = 7 / group) and treated according to
the respective group: Group 1 - positive control, animals treated with The commercial
herbal gel; Group 2 - negative control, treated with carbopol gel 1%; Group 3 -
Formulation Gel Boldo-opossum plus Favela (FGBF) 2.5%; Group 4 - FGBF 5%;
Group 5 - FGBF 10%. . All received 1.0 ml of the product, topically, daily, for 14 days.
The skin repair process was evaluated through macroscopic observations, measurement
of the wound area and histomorphometric analysis of the skin.

RESULTS: Exudate was present in all groups in the first 48 hours. All treated animals
had crusts, but those treated with FGBF (2.5%, 5% or 10%) occurred more broadly
from the second day with brown-brown coloration, on the seventh day, the crust was
removed , Where after two days a new formation was observed in the FGBF groups,
resulting in re-epithelialization. Macroscopic analysis revealed the presence of
inflammation, granulation and epithelization in the wounds of all groups of rats treated
topically. On the first day of treatment in the 5% or 10% FGBF groups there was a
significant increase (52.53% and 53.51%) of the means and standard error of the mean

of the surgical area. In the second to the sixth day of treatment in the 2.5% FGBF group
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there was a significant increase of 30.24%, 54.82%, 55.62%, 65.60%, 63.77. In the
fourth to the sixth day there was an increase of 71.07%, 59.65% and 94.49% treated
with FGBF 5% and treated with 10% FGBF with a significant increase (54.32%,
94.91% and 116.70% ) In the fourth to the sixth day. On the eighth day of treatment in
the 2.5% group a significant increase of 115.30%, compared to the group treated with
the commercial herbal gel. The groups treated with 2.5%, 5% or 10% FGBF presented
on the 14th day the re-epithelialization process in 85.72%, 85.72% and 57.15%
respectively, whereas the positive and negative control groups in 100% . The body
weight of mice treated topically with 10% FGBF had a significant increase when
compared to the other treated groups, at times zero, seven, ten and thirteen days of
treatment. The quantification of collagen had a statistically significant reduction in the
5% or 10% FGBF groups, respectively. In the histomorphometric examination of the
skin we observed reepithelialization of the epidermis and superficial dermis with
presence of longitudinal collagen fibers, fibroblasts and blood vessels and in the dermis
deep skin fibroblasts, transverse and longitudinal collagen fibers, blood vessels and
inflammatory cells in all the studied groups.

CONCLUSION: The three formulations (FGBF 2.5%, 5% or 10%) when compared to
the positive control did not result in a significant improvement in the reduction of the
time to the healing process of the cutaneous wounds of rats. However, among the three
formulations, that of 2.5% was the one that presented increased fibroblast proliferation
and more intense collagenization on the 14th day of treatment.

Key words: Phytotherapy, dermatology, healing

INTRODUCAO

As plantas medicinais e outros produtos naturais sdo recursos terapéuticos
amplamente utilizados no auxilio da cicatrizacdo de feridas cutaneas’. Por ser a primeira
barreira de protecdo do organismo contra agentes externos, a pele estd sujeita a
constantes agressdes e sua capacidade de reparagdo tecidual é de grande importancia
para a sobrevivéncia®.

H& um interesse crescente no uso de terapias holisticas principalmente pela
ineficiéncia de alguns produtos sintéticos, de alto custo e de inUmeros efeitos colaterais.

A Plectranthus neochilus Schlechter, ¢ uma planta pertencente a familia
Lamiaceae popularmente conhecida como boldo-gamba contendo aproximadamente

350 espécies de ervas e arbustos perenes nativas de regides tropicais da Africa, Asia e
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Australia®. Alguns extratos sdo utilizados também como componentes de preparagtes
cosméticas patenteadas como antissinais®, e produtos para a estimulagéo do crescimento
capilar’. As diversas utilizacdes das espécies de Plectranthus na medicina tradicional
incluem tratamentos de cefaléia, feridas, queimaduras, dermatite, alergias, picadas de
inseto e de escorpido e como agente antisséptico®’.

A espécie Cnidoscolus quercifolius Pohl, pertence ao género Cnidoscolus,
compreende cerca de 50-75 espécies, distribuidas na América tropical e concentradas,
principalmente, no México e Nordeste do Brasil®. As espécies que compreendem o
género Cnidoscolus possuem diversas propriedades medicinais, dentre elas, atividade
antitumoral, antiinflamatdria para o sistema genito-urindrio, antisséptica e no tratamento
de infecgdes renais, dermatoldgicas e lesdes oftalmoldgicas, contusdes, fraturas, feridas,
verrugas, disenteria, hemorragia, apendicite e reumatismo®. Outro fato relevante, é que
vérias espécies deste género possuem atividade antioxidante'®.

Pertencente a familia Euphorbiaceae, Cnidoscolus quercifolius Pohl esta
presente nos estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia
e dentre outros*’. A espécie é conhecida popularmente como Faveleira ou Favela, sendo
uma arvore de porte pequeno e muito conhecida por possuir tricomas urticantes
distribuidos por toda a planta'?. Na medicina popular do Nordeste, a decocco, a infusdo
e maceracdo das cascas e entrecascas do caule sdo empregadas contra inflamacoes
ovarianas e inflamacdes gerais'®.

Diversas plantas sdo utilizadas no tratamento de feridas e algumas delas sem
comprovacdo da sua eficicia. A associacdo da Plectranthus neochilus e Cnidoscolus
quercifolius em um preparado semissélido tem sido usado como cicatrizante em lesdes
de pele em animais, porém sem o embasamento cientifico necessario para que seja
estabelecida a sua eficicia terapéutica. Diante desta questdo, se fez necessaria a
pesquisa da acdo cicatrizante e seu uso como medicamento seguro, portanto, objetivou-
se investigar o efeito de uma formulacdo em gel da associacdo da Plectranthus
neochilus e Cnidoscolus quercifolius, no processo de reparacdo tecidual de feridas

experimentais em ratos.

METODOS
Material botéanico
As partes aéreas de Plectranthus neochilus e entrecascas de Cnidoscolus

quercifolius foram coletadas de espécimes localizados na mesorregido do Sertdo
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Paraibano, municipio de Patos — Brasil (7° 01°¢ 28 Sul, 37° 16° 48 Oeste). O material
coletado foi identificado pela Engenheira Florestal Dra. Angela Maria Miranda do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) e uma exsicata de cada depositada no Herbario da UFRPE sob os nimeros
21717 e 21101, respectivamente.

Obtencdo do extrato hidroalcodlico

A obtencdo do extrato hidroalcodlico foi realizado no Laboratério de
Farmacologia de Produtos Bioativos do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Para a obtencdo do extrato organico, 500g das partes
aéreas de boldo-gambé e 5009 da entrecasca de favela foram desidratadas em estufa de
circulacdo de ar a 60°C, trituradas, reduzidas a pé e pesadas.

O material resultante foi colocado em baldo de fundo chato adicionado a 1L de
uma solugdo (EtOH: AGUA 1:1), deixando em repouso por uma semana a temperatura
ambiente, em seguida o material foi filtrado a vidcuo. O mesmo procedimento foi
repetido mais duas vezes. Os liquidos obtidos foram colocados em baldo de fundo
redondo e levados ao rotoevaporador a temperatura de aproximadamente 40° a 60° e
pressdo de aproximadamente -650mmHg.

A parte aquosa foi congelada e liofilizada. Obteve-se um extrato hidroalco6lico
de Plectranthus neochilus (boldo-gamba) e Cnidoscolus quercifolius (favela), que
foram armazenados a -20°C, com rendimento de 26,6% e 10% respectivamente.
Preparacao do gel fitoterapico

Para a obtencdo do veiculo foi utilizado carbopol a 1%. O gel apresentou
propriedades caracteristicas como boa viscosidade e o pH foi ajustado para 6,0. Para
cada 100mg do veiculo foi utilizado 2,5mg do extrato hidroalcotlico bruto de favela
associada a 2,5mg do extrato hidroalcodlico bruto de boldo-gamba (FGBF 2,5%); na
formulacéo a 5,0% foi realizada 0 mesmo procedimento, utilizando 5mg de cada extrato
(FGBF 5%), e na 10% utilizou-se 10mg de cada extrato (FGBF 10%).

Modelos bioldgicos

Foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos, peso
corporeo de 220 a 250g, provenientes do biotério central da Universidade Federal de
Pernambuco. Todos os animais da pesquisa foram mantidos em ambiente climatizado
(20-22°C), sob iluminacdo artificial, com ciclo claro-escuro a cada 12 horas,
acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais, com livre acesso a alimentacao e

agua. Os primeiros 15 dias antes da cirurgia foram considerados como periodo de
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aclimatacdo, visando estabilizar os animais no seu novo local na sala de
experimentacao.
Considerac0es bioéticas

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil, n°
23076.011939/2014-25.

Modelo de ferida excisional

Para realizacdo do procedimento cirurgico (jejum de 12 horas), os ratos Wistar
(n=35) submetidos a pesagem e , em seguida, anestesiados com cetamina (10mg/kg) e
xilazina (3mg/kg)™*, por via intraperitoneal. Apés indugéo anestésica, os animais foram
colocados em decubito ventral e submetidos a tricotomia manual e antissepsia com
0,1% de alcool iodado na linha média dorsal da regido cervical de cada animal.

A érea da incisdo foi marcada com uma caneta de marcacdo e molde metalalico
vazado (+ 78,5 mm?). Para remover a pele, tecido subcutaneo, fascia e paniculo carnoso,
utilizou-se tesoura reta de Iris e pinca de Adson. Depois da incisdo, um anel de
contencdo feito de material atoxico e hipoalergénico de silicone foi suturado ao redor da
ferida cirdrgica usando de 4 a 6 pontos isolados simples com fio monofilamentoso de
nylon 4.0 agulhado, distribuidos simetricamente™, de modo que a ferida permanecesse
centralizada (Figura 1A, B, C, D, E e F).

Figura 1 - Procedimento cirGrgico para realizacdo de ferida excisional em ratos Wistar: A —
Tricotomia manual; B — Molde metalico vazado; C — Marcagdo com caneta; D — Remogéo da pele
utilizando tesoura reta de Iris e pinga de Adson; E — Ferida Excisional; F - Colocacdo do anel de
contencdo de silicone
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Ap0ds a cirurgia, os ratos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=
7 animais por grupo): Grupo 1, controle positivo tratados com um gel fitoterapico ja
existente no mercado (10ml de tintura de Calendula officinalis L.; 10ml de tintura de
Stryphnodendron barbatiman Mart.; 5ml de tintura de Symphyntum officinalis L.; 5ml
de tintura de Aloe vera; 3ml de tintura de Matricaria chamomilla L.; 5ml de tintura de
Echinacea angustifolia DC.; 8ml de tintura de propolis, 100g do gel carbopol; Grupo 2,
controle negativo, tratados com o veiculo (carbopol); os Grupos 3, 4 ou 5 tratados com
0 gel (carbopol) a base de Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius nas
concentracgdes de 2,5%, 5% e 10%, respectivamente.

Todos os animais foram tratados durante 14 dias consecutivos, com o auxilio de
seringas estéreis de 1ml de gel especifico para cada animal no seu respectivo grupo. A
remocao de crostas e residuos foram realizadas no sétimo dia, para avaliacdo do tecido
em processo cicatricial , o valor real da area da ferida remanescente e melhor absor¢édo
do medicamento. Os animais foram pesados antes do inicio do tratamento, no quarto,
sétimo, 10°, 13° e 15° dias pos-cirurgia.

Analise macroscopica da ferida

A contracdo das feridas cirdrgicas tratadas com os diferentes produtos, foram
medidas diariamente através de um paquimetro digital (0-150mm, Mitutoyo®) de
acordo com a equagdo A= - R - r, onde A representa a rea (mm?), “R” o raio maior, e
“r” o menor raio™. As feridas também foram avaliadas pela presenca de hiperemia,
edema, sangramento, secre¢do, odor e crosta.

Anélise microbioldgica

Para o teste de sensilidade aos antimicrobianos utilizou-se o extrato de
Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius, segundo a técnica de difusdo com
discos’.

Andlise histomorfométrica

No final do experimento, os animais foram submetidos a prévio jejum de 10
horas, anestesiados com cetamina (10mg/kg) e xilazina (3mg/kg) e submetidos a
decapitacdo. Foi recolhido material para a andlise histomorfométrica das lesdes
cutaneas. Os materiais foram fixados em formalina tamponada a 10% por um periodo
minimo de 24 horas e posteriormente desidratadas, inclusas em parafina, submetidas a
cortes transversais de 4, com micrétomo, e coradas com hematoxilina—eosina (HE),
para avaliacdo global dos cortes de tecido, e pelo Tricémico de Mallory (TM), para

avaliar a presenca de fibras colagenas existentes nos locais de fibrose do intersticio 18,
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As laminas foram selecionadas por amostragem, examinadas sob microscépio
dptico, trés imagens por campo (0,0018mm2 area) foram capturados com uma camara
digital (magnifi-400x) ligado ao microscopio (Olympus BX-49 microscopio de luz e
camera). As imagens foram armazenadas e submetidas a contagem de vasos sanguineos
e avaliacdo da densidade de colageno de todas as lesdes com a ajuda da marcacgdo
digital, segundo metodologia descrita por Rocha janior™.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média * erro padrdo da média e para fins
estatisticos, sendo considerada a significancia minima de 0,05 (p<0,05). A normalidade
das medidas foi avaliada através do teste de Kolmogorov Smirnov. Os dados
paramétricos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) duas vias,
com aplicacdo do pds-teste de Bonferroni. Os dados foram analisados estatisticamente

pelo programa Prism® 4.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, US).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagbes clinicas diarias mostraram adequada recuperacdo, com
manutencdo do estado geral, presenca de atividade fisica e disposicdo para alimentar-se
nos animais tratados com FGBF a 2,5%, 5% ou 10% e grupos controle positivo e
negativo. A anestesia e o procedimento cirargico de todos os animais transcorreu sem
complicagdes e ndo houve 6bitos.

Verificou-se a presenca de exsudato em todos 0s grupos nas primeiras 48 horas

apos a cirurgia. Bates-Jensen e col.?°

relatou que a presenca de exsudato nas primeiras
48 a 72 horas ap6s uma incisdo é normal, no entanto, apos este periodo é um sinal de
danos para o processo de cicatrizacao.

Todos os animais tratados apresentaram a formacdo de crostas, porém o0s
tratados com a FGBF (2,5%, 5% ou 10%) ocorreu de forma mais ampla a partir do
segundo dia com coloragdo marron-castanho. A remoc¢édo da crosta foi necessaria no
sétimo dia, para permitir melhor contato do gel nas diferentes concentracgdes (2,5%, 5%
ou 10%) e dos grupos controles para visualizagdo do leito da ferida. Essas observagoes
também foram relatadas por Oliveira e col.”l. Howel e Maquart® definiram como
reparacao de ferida o processo de cicatrizacdo, que pode ocorrer na primeira intencao,
onde ha uma unido imediata das bordas ou, em segunda intencdo, onde as bordas séo

separadas e h& necessidade de formacéo de tecido cicatricial.
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Ap0s dois dias da retirada da crosta, observou-se uma nova formacéo apenas nos
grupos da FGBF a 2,5%, 5% ou 10%, desprendendo-se naturalmente quando
reepitalizado, com crescimento de pelos em torno da leséo.

A Tabela 1 apresenta as médias e erro padrao da média da area cirdrgica dos ratos
entre os grupos controle positivo, controle negativo, FGBF 2,5%, FGBF 5% ou FGBF
10% durante todo o experimento. As areas das feridas diminuiram progressivamente em
todos os grupos. Quando os grupos foram comparados as médias das areas foram
maiores e estatisticamente significativas (P < 0,05). No primeiro dia de tratamento nos
grupos FGBF 5% ou 10% verificou-se aumento significativo (52,53% e 53,51%) das
médias e erro padrdo da média da area cirurgica. No segundo até o sexto dia de
tratamento no grupo FGBF 2,5% houve aumento significativo de 30,24%, 54,82%,
55,62%, 65,60%, 63,77. No quarto até o sexto dia houve aumento de 71,07%, 59,65% e
94.49% tratados com FGBF 5% e tratados com FGBF 10% com aumento significativo
(54,32%, 94,91% e 116,70%) no quarto ao sexto dia. No oitavo dia de tratamento no
grupo 2,5% um aumento significativo de 115,30%, comparados ao grupo tratado com o

gel fitoterapico comercial.

Tabela 1 — Area cirrgica de ferida excisional em ratos nos grupos controle positivo,
controle negativo, Formulacdo 2,5%, Formulacdo 5% ou Formulacdo 10%

Grupos
Tempo ' Fitoterapico Veiculoda FGBF25% FGBF5% = FGBF 10%
comercial  formulacéo
Zero  301,99+11,63 317,45+9,29  336,55+7,71 = 307,28+14,85 333,28+10,61
Inicio
( e : 187,47+18,44 207,38+15,08 234,58+12,94 285,95+14,50* 287,71+26,29*
20 217,08+16,91 208,33t7,52 282,73+12,01* 273,94+20,25  21,59+17,74
3° 188,75+18,09 207,42+12,91 292,24+12,02* 338,13+28,11* 272,31+19,41*
40 172,63+17,31 189,44+4,76 268,65+10,73* 295,33+28,27* 266,41+13,38*
5 141,55+12,29  155,74+7,26  234,41+8,06* 225,99+29,06* 275,90+20,26*
6° 130,70+14,37 120,83+11,20 214,05+20,43* 254,20+30,63* 283,23+30,44*
7o 107,81+15,09  94,82+9,52  152,27+11,54 11556+16,30  95,23+12,31
8° 62,40+8,09 51,30+6,56 = 134,35+7,13*  97,09+12,22  101,93+11,06
9o 52,55+14,12  30,75%5,63  74,44+12,62  77,10£17,03  75,97+20,42
100 36,49+9,97 10,60+8,86 = 47,03+14,54 42,45+9,94 46,16+19,81
11° 8,11+4,42 0,93+0,93 22,94+7,32 27,99+#12,72  52,27+19,08
120 0,00 0,00 26,71+11,91 9,80+6,82 20,06+6,47
13° 0,00 0,00 15,54+10,62 5,47+4,27 6,56+3,26
140 0,00 0,00 4,44+4,44 2,56+2,56 7,87+5,07

Valores sdo expressos em média * erro padrdo da média. Valores submetidos a ANOVA duas vias com
pos-teste Bonferroni significancia*(p<0,05)
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Os grupos tratados com FGBF 2,5%, 5% ou 10% apresentaram no 14° dia o
processo de reepitelizagdo em 87,72%, 87,72% e 57,15% respectivamente, enquanto 0s
grupos controle positivo e negativo em 100%. Esses resultados possivelmente deve-se a
intensa formacdo de crosta nos grupos FGBF, mesmo ap0s a retirada no sétimo dia,
impedindo a penetracdo do medicamento.

Estudos com uma formulacdo semissolida de linhaga mostrou que a
administracdo tépica de SSFLO (1% ou 5%) em feridas excisional experimentais
promove reepitelizacdo em 100% dos animais tratados, indicando o potencial de agédo
terapéutica do o6leo de linhaca quando usado em baixas concentragdes na preparacdo de
formulas dermatoldgicas, com uma base sélida para ser usado no processo de
reparagdes dermatoldgicas®.

A Figura 2 (A, B, C, D, E e F) mostram feridas excisionais em ratos dos grupos
controle positivo e negativo nos dias zero, 7 e 14 do experimento. A evolucdo das
feridas nos grupos FGBF 2,5%, 5% e 10% s&o mostradas na Figuras 3 (A, Be C, D, E,
F.G Hel.

LAY

Figura 2- Evolucdo das feridas excisionais do grupo controle positivo e negativo; A — Dia zero; B —
Dia 7, antes da retirada da crosta; C — Dia 14 com total reepitelizacdo (positivo); D — Dia zero; E —
Dia 7, antes da retirada da crosta; F — Dia 14 com total reepitelizacdo (negativo);

"
s



Figura 3- Evolugdo das feridas excisionais do grupo FGBF 2,5%, 5 e 10%; A — Dia zero; B — Dia 7,
antes da retirada da crosta; C — Dia 14 com total reepitelizacéo (2,5%), D — Dia zero; E — Dia 7, antes
da retirada da crosta; F — Dia 14 com total reepitelizagcdo (5%); G — Dia zero; H — Dia 7, antes da
retirada da crosta; | — Dia 14 com total reepitelizag&o (10%)

A Figura 4 apresenta a evolugdo do peso corporal dos ratos Wistar machos
durante o experimento. Observa-se que foi estatisticamente significativo o grupo da
FGBF a 10% nas pesagens zero, sete, dez e treze dias. No entanto, estes resultados
podem estar relacionados ao menor peso corporeo dos ratos desde o dia zero
comparados com 0s demais grupos e por nao apresentarem perda de peso.
Possivelmente, esses resultados deve-se ao mesmo manejo, nao afetando a ingestdo de
agua ou alimentos, bem como reacgdes clinicas significativas, como: prurido intenso,
edema, eritema, diarréia, vomitos, mudancas de comportamento ou mortes.

Animais gque apresentam lesdes dermatoldgicas, acompanhadas de prurido e dor,
ndo se alimentam bem e apresentam perda de peso®*. Este fato ndo foi observado nos
animais desta pesquisa que foram submetidos aos tratamentos durante 14 dias, tendo em

vista estes apresentarem ganho de peso.
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Figura 4 — Evolucdo do peso corporal (g) dos ratos Wistar machos tratados com fitoterapico
comercial, veiculo da formulagéo, formulagéo (2,5%, 5% ou 10%)

Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que na comparagdo da
espessura do epitélio ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos. Entretanto,
observa-se que o grupo FGBG 2,5% apresentou maior espessura, enquanto o0 grupo
FGBG 10% teve menor valor. E quando comparados, o grupo fitoterapico comercial e 0

grupo FGBG 5% tiveram valores aproximados.
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Figura 5 — Espessura do epitélio da pele dos ratos Wistar machos tratados com fitoterapico
comercial, veiculo da formulagéo ou formulacéao (2,5%, 5% ou 10%)

Os resultados observados na Figura 6 demonstraram que houve diferenga
estatisticamente significativa nos grupos de FGBF 5% e 10%, no qual apresentaram
menor quantidade de colageno, em relacdo aos outros. Shetty e col.?® afirmaram que o
uso de modelos permite a avaliacdo dos efeitos dos produtos relacionados sobre o
mecanismo de acao, contracdo e possivel estimulacdo da reparacao tecidual e resisténcia

da pele, que deve estar associado com a estimulacao da sintese de colageno.
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Figura 6 — Quantificacdo do colageno da pele dos ratos Wistar machos tratados com fitoterapico
comercial, veiculo da formulagéo ou formulagédo (2,5%, 5% ou 10%)

Na Figura 7 verifica-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
nos grupos de estudados. O grupo FGBF 2,5% apresentou maior quantidade de vasos

em relacdo aos demais grupos. O grupo veiculo da formulacdo apresentou o menor

resultado.
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Figura 7 — Quantificacdo de vasos sanguineos da pele dos ratos Wistar machos tratados com
fitoterapico comercial, veiculo da formulagdo ou formulgéo (2,5%, 5% ou 10%)

Quanto aos ensaios antimicrobianos dos extratos hidroalcodlicos de Plectranthus
neochilus ou Cnidoscolus quercifolius e da associacdo das duas plantas, utilizando as
cepas de Staphylococus aureus, Staphylococus epidermides e Escherichia coli, os

resultados mostraram que ndo foram sensiveis aos extratos isolados ou a sua associagao.
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Isolados clinicos de Staphylococus aureus sdo com frequéncia resistentes a muitos
antibioticos. Atualmente, varias cepas sdo resistentes a agentes microbianos utilizados
na clinica, este quadro é preocupante uma vez que Sa0 necessarios VArios anos de
estudos para o desenvolvimento de novos antibi6ticos®®.

Em relacdo ao estudo histomorfométrico da pele no Grupo gel fitoterapico
comercial (controle positivo) observou-se reepitelizagdo completa da epiderme e derme
superficial com presenca de fibras coldgenas longitudinais, fibroblastos e vasos
sanguineos (Figura 8A) e na derme profunda da pele fibroblastos, fibras colagenas
transversais e longitudinais, vasos sanguineos e escassas células inflamatorias (Figura
8B).

A B

Figura 8 A - Fotomicrografia da pele de ratos do grupo controle positivo, apresentando reepitelizacéo
completa da epiderme e derme superficial com presenca de fibras colagenas longitudinais, fibroblastos e
vasos sanguineos. B - Fotomicrografia da derme profunda da pele de ratos do grupo controle positivo,
apresentando fibroblastos, fibras colagenas transversais e longitudinais, vasos sanguineos e escassas
células inflamatorias. AU 400X; Coloragdo H.E.

No Grupo veiculo da formulagdo (controle negativo), a pele apresentou
reepitelizacdo completa da epiderme e derme superficial com presenca de fibras
colagenas longitudinais, fibroblastos, fibrdcitos e vasos sanguineos (Figura 9A) e no
exame da derme profunda da pele, apresentando fibroblastos, fibras colagenas
longitudinais e transversais, vasos sanguineos e poucas células inflamatorias
mononucleares (Figura 9B).
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Figura 9 A - Fotomicrografia da pele de ratos do grupo controle negativo, apresentando reepitelizacéo
completa da epiderme e derme superficial com presenca de fibras colagenas longitudinais, fibroblastos,
fibrocitos e vasos sanguineos. B - Fotomicrografia da derme profunda da pele, apresentando
fibroblastos, fibras colagenas longitudinais e transversais, vasos sanguineos e poucas células
inflamatorias mononucleares. AU 400X; Coloracao H.E.

No Grupo FGBF 2,5% a histomorfometria mostrou a pele com reepitelizagdo
completa da epiderme e derme superficial com presenca de fibras colagenas
longitudinais e transversais, com presenca de fibroblastos e muitos vasos sanguineos
(Figura 10A) e da derme profunda da pele, apresentando muitos fibroblastos, fibras
colagenas, vasos sanguineos e poucas células inflamatérias mononucleares (Figura
10B).

&

Figura 10 A - Fotomicrografia da pele de ratos do grupo FGBF 2,5%, apresentando reepitelizacdo
completa da epiderme e derme superficial com presenca de fibras colagenas longitudinais e transversais,
com presenga de fibroblastos e muitos vasos sanguineos. B - da derme profunda da pele, apresentando
muitos fibroblastos, fibras colagenas, vasos sanguineos e poucas células inflamatérias mononucleares.
AU 400X; Coloragdo H.E.

No Grupo FGBF 5% de pele, apresentando reepitelizacdo completa da epiderme,
porém, estrato corneo ndo evidenciado nessa imagem; derme superficial com presenga
de fibras colagenas longitudinais, fibroblastos e muitos vasos sanguineos (Figura 11A) e
na derme profunda da pele, apresentando muitas células inflamatérias mononucleares
difusas em meio a fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 11B).
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Figura 11 A - Fotomicrografia da pele de ratos do grupo FGBF 5%, apresentando reepitelizacdo
completa da epiderme, porém, estrato corneo ndo evidenciado nessa imagem; derme superficial com
presenca de fibras colagenas longitudinais, fibroblastos e muitos vasos sanguineos. B - Fotomicrografia
da derme profunda da pele, apresentando muitas células inflamatérias mononucleares difusas em meio a
fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos. AU 400X; Coloracéo H.E.

No Grupo FGBF 10% apresentando reepitelizacdo completa da epiderme e derme
com presenca de fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 12A) e na anélise profunda da
pele, apresentando muitas células inflamatérias mononucleares difusas em meio a fibras

colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 12B).

Figura 12 A - Fotomicrografia da pele de ratos do grupo FGBF 10%,, apresentando reepitelizacdo
completa da epiderme e derme com presenca de fibroblastos e vasos sanguineos. B - Fotomicrografia da
derme profunda da pele, apresentando muitas células inflamat6rias mononucleares difusas em meio a
fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos. AU 400X; Coloragédo H.E.

Na analise histomorfométrica para avaliar o tratamento com FGBF (2,5%, 5% e
10%) foi influenciado na reparagdo de segunda intengdo a presenca de papilas dérmicas,
nimero de vasos sanguineos, numero de células de fibroblastos e densidade de
colageno, avaliou-se a morfologia histolégica da regido dérmica apés 14 dias de
tratamento e comparou-se com grupos controles. Observou-se que 100% dos animais
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(amostragem) dos grupos tratados com FGBF (2,5%, 5% e 10%) e os grupos controle

positivo e negativo mostraram reepitelizacdo completa, bem como a resisténcia da pele.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e nas condi¢cdes em que esta pesquisa foi
realizada, conclui-se que a utilizacdo do gel fitoterdpico da associagcdo da Plectranthus
neochilus (boldo-gambd) e Cnidoscolus quercifolius (favela) nas concentragdo de 2,5%,
5% ou 10% quando comparadas ao controle positivo, ndo resultou em melhora
significativa na reducdo do tempo para o processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas
de ratos Wistar. Contudo, entre as trés formulacdes, a de 2,5% foi aquela que apresentou
aumento na proliferagdo de fibroblastos e colagenizacdo mais intensa no 14° dia de

tratamento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os animais ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade apés exposicéo via
gavagem e dérmica as substancias, entretanto, o extrato do Plectranthus neochilus
provocou aumento relativo do peso do figado no estudo de toxicidade oral aguda nos
camundongos, 0 que sugere um possivel efeito toxico e, portanto requer cuidado na sua
ingestdo, mesmo em dose Unica, apresentando uma tendéncia cronica de toxicidade.

A utilizacdo do gel fitoterdpico da associacdo da Plectranthus neochilus e
Cnidoscolus quercifolius na concentracdo de 2,5%, 5% ou 10% em feridas cutaneas de
ratos Wistar quando comparadas ao controle positivo, ndo resultou em melhora
significativa na reducdo do tempo para o processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas
de ratos. Contudo, entre as trés formulacbes, a de 2,5% foi aquela que apresentou
aumento na proliferacdo de fibroblastos e colagenizagdo mais intensa no 14° dia de
tratamento, sugerindo efeito benéfico no processo de cicatrizagéo.

Faz-se necessario a realizacdo de outros ensaios de toxicidade sub-crénica e
cronica no intuito de determinar o perfil de seguranca dos extratos para que 0S mesmos
possam se tornar agentes seguros para uso terapéutico, e avaliar novas concentracoes

com maior nimero de animais para da mais consisténcia aos resultados.
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