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RESUMO

NASCIMENTO, S.C.M. Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato
hidroalcoolico de Ayapana triplinervis (Vahl) R.M. King & H. Robinson
(ASTERACEAE). Dissertacdo de mestrado, Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2020. 75f.

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo que envolve a organizacdo de
células, sinais quimicos e remodelamento com objetivo de reparar tecido lesionado.
Dados estatisticos norte-americanos evidenciam uma prevaléncia de lesdes
cutaneas em aproximadamente 22,8% da populacdo do mundo. No Brasil, as feridas
constituem um grave problema de saude publica. Neste sentido, a utilizacdo de
plantas medicinais como agentes terapéuticos tem despertado interesse junto aos
pesquisadores devido os seus mais diferentes efeitos, dentre eles o cicatrizante.
Assim, estudos etnofarmacolégicos sdo encontrados na literatura, que associam o
uso de A. triplinervis a cicatrizacdo de feridas, porém ndo ha evidéncias cientificas
gue comprovem esta atividade. Desse modo, este estudo tem como objetivo realizar
a avaliacdo do potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis
incorporado em pomada de 5 e 10%. Para isso, foram realizadas analises
fitoquimicas: prospeccdo da droga vegetal e do extrato hidroalcodlico, por meio de
testes colorimétricos, de precipitacdo, cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato hidroalcoodlico. Além das analises
macroscopica, morfométrica, e exame histoléogico da pomada de extrato
hidroalcodlico em 5% e 10%, utilizando como controles positivo e negativo, Dersani®
e solucdo salina, respectivamente. Através destes testes, observou-se que a droga
vegetal apresentou diversos composto: saponinas, antraquinonas, esteroides e
triterpenos, polifenois e cumarinas. Para o extrato hidroalcodlico o resultado foi
semelhante, porém os testes ndo indicaram a presenca de antraguinonas. Analise
por cromatografia em camada delgada do extrato hidroalcdolico revelou resultados
positivos para cumarinas, esteroides e triterpenos. No perfil cromatografico, do
extrato, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia, demonstrou pico, sendo
sugestivo de cumarina. A Andlise macroscopica das lesées demonstrou que 0s
grupos de pomada do extrato 5% e 10% tiveram mais feridas reepitelizadas. Na
morfometria ndo houve diferenca estatistica entre os quatro grupos testes no
percentual de contracdo da ferida. Entretanto, o exame histolégico mostrou que a
pomada com 10% de extrato hidroalcodlico apresentou melhor qualidade no
desenvolvimento do reparo tecidual, pois aumentou fibroblastos, colageno,
queratinizagdo, mais que 0S outros grupos. Assim, este estudo mostrou que a
pomada do extrato de A. triplinervis n&o acelerou a velocidade do fechamento das
feridas, entretanto, mostrou influenciar de maneira benéfica, na qualidade, em que
as lesdes evoluiram, ainda assim novas pesquisas Sao necessarias para melhor
entendimento do efeito.

Palavras - chave: Ayapana triplinervis; Cicatrizacéo; Etnofarmacologia



ABSTRACT

NASCIMENTO, S.C.M. Evaluation of the healing activity of the hydroalcoholic
extract of Ayapana triplinervis Vahl (R.M. King & H. Robinson). Master's thesis,
Post graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pard,
Belém, 2020. 75f.

Wound healing is a complex process that involves the organization of cells, chemical
signals and remodeling in order to repair injured tissue. North American statistical
data show a prevalence of skin lesions in approximately 22.8% of the world's
population. In Brazil, wounds are a serious public health problem. In this sense, the
use of medicinal plants as therapeutic agents has aroused interest among
researchers due to their most different effects, including healing. Thus,
ethnopharmacological studies are found in the literature, which associate the use of
A. triplinervis with wound healing, but there is no scientific evidence to prove this
activity. Thus, this study aims to evaluate the healing potential of the hydroalcoholic
extract of A. triplinervis incorporated in an ointment of 5 and 10%. For that,
phytochemical analyzes were carried out: prospecting of the plant drug and the
hydroalcoholic extract, by means of colorimetric, precipitation tests, thin layer
chromatography and high-performance liquid chromatography of the hydroalcoholic
extract. In addition to the macroscopic, morphometric analysis, and histological
examination of the hydroalcoholic extract ointment in 5% and 10%, using Dersani®
and saline solution, respectively, as positive and negative controls. Through these
tests, it was observed that the plant drug presented several compounds: saponins,
anthraquinones, steroids and triterpenes, polyphenols and coumarins. For the
hydroalcoholic extract the result was similar, but the tests did not indicate the
presence of anthraquinones. Analysis by thin layer chromatography of the
hydroalcoholic extract revealed positive results for coumarins, steroids and
triterpenes. In the chromatographic profile, the extract, obtained by high performance
liquid chromatography, showed a peak, being suggestive of coumarin. Macroscopic
analysis of the lesions showed that the groups of the 5% and 10% extract ointments
had more re-epithelialized wounds. In morphometry there was no statistical
difference between the four test groups in the percentage of wound contraction.
However, the histological examination showed that the ointment with 10%
hydroalcoholic extract showed better quality in the development of tissue repair, as it
increased fibroblasts, collagen, keratinization, more than the other groups. Thus, this
study showed that A. triplinervis extract ointment did not accelerate the speed of
wound closure, however, it did show a beneficial influence on the quality in which the
lesions evolved, yet further research is necessary to better understand It is made.

Keywords: Ayapana triplinervis; Healing; Ethnopharmacology
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1 INTRODUCAO

A cicatrizagcdo de feridas € um processo complexo que envolve a organizagédo
de células, sinais quimicos e remodelamento com objetivo de reparar tecido
lesionado tissular (MANDELBAUM et at. 2003). Segundo Mandelbaum (2003), a
cicatrizacdo é classificada em cinco fases: coagulacdo, inflamacéo, proliferagéo,
contracdo da ferida e remodelacdo. Nestas diversas etapas bioldgicas, diferentes
tipos de células estdo envolvidos, macrofagos, fibroblastos, queratindcitos e
neutréfilos (FERREIRA et al. 2008). Embora verificados grandes avancos no que diz
respeito a compreensdo das etapas e fendmenos que envolvem as diversas fases
da reparacgéao tissular (MANDELBAUM et at. 2003), as feridas ainda se caracterizam
por ser um problema mundial que acarreta milhdes de pessoas. Dados estatisticos
norte-americanos evidenciam uma prevaléncia de lesfes cutaneas em
aproximadamente 22,8% da populacdo do mundo (MENDONCA, 2009).

No Brasil, as feridas constituem um grave problema de salde publica
(BRASIL, 2002). Com isso, torna-se extremamente oneroso o tratamento de Ulceras
na pele, além de interferir na qualidade de vida da populacédo. Além disso, o perfil
dos brasileiros passou por mudancas referentes ao aumento da expectativa de vida,
0 gque acarreta um aumento expressivo na incidéncia e na prevaléncia de lesdes
cutaneas, desse modo, também ocorre o aumento da procura para tratar as lesdes
(SILVA JUNIOR, 2006).

O tratamento de ferimentos na pele pode ser realizado por meio de
medicamentos originados de plantas medicinais, pois estas sao fontes naturais de
compostos ativos, que sdo produtos das suas reacdes metabdlicas. Estas
substancias de estrutura complexa sdo empregadas pelas plantas na defesa contra
agentes bidticos e abidticos agressores, além de atuar como repelentes de insetos,
atrativos de polinizadores, inibidores do crescimento de outras espécies vegetais.
Neste sentido, a utilizacdo de plantas medicinais como agentes terapéuticos tem
despertado interesse junto aos pesquisadores devido os seus mais diferentes
efeitos, dentre eles o de promover a cicatrizacdo de feridas, ocasionadas por
doencas de pele ou traumas (AGAPITO e SUNG et al. 2003).

Dentre as mais diversas plantas medicinais empregadas para melhoramento

do processo de cicatrizacdo, evidencia-se a espécie A. triplinervis, nativa da
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Amazonia, conhecida popularmente na regido como japana. Esta é utilizada em todo
Brasil e em outros paises da América Latina, no Caribe e paises asiaticos. Quanto a
sua constituicdo quimica, estudos anteriores identificaram que a planta possui
constituintes pertencentes as classes: cumarinas, esteroides, carotenoides, 6leos
essenciais, alcaloides. Dentre estes, destacam-se as cumarinas, que esta associada
ao aspecto farmacologico da A. triplinervis, pois foram correlacionadas a acdes
terapéuticas apontadas no uso médico-cultural da planta, como, tdnico, adstringente,
estimulante, contra Ulcera bucais e géastricas, cicatrizante e nauseas (ARUNG et al.
2012).

Embora a espécie vegetal avaliada neste presente estudo seja utilizada para
cicatrizacdo de feridas (ARUNG et al. 2012), ndo ha evidéncias cientificas que
comprovem esta atividade. Com isso, é importante realizar testes que verifiquem o
efeito medicinal da planta identificando o nivel de seguranca. Portanto, este estudo
tem como finalidade avaliar a possivel acdo cicatrizante da pomada de extrato

hidroalcodlico, nos percentuais de 5 e 10%, de A. triplinervis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécie Ayapana triplinervis Vahl

A Ayapana triplinervis (Vahl) R.M. King & H. Robinson € uma espécie vegetal
pertencente a familia Asteraceae. Caracterizada por ser uma planta medicinal
perene, levemente ereta com 40 a 50 cm de altura (NERY et al. 2014). As folhas séo
alternas, ocasionalmente opostas, raramente verticiladas, simples, sem estipulas,
margens inteiras, denteadas, sésseis, ovoides e aromaticas com um comprimento de
5-8 cm e uma largura de 0,8-1,7 cm (FACKNATH & LALLJEE, 2008). Suas
inflorescéncias se dispdem em capitulos, caracteristica esta importante para a
familia, formada por pequenas flores, assentadas em um receptaculo comum, plano,
concavo ou convexo, cercado por bracteas distribuidas em séries (JUDD et al.
2009). A A. triplinervis tem como sinonimia cientifica Eupatorium triplinerve Vahl e
Eupatorium ayapana Veuten (ou Vent.) (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2000).

A espécie, conhecida mundialmente, é nativa da América do Sul e pode ser
encontrada na regido amazébnica do Brasil, Equador, Peru, Guianas, Haiti, Porto
Rico, além de paises como India, Vietnd, Ilhas Mascarenos. A planta tem como
nomes populares: Ayapana, Ayapan, Bishallacarani, Aiapana, lapan, japana, japana-
branca, japana-Roxa, Erva-de-cobra, Erva-santa, Daipan, Sekrepatoewiwiri
(AGAPITO e SUNG et al. 2003).
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Figura 01. Imagem da A. triplinervis. Fonte: https://www.stuartxchange.org/ayapana.htm

2.1.2 ETNOFARMACOLOGIA E ETNOBOTANICA

A etnobotanica é a “disciplina que se ocupa do estudo e conceituagbes
desenvolvidas por qualquer sociedade a respeito do mundo vegetal’
(ALBUQUERQUE et al. 2004), englobando a maneira como um grupo social
classifica e atribui utilidades a determinadas plantas (SILVA, 2014). Sendo assim,
toda sociedade humana acumula um acervo de informacfes sobre o ambiente que
as cerca, que vai lhe possibilitar interagir com ele para promover suas necessidades
de sobrevivéncia (AMOROZO 1996). Neste repertorio, inscreve-se o conhecimento
relativo ao mundo vegetal, com o qual essas sociedades estdo em contato (MACIEL
et al. 2002).

A selecdo etnofarmacolégica de plantas para pesquisa e desenvolvimento
(P&D), baseados na alegacdo feita por seres humanos de um dado efeito
terapéutico em seres humanos, pode ser um valioso atalho para a descoberta de
farmacos, oferecendo bases para diversos estudos, principalmente, em areas como
a farmacologia e fitoquimica. Neste contexto, o uso tradicional pode ser encarado
como uma pré-triagem quanto a propriedade terapéutica (ELISABESTKY, 2003).

O uso tradicional da espécie A. triplinervis pode ser realidado das mais

variadas formas, as principais sdo decoccéo, infusdo e sumo, das folhas secas ou
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frescas. No método da decoccéo, pode-se ainda utilizar a planta inteira. A infusdo de
suas folhas é usada internamente contra hemorroidas e verminoses. As raizes e
folhas s@o insumos para compressas, decoctos, além de extratos utilizados para dor
de ouvido e de cabeca, picadas de vespas e lacraia (RODRIGUES et al. 2010).

Indigenas do Peru, chamados de Shipibo-Conibo, utilizam preparacfes das
folhas e do caule para cdlicas, dor de estbmago, edema e como depurativo. Eles
preparam uma pasta das folhas para usar externamente em feridas e hemorragias.
Para hemorragias internas, mordida de cobra e vomito bebem o suco das folhas. Na
medicina tradicional peruana, acredita-se que a planta seja sudorifica, cicatrizante,
adstringente, estomacal, estimulante, antidiarreica e antitumoral. As folhas sé&o
preparadas em infusbes, decoccdes, banhos e emplastros para proteger o figado,
inflamacao do trato urinario e tétano. A infusédo da folha e do caule € utilizada como
estimulante digestivo. No Peru e na Argentina, a A. triplinervis é utilizada para
tumores cancerosos, além da infusdo de toda a planta ser utilizada como
estimulante menstrual, na Argentina (TAYLOR, 2006).

A. triplinervis integra a medicina tradicional de diversos paises, dentre eles
Brasil, Peru, Argentina, llhas Mauricius, india, Estados Unidos, Bangladesh,
Filipinas, Guianas, Malasia, Trinidad. Abaixo um quadro descrevendo os principais

usos etnofarmacologicos da espécie nesses paises.

PAIS FINALIDADE DE USO Farmacdgeno

Adstringente; estimulante e
tbnico; colera; tosse; diarreia;
infeccbes do ouvido; febre;
gengivites; indigestdo; insénia;
cicatrizante; picada de cobra;
dor de garganta.

Brasil Folhas \ Todas as partes da

planta

Adstringente; cicatrizante;
depurativo; hepatoprotetor;
hemostatico; estimulante e
ténico; anti-inflamatdrio do trato
urinario; anti-edematoso;
picada de cobra; ndusea.

Peru Folhas

Estimular a  menstruacgao; Todas as partes da planta

Argentina combater tumores

Anti-escorbuto; emeético;
Ilhas Mauricius | diaforético: estimulante e Todas as partes da planta

tbnico; problemas intestinais;
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resfriado; diarreia; febre;
flatuléncia.
Cardiotonico; diaforético; Folhas

India b "
emeético; hemostatico; laxante.

Colera; indigestao; e Folhas

Estados Unidos . . o
complicacBes respiratérias

Filipinas Febre e tbnico. Todas as partes da planta
Febre; laxante; para resfriados;
diarréia; dor de cabega; Folhas

Guianas hipertenséo; antiulceroso;

nauseas e vomitos.

Malasia Antidiarreico e para bronquite Todas as partes da planta

Gripe; constipacao; pneumonia Todas as partes da planta

Trinidad
e febre amarela.

Quadro 1: Dados etnofarmacoldgicos da espécie A. triplinervis
Fonte: TAYLOR, 2006.

2.2 Propriedades farmacoldgias da A. Triplinervis

2.2.1 ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA

Um estudo com extrato hidroalcodlico, com administracao por via oral, de A.
triplinervis demonstrou acgédo antinociceptiva dose-dependente, nos testes de
contorcdo abdominal induzidos por acido acético a 0,6%, em camundongos. Foi
utilizado 200 mg\kg do tratamento, sendo que este apresentou efeito antinoceciptivo,
porém menor que o controle positivo, indometacina, com dose de 10 mg\kg (MELO
et al. 2013). Em outro experimento, o extrato de éter de petrdleo, das folhas da
planta, foi testado para o mesmo modelo animal de nocicepcédo, nas doses de 100
mg\kg e 200 mg\kg, apresentando efeito antinoceciptivo, mas com menor
intensidade que o controle positivo, morfina 1 mg\kg, administrado por via
subcutanea (PARIMALA et al. 2012).

Parimala et al. (2012) e Melo et al. (2013) realizaram o teste da formalina,
com o extrato de éter de petrdleo e o hidroalcodlico, respectivamente, de A.
triplinervis. Ambos indicaram ac&o antinociceptiva na primeira fase do teste,

indicando possivel acdo da transmissdo central da dor. Entretanto o extrato
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hidroalcoodlico ndo apresentou efeito revertido pela coadministacdo com naloxona,
indicando que o seu efeito a nivel central ndo tem participacdo do sistema opioide
(MELO et al. 2013).

Segundo Parimala et al. (2012), a acéo do éter de petrdleo na segunda fase
do teste da formalina indica que o mesmo possivelmente atua na dor anti-
inflamatoria, pois o extrato administrado na dose de 200 mg\kg, por via oral,
promoveu a diminuicdo do edema de pata em ratos submetidos a acdo da

carragenina.

2.2.2 ANTIBACTERIANA

Os extratos de éter de petréleo e metandlico, extraidos a partir das folhas de
A. triplinervis, demonstraram ac&do antimicrobiana contra as bactérias: Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus leuteus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosas, Salmonella typhi, Vibrio cholerae e
Vibrio parahaemolyticus, embora o primeiro extrato tenha sido superior (GUPTA et
al. 2002).

Os extratos hidroalcodlicos das folhas, caule e folhas, raizes e caules,
apresentaram efeito antimicrobiano. Sendo que o extrato das folhas apresentou
maior inibicdo da E. coli, P. aeroginosas e S. aureus. O extrato do caule foi mais
efetivo na inibicdo das cepas de Enterococcus faecalis (LOPES et al. 2014). Neste
mesmo estudo, foram testados ainda os extratos de metanol, acetato de etila e
hexano, contra as mesmas cepas. O primeiro extrato demonstrou melhor inibicdo do
crescimento das bactérias (LOPES et al. 2014).

O O6leo essencial extraido das partes aéreas de A. triplinervis mostrou acéo
antibacteriana com eficacia moderada contra dez cepas: Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escheriachia coli,
Pseudomonas spp., Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Vibrio
cholerae. A maior zona de inibi¢cdo, testada em disco, foi registrada contra a S. typhi,
23 mm, seguida por S. sonnei, 19 mm, na concentragcdo de 20 microlitros por discos
(BEGUN et al. 2010).
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2.2.3. ANTIFUNGICA

Begun et al. (2010) realizou testes com 6leo essencial a partir das partes
aéreas de A. triplinervis, contra seis tipos de fungos: Alternaria alternate,
Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum corchori, Curvularia luneta, Fusarium
equiseti, Macrophomina phaseolina. Foi observado que o grupo testado apresentou
atividade melhor que o controle positivo, nistatina, em alguns casos.

Os extratos de éter de petroleo e metandlico, obtidos a partir de folhas de A.
triplinervis, demonstraram acao antifungica, pois impediram o0 crescimento de
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria solani e Fusarium solani, sendo que o
primeiro extrato mostrou-se melhor que o segundo (GUPTA et al. 2002).

Em outro estudo, quatro extratos foram testados: de éter de petréleo,
cloroférmio, tetracloreto de carbono e acetato de etila, obtidos das folhas da espécie
A. triplinervis, no qual apresentaram inibicdo de crescimento frente as cepas
Alternaria alternata, Curvularia luneta, Colletotrichum corchori, Fusarium equiseti,
Macrophomina phaseolina, Bryodiplodia theobromae, Botryodiplodia theobromae. A
inibicdo maxima (73,5%) do crescimento fungico foi registada contra Colletotrichum
corchori, a uma concentracdo de 100 pg/ul do extrato cloroférmico (RAHMAN e
JUNAID, 2008).

2.3 Fitoquimica

A. triplinervis é uma espécie rica em cumarinas naturais, com caracteristica
aromatica (TAYLOR, 2006; DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2000). Possui valor clinico,
pois € precursor de varios farmacos anticoagulantes, o mais importante deles, a
varfarina. Dois dos produtos quimicos da cumarina sdo chamados de aiapanina e
aiapina (Quadro 2), que foram descobertos pela primeira vez no final da década de
1930, no qual se verificou que esses produtos quimicos apresentaram acoes
anticoagulantes em quatro estudos iniciais (TAYLOR, 2006). Algumas das
substancias cumarinicas isoladas da espécie A. triplinervis sdo dafnetina, éter
dimetilico da dafnetina, éter 7-metilico da dafnetina, hidragentina, umbeliferona,
aiapina e aiapanina (CHATURVEDI e MULCHANDANI, 1989) (Quadro 2).
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CONSTITUINTES

ESTRUTURA QUIMICA

Aiapina P NS
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Aiapanina m
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Quadro 2: Estruturas quimicas cumarinicas.
Fonte: TAYLOR, 2006.

Em triagem fitoquimica foi observado, diferentes metabdlitos secundarios em
distintos extratos da espécie (hexano, metanol, éter de petrdleo, cloroférmio:metanol
(1:1 v/v) e cloroférmio:metanol (4:1 v/v), apresentando resultados positivos para as
seguintes classes: taninos e fendis em todos os extratos, alcaldides, esteréis e
terpenos (com excecao do metandlico), flavonoides (exceto no metandlico e éter de
petréleo), e antraquinonas, presente somente nos extratos hexanicos e éter de
petroleo (FACKNATH e LALLJEE, 2008).

Em outro estudo fitoquimico, utilizando as folhas frescas, foi realizada
cromatografia liquida de coluna com silica gel (100-200 mesh), com o0s seguintes
eluentes, hexano, cloroformio, etanol e metanol. No qual somente a fracdo
metandlica foi analisada em cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa.
Os compostos identificados e suas classes foram os mais diversos: Acido
tetradecanoico, acido 8-metildecanoico, acido hexadecanoico, &cido 2-hidroxi-

1,3propanediloctadecanoico (acidos graxos); 2,6,10-trimetil,14-etileno-
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14pentadeceno (alceno); 7-butil-biciclo[4,1,0]heptano e 1-hexil-1-nitrociclohexano
(alcanos); 1-undecanol (alcool graxo); 1,14-tetradecanediol (alcool); 2-hidroxi-3-
[(9E)-9-octadecenoloxi] propila-(9E)-9-octadecenoato (éster), sendo o0 acido
hexadecanoico, 0 composto majoritario. Estas substancias apresentam atividades
bioldgicas antioxidante, na prevencao do cancer, nematicida, hipercolesterolémica,
lubrificante, antiproliferativa, antimicrobiano, anti-inflamatério, pesticida e ainda
aplicacdes na perfumaria e condimento (SELVAMANGAI e BHASKAR, 2012).

No extrato de éter de petrdleo das folhas de A. triplinervis foram identificados
alcaldides, taninos, fendis, esterdis, carboidratos e glicosideos para a prospeccao
fitoquimica (PARAMILA et al. 2012).

2.4 Atividade cicatrizante

2.4.1 TECIDO EPITELIAL

O tecido epitelial € também chamado por epitélio e esta apoiado sobre o
tecido conjuntivo (GENESER, 2003). Os epitélios sdo constituidos por células
justapostas e geralmente apresentam o citoesqueleto desenvolvido, nucleo variavel
e com pouca substancia extracelular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A pele, de acordo com sua morfologia e funcdo, é classificada como um
epitélio de revestimento, constituida por um tecido estratificado pavimentoso
gueratinizado, no qual as células apresentam abundantes filamentos de queratina
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

2.4.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele € um dos maiores 6rgaos do corpo, com aproximadamente de 16% do
peso corporal. Esta é formada por uma camada originaria do ectoderma, epiderme,
e outra do mesoderma, a derme, e abaixo a hipoderme (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008) (Figura 2). A pele atua como reguladora da temperatura corporal, barreira
mecanica contra impactos, barreira fisica contra microrganismos, capaz de detectar

estimulos sensoriais (MAVER et al. 2015). Além destas, também desempenha
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funcdes como controle da perda de agua, protecdo contra raios UV, resposta
imunologica (CLARK et al. 2007).

Hipoderme - ¥

Figura 2: Camadas da pele. Fonte: https://www.todamateria.com.br/camadas-da-pele/

2.4.2.1 Epiderme

A epiderme é formada por um tecido epitelial estratificado pavimentoso
queratinizado. Ela contém foliculos pilosos, unhas, glandulas sebaceas e
sudoriparas, n&o possui vasos sanguineos, sendo nutrida pela derme
(GANTWERKER e HOM, 2011).

Células de Langerhans, queratinécitos, células de Merkel e melandcitos séo
as estruturas mais caracteristicas desta camada da pele e desempenham diversas
funcdes. As primeiras, responsaveis pela resposta imunolégica cutanea, ja as
células de Merkel pela sensibilidade tatil (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Os
queratinécitos compdem cerca de 95% de epiderme no qual sofrem diferenciacao.
Os melandcitos estdo intimamente ligados a producdo de melanina, responsaveis
pela pigmentacdo da pele (GANTWERKER e HOM, 2011; ALMEIDA, 2009;
MASSON, 2011).

A epiderme é ainda subdividida em camadas: cornea, granulosa, espinhosa,
licida e basal. A camada cérnea é a mais superficial, apresenta cerca de 80% de

células mortas, formada pelas células cornificadas (queratinizadas) e pode sofrer
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variacdo de espessura de acordo com o local em que se encontra (BRYANT e NIX,
2015; OVALLE et al. 2008). O estrato lucido € composto por células que sofreram
degeneracdo dos nucleos, esta presente nas palmas das méaos e dos pés (BRYANT
e NIX, 2015). A camada granulosa esta localizada entre a cornea e a lucida, suas
células ricas em granulos citoplasmaticos basofilos, que orientam a queratina no
espaco extracelular (BRYANT e NIX, 2015; VENUS et al. 2011).

O estrato espinhoso confere varias camadas de células, no qual possuem
formato poligonal, com prolongamentos que permitem juncdo entre as células,
também chamados de desmossomos. A camada basal, a mais profunda, formada
por uma unica camada de células, ancorada na membrana basal. Nela ha intensa
divisdo celular, mitose, dos queratinécitos, originando as células dos outros extratos
(JUNQUEIRA et al. 2013).

Células

= — __—————mortas
preenchidas
Estrato Corneo com
queratina,
descamando
Estrato Licido [~
Estrato Granuloso 2
Granulos Lamelares
Estrato Espinhoso Queratinécitos
Estrato Basal = /
Célula de Merkel
o | -

Melandcitos

/ g g Terminacgao nervosa
- >
Derme 2

Figura 3: Os estratos da epiderme. Fonte:https://brasilescola.uol.com.br/biologia/pele.htm

2.4.2.2 Derme

Logo abaixo da epiderme esta localizada a derme. Esta é constituida por um

tecido conjuntivo, servindo de base para a camada mais superficial da pele, podendo
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apresentar espessura variavel dependendo da sua localizacdo. (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013). A derme possui vasos sanguineos, terminacfes nervosas,
fibroblastos, histiocitos, mastécitos, glandulas sebaceas, musculo eretor do pelo,
vasos linfaticos, glandulas sudoriparas. Além de ter fibras colagenas e elasticas,
responsaveis pela tonicidade e elasticidade da pele, também possui
mucopolissacarideos, sulfato de condroitina e glicoproteinas adesivas (MENDONCA
e RODRIGUES, 2011; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

A derme € responsavel pela nutricdo do tecido epitelial e possui alta
capacidade regenerativa. Ademais, atua na manutencdo do tecido corporal, é
reserva de fatores de crescimento, que controlam a diferenciacdo e proliferacédo
celular, meio de trocas de nutrientes entre células e aporte de vasos sanguineos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

A derme é composta por duas camadas, papilar e reticular. A primeira,
situada logo abaixo da epiderme, € constituida predominantemente por colageno
tipo Ill, € estreita e apresenta fibras coldgenas delicadas entrelacadas com fibras
delgadas do sistema elasticos, apresenta diametro de 0,5 a 2 ym. J4 a derme
reticular, € a camada mais profunda e mais densa, o coldgeno predominante é do
tipo |, caracterizado por ter diametro 1 a 20 uym, além de ter fibras reticulares (IRION,
2012; ISAAC et al. 2010).

As células principais da derme sdo os fibroblastos, no qual atuam na
producdo de proteinas, colageno e elastina, e estdo envolvidos na producdo de
fatores de crescimento, que regulam a multiplicacdo e diferenciacdo celular
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

2.4.2.3 Hipoderme

A hipoderme ou também chamada de tecido subcutaneo, formada por tecido
epitelial frouxo, essencialmente por adipocitos, € a camada mais profunda da pele,
com espessura variavel. No que diz respeito as suas fungdes, atua como deposito
nutritivo de reserva, participa no isolamento térmico, na protecdo mecéanica do
organismo as pressdes e aos traumatismos externos e facilita a motilidade da pele

em relacdo as estruturas subjacentes. Aléem de permitir a expansédo de glandulas
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sebaceas e foliculos pilosos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; BRYANT e NIX,
2015).

2.4.3 CLASSIFICACAO DO GRAU DAS FERIDAS

Uma leséo é caracterizada pela interrupgcdo da continuidade de uma é&rea de
um tecido corporal, em maior ou menor extensao, desencadeada por qualquer tipo
de dano fisico, quimico ou mecanico ou iniciada por alguma patologia clinica, que
mobiliza as frentes de defesa do organismo para contra atacar, originando
mudancas na estrutura anatdmica, fisiolégica e funcional do tecido afetado
(BLANES, 2004; MOURA, 2004).

Sua classificacdo constitui uma importante forma de sistematizacao,
necessaria para o processo de avaliacdo e registro. De acordo com Moura (2004) e
Blanes (2004), as feridas classificadas em:

e Quanto a causa: cirargicas e nao cirurgicas, por exemplo, incisionais,
laceradas, perfurantes.

e Quanto ao tempo de cicatrizacdo: agudas, a cicatrizacdo do tecido
acontece dentro do tempo esperado, sem complicacdes. E cronicas,
pode ocorrer em semanas, meses Ou anos, apresentando
complicagdes.

e Quanto a presenca de microrganismos e grau de contaminacao:
limpas, realizadas por meio de técnicas assépticas, com menos de 10°
por grama de tecido de bactérias, e fechadas por suturas.
Contaminadas, incluem feridas acidentais e abertas incluindo
procedimentos cirargicos com quebras importantes na técnica
asséptica. Estas feridas apresentam uma populagdo superior de
bactérias de 10° por grama de tecido.

e Quanto a profundidade, no que diz respeito a camada tissular da pele
envolvida, epiderme, derme, subcutaneo e tecidos mais profundos
como musculos, tenddes, 0ssos e outros (Figura 4):

- Grau I: dano tissular ocorreu somente na epiderme;
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- Grau II: Comprometimento com perda tecidual da epiderme e
derme;

- Grau llI: as feridas acometem a epiderme, derme e hipoderme;

- Grau IV: Existe acometimento da epiderme, derme, hipoderme e

tecidos mais profundos.

£
Profundidade ;f Camadas da Pele
Grau |
Grau |l
Grau Il / | et Subcutaneo
Sl Musculo

Figura 4: Classificacéo das feridas quanto ao grau de profundidade. Fonte: MOURA, 2004.

2.4.4 PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

O processo de reparacdo tissular pode ocorrer por dois mecanismos
diferentes: regeneracdo e cicatrizacdo. A regeneracdo € um processo pelo qual o
tecido reparado é original ao anterior, depende do tecido em que houve a lesdo e da
sua extensdo. Os tecidos labeis e os estaveis possuem a capacidade de se
regenerarem. Constituem exemplos de tecidos labeis os epitélios e hematopoiéticos

(pele, cavidade oral), ja os estaveis, figado, rim e pancreas (ASTER et al. 2013).
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A lesdo no seu inicio desencadeia uma inflamacdo de carater agudo,
formando edema e exsudato seroso que diminui em menos de 24 horas. As células
epidérmicas, das margens das feridas e das invaginac6es epidérmicas dos foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas comecgam a proliferar e migrar para a
area lesionada, ocluindo rapidamente a superficie (MANDEUBAUM, 2003). Caso a
les@o inicial seja extensa ou o0 processo inflamatério se cronifique, a reparacdo ao
dano tecidual sera realizada por cicatrizagéo.

A cicatrizagdo de feridas caracteriza-se por desencadear uma série de etapas
complexas e coordenadas que € intermediada por diversos elementos celulares e
moleculares para que ocorra a repavimentacdo e reconstituicio do tecido
(MANDEUBAUM, 2003). Pode-se dizer também que € a recuperacdo de um local
lesionado do tecido conjuntivo, a fim de preencher o espaco da ferida seguido pela
proliferacdo e migracdo das células dérmicas e epidérmicas e producao de matriz
extracelular (PREMATHANA et al. 2019). Este processo se da por meio de fases,
iniciando com hemostasia (coagulacéo), inflamacéo, proliferacdo e remodelamento
ou diferenciacao celular (SHARESPEARE et al. 2001; LAFIT et al. 2015; AGYARE et
al. 2016). Em um determinado periodo os estagios coincidem e acontecem

simultaneamente permitindo o sucesso da cicatrizacdo (MANDELBAUM et al. 2003).

2.4.4.1 Hemostasia ou coagulacao

Esta etapa inicia imediatamente apds a lesé@o do tecido, depende de atividade
plaguetaria e da cascata de coagulacdo. O rompimento dos vasos sanguineos leva
ao extravasamento de sangue. Os eventos iniciais no processo de cicatrizacao tém
0 objetivo de impedir a perda subsequente de células sanguineas, assim, 0s vasos
lesados contraem-se, ocorrem aderéncia e agregacao plaquetaria e, em seguida, &
ativada a cascata de coagulacdo. No final, forma-se um coagulo para limitar a perda
de sangue, juntar as bordas da ferida, mas também de cruzar a fibronectina,
oferecendo uma matriz proviséria, em que fibroblastos, células endoteliais e
queratindcitos possam entrar na ferida (MANDELBAUM et al, 2003).

Sob a influéncia do ADP (adenosina difosfato) do tecido lesionado, as

plaguetas aderem-se no colageno tipo | exposto, com isso ha liberacdo de



35

glicoproteinas adesivas iniciando a agregacdo plaquetaria e consequentemente a
cascata de coagulacédo intrinseca através da sintese de trombina, assim inicia-se a
formacéo de fibrina a partir do fibrinogénio. A rede de fibrina fortalece o agregado de
plaquetas tornando essas substadncias uma malha hemostatica estavel
(BROUGHTOM et al. 2006).

Na coagulacdo, existe a liberacdo de proteinas adesivas, fatores de
crescimento, elementos vasoativos e proteases (MANDELBAUM et al. 2003). As
plaquetas secretam, por exemplo, fator de transformac&o de crescimento (TGF-(3),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Estes fatores desempenham
papel fundamental na sinalizacdo de mondcitos e neutréfilos para a area de leséo,
iniciando a etapa da inflamacédo (BROUGHTOM et al. 2006).

2.4.4.2 Inflamacéao

Posteriormente a vasoconstricdo, as células endoteliais contraem-se e
perdem suas conexdes, aumentando a permeabilidade vascular permitindo a
insercdo de células sanguineas no tecido (BLANES, 2004). Apos a fase de
coagulacao, inicia-se a inflamatéria. Esta resposta comeca cerca de seis a oito horas
de causada a lesao, liberando plasma e leucdcitos, como neutrofilos, macrofagos e
linfécitos, entorno do tecido lesionado (LI et al. 2007; SHAKESPEARE, 2001,
MANDELBAUM et a. 2003; SUNTAR et al. 2012). Além de células, devido mudanca
vascular no tecido danificado é liberado, das células danificadas, diversos
mediadores quimicos como, citocinas, histamina, éxido nitrico e outras substancias
(SUN et al. 2003; SRIRODA e TEWTRAKULA, 2019).

Os neutrofilos sdo a primeira linha de defesa contra infecgdes. Essas células
sdo responsaveis por fagocitar bactérias e desbridar o tecido desvitalizado. As
células polimorfonucleares (PMN) chegam no momento da injuria tissular e ficam por
periodo que varia de trés a cinco dias (LI et al. 2007; MANDELBAUM et al. 2003). A
medida que ocorre a fagocitose, os neutrofilos morrem e liberam enzimas
intracelulares na matriz circundante, digerindo ainda mais o tecido (AGYARE et al.

2016). Os neutrdéfilos séo substituidos pelos macréfagos. Estes permanecem do
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terceiro ao décimo dia do processo cicatrizante. Destroem bactérias, desbridam
corpos estranhos, facilitam a proliferacdo de células endoteliais e do musculo liso.
Além disso, como a rede de fibrina é clivada no local lesionado, os produtos de
degradacdo atraem outras células envolvidas no processo de cicatrizacao,
fibroblastos e células endoteliais. Os macréfagos sdo auxiliados por mastocitos
locais (LI et al. 2007).

Os linfocitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana. Sabe-se
que, com suas linfocinas, tem importante influéncia sobre os macréfagos
(MANDELBAUM et al. 2003).

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

2.4.4.3 Proliferacéo

Esta fase tem inicio em aproximadamente quatro dias ap6s a lesdo do tecido
e geralmente termina antes de vinte e um dias em feridas agudas, dependendo do
tamanho da ferida e condi¢cbes de saude do paciente (AGYARE et al. 2016). Neste
estagio ocorre a reparacdo do tecido conjuntivo e epitelial, caracterizado pelo
fechamento da ferida (MANDELBAUM et al. 2003).

A etapa da proliferagédo € iniciada por macrofagos (UPADHYAY et al. 2013),
porém as células chaves nesse processo sao os fibroblastos e endoteliais, que
facilitam a angiogénese, proliferacdo de fibroblastos (deposicdo de colageno),
formacéo de tecido de granulacéo, contracdo da ferida, reepitelizacdo, no qual séo
controlados por fatores como Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF), Fator de
Transformacdo de Crescimento Beta (TGF-B) e Fator de Crescimento Endotelial

Vascular (VEGF). Neste sentido, a proliferacdo pode ser subdivida em trés etapas:
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reepitelizacao, fibroplasia e angiogénese. A primeira, determinada pela migracao de
queratindcitos nao danificados das bordas da ferida e anexos epiteliais, quando a
ferida € de espessura parcial e apenas nas margens quando espessura total. Os
fatores de crescimento sdo os responsaveis pelo aumento de mitoses e hiperplasia
do tecido (MANDELBAUM et al. 2003).

A fibroplasia e formacéo da matriz, importantes para a formacao do tecido de
granulacdo (fibroblastos, células endoteliais, células inflamatdrias, componentes
neovasculares e matriz extracelular). Nesta fase os fibroblastos sdo essenciais, pois
ndo produzem somente colageno, mas também elastina, fibrinectina,
glicosamoniglicanos e proteases, responsaveis pelo desbridamento da lesdo e
remodelamento fisiolégico (MANDELBAUM et al. 2003).

A terceira e Ultima etapa da proliferacdo € a angiogénese, no qual consiste na
formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Apos um estimulo inicial,
as células endoteliais separam-se das células vizinhas bem como das de suporte
perivascular, comecando a migrar e proliferar. Organizam-se posteriormente em
corddes que subsequentimente adquirem limen, dando assim origem a novos vasos
(BRANDAO et al. 2012). Este estagio € crucial para o aporte de oxigénio e nutrientes
para a cicatrizacdo, bem como para acesso das células da préxima fase do processo
(MANDELBAUM et al. 2003).

Clinicamente, na proliferacdo é observado tecido vermelho ou colageno na
base da ferida e substituicdo do tecido dérmico ou, as vezes, do sub-dérmico em

lesBes mais profundas, assim como a contracao da ferida (AGYARE et al. 2016).

2.4.4.4 Remodelacgéao

Esta € a ultima fase do processo de cicatrizagdo, envolve o remodelamento e
o alinhamento do colageno no tecido, para produzir uma resisténcia melhor que na
pele normal, ou seja, ocorre um aumento na forca de tensdo. Além do mais, ocorre
a diminuicdo de células e capilares no local lesionado, consequentemente, da
cicatriz e do eritema. Reformulacdes do colageno, melhorias das fibras colagenas e
reabsorcdo de agua sdo eventos que permitem uma conexao que aumenta a forca

da cicatriz e diminui sua espessura. As principais células envolvidas nesse processo
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sao os fibroblastos (MANDELBAUM et al. 2003; DIEGELMANN e EVANS, 2004; IBA
et al. 2004; AGYARE et al. 2016).

O tecido epitelial formado por queratindcitos hiperproliferados serdo
transformados em um sistema de barreira de diferenciagdo terminal, indicado por
marcadores protéicos como citoqueratinas K1 e K10 (observadas na epiderme em
regeneracao), involucrina e loricrina (envolvidas na queratinizagcdo da pele). Uma
cicatrizagdo normal tem 80% da forca de tensdo da epiderme normal, ndo é
volumosa e é plana (MANDELBAUM et al. 2003; AGYARE et al. 2016; KUROKAWA
et al. 2006).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial atividade cicatrizante da pomada de A. triplinervis nas

concentracoes de 5% e 10%.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a prospeccao fitoquimica da droga vegetal;

e Efetuar a prospeccao do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis;

¢ Realizar analise fitoquimica do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis e obter
cromatograma,;

e Obter a pomada de extrato hidroalcodlico de A. triplinervis, nos percentuais de
5% e 10%.

e Avaliar os efeitos das pomadas de A. triplinervis sobre a contracdo das
feridas;

e Avaliar o efeito das pomadas na qualidade do tecido cicatricial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta da espécie A. triplinervis

O material vegetal foi coletado no municipio de Acara- PA, no més de maio
de 2017. O municipio tem localizagdo a 01°32.684’ de latitude e a 048°23.984’ de
longitude. Tais coordenadas geograficas foram obtidas por meio aparelho de GPS

(Global Positioning System).

4.2 Identificacdo botanica

A espécie foi identificada no Herbério do Museu Paraense Emilio Goeldi, por

especialista, contendo uma exsicata registrada com o nimero MG123913.

4.3 Obtencao da droga vegetal

Do material vegetal foram utilizadas as partes aéreas que foram selecionadas,
lavadas com agua corrente e submetidas a secagem & temperatura ambiente
durante 24 horas e em estufa com fluxo de ar for¢cado, 40° C, durante 48 horas.

Posteriormente, o material foi pulverizado e pesado.

4.4 Prospeccéao fitoquimica da droga vegetal

As metodologias empregadas nos testes foram de coloracdo e precipitacédo
(COSTA, 1994). A droga vegetal foi submetida a extracdo direcionada de acordo

com a classe a ser testada. A prospeccédo foi realizada para 0s seguintes



metabolitos: flavonoides,

cumarinas,

alcaloides,

esteroides
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triterpenos,

antraquinonas e polifenois (Quadro 2). Para cada um desses foi utilizada uma droga

vegetal padrdo, segundo a literatura, para controle positivo dos testes: Citrus sinesis

(flavonoides), Citrus limon (cumarinas), Cinchona calisaya (alcaléides), Panax

ginseng (ester6ides e

triterpeno),

Rhamnus

purshiana

(antraquinonas),

Stryphondendron adsringens (polifenois), Calendula officinalis (saponinas).

Reacdo de
Metabdlitos secundérios | Droga vegetal padrédo | identificagcdo\ | RESULTADO
Indicador
Shinoda Coloracédo résea a
vermellha
Hidréxido de sodio | Coloragdo verde ao
. . . . violeta
Flavonoides Citrus sinensis <
- Coloragéo verde
Cloreto de aluminio amarelado
Coloragéo amarelo
Oxalo borica esverdeado
Dragendorf Precipitado
alaraniado
Bouchadart Precipitado marrom
Alcaloides Cinchona calisaya
Mayer Precipitado branco
Complexagép com Precipitado bege
acido tanico
. . . e o Coloragéo azul
Cumarinas Citrus limon Hidréxido de potassio esverdeado
) o ) Permanéncia de
Saponinas Calendula officinalis Espuma espuma por 15

minutos

Esteroides e triterpenos

Panax ginseng

Lieberman-Bouchard

Coloragéo azul ou
verde (esterdides)
Coloragéo vermelha
ou violeta (tripernos

Antraquinonas

Rhamnus purshiana

Antraquinonas livres

O-heterosideos
C-heterosideo

Coloragéo rosea ou
avermelhada

Coloragéo
avermelhada na fase
aquosa

Polifenois

Stryphondendron
adsringens

Cloreto férrico

Acetato de chumbo

Acetato de cobre

Complexag&o com
aluminio

Coloracéo azul ou
verde

Precipitado
esbranquicado
Turvagédo a
precipitacdo
Precipitado

Quadro 3: Parametros utilizados para a prospeccéao fitoquimica da droga vegetal de

A. triplinervis
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4.5 Obtencao do extrato hidroalcodlico

O processo de obtencéo do extrato foi realizado através de maceragdo com
duracdo de cinco dias, no qual foi utillizado como solvente alcool 70%.
Posteriormente, com 0 mesmo solvente e periodo foi realizado uma re-maceracao,

entdo o extrato foi filtrado, concentrado e calculado seu rendimento.

4.5.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

A prospeccéo fitoquimica do extrato foi realizada por meio de testes de
precipitacdo, coloracdo (COSTA, 1994). Foram realizados somente para as classes
metabdlicas em que o resultado foi positivo na prospeccéo fitoquimica para a droga
vegetal.

452 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO

ApOs obter o extrato, o mesmo foi submetido a cromatografia em camada
delgada para identificacdo dos compostos cumarinicos e terpénicos (WAGNER e
BLADT, 2001). Para a deteccdo de cumarinas, foi utilizado hexano:acetato de etila
(8:2) como fase movel e andlise luz UV-365 nm. Para deteccdo de terpenos,
tolueno:acetato de etila (93:7) como fase movel, posteriormente a cromatoplaca foi

borifada com o revelador anisaldeido e analisada em luz UV-365 nm.

4.6 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodo (CLAE-DAD)
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O extrato hidroalcodlico foi analisado no Cromatografo Acquity UPLC
HClass® com detector PDA Waters®. As amostras (2 mg) foram solubilizadas em 1
mL de metanol (grau CLAE) em banho ultrassbnico por 20 min., posteriormente
centrifugadas a 10.000 Rotag¢des Por Min. (RPM) por 10 min. Foi utilizada coluna de
fase reversa (12,5 x 4,5 cm, LIChroCART ® RP 18-5 um) e as leituras foram
realizadas na regido do UV (220 a 400 nm), registrando-se cromatogramas em 280
nm. As condi¢cdes cromatogréficas foram estabelecidas de acordo com metodologia
de perfil exploratdrio, com tempo de varredura de 18 min. em gradiente linear de 5 a
95%. Como fase movel foi empregada agua deionizada contendo 0,1 % de acido
fosforico (eluente A) e acetonitrila (ACN) contendo 0,1 % de &cido fosférico (eluente
B). Fluxo de 0,3 mL/min., injetando-se 4,0 pL da solucdo de cada amostra com
temperatura da coluna mantida em 40 °C.

4.7 Obtencdo da pomada de extrato hidroalcodlico de 5% e 10% de A.

Triplinervis

Cinco gramas do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis foi pesado e
adicionado agua destilada (100 mL), em seguida a mistura foi incorporada a pomada
base de vaselina, em quantidade suficiente para 100 g, para a pomada de 5%. O
mesmo processo foi realizado na preparacdo da pomada de 10%, porém a
guantidade de extrato foi de 10 g. As pomadas tinham estabilidade para seis meses
e procedimento foi realizado seguindo a metodologia da Farmacopeia Brasileira
(2019).

4.8 Avaliacao da atividade cicatrizante in vivo

4.8.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo de pesquisa, cujo numero de protocolo é 13\2017, foi regido

conforme preceitos da legislacdo nacional para utilizacdo e criacdo de animais para
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experimentacdo (Lei Federal n® 11.794, de 2008) e foi realizado apds a submisséo e
a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Uso de Animais da Universidade
do Estado do Pard - CEUA/UEPA, pelo responsavel do Laboratorio de
Morfofisiologia Aplicada a Saude - UEPA e ap6s o aceite do médico veterinario. O
trabalho foi desenvolvido em parceria com o Laboratorio de Morfofisiologia Aplicada
a Saude — UEPA.

4.8.2 SELECAO DA AMOSTRA

Para a avaliacdo da atividade cicatrizante foram utilizados 20 ratos (Rattus
norvegicus) da linhagem Wistar, machos, com peso entre 220 a 320 g, com idade de
60 dias. Os animais foram mantidos com temperatura (22° £ 2 ° C) e umidade (35 a
65%) controladas e ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e racdo ad libitum,
ruidos controlados e livre acesso a racéo e agua, gaiolas individualizadas, para cada
rato e maravalha estéril a fim de evitar possiveis contaminacfes. Os animais foram

individualizados a partir do momento da inducéo da ferida até a autanasia.

4.8.3 INDUCAO DAS ULCERAS CUTANEAS

Cada animal foi pesado e anestesiado por via intraperitoneal (i.p) com uma
associacdo cetamina e xilazina (90 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente).
Posteriormente, 0s animais tricotomizados na regido do dorso e apos realizar a
assepsia foi utilizado um punch metalico. Com este instrumento, foi excisado
fragmento cutaneo, em forma de disco, de 10 mm de diametro, no centro da area

epilada, até a exposi¢céo da fascia dorsal muscular.

4.8.4 PROCEDIMENTOS DE TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Para o experimento, foram utilizados 20 animais, sendo que este macro-grupo
foi subdivididos em quatro, randomicamente, sendo o experimento realizado em
quatorze dias. Cada subgrupo era composto por cinco ratos:

- Grupo controle positivo: Ratos com lesfes tratados com Dersani® ou também
chamado de 0leo de girassol;

- Grupo controle negativo: Os animais foram submetidos ao processo de ulceracao
cutanea induzido, porém néo receberam tratamento terapéutico. Para esse grupo foi
ministrado aplicagéo de solugédo salina a 0,9% no local da ferida;

- Grupo extrato de A. triplinervis 5%: Composto por animais que apdés serem
submetidos ao protocolo de ulceracdo cutanea induzida recebeu a aplicacéo tépica
da pomada contendo o extrato hidroalcodlico de A. triplinervis a 5%.

- Grupo extrato de A. triplinervis 10%: Neste grupo os animais foram submetidos ao
protocolo de ulceracéo cutanea induzida e receberam a aplicacao tépica da pomada

com extrato hidroalcodlico de A. triplinervis a 10%.

4.8.5 APLICACAO TOPICA DOS TRATAMENTOS

Imediatamente apds a inducdo do processo de ulceracao cutanea foi aplicado
os tratamentos e diariamente os ferimentos foram limpos com soro fisiolégico e

repetida a aplicacdo tépica das substancias testadas, uma vez ao dia.

4.8.6 MORTE INDOLOR INDUZIDA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL
PARA ANALISES

Os animais foram escolhidos randomicamente para serem eutanasiados no
14° dia de estudo. Entéo, os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal, apds a utilizacdo da anestesia a decapitacdo foi
utilizada pela necessidade de rapida obtencéo do tecido biologico a ser analisado e
representa uma opc¢ao de morte para o animal seguindo as diretrizes da Pratica de

Eutanésia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA).
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4.8.7 PREPARO DAS LAMINAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

Os fragmentos obtidos da pele com as feridas da porcdo proximal foram
conservados em formol a 10%, em frascos individuais, devidamente identificados,
para a elaboracdo das laminas para a analise histologica. O fragmento de pele
abrangendo toda a ferida, obtido por uma secéo longitudinal, foi processado, em
autotécnico, para exame histolégico, incluido em parafina, cortado em micrétomo
rotativo e corado pelo método de hematoxilina e eosina (HE). Para a obtencao de
cortes com 3 mm de espessura, que serdo adicionados em cassetes perfurados de
plastico e levados ao histotécnico para fixacdo, desidratacdo, diafanizacdo e
embebic&o em parafina.

4.8.8 AVALIACAO MACROSCOPICA DAS ULCERAS

As lesbes eram avaliadas diariamente, antes da aplicacdo da pomada. Foram
observados aspectos da lesdo como: edema, escara, pus, secre¢cao, sangramento.

Todas as les6es foram medidas a cada trés dias, por meio de um paquimetro,
posteriormente foi feito a analise da contracdo de feridas, no qual foi expresso em
cm? e assim calculado o percentual de contracéo da ferida.

Para o célculo das feridas foi utilizado a féormula segundo Prata, Haddad e
Gondenberg (1988):

A=mR.r
Onde:
A é a area em cm?;
R é o raio maior da ferida;

r € o raio menor da ferida.

O grau de contragao da ferida foi calculado de acordo com a equacao de
Ramsey et al. (1995):
% de contracdo = 100 x ([FA — FO] /F0)
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Onde:
FA é a area no momento da avaliacao;

FO é a area inicial da ferida.

4.8.9 ANALISE HISTOLOGICA

Para a avaliacdo qualitativa foram considerados o0s seguintes aspectos:
presenca da crosta e presenca do epitélio regenerativo. No tecido que preenche a
ferida (leito ulceroso) foram estimados: presenca e qualidade das células

inflamatorias, vasos neoformados e das fibras colagenas.

4.8.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados encontrados através do calculo de contracdo da ferida foram
avaliados atualizando a analise de variancia uma via, acompanhado do pés-teste de
Tukey. Os valores de p<0.05 foram considerados estatiticamente significantes. O

software utilizado foi o Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., CA)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise fitoquimica

5.1.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA DA DROGA VEGETAL

Para a prospeccédo fitoquimica da droga vegetal, os testes de coloracdo e
precipitagdo de A. triplinervis indicaram resultados positivos para cumarinas,
saponinas, esteroides e triterpenos, antraquinonas, O-heterosideos e C-
heterosideos e polifenois (Tabela 1).

Dentre todas as classes de metabdlitos secundarios testados, as cumarinas
foram as que mais reativas, tal como na droga vegetal padréo nesta classe quimica.
A espécie A. triplinervis é rica em cumarinas naturais além de amplamente estudas
(TAYLOR, 2006), o que explica o resultado marcante.

Para as classes de metabdlitos secundarios flavondides e alcaldides, nas
drogas vegetais utilizadas como padréo apresentaram resultado positivo, porém
para a droga vegetal testada foi negativo. Esta diferenca pode esta associada
diversos fatores:

- Sazonalidade. O periodo em que uma planta é coletada é um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezes, a natureza dos compostos quimicos
ativos, ndo é a mesma durante o ano (GOBBO-NETO e LOPES, 2007);

- A idade e o desenvolvimento da planta, assim como dos diferentes 6érgdos
vegetais, podem interferir ndo somente na quantidade de metabdlitos totais, mas
também as proporcdes relativas dos componentes da mistura (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007);

- Disponibilidade hidrica: fatores fisiologicos criticos tais como fotossintese,
comportamento estomacal, mobilizacdo de reservas, expansao foliar e crescimento
tendem a ser influenciados pela quantidade de agua na qual a planta esta exposta,
consequentemente levando a alteragcdo no metabolismo secundario (GOBBO-NETO
e LOPES, 2007);
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- Temperatura: A faixa em que ocorrem as variacdes anuais, mensais e diarias na

temperatura € um dos fatores que exerce maior influéncia no seu desenvolvimento,

afetando assim a producdo de substancias quimicas (GOBBO-NETO e LOPES,

2007):

Outros fatores também podem

influenciar diretamente a producdo e

quantidade de compostos quimicos de plantas, radiacdo ultravioleta, altitude,

poluicdo atmosférica, inducdo por estimulos mecéanicos e ataques de patégenos.

Além disso, os diferentes métodos de extracdo resultam em diferentes perfis de
composicao quimica (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Tabelal: Prospeccao fitoquimica da droga vegetal de A. triplinervis

Classe Reacao\ Indicador Droga vegetal Droga vegetal
guimica padrao A.triplinervis
Shinoda +++ -
Flavonoides Hidroxido de sodio +++ -
*(C. sinensis) Cloreto de aluminio +++ -
Oxalo borica +++ -
Dragendorf +++ -
Alcaloides Bouchadart +++ -
*(C. calisaya) Mayer +++ -
Complexacdo com &cido tanico +++ -
S(lémﬁrrr']g?s Hidroxido de potassio +++ +++
Saponinas
*(C. officinalis) Espuma T *
Esteroides e
triterpenos Lieberman-Bouchard +++ +
*(P.ginseng)
Antraguinonas Identifiqa}géo~de antraquinona}s livres +++ -
*(R.purshiana) Identl_f!cagao de O-heterosideos +++ ++
' Identificacdo de C-heterosideos +++ +
Cloreto férrico +++ ++
Polifenois Acetato de chumbo +++ ++
*(S.adstringens) Acetato de cobre N +++ ++
' Complexacdo com aluminio +++ ++

*Droga vegetal padrdo; Negativo (-); fracamente positivo (+); positivo (++); fortemente positivo (+++)
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5.1.2 RENDIMENTO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

O rendimento do extrato foi de 200, 863 g equivalentes a 15,45% da

guantidade de droga vegetal.

5.1.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

Para a prospeccdo fotoquimica do extrato hidroalcodlico foram realizados
somente o0s testes em que os resultados foram positivos para a droga vegetal.
Desse modo, as classes apontadas no experimento: cumarinas, saponinas,
esteroides e triterpenos, polifenois, configurando semelhanca com as detectadas na
droga vegetal, com pequenas diferencas no perfil fitoquimico (Tabela 2).

No extrato hidroalcodlico néo foi detectado antraquinonas, O-heterosideos e
C-heterosideos, diferindo do teste para a droga vegetal. Fatores como, técnicas de
extracdo e natureza do solvente extrator influenciam diretamente o rendimento e o
teor de metabdlitos presentes, podendo interferir em processos biolégicos e
farmacolégicos (OLIVEIRA et al. 2016).

Resultados diferentes a este estudo foi encontrado por Facknath e Lalljee
(2008), no qual observou presenca antraquinonas na forma glicosidicas em A.
triplinervis, porém a partir de diferentes extratos. Estes extratos foram preparados a
partir de diferentes solventes: hexano, éter de petréleo, cloroférmio:metanol (4:1,
v\lv). Além disto, observa-se que na droga vegetal de A. triplinervis foi detectado as
antraquinonas, diferentemente do extrato (TABELA 2), pois a droga vegetal foi

submetida ao processo extrativo direcionado.



Tabela 2: Prospeccao fitoquimica realizada com o extrato hidroalcodlico de A. triplinervis
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Classe Reac3o\ Indicador Droga vegetal Extrato Droga vegetal
guimica padréo hidroalcoélico A. triplinervis
Cumarinas Hidréxido de potassio . ot et
* (C. limon)
Saponinas Espuma
*(C.Officinalis) P et ++ ++
Esteroides e ]
triterpenos Lieberman-Bouchard . + +
*(P. ginseng)
: Identificacdo de O-heterosideos +++ ) ++
Antragquinonas
. :
(R- purshiana) Identificag&o de C-heterosideos +++ ) +
Cloreto férrico +++ ++ ++
Polifenois Acetato de chumbo +++ ++ ++
*(S.adstringens) Acetato de cobre +++ ++ ++
' 9 Complexacao com aluminio +++ ++ ++
*Droga vegetal padrdo; Negativo (-); fracamente positivo (+); positivo (++); fortemente positivo (+++)
514 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DO EXTRATO

HIDROALCOOLICO DE A. triplinervis

As andlises por CCD do extrato hidroalcodlico, tanto para cumarinas quanto
para esteréides e triterpenos confirmam os resultados encontrados na prospecc¢ao
fitoquimica da droga vegetal e no extrato hidroalcodlico da A. triplinervis, sendo
positivo para as duas substancias quimicas.

Neste estudo para o perfil cromatografico, o extrato hidroalcodlico apresentou
banda avermelhada quando analisado no comprimento de onda de 365 nm, e banda
violeta em luz visivel, utilizando como revelador anisaldeido (Figura 5). Segundo
WAGNER e BLAT (2001) bandas de coloragéo variando entre vermelha e marrom
em 365 nm, e vermelho a violeta em luz visivel sdo caracteristicas de compostos
quimicos como esterdides e triterpenos, utilizando sistema eluente e revelador
semelhante.

No perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico para identificacdo de

cumarinas, observou-se banda azul fluorescente, quando analisado em comprimento
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de onda de 254 e 365 nm (Figura 6). Segundo WAGNER e BLAT (2001), bandas

com tais caracteristicas sdo sugestivas de cumarinas.

Cromatoplaca 1

Cromatoplaca 2

=

Figura 5. Identificagé@o de esterdides e triterpenos do extrato hidroalcodlico de
A. triplinervis em CCD.(Cromatoplaca 1:365 nm e cromatoplaca 2: luz visivel)

Figura 6. Identificagdo de cumarinas do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis em CCD,
em comprimentos de onda de 365 mn e 254 nm, respectivamente.
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5.1.5 PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DE A. triplinervis

O perfil cromatogréafico exploratorio do extrato hidroalcodlico de A. triplinervis,
obtido por CLAE-DAD, no tempo de 28 minutos e analisado no comprimento de
onda de 280 nm, apresentou diversos picos (Figura 10), nos seguintes tempos de
retencao: 0,913; 1,698; 2,104; 5,260; 7,484; 13,049; 18,744, 21,522; 22,056 e
27,041. Considerando que este extrato foi produzido por maceracdo e com etanol a
70%, esperava-se encontrar varios picos, pois o método extrativo e 0 solvente ndo
foram seletivos para determinados metabdlitos secundéarios. Desse modo, a
utilizacdo de solventes com diferentes polaridades possibilita a extracdo de
compostos mais polares e ou apolares. Assim, um extrato hidroalcodlico é capaz de
carregar substancias de ambas as polaridades (CHAICOUSKI et al. 2014).

O pico de maior intensidade identificado no cromatograma foi o de Tempo de
Retencao (Tr) de 7,484 minutos, com percentual de area igual a 51,04. Sendo que
no espectro da regidao do UV, apresentou absor¢cdes maximas em 234, 2934 e
346,6, desta maneira, com estas caracteristicas apresentadas pode-se supor que o
composto pertence a classe das cumarinas. PAIXAO (2016), identificou em
cromatogramas, cumarinas, em extrato de acetato de etila e fracdo de acetato de
etila de A. triplinervis, picos com Tr 4,773 minutos para ambos e absor¢cdo em 232,9,
293,4 e 326, 6 nm para o0 extrato e 234, 293,4 e 346 para a fracdo, conferindo assim

semelhanca espectral de cumarinas.

1 Espectro no UV [[[ 7.4)
0,107

0-50[ 2340 346 Peak #5
D.OB: 0.40
] 2 293 4
3 DDG_' 0.20 !
< . 0,00
':""34:' 25000 30000 350,00
0,02 nm
0,004 doh e '
§ [ [ ] ] I ] [ ] I ] ] [ ] ] N [ ] ] I ]
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Minutes

Figura 7. Perfil cromatografico exploratdrio do extrato hidroalcodlico de Ayapana triplinervis e
espectro de absor¢cdo em UV do pico majoritario, em 280 nm, obtido por CLAE-DAD.
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5. 2 Atividade cicatrizante in vivo

5.2.1 ANALISE MACROSCOPICA

Na analise macroscopica das Ulceras dérmicas, pode-se observar que todos
0S grupos: controle positivo, controle negativo, extrato de A. triplinervis 10% e
extrato de A. triplinervis 5% apresentaram edema na lesdo, permanecendo até o
oitavo dia de experimento, sendo que no nono dia nenhum grupo apresentou mais
esta caracteristica (Figura 11). O grupo controle positivo apresentou maior nimero
de animais com edema. J4 o grupo extrato de A. triplinervis 10% foi o que
apresentou menos edema durante o experimento. Os grupos experimentais nao
apresentaram secre¢ao, escara, pus e sangramento nas lesées.

A partir do sexto dia de experimento todos 0s grupos comecaram a
apresentar a formacéo de crosta delgada na leséo, porém ndo em todos os animais,
permanecendo até o nono dia de experimento.

No décimo quarto dia de experimento, todos 0s grupos apresentaram pelo
menos em um animal a reepitelizacdo parcial das feridas, sendo que os grupos
testes, extrato de A. triplinervis 5% e 10%, exibiram maior numero de lesdes
reepitelizadas. Ndo houve aproximacao total das bordas em nenhum dos grupos
estudados (Figura 11). Embora em outro estudo, o grupo tratado com extrato
etandlico de C. officinalis (ASTERACEAE), apresentou no décimo quarto dia a
cicatrizacdo completa das feridas (PARENTE et al.2009).

O edema, observado nos animais neste estudo, € um dos sinais da
inflamacédo, provocado pela vasodilatacdo que causa extravasamento de liquido
para o intersticio, consequentemente aumentando a pressao hidrostéatica e lentidao
do fluxo vascular (MITCHELL et al. 2012; CURVINEL et al. 2010). Analisando a
atividade cicatrizante, anti-inflamatoria e antioxidante do extrato etanodlico de
Sideroxylon obtusifolium, Leite et al (2015) observou o aparecimento de edema e
vermelhiddo em todos os animais apos 48 horas da inducdo da tlcera dérmica.

Como observado neste presente estudo, a prospeccéo fitoquimica, do extrato,
indicaram a presenca de compostos como esterbides, estes podem estar

relacionados ao retardamento da cicatrizagdo nos grupos dos extratos e controle
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positivo, podendo atrasar a cura da lesdo (STOJADINOVIC et al. 2007; FEESER et
al. 2009).

A acdo negativa dos esterdides sobre os resultados da cura de feridas esta
ligado ao impedimento da contracdo de feridas devido a diminui¢cdo da forga ténsil.
Os impactos de glicocorticéides na cicatrizacdo de feridas incluem a inibicdo da
proliferacéo fibroblastica e a diminuicdo de producéo de colageno (ANDERSON et
al. 2014; KAUSHAL, KUT e RAO, 2006).

cN 3’ dia CN 6’ dia

cp 3’ dia - cp6 dia cp 9’ dia g cp 14’ dia

Extrato 5% 3O dia (! Extrato 5% 140 dia
= 'a

Extrato 10% 30 dia | ‘ Extrato 10% 140 dia

Figura 8. Evolucdo das lesdes dos grupos: extrato 5%, extrato 10%, controle positivo (CP) e
o 0 o 0
controle negativo (CN), no 3,6 ,9 e 14 dias de experimento.
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5.2.1.1 Andlise da contracao da ferida

A avaliacdo morfométrica tem por finalidade permitir a obtenc&o do percentual
de contracéo da ferida durante a evolucédo do processo cicatricial (CARDINAL et al.
2009). Os grupos testados neste estudo, extrato 5% e 10% nado reduziram de
maneira significativa a contracédo da ferida quando comparados entre si e entre 0s
grupos controles, positivo (6leo de girassol) e negativo (solucdo salina) (Figura 12).

Observa-se que na Figura 12, nos graficos D3 e D6 apresentam suas barras
invertidas, isto se deve ao fato de que a partir do terceiro dia de experimento (D3),
as lesbes mostraram inchaco, aumentando assim as feridas, influenciando no
calculo da % da contracdo. Entretanto a partir do sexto dia de experimento (D6)
houve uma reducédo do processo inflamatério e entdo no nono dia de experimento
(D9) ndo se observa mais o edema. Isto também foi observado anteriormente, com a
anélise macroscopica.

No D9, o grupo extrato 10% apresentou uma porcentagem de contracdo mais
elevada que os outros grupos, sendo maior que 60%, enquanto que o0 grupo oOleo de
girassol apresentou a menor taxa, menor que 40%. No D12, todos os grupos
demonstraram retracdo da lesdo maior que 80%, com exce¢do do grupo controle
positivo, menor que 80%. Embora, observado essas diferencas entre os dias de
analise, no D14, ultimo dia de experimento, todos os grupos mostraram percentual
de contracao da ferida semelhantes, proximas de 100%.

A contracdo da ferida assim como o0 processo cicatrizante pode ser entendida
dividindo-se em trés fases. Uma fase inicial de retragdo centrifuga com o aumento
da area lesionada devido a perda de tenséo elastica da pele adjacente, da formacao
de edema, da perda de aderéncia a fascia profunda, e de uma caracteristica
inerente a pele do rato: sua mobilidade (MADISON & CRONWAL, 1992; BARBER,
1990; CROSS et al. 1995; TEO & NAYLOR, 1995). Pode-se sugerir que, devido a
este fato, no inicio do processo cicatrizante, foram obtidos resultados negativos
neste presente estudo.

Esta evolugéo do processo de contracdo da ferida fica bem evidenciado na
figura 12, como também €& possivel observar que o grupo controle negativo (S.S.)
apresentou um tempo de retracdo da ferida menor que os outros grupos, até o D6,

devido menor inchago e menor formagéo de crosta nas lesdes. Pode- se dizer que
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este fato ocorreu devido a ferida manter-se umidecida, que colaborou para a

formacdo do tecido de granulacdo, além de amolecer o tecido desvitalizado e

estimular o desbridamento da lesao (INCA, 2009).
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Figura 9. Andlise gréfica da % da contracédo da ferida nos dias selecionados para a medi¢do
das mesmas, respectivamente. Sendo que S.S. representa o controle negativo, solucdo salina.
Os resultados representam as médias e desvio padrdo (n=5), p<0,05, utilizando-se ANOVA,
uma via, seguido do teste de Tukey

5.2.2 ANALISE HISTOLOGICA

Para o exame histologico, o dia selecionado, para a analise dos cortes

histologicos da pele dos animais, foi equivalente ao décimo quarto dia de

experimento, considerando as fases da cicatrizacao.
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O grupo controle positivo, Dersani® (6leo de girassol) apresentou cicatrizacao
instavel com retardo evolutivo, com evidéncias de inflamacdo de grau leve. Este
resultado confirma o que foi observado nas analises macroscopico e morfométrica,
no qual o grupo em questao apresentou menor percentual de contracdo devido
edema.

Referente a histologia, a area cicatricial apresentou uma parte desprovida de
epitelizagéo (Figura 13—A), inclusive com formacéo de crosta superficial em uma das
margens (Figura 13-B) e o derma possui neutréfilos (Figura 13-C) e macréfagos
infiltrados. Adicionalmente, o tecido epitelial dérmico mostrou um estagio de
angiogénese ativa (Figura 13-D) e um tecido conjuntivo com frouxiddo na area que
corresponde a regido reticular. Entretanto, uma das amostras mostrou epiletizagao,
queratinizacdo e colageno pouco polimerizado, ou seja, tecido em processo de
remodelacdo inicial, desse modo com cicatriza¢cdo adequada e com boa evolucao.

O fato de o grupo controle positivo ter apresentado uma cicatrizacéo instavel,
pode estar atrelado a epitelizacdo parcial da ferida. JA que esta caracteristica
compromete em parte a fase proliferativa, responsavel pela reparacdo do tecido
conjuntivo e epitelial e assim o fechamento da ferida. Ademais, o tecido conjuntivo
com frouxidao dificulta a nutricdo do tecido epitelial (MANDEUBAUM et al. 2003).

Outro fator importante a ser considerado, é o fato de o 6leo de girassol possui
uma dificuldade, em apresentacdo liquida, de permanecer em concentracfes
terapéuticas no local da leséo induzida (JUNIOR, 2010). E recomenda-se que as
feridas sejam mantidas fechadas para permitir que o farmaco figue em maior contato
com as lesdes, além de proteger as mesmas de agentes externos e manter a
umidade (HENDRICKSON, 2006).

Um estudo avaliando a cicatrizacdo em coelhos utilizando o 6leo de girassol
foi observado o fechamento total de ferida em 18,9 dias, embora n&o se detectou
diferenca na velocidade cicatricial (WENDT, 2008). Em outra pesquisa, foi
comparado o efeito cicatrizante da solucdo salina, composto de clostebol e
neomicina, e 0leo de girassol, em ratos avaliados antes e com 3, 7 e 12 dias pos-
operatorios, no qual descreveu o grau de contracdo para feridas do controle
negativo, teste e referéncia, respectivamente, 77,95%, 83,49% e 78,40%, sem
diferenca estatistica (MAGALHAES et al. 2008).

Embora este estudo tenha evidenciado que o 6leo de girassol foi o que

apresentou menor percentual de contracdo da lesdo e o reparo tecidual da area da
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lesdo ndo foi o esperado, o Dersani® é amplamente utilizado pela populacdo
brasileira como cicatrizante (OLIVEIRA et al. 2019).

O dleo de girassol possui em sua composicdo uma abundéancia de acidos
graxos insaturados, como o oléico e o linoléico, em maior quantidade este ultimo
(WENDT, 2005; OLIVEIRA et al. 2019; LANIA et al. 2019). Estudos com &cidos
graxos utilizados para acelerar a cicatrizacdo sdo bem antigos, desde 1929, quando
foi observado que feridas de pele diminuiam seu tamanho com a insercao desses
compostos na alimentacdo (BURN e BURN, 1930; SINCLAIR e BASNAYEKE, 1954;
MANHEZI et al. 2008). O acido linoléico tem em sua estrutura quimica 18 carbonos e
€ responsavel por originar o acido aracdonico, este, por sua vez, € metabolizado nas
vias das cicloxigenases e lipoxigenases em leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxanos por celulas polimorfonucleares. Esses compostos tém propriedades
inflamatorias, estimulando a formacdo de novos vasos sanguineos, migracdo e
proliferacéo celular (MARQUES et al. 2004; WENT et al. 2008).
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Figura 10. Exame histopal6gico do grupo controle positivo em 14 dias com area cicatricial em parte sem
epitelizacdo e no ederma com células inflamatérias infiltradas em A e B, com formacao de crosta (seta)
em B. O tecido dérmico mostra angiogénese ativa (1) em C e D sem epitelizagdo e angiogénese ativa
em B. H.E.(A): Barra=200 ym; H.E.(B):Barra=200 ym; H.E.(C):Barra=100 ym; H.E.(D)=50 ym

Para o grupo controle negativo, a cicatrizacdo mostrou-se adequada e com
boa evolugdo, a area analisada estava com epitelizacdo e tecido conjuntivo com
modelacdo (Figura 14- C e D). No tecido dérmico foi observado angiogénese ativa e
estagio de modelacao inicial, com presenca de granuloma na area reticular mais
profunda (Figura 14-A e B). Este tecido dérmico em modelacdo favorece a
cicatrizacao, pois tem a funcdo de nutrir o epitelial, assim o fechamento da ferida.

O fato deste grupo teste, demonstrar caracteristicas de boa evolugcdo na
cicatrizacdo, corroborando com o resultado da analise morfométrica, no qual o
percentual de contracdo da ferida foi maior que o do controle positivo durante o
experimento, deve-se ao motivo de que a solucao fisiolégica 0,9% mantém a ferida
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Uumida, colaborando a para a formacéo de tecido de granulacdo, amolece o tecido
desvitalizado, estimula o desbridamento e absorve o exsudato (INCA, 2009).

Em outro estudo, onde foi analisada atividade cicatrizante em Ulceras
dérmicas em coelhos, foi observado que o controle negativo, creme base ou Lanette
propiciou a proliferacdo de maior nimero de miofibroblastos que as pomadas
oriundas das plantas e do controle positivo, sultiazina de prata, sendo
estatisticamente significante. Além disso, reduziu a area da lesé@o similar aos demais
tratamentos, porém sem resultado estatistico significante (TEUSCHBEIN, 2011).

Semelhante ao resultado encontrado neste presente estudo.

o . 4 2 } z e s 2 L <

Figura 11. Exame histopatoldgico do grupo controle negativo em 14 dias com epitelizacdo em A e sem
epitelizagdo e angiogénese ativa em B. Epitelizagdo e tecido dérmico e modelagdo em C e D. H.E.(A):
Barra=100 ym; H.E.(B):Barra=100 ym; H.E.(C):Barra=200 ym; H.E.(D)=100 ym
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O grupo extrato 5% apresentou cicatrizacdo adequada e sem alteracdes
secundarias. Em termos histopatologicos, houve uma epitelizacéo da area cicatricial,
mais densa que a pele original, caracterizando falta de modelacao, inclusive nas
papilas e cristas dérmicas. Isto acontece, pois houve perda de liquido e volume da
ferida, além do aumento da forca de tenséo para produzir uma resisténcia melhor na
pele lesionada, provocada pelo remodelamento e alinhamento do colageno no tecido
(DIEGELMANN e EVANS, 2004; IBA et al.2004), no qual ndo foi adequada neste
grupo. Superficialmente, o epitélio demonstra queratinizacdo igual a outros
segmentos da pele, ou seja, existem neste tecido desenvolvimento e maturidade
estabelecida. O derma cicatricial exibe um conjuntivo organizado e em modelacao
(Figura 15), conferindo, assim, cicatrizagéo adequada.

Ainda a respeito do grupo 5%, a derme de uma das amostras exibiu tecido
conjuntivo em modelacdo recente evidenciando numerosos fibroblastos, conferindo
maior retracdo da ferida (Figura 16). Estas caracteristicas evidenciam que esta
amostra esta na ultima fase da cicatrizacao, de remodelamento, marcada por células

fibloblasticas, que atuam na fase de modelacéo do colageno.
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Figura 12. Exame histopatologico do grupo extrato 5% em 14 dias com &area epitelizada e papilas e
cristas dérmicas organizadas. H.E.(A): Barra=100 ym; H.E.(B):Barra=200 ym; H.E.(C):Barra=100 uym;
H.E.(D)=50 um.
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Figura 13. Exame histopatolégico do grupo extrato 5% em 14 dias, mostrando area cicatricial epitelizada
e com queratinizagéo. H.E.(A): Barra=200 ym; H.E.(B):Barra=100 ym.

O grupo teste, extrato 10%, apresentou nas amostras cicatrizacdo adequada
e com boa evolugdo. A cicatriz demonstrou epitelizagdo e queratinizagéo (Figura 17-
A e B). O tecido conjuntivo dérmico apresentou estagio de boa evolucdo com
evidéncias de excelente polimerizagdo de colageno (Figura 17- C e D), com
angiogénese discreta, além de muitos fibroblastos. Estes achados séo
caracteristicas da ultima fase da cicatrizacdo, remodelacdo. Onde observa-se o
remodelamento e alinhamento do colageno. Além de ocorrer a diminui¢cdo de células
e capilares no local lesionado, consequentemente, da cicatriz e do eritema, por isso
foi identificado poucos vasos neoformados. Ademais, a alta quantidade de
fibroblastos garante reformulacdo e melhorias das fibras colagenas, desta forma
apresentou melhor polimerizacdo na amostra analisada.

Desse modo, dentre os quatro grupos estudados nesta pesquisa: controle
negativo, controle positivo, pomada extrato 5% e pomada extrato 10%, esta Ultima
contendo 10% do extrato de A. triplinervis apresentou melhor qualidade no processo
de cicatrizagéo, até o décimo quarto dia de experimento, devido propiciar a formacéao
de um epitélio mais organizado, com boa evolugcédo, com excelente polimerizagdo do
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colageno e a presenca em grande quantidade de fibroblastos, achados estes néo
identificado nos outros grupos testes.

Embora a andlise da contracdo da ferida, dos grupos estudados nesta
pesquisa, tenha revelado que a velocidade do fechamento das lesbes nao foi
estatisticamente significativa, observa-se que, por meio do exame histologico, houve
diferencas importantes no processo de reparacao tecidual dentre os grupos, no que
diz respeito a quantidade de fibroblastos, polimerizacdo de colageno, queratinizacao
e epitelizacdo, conferindo assim mais qualidade na cicatrizacdo do grupo que

apresentou estas caracteristicas, pomada com extrato 10%.
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Figura 14. Exame histopatologico do extrato 10% em 14 dias, demonstrando epitelizacdo, modelagao do
tecido dérmico e angiogénese menos ativa em A e B. Area cicatricial (seta maior) com epitelizacdo em C
estagio de modelacdo (setas) em D. H.E.(A): Barra=100 ym; H.E.(B):Barra=200 ym; H.E.(C):Barra=100 ym;
H.E.(D)=50 um



67

6 CONCLUSAO

O desenvolvimento desta pesquisa, possibilitou demonstrar que na droga
vegetal e no extrato hidroalcodlico indicaram resultados positivos para cumarinas,
saponinas, esteroides e triterpenos e antraguinonas, com excec¢ao desta ultima
classe para o extrato. O perfil cromatografico do extrato obtido por CLAE-DAD
apresentou pico, no qual sugere ser de cumarinas.

Na andlise macroscopica das feridas, os grupos extrato 5% e 10%
apresentaram maior numero de lesdes reepitalizadas. Além disso, todos 0s grupos
apresentaram edema.

O ensaio morfométrico ndo demonstrou diferenca estatistica no percentual de
contracdo da ferida entre os grupos estudados, até o 149 dia de pesquisa.
Entretanto, o exame histologico das feridas indicou que a pomada contendo o
extrato de A. triplinervis a 10% influenciou de maneira positiva na qualidade do
processo de cicatrizagao.

Assim, as pomadas testadas nesta pesquisa mostraram poucos beneficios na
velocidade do fechamento da lesdo, mas uma delas, 10%, apresentou melhoras na
qualidade da cicatrizacdo. Ainda assim, é necessario novos estudos para verificar

que substancia(s) da planta esta associada a melhora na cicatrizacéo.
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