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RESUMO

VIEIRA, Geisla Teles, D.Sc., Universidade Federal de Vigcgstho de 2015.
Avaliacdo do efeito cicatrizante de Inga subnud@ Pseudopiptadenia contorta em
feridas cirdrgicas em coelhosOrientadora: Tania Toledo de Oliveira. Coorientadora:
Virginia Ramos Pizziolo.

Cicatrizacdo de ferida € um processo sistémico e dicégque envolve as etapas de
inflamac&o, proliferacdo e remodelacéo e, tem por gbjeéistaurar a continuidade do
tecido. Embora a reparacao tecidual seja um procesémgis, € necessario favorecer
condi¢cdes locais por meio de terapia tOpica adequada paraizaiakml processo
fisiolégico. Na medicina popular, tinturas das cascasesdpgcies arboreas de Inga
subnuda (ingd) e Pseudopiptadenia contorta (angico) sao utilizadasanecettat de
feridas cutaneas. Tendo em vista esse uso popular,rasshd tem como objetivo
avaliar o efeito destas plantas na cicatrizacdo deafercirdrgicas induzidas em
coelhos. Foram preparados extratos hidroalcodlicos dasscdecaga e angico por
maceracéo, e realizadas analises de prospeccéo fitoquenataidade antioxidante
pelo método de DPPH. Preparados, os extratos de ingaa® doam adicionados a
Creme Lanette 24% até atingir as concentracfes de 1%. &&am utilizados 36
coelhos machos, da raca Albino Nova Zelandia, 60 diasdh e peso médio de 2,8 Kg
(CEUA/UFV, n°064/2012). Duas feridas cirurgicas de dimensao 1,5 x 1,foram
produzidas na regido dorsal-toracica dos animais e tratadageld# dias. A primeira
foi confeccionada com lamina de bisturi e denominada Feral@aegunda com bisturi
elétrico, denominada Queimadura. Os animais, divididos em gugpagis animais,
foram tratados com solucdo salina; extrato de inga X®@te de inga 5%, extrato de
angico 1%; extrato de angico 5% e pomada FitGséadice de contracdo da ferida (IC)
foi medido no 7°, 10 e 14° dia pOs-operatério. Apos o 14° dieatdenento os animais
foram eutanasiados e amostras de sangue coletadas pdise dndquimica e
hematolégica. Em seguida, amostras das feridas e queimathrem extraidas
cirurgicamente, processadas rotineiramente e coradas hmmatoxilina-eosina e
picrosirrius. O parametro estereoldgico de densidade vaigméoi calculado para
contagem de fibroblasto, vaso sanguineo, células inflaimsit@ indice de maturacao
do colageno (IMaC). Os resultados foram analisados pela A\N®G&guido pelo teste
de Tukey. Resultados da prospeccao fitoquimica e de DPPH maogstesenca de
flavonoides, taninos e saponinas, e, atividade antioxidstextratos de inga e angico.

Os resultados hematoldgicos e bioquimicos mostram queimsia tratados com o0s
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extratos vegetais ndo apresentaram infeccdo sisténmeanealterac6es hepaticas e
renais. Os parametros estereoldgicos indicam que oatextde inga e angico
contribuiram para a promocéao da fibroplasia, angiogéaesaturacéo do coldgeno nas
feridas cirargicas. Pelo indice de contracdo, corsduiue os extratos de inga e angico
apresentaram efeito cicatrizante tanto na ferida quaat@ueimadura, sendo mais
efetivos na fase proliferativa. Este estudo fornecalfevias do efeito cicatrizante dos
extratos de inga e angico e do potencial uso como meditarfimterapico. Porém,
mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanisaghaalestes extratos no
processo terapéutico.
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ABSTRACT

VIEIRA, Geisla Teles, D.Sc., Universidade Federal de Vicdsly, 2015 Evaluation

of the healing effect of Inga subnuda and Pseudopiptadenia dorta in surgicals
wounds in rabbits. Adviser: Tania de Oliveira Toledo. Co-adviser: Virginia Ramo
Pizziolo.

Wound-healing is a systemic and dynamic process involvingtdpes of inflammation,
proliferation and remodeling, and aims to restore the mwoityi of the tissueAlthough
the tissue repair is a systemic process, it is napgss offer local conditions by
appropriate topical therapy to enable the physiologicatge®m Traditionally, bark
extract of Inga subnuda (inga) and Pseudopiptadenia contorta (angidogdmassed
on the treatment of skin wounds. The objective of #stigdy was to investigate the
healing effect of the extract inga and angico on thgicais wounds induced in rabbits.
Barks extract of inga and angico was extracted by maoeyaind they were carried out
analysis of phytochemical prospecting and antioxidant agctioi DPPH method.
Thirty-six male rabbits, type Albino New Zealand, 60 days, waml?,8Kg, from the
Federal University of Vicosa were used (CEUA/UFVN©°064/2012). Two alrgi
wounds of 1.5 x 1.5 cm were made in the dorsal thoracic reglmn first wound was
made by removing the skin with a scalpel blade, called Wountt{he second wound
with an electric scalped, called Burn. Animals were tre&ed 4 days. The animals
were randomized in groups of six rabbits and were treatedsalitiie solution; extract
of inga 1%; extract of inga 5%, extract of angico 1%; ext@ angico 5% and
Fitoscaf’ ointment. Wound contraction index (WCI) was measurechervth, 10th and
14th post-woundingAfter 14 days of treatment the animals were euthanized and bloo
samples collected for biochemical and hematologicdlaisa Samples of wounds and
burns were taken, processed routinely, and stained withatb&ptin-eosin and
picrosirrius.The stereological parameters of bulk density was catledlby counting of
fibroblasts, blood vessels and inflammatory cells and geflamaturation index.The
results were analyzed by ANOVA and by Tukey test. The mesfltphytochemical
prospecting and DPPH show the presence of flavonoids, tansammnins and
antioxidant activity. The hematological and biochemicduits show that animals
treated with plant extracts showed no systemic infecbonhepatic and renal
disorders.The stereological parameters indicate igatand angico extracts contributed
to promoting fibroplasia, angiogenesis and maturatiocolhgen in surgical wounds.

by contraction index, it is concluded that inga and angitaets has healing activity
Xvi



on the wound and burn, significantly accelerating healnthe proliferative phase.
This study provided evidence of the healing effect of theaetd inga and angico and
potential use as herbal medicine, but more studies ardedhe elucidate the
mechanism of action of these extracts in the therappracess.

XVii



1. INTRODUCAO

Ferida cutanea ainda é um problema de saude humana e anindal desta
complexidade de tratamento e complicacdes recorrgyaemido custos elevados.

Dentre outros fatores, o custo do tratamento de feritkesaea-se ao seu modo
de evolucdo. Feridas agudas correspondem as traumaticasirgicas, que evoluem
no processo cicatricial de maneira e em tempo previsigeartir do momento da
injuria até o fechamento (BRODERICK, 2009). Essas feidasorrem para a maioria
das lesdes da pele. Em todo o mundo, existem mais que ll@esndle incisdes
cirargicas por ano. Feridas traumaticas ocorrem atarade 1,6 milhdo de casos por
ano (McDERMOTT-SCALES et al., 2009). Acrescentam-se aingisanclassificacao,
as queimaduras. Essas feridas, quando ndo requerem intaimasdn tratadas em
domicilio, unidades de saude ou em ambulatorio. Dessa formaramde numero
desses casos nunca entra nas estatisticas do sigensaude. Estima-se que,
aproximadamente, 3,4 milhdes de pacientes pertencam ea¢sgaria (BRODERICK,
2009).

Dentre as feridas crbnicas, estima-se que em todo o m@klanilhdes de
pessoas sofram de Ulceras de presséo, 12,5 milhdes de Weerosas e 13,5 milhdes
de Ulceras diabéticas (LAWALL, 2012). Os gastos no trataméatferidas, s6 nos
Estados Unidos foram de US$1 bilhdo para o tratamento de Ulxénaisas por
insuficiéncia venosa (McDERMOTT-SCALES et al., 2009).

A cura de feridas agudas é um processo complexo e dinaguiecenvolve a
participacdo de mediadores solaveis, células sanguimatriz extracelular e células do
parénquima. Os eventos que desencadeiam a dinamica da ajéatrs&o descritos em
trés fases fundamentais que se sobrepdem: inflamatoérideaidla e de remodelacdo
colagena (ACKERMAN, 2007). Com excecdo da queimadura, que sétasfer
complicadas e tendem a cicatrizar mais lentamentieridss agudas sdo mais rapidas
para cicatrizarem. Entretanto, no Brasil, as ferickasstituem um sério problema de
saude publica, devido ao grande niumero de pacientes com aterecitegridade da
pele.

Existem no mercado aproximadamente 2.500 produtos destinadasaaeetnto
de ferimentos agudos e crénicos, podendo incluir desdeseypsia, simples cobertura,
ou interferir de forma ativa nas diversas fases do psoceicatricial (CUZZELL &

KRASNER, 2003). Muitas vezes uma combinacéo de todas estidiagaoes, permite
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uma maior otimizacdo da cicatrizacdo. Dentre os prirgipaétodos auxiliares
envolvidos na modulacdo do processo destacam-se a utlizzeafitoterapicos,
curativos poliméricos, fatores de crescimento, bioengenha@didual e medicina
regenerativa envolvendo utilizacdo de células-tronco axl(McFARLIN et al., 2006;
BERETTA et al., 2009; LEE et al., 2009; LIMA et al., 2009).

A procura de um recurso quimico-medicamentoso ou fisico agedere o
fechamento das feridas tém sido alvo de varios estudos SBNTOS et al., 2012;
ASADI et al.,, 2013; BEHEREGARAY et al., 2014). O uso de produtadicicanais
produzidos a partir de plantas medicinais é uma alteenativorocesso de cicatrizacao,
bem como para reduzir os encargos financeiros (WU @0412).

Na medicina popular brasileira, tinturas das cascas dasearde Inga subnuda
e Pseudopiptadenia contorta tém sido utilizadas como cicatrizartretdfmo, apesar
do uso pela populacdo, ndo se tém relatos cientificosogu@avem a acao terapéutica
ou toxicidade do uso das cascas destas plantas no processatrileacao, o que torna
necessaria uma investigagao.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo invast@apotencial uso
cicatrizante de Inga subnuda e Pseudopiptadenia contorta por meio de: preparac
extrato vegetal, formulacdo de cremes em diferentes ostragcées a partir dos extratos
vegetais; testes farmacoldgicos in vivo com inducdo expetah de feridas e
gueimaduras cirargicas em coelhos; analise de parametrosmtdiégicos e
bioquimicos; avaliacdo do indice de contracdo das feridasakse histologicas do

tecido cicatricial.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Feridas

Ferida denomina-se como toda e qualquer ruptura da continuidéeigdin ndo
apenas da pele, mas também dos tecidos subcutaneos|osi@sossos decorrente da
lesdo por agentes mecéanicos, térmicos, quimicos e ibace(COLTRO et al., 2011).
As feridas sé@o classificadas quanto a causa, ao contelmlobiano, ao tipo de
cicatrizacdo, ao grau de abertura e ao tempo de durac@tasAfficacdes das feridas
sdo uteis para determinar qual melhor tratamento para donfelamento (PAVLETIC,
2010).

Quanto a causa, as feridas podem ser cirargicas, trausnéticalcerativas. As
feridas cirargicasao provocadas intencionalmente mediante: a) incisdo: qudodoa
perda de tecido e as bordas sédo geralmente fechadas por lsuaxeisdo: quando ha
remocdo de uma area da pele, e; ¢) puncdo: quando resultaroaimentos
terapéuticos diagndsticos (por exemplo, cateterismdiaz, biopsia, entre outros). As
feridas cirdrgicas sao realizadas em ambiente cadiwoé estéril, com instrumentos
cortantes, como por exemplo: lamina de bisturi, tesoura, puagiihas e bisturi
elétrico (MANTOVANI & FONTELLES, 2003).

As feridas traumaticas podem ser provocadas acidentalrpentagentes: a)
mecanico: contencdo, perfuracdo ou corte; b) quimico: i@dgméticos, acido
sulfarico; c) fisico: frio, calor ou radiacdo (MANTOVANI FONTELLES, 2003). As
feridas ulcerativas sdo feridas escavadas, circitessara pele (formadas por necrose,
sequestracdo do tecido), resultantes de traumatismo ouadoezlgcionadas com o
impedimento do suprimento sanguineo. As Ulceras de peleseepren uma categoria
de feridas que incluem Uulceras por pressdo, de estaseayemteyiais e diabéticas
(SANTOS, 2011).

Quanto ao conteudo microbiano, as feridas podem ser: Linipagas
contaminadas (ou Potencialmente contaminadas), Contaminadasinfectadas
(MANTOVANI & FONTELLES, 2003). As feridas limpas sao lesdes qaerrem em
condicbes assépticas, em cirurgias eletivas, ens gitidrgicos onde ndo é encontrada
inflamacdo e microrganismos. As feridas limpas contasamasdo aquelas com
evolucdo inferior a 6 horas entre o trauma e o atendinesem contaminacao

significativa (SANTOS, 2011). As feridas contaminadas sao aqoefasmais de 6
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horas de evolugao entre o trauma e o atendimento, dadéanao apresenta sinais de
infeccdo (MANTOVANI & FONTELLES, 2003). As feridas infectadapresentam
presenca de agente infeccioso no local com evidénciatelesa reacdo inflamatoéria
(dor, rubor, calor e edema), destruicdo de tecidos, podemter cecrecao purulenta
(SANTOS, 2011).

Quanto ao tipo de cicatrizacdo, as feridas podem ser deiRxilntencao,
Segunda Intencdo ou Terceira Intencéo, correspondentdgpasde fechamento da
ferida que séo divididos em reparo primario, secundarier@atio (MENEGHIN &
VATTIMO, 2003, ETHRIDGE et al.,, 2010; SANTOS, 2011;). A cicatrizacado por
primeira intengdo ocorre quando h& aproximacéo diretebaiaas das feridas, com
pouca ou minima perda de tecido, em geral feridas fechadagic@mente com
antissepsia e sutura das bordas. Cicatrizacdo por semueigdo sdo aquelas em que
ha perda de tecidos e as bordas da pele ficam distaamds, @ processo de cicatrizacao
mais lento, quando comparado com a de primeira intencageEat este tipo de reparo
esta associado a ferida altamente contaminada, quecharfpor epitelizagéo, se for
mais superficial ou por formacdo de cicatriz, 0 que resultantes, em contracao
(ETHRIDGE et al, 2010). Feridas de terceira intencdo Sfelas corrigidas
cirurgicamente apos a formacao de tecido de granulacg@rawcontrole da infeccédo, a
fim de que apresentem melhores resultados funcionaigtices (SANTOS, 2011).

Quanto ao grau de abertura, as feridas podem ser Abertascbadgs. As
feridas s@o Abertas quando as bordas da pele estdo afagt&aahadas sdo quando as
bordas da pele estéo justapostas (SANTOS, 2011).

Quanto ao tempo de duracdo, as feridas podem ser Agudas oua€riké
Agudas séo originadas por cirurgias ou traumas, em que a Epaayre em tempo
adequado, sem complicacdes. As feridas agudas evoluem gmnouesso reparador
ordenado e cronoldgico para atingir restauracdo pert@adarestrutura e da funcdo. As
feridas crbnicas sao aquelas em que o tempo de cicatrizagnaior que o esperado
devido a sua etiologia. Sdo feridas que nédo apresentasa ddaegeneracdo em tempo
esperado, havendo um retardo na sua cicatrizacdo, semaec@réncia mais frequente
em individuos com problemas sistémicos (ETHRIDGE et al., 2046jn de feridas
Abertas e Fechadas, consideram-se também a clasiifidag-eridas Complexas. Estas
correspondem a lesGes que acometem extensas areas gs®tamacele métodos
especiais para a sua resolucdo, que tém seu processo uEe\voiprevisivel ou que

representa ameaca a viabilidade de um membro ou a prégaa(MERREIRA &
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CARVALHO, 2007). Os grupos de feridas complexas mais conhecidas sdo: Ulceras
neuropaticas (em pé diabético e Hanseniase), Ulceras gssaps Ulceras venosas,

Ulceras arteriais e as queimaduras.

2.1.1 Queimaduras

Queimaduras sdo lesbes dos tecidos organicos em decoméntiauma de
origem térmica resultante da exposicdo ou contato camasy liquidos quentes,
superficies quentes, eletricidade, frio, substancias quimiaeiacéo, atrito ou friccdo
(ARTZ et al., 1979; GOMES et al., 1995). Na queimadura ocorresaud#io da
barreira epitelial e da microbiota resistente da pelmpemdo seu efeito protetor
(BARBOSA et al., 2007).

Sao classificadas de acordo com a profundidade da destrec@oel como
lesbes de espessura parcial superficial (antes referio poimeiro grau), espessura
parcial profunda (referidas como segundo grau) ou lesGespdsseira plena (referidas
como terceiro grau) (LINDE, 2002). As queimaduras superficigtam apenas a
epiderme, apresentando-se hiperemiadas, edematosas e dol@ssizendo-se dentro
5 a 7 dias. As queimaduras de espessura parcial podem ser aipadi@rofundas. As
superficiais cicatrizam em 14 a 21 dias, acometem a derswa camada superior
(derme papilar) apresentando bolhas, umidade e dor acerdeadado minimo tecido
cicatricial. As queimaduras profundas de espessura parcaleéem quase toda a
espessura da derme, apresentando coloracdo palida e men@stdmpo necessario
para cicatrizacdo pode ser de trés a seis semanas Qe & queimaduras deixarao
um tecido cicatricial que pode hipertrofiar e contrair. ljaeimaduras de espessura
total, a lesdo acomete toda a espessura da pele e, emagosisse estende ao tecido
subcutaneo, musculo e 0sso. Sdo de aspecto esbranquicadio e rigor ndo haver
elementos dérmicos para regeneracdo, sO cicatrizam esow@rto (LINDE, 2002,
JHONSON, 2003) (Figura 01).



QUEIMADURAS

Queimadura de Queimadura de Queimadura de
primeiro grau segundc grau terceiro grau

Pele normal

Figura 01: Classificacdo de queimaduras de acordo com a profundidade

As lesGes por queimadura representam um importante problersalide em
termos de tratamento e cuidados com os sobreviventdsaginsatismo ocasionado por
estas injurias representa um gasto dispendioso parares pablicos. Estima-se que no
Brasil ocorrem em torno de um milhdo de acidentes por qdanasao ano, sendo que
100.000 pacientes procuram atendimento hospitalar e, destss,dee2.500 pacientes
falecem direta ou indiretamente de suas les6es (GORIES). Globalmente, em 2004,
a incidéncia de queimaduras graves, o suficiente para etagtém médica, foi de 11
milhdes de pessoas e ficou em quarto lugar entre todosumsasgatras apenas dos
acidentes automobilisticos, quedas e violéncia interpesstt)r do que a combinacgéo
da incidéncia de infeccbes por tuberculose e HIV e ligeirien menor do que a
incidéncia de todas as neoplasias malignas (PECK, 201lzmEate, apesar de
causarem mais de 300.000 mortes/ano em todo o mundo (MOCK2£0d), a grande
maioria das queimaduras ndo sao fatais. Entretanto, edt@&cas principais causas de
sequelas em paises pobres e em desenvolvimento.

As queimaduras comprometem a integridade funcional da peletaqdeba
homeostase hidroeletrolitica e alterando o controkem@eratura interna, flexibilidade
e lubrificacdo da superficie corporal (SHERIDAN, 2003). @ommetimento da pele
ocorre em virtude da extensdo e profundidade das les@8sE®A (2002) relata a
participagcdo de dois eventos fisiopatolégicos nas queimadurasumento da
permeabilidade e, consequentemente, o0 edema.

Com o trauma térmico, ha exposicdo do colageno eseqoente ativacao e
liberagdo de histamina pelos mastécitos. A histamina leva aoerdomda

permeabilidade capilar que, por sua vez, permite a passageniltdadmfplasmatico
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para o intersticio dos tecidos afetados, provocando edssitudl e hipovolemia. A
ativacdo do sistema calicreina produz cininas que colabomamda mais, para o
aumento da permeabilidade capilar, agravando o edema e al@ip@vdAs cininas e a
exposicdo do colageno ativam o sistema fosfolipase @auidquiddnico, originando
prostaglandinas, mais especificamente a prostaglandin®&22), potencializando a
vasodilatacdo e causando dor. Outra via ativada é alif@s® com liberacdo de
tromboxano (TXA), que junto com a plasmina e trombina f&Erges, provoca tampéo
nas paredes capilares, ocasionando um aumento na phédsEiatica de até 250%,
contribuindo para o edema tecidual (MELEGA, 2002).

As queimaduras sao consideradas lesOes altamente agreggivasausar
alteracbes ndo soO fisicas como também psicolégi©asndividuo é afetado por
distarbios fisicos como alterac6es metabdlicas, perdaldene de liquidos, risco para
infeccdo, dor, além dos estressores psicologicos comparag@o da familia,
deformidades corporais, e submissao de cuidados (SANTOS2004)

O tratamento tépico ideal para o tratamento local dlesr queimadura seria
aguele que, ao mesmo tempo, controla o crescimento ibacteremove o tecido
desvitalizado e estimula o crescimento dos queratirgokt® agora, estas trés funcdes
ndo se encontram em um mesmo topico, portanto ndo exmsteopico ideal
(BOLGIANI & SERRA, 2010). O tratamento local das queimadurasin@naico,
complexo e dependente tanto da resolucdo da inflamacadoqdanpromocao da
cicatrizacdo; necessitando de curativos que atuem deatameste bindbmio (FRANCO
& GONCALVES, 2008; BOLGIANI & SERRA, 2010). Apesar dos avancas d
medicina no tratamento das queimaduras com 0 uso de enxexiizag técnicas de
curativos, as taxas de mortalidade ainda sé&o grandes devidon®licacbes como
infeccdes, sepse e desnutricdo (STANLEY & RICHARD, 2004). Nantm, outros
autores afirmam que, apesar dos avancos em vigéncia,cé&ci@fidos diversos
tratamentos continua a ser insatisfatéria (HERSON,e2G09).

Trabalhos na literatura utilizam diferentes métodos padazir queimadura
experimental. Para este propoésito séo utilizados las€e@e(MELO et al., 2014;
ALIASL et al.,, 2015), agua escaldante (LYRA et al., 2012), chapaaluminio
(FREITAS et al.,, 2013; MEHRABANI et al., 2015), HCI (SENTHIL, 201agido
sulfarico (KAMESHWARAN et al., 2014) e bisturi elétrico (GERA et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2013).



O bisturi elétrico é uma maquina especializada no cortedidos organicos,
gue se da através da utilizacdo de corrente elétrica defrajaéncia. Mais
precisamente, o bisturi elétrico é um gerador de correntdtalérequéncia que produz
calor em contato com os tecidos. Essa corrente aqupo@ta metalica do eletrodo
positivo e passa através do corpo do paciente, queitstdosentre dois eletrodos: a
ponta do bisturi e a placa dispersiva. Apds atravessarpw, sai pela placa dispersiva,
gue esta ligada ao fio neutro, pela qual seréa eliminada. Satata@ entre o corpo do
paciente e a placa dispersiva for regular homogéneorrante que se distribui pela
placa sera de fraca densidade ndo causando dano ao p&ssetaguecimento gerado
pela passagem decorrente elétrica de alta frequénciagaravrompimento das células
teciduais e posterior corte do tecido. Com relacdo @tsgans da utilizacdo de tal tipo
de sistema técnico, pode-se considerar o menor exaraesto de sangue proveniente
do paciente, pois, ao cortar, 0 bisturi promove a coegolalos vasos sanguineos
danificados pelo corte, diminuindo, também, o tempo cirurg{€agura 02)
(BISINOTTO, 1996).

ELETROCDO DE
DISPERSAO (PLaCa

BISTURI
ELETRICO

=

5

TERRA =

Figura 02: Desenho esquematico da utilizacdo do bisturi elétrico

O corte eletrocirdrgico consiste no aquecimento daslaséldo tecido t&o
rapidamente que elas explodem pelo vapor produzido interramigste processo
também é conhecido por vaporizacdo celular. O calor gérdiksipado pelo vapor ndo
havendo, portanto, conducéo para as células adjacenteslcQuatetrodo é deslocado
e entra em contato com novas células de tecido, e@gtésdem produzindo a incisédo. A
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forma de onda de corte € uma senodide continua na fregudmdrabalho do bisturi
(TRINDADE et al., 1998). Estudos testes pré-clinicos de deaffb utilizando animais
como cobaias ainda sdo escassos na literatura, uma vestqueguipamento € de uso

hospitalar e geralmente caros.

2.2 Cicatrizacao

A cicatrizacao de ferimentos comeca imediatamente @pédesao ou incisdo e
corresponde a uma combinagdo coordenada de eventos sekilaneleculares que
interagem para restaurar um tecido ferido (HEDLUND, 2007). Anergedo pode ser
definida como a reconstrucdo de um tecido pelas célulasajreviveram a lesao
tecidual (SLATTER, 1998), ou seja, é a restauracdo da ferfoacédo do tecido. Em
contraste, a
reparacdo € a substituicdo do tecido danificado por oatroexemplo do tecido
cicatricial, que difere estruturalmente e, portanto, furalimente do tecido original
(DYSON, 1997).

Uma sequéncia de eventos acontece apOs o ferimentotgoéma diferentes
classificacfes didaticas sao utilizadas para facilitartenedimento. Convenientemente,
0 processo de cicatrizacdo tem sido dividido em tr&sfgae se sobrepdem de forma
continua e temporal: inflamatoria, proliferativa e de réatmgem (CLARK, 1996;
PAVLETIC, 2010; SCHREMI et al., 2010). Entretanto, alguns autooasideram mais
detalhadamente essas trés fases, dividindo-as emastadios principais: coagulacéo,
inflamacao, proliferacdo, contracdo da ferida e remodeldfMANDELBAUM, DI
SANTIS & MANDELBAUM, 2003). As fases da cicatrizacdo Sao cgss0Ss
entrelacados e é possivel haver um agente terapéutico ejaeeaesma fase, contudo
poderia causar a inibicdo de outra (FAHIE & SHETTKO, 2007).

A possibilidade de acelerar a cicatrizacao e o fechantenkesdes cutaneas, por
meio de recursos quimico-medicamentosos ou fisicossitBimobjeto de investigacao
de inUmeros pesquisadores (BEHEREGARAY, 2009). A cicatrizdg@derimentos é
dindmica (HEDLUND, 2007) e o tratamento pode necessitar ddicamdies durante as
diferentes fases. O entendimento dos processos deizeicdb € essencial para uma
abordagem ponderada ao tratamento das feridas (LIPTAK, 1997;PA{|.2010).



2.2.1Fase inflamatéria

A fase inflamatéria, exsudativa, reativa, defensiva ou initéa cicatrizacao
comeca imediatamente apo6s o inicio do trauma, ou sejaponEento em que ocorre a
lesdo tecidual se estendendo por um periodo de trésdiase{®AVLETIC, 2010). E a
fase de ocorréncia dos sinais clinicos da inflamacao aguckladerubor, dor e edema.
Esta fase tem como caracteristica ativar 0 sistémacoagulagdo, promover o
desbridamento e defender a ferida contra bactérias.

A leséo tecidual provoca a ruptura dos vasos sanguéne@xtravasamento dos
constituintes sanguineos. Pela acdo de mediadoresdasiuda degranulacdo de
mastécitos e pela influéncia nervosa (descargas adrem&rgicorre vasoconstricdo
como primeira resposta. Em seguida, ocorre ativac@astata de coagulacéo, que faz
com que o colageno exposto faca aderéncia na superfigieant externa dos vasos
sanguineos (PEERSCHKE et al., 2008). Ocorre a formacaordear@ue, juntamente
com a agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinearfay coagulo, que sela os
vasos rompidos, impedindo o extravasamento sanguine@radi(iDYSON, 1997,
PEERSCHKE et al.,, 2008). O coagulo, formado por plaquetaspdiberitrocitos e
leucécitos (BEHEREGARAY, 2009), também é responsavel por kzsabas bordas
da ferida e fornecer a ela uma resisténcia minima (H@HAZQ006).

A adeséo inicial das plaquetas na superficie lesadaeogela acédo de proteinas
de adesdo presentes nas suas membranas. As principaiss@iel@s receptores da
glicoproteina llb/llla (GP lIb/llla). O coladgeno subendoledaposto pela ruptura do
vaso e a trombina gerada pelos processos de coagulac@otsd@donistas da ativacéo
e agregacao plaquetarias. Além disso, a plaqueta ativadeentau a acdo da
protrombinase, que promove maior producdo da trombina, a parproti@mbina,
criando assim, condicGes para a amplificacdo da adésqueparia. O ADP (adenosina
difosfato) liberado das hemacias e granulos densos das proprias plaguetatro
elemento amplificador da agregacédo das plaquetas. Este nethez a exposicdo do
receptor GP llb/llla ao fibrinogénio e fator de Von Willelmaontribuindo também
para a agregacao plaquetaria, o acido araquiddnico da mendaaraaquetas em
processo de agregacdo, é convertido em tromboxano A2 (TRARs enzimas
ciclooxigenase e tromboxano sintetase. O TxA2, alénode fgonista da agregacao
plaguetaria, € um potente vasoconstritor e, assim comnkDP, também induz a

exposicdo dos sitios de ligacdo da GP llb/llla ao fibrinogé&nidator de Von
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Willebrand. Outro importante derivado do &cido araquidénico, @uierado por
macrofagos e mastécitos, plaguetas e outras céluiesdad, € o fator ativador
plaquetario. Este € um ativador importante de plaquetaduéoinda sua agregacao.
Como agonistas da agregacao plaquetéaria, podem tambéradas @ noradrenalina e
a serotonina. Esses mediadores estimulam diferenteataagle ativacdo plaquetaria,
porém, a via final comum a todos é a ativacdo do recelatdsP llb/llla que pela
interacdo com o fator de Von Willebrand e o fibrinogénio &erdadeiro efetor da
agregacao e ativacdo plaquetéarias (BALBINO et al., 2005).

As plaquetas secretam citocinas como o fator de crestomgerivado de
plagueta (platelet-derived growth factoPDGF), fitor de crescimento transformador 3
(transforming growth factof- — TGF{), fator de crescimento transformador «o
(transforming growth factos- — TGF-n) os quais promovem a formagdo tecidual,
secretam mediadores vasoativos e fatores quimiotapesa o recrutamento de
leucocitos. Além disso, a cascata de coagulacdo geraesgeia cascata do
complemento como as anafilatoxinas C3a e Cbha, as quaentuma permeabilidade
vascular e atraem neutrofilos e mondcitos para o diioferida (DYSON, 1997;
PAVLETIC, 2010).

Os leucocitos passam através da membrana basal dos sza®psneos por
diapedese. As células endoteliais apresentam em sua depexfieptora (selectinas)
gue auxilia na aderéncia dos neutréfilos ao endotélio enquantceceptores de
integrina na superficie do neutréfilo auxiliam na ligacdo desimn a matriz
extracelular. Neutroéfilos e mondcitos migram para @déena mesma propor¢cao em que
sdo encontrados no sangue, portanto os neutrofilos afeseraior nimero devido a
sua abundancia na circulacdo (HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010Me@sofilos e
macréfagos removerdo particulas, bactérias e tecidaomda ferida. A acéo
antimicrobiana dos neutrofilos consiste na producdo de mmdii@s de oxigénio e, a
dos macrofagos, na sintese aumentada de Oxido nitrico (N©)yeage com perdxidos,

gerando um agente antimicrobiano potente (ISAAC et al., 201§)réF03).
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Visao Geral da Inflamacéao
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Figura 03: Visao geral da resposta inflamatoria da cicatrizacao.

Os mondcitos sdo essenciais para a cicatrizacaoinefgo e tem sua migracao
estimulada por: PDGF, fragmentos de colageno, elasfibepnectina, trombina
enzimaticamente ativa e TG¥ tornando-se macrofagos apos ativacao e penetracdo na
ferida. Sdo importantes fontes de fatores de crescimensdo responsaveis por
fagocitar os neutréfilos que entram em morte celulagnamada (apoptose) durante a
cicatrizacdo. Os macrofagos sdo capazes de sobrevivemnermeio anaerobico,
removendo bactérias, contaminantes e restos de tedidagoeitose.

Os macrofagos sdo responsaveis pela producdo de muitoadoredi que
regulam a cicatrizacdo, como fator de crescimento Hiésbico (fibroblast growth
factor— FGF), fator de crescimento epidérmico (epidermal growth facEGF), fator
de crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial groatorfyEGFH. PDGF,
TGF-,

TGF, TNF, interleucinas e MMPs e seus inibidores teciduais (TIMPs). Os macréfagos
também liberam proteases (colagenase, elastase e atgadplasminogénio), que
facilitam o desbridamento da ferida, e lactato, que estimtibroplasia e a producao de
coldgeno. Cada citosina exerce um papel fundamentauesirado no processo de
cicatrizacdo. A citosina PDGF promove a quimiotaxiapaiferacao de fibroblasto,
VEGF estimula a angiogénese e autam a permeabilidade vascular, FGFp ¢ FGFa
também estimulam a angiogénese e a proliferacéo aslilisto e a familia dos TGF
realizam a quimiotaxia de macrofagos, estimulam a maldidz€lulas epidérmicas e
sintese da matriz extracelular (Figura 4) (SINGER & CLARS99).
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Inflammatory Phase (Day 3)
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Figura 04: Desenho esquematico de ferida cutédnea apos trés diadrae-irfiase inflamatéria
da cicatrizacdo. Fonte: SINGER & CLARK, 1999.

Outras citocinas importantes expressas por mondcitos cedfagos sdo as
interleucinas IL-1, que induz a expressdo de outros fatoresedeimento, fator de
crescimento de queratinocitos (KGF), considerado um potstimulador mitético das
células epiteliais e tecido de granulacdo. A participagdarmbnocitos e macréfagos no
processo da inflamacéao e cicatrizacéo € fundameéutahais que possuem deplecéo de
macrofagos apresentam defeitos no reparo de feridas. s&ngae dos macrofagos no
inicio da cicatrizacdo € importante para o desbridamedatderida devido a sua
capacidade fagocitica e sua presenca no final da cicdimizguntamente com 0s
neutréfilos, € importante para a modificagcdo da mattracelular proviséria em tecido
de granulacdo (HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). Portanto, o esgotardest
macréfagos na ferida é seguido ndo somente por um blogaedesbridamento, mas
também retarda o recrutamento e proliferacdo dos fibtokl&sa producédo da matriz
por essas e outras células (DYSON, 1997).

Em termos de tratamento de ferida e aceleracdo do poocieatricial, o ideal
nesta fase é que se realize a reducdo da contaminacaadda er meio de limpeza e
desbridamento adequados, visando favorecer as defesas idduimde prevenir o
desenvolvimento de uma infecgdo. Também se faz neieessprotecdo da ferida no

intuito de prevenir possiveis novas contaminacdes,aplieacdo de antimicrobianos
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sistémicos. A aplicacdo de um curativo apropriado posaibdit elevacdo do
desbridamento natural e facilita a cicatrizacdo, poisitéma o exsudato rico em
mediadores na superficie da ferida (HOSGOOD, 2006).

Medicamentos anti-inflamatérios também séo requeriddasinflamatoria. O
anti-inflamatério fitoterapico Achefl&hé indicado no tratamento local de processos
inflamatorios. E um produto oriundo de pesquisa 100% naciomaicentrado nas
formas farmacéuticas de aerosol e de creme, cada umendo 5,0 mg do 6leo
essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea, Borragmageaironizado em 2,3-
2,9% do terpene@-humuleno. Um outro exemplo € o Daflon 500 mg®, medicamento
composto por fracdo flavonoidica purificada, sob formeranizada contendo 450 mg
de diosmina e 50 mg de flavonoides titulados em hesparidipresenta acao
venotbnica e vasoprotetora. Os flavonoides atuam modulahdascénvolvidas com a
inflamacao (por exemplo, inibindo a proliferacdo de itfis T), inibindo a producéo
de citocinas pro- inflamatérias (por exemplo, Télle-IL-1), modulando a atividade das
enzimas da via do acido araquiddnico, tais como fosfolipdsecitlo-oxigenase e
lipooxigenase, além de modularem a enzima formadora de iGiictm, a 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) (KIM et al., 2004; KASSUYA et al., 2006PEZ-POSADAS
et al.,, 2008; BIESALSKI et al., 2007; CAZAROLLI et al., 2008; CONHO et al.,
20009).

2.2.2 Fase Proliferativa

E a fase responsavel pelo fechamento da ferida, esporée ao periodo entre 5
e 20 dias apos a lesdao (HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). Resunmtignesta
fase caracteriza-se pela formacédo de tecido de graaulgg@& € constituido por um
leito capilar, fibroblastos, macréfagos, um frouxoanjw de colageno | e I,
fibronectina e acido hialurénico (TAZIMA et al., 2008).

A fase proliferativa consiste nos seguintes eventosofilsia, angiogénese,

reepitelizacédo e contracéo da ferida.
2.2.2.1Fibroplasia

Com a presenca de macréfagos derivados décitasino local da ferida e a

producdo e liberagdo dos mediadores quimicos produzidos [®reaelmigracdo e
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ativacdo de fibroblastos é intensificada. Fibroplasia éomponente do tecido de
granulagdo que inclui os fibroblastos e a matriz extwselssociados. Citocinas
(PDGF, TGF$ e FGF) e a matriz provisoria estimulam a proliferagdo de fibroblastos,
gue se originam de células mesenquimatosas indiferenciadascido conjuntivo
circundante. Os fibroblastos migram para o interior daldera medida que a fase
inflamatoria diminui, através da ligacdo de seus receptiréstegrina com fibrinas ou
outros filamentos protéicos, e através do esqueleto drnmela ligacdo entre as
préprias fibrinas. Durante sua migracao, os fibroblastosegfiodes pelos brotamentos
dos novos capilares (angiogénese). Com a fibropdasiaicia a formacao do tecido de
granulacdo composto por macréfagos, fibroblastos e vaso®rmados que estédo
suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, &cido bisiltw e coldgeno tipos | e
Il (GUIDUGLI-NETO, 1992).

No interior da ferida, fibroblastos secretam fibronectestifhulada pelo TGF-
B,) proteoglicanos, elastina, laminina, proteases (respaessg@ed® debridamento e
remodelamento fisiologico da célula) e colageno, quernoipal componente da pele,
constituindo a base de sua estrutura e resisténcia (HEDLI2N07; PAVLETIC,
2010). Os fibroblastos passam a depositar grandes quantidades decfibeo que,
embora seja substrato que desempenha outras funcdesneasecaerve para a fixaga
da prépria célula. Outra substancia produzida em grande gquantidatEe segundo
estagio € o acido hialurénico, um polissacarideo glicosaytiano ndo sulfatado com
facilidade de se ligar a agua, que auxilia na resisténciacito té compressao. Estas
duas substancias predominam na matriz durante as prinesessdo reparo, pois esta
combinacdo propicia um microambiente eficiente para a movag@o das células,
necessarias nesta etapa.

A medida que o processo de maturacdo da ferida avancdylas ehdoteliais
dos vasos neoformados se diferenciam em células destiregato e 0s vasos
neoformados assumem as caracteristicas funcionaegpdares. Os fibroblastos séo as
células que passam por mudancas fenotipicas mais acentDadesotipo de células
imaturas migratorias e replicativas no inicio do procegmmssam para fendtipo
caracteristico de células ativamente engajadas nmassirprotéica, ou seja, 0 seu
citoplasma se torna volumoso e apresenta um reticuttbp&smatico rugoso
abundante. Com isto, eles passam a secretar grandegslagesitde colageno. Este aos
poucos substitui os proteoglicanos e a fibronectina at#ris&r o principal componente

da cicatriz em formacao. A sintese de coldgeno é dependa oxigenacao das células,
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da hidroxilag&o da prolina e lisina, reacado essa mediadan@oenzima produzida pelo
proprio fibroblasto, em presenca de co-enzimas (vitaminasCAe E), ferro,
testosterona, tiroxina, proteinas e zinco (TAZIMA et2008).

Durante a fixacao dos fibroblastos e seu amadurecimentdpiengbara células
produtoras de colageno, o processo de contracdo da ferishgaalaasua eficiéncia
maxima. Isto ocorre devido a mudanca de fendtipo dos fibrobldsmsnargens da
ferida para miofibroblastos (aspecto morfolégico e bioqudnde células musculares
lisas) pela agdo dos fatores de crescimento PDGF e TGk- miofibroblastos
expressam o—actina do musculo liso (a-SMA), o—miosina e desmina. Os
miofibroblastos participam na sintese da matriz extrize® na producédo de forca
mecanica, com influéncia na reorganizacdo da matriz e on&racdo da ferida
(TOMASEK et al., 2002). Sua atividade contratil (unido de aéutélula gerando forca
de tenséo) é responsavel pelo fechamento de feridas apg&oa pprocesso conhecido
como contracdo da ferida (GABBIANI, 2003). Durante a moviagio dos
miofibroblastos, ocorre deposi¢cdo de fibronectina sobreabauco de fibrina. Comeca
a deposicao de colageno na ferida que se ligara a fibnoaesti um sitio diferente da
fibrinal. Na matriz dérmica ha essencialmente dois tipaogeno: tipo | e tipo I,
correspondendo respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% dkestdaproteina.
Na ferida ha, ao contrario da derme integra, uma mai@opzao de colageno Il em
relacao ao tipo | (THOMPSON, 2002). Neste contexto, os madflastos alinham-se e
ligam-se as fibras de colageno de maior espessura puxaedo ¢isecao a eles, sendo
este fendbmeno responsavel pela contracéo da ferstameilado por TGH e PDGF.

O colageno é diretamente responsavel pela forca deotersaferida em
cicatrizacdo e quanto maior for a concentracdo de cwatgpo | mais madura € a
ferida. Um aumento na deposicdo de colageno estdoredao com um aumento no
namero de fibroblastos e um aumento na deposicdo de colpgentada célula. A
enzima colagenase, produzida por células inflamatoriadoteiais, fibroblastos e
gueratinécitos na ferida, € importante no controle da sigiho de colageno
(PAVLETIC, 2010).

Os fibroblastos também produzem inibidores de metaloprotsifafdPs). As
metaloproteinases (MMPSs) sdo enzimas que catalisam @etdnmatriz extracelular.
Juntas, as MMPs e TIMPs formam um sistema biologmmplexo que mantem a
homeostase da matriz extraceuluar (MEC). A maiori& M&Ps é expressa apds

estimulo de citocinas ou fatores de crescimento. Essamas estdo armazenadas em
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granulos presentes em células inflamatorias, principaémenos neutrofilos
(TRENGOVE et al., 1999; GILL & PARKS, 2008) (Figura 05).

As MMPs sdo uma familia de enzimas zinco-dependentes, amemie
relacionadas, que degradam a matriz extracelular. Maigtiampe, a familia das MMPs
inclui as Unicas enzimas capazes de clivar e desnatuias €fib colageno. A colagenase
intersticial € também denominada de Metaloproteinease-WPd¥) e degrada,
especificamente, os colagenos tipo |, Il e Il (SUNAMBEEL 2000; SARDINHA et al.,
2000). Estas enzimas sdo codificadas por diferentes gena®dezidas por uma
variedade de tipos celulares, incluindo células epiteliagsenquimais, inflamatorias e

neoplasicas.

Reepithelialization and Neovascularization (Day 5)

Collagen

Fat

Figura 05: Fase Proliferativa da cicatrizacdo. Fonte: SINGEBL&ARK, 1999.

2.2.2.2Angiogénese

Concomitantemente aos fendbmenos descritos, ha foomde&dnovos vasos
(angiogénese) a partir dos adjacentes a ferida. A géwggse € o crescimento de novos
capilares na area da ferida (DYSON, 1997; HOSGOOD, 2006; PAVLEZD)). A
fase inicial desse processo envolve a liberacdo de cabgerlas células endoteliais
dos capilares intactos ou recentemente lesados. Estaaedziberada em resposta aos

fatores angiogénicos e degrada o coldgeno da membranadbaszapilares. Apos a
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fragmentacdo da membrana basal, células endoteliaiammiggra espacgo perivascular
da derme adjacente a ferida, formando brotamentos queewcrespidamente em
direcdo a superficie livre do tecido de granulagéo, oretesel ramificam, se unem e
formam canais que correspondem ao plexo capilar superfig¥éSON, 1997). As
células epiteliais destes novos capilares conterativmdor do plasminogénio. Assim, a
medida que novos capilares vdo crescendo num ferimergdidtamente atras dos
fibroblastos em migracao, ocorre a fibrinélise e a redibdeaa se rompe e é removida.
Os estimulos mais provaveis para a angiogénese saotayesfanitogénicos e
guimiotéticos produzidos pelos macréfagos, como FGF, fet@rescimento endotelial
vascular (vascular endothelial growth facter VEGF), TGFf, angiogenina,
angiotropina, angiopectina 1 e trombospondina. A baix@&tede oxigénio e 0 aumento
de &cido latico na ferida também sao estimulos paregegénese através dos efeitos
causados na producdo dos mediadores. Os novos capilarestamnma tensdo de
oxigénio na ferida, o que aumenta a fibroplasia, e a atigidaitotica das celulas
mesenquimatosas adjacentes se eleva a medida qugue sameca a fluir. Conforme
a cicatrizacao da ferida progride, os novos capilaneam® em apoptose e a coloragcéo
da ferida, anteriormente caracterizada pelo vermelfo &b tecido de granulacéo,
torna-se mais palida (HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007).

2.2.2.3Reepitalizacéo

A reepitelizacdo tem por funcéo reestruturar as fundéespiderme que foram
perdidas com a ocorréncia da lesdo, ou seja: protecdonicecaegulacdo da
temperatura local, defesa contra microrganismos e tafigirica.

A cicatrizacdo €é incompleta sem a restauracdo da suiperépitelial
(PAVLETIC, 2010). O epitélio € uma barreira importantetminfec¢cdes externas e
perdas hidricas internas (HEDLUND, 2007). As alteracGes quenneieeepitelizacdo
ocorrem na epiderme adjacente a ferida poucas horasadpsdo pelo mecanismo de
"efeitos de vizinhanca livre" (DYSON, 1997). Células primitivascdmada basal do
tecido epidermal possuem potencial mitético latente. Eaidds normais, este se
encontra inibido pelo contato existente entre as cébelas"inibicdo por contato”. Com
a ocorréncia de uma lesdo, este mecanismo inibitériapdesce e as células entram
imediatamente em processo mitdtico. A ineficiénciaifeuddade de constatacdo do

processo mitdtico destas células nas etapas inic@aidesddas a, ainda, inexisténcia de
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um substrato adequado para isto na regido da feridasdstmte é fornecido quando o
tecido de granulagéo alcanca o nivel da epiderme.

Na reepitalizacdo, a atividade inicial predominante éohilinacdo e migracao
das células epiteliais na margem da ferida, seguida pelderacdo das células
epiteliais subsequentes (HOSGOOD, 2006). Logo apés a les@&élutas epidérmicas
da margem da ferida sofrem alterac6es fenotipicas, emeivacdo dos monofilamentos
intracelulares, a dissolugdo da maioria dos desmossquaproporcionam conexdes
fisicas entre as células, e a formacdo de filamewtplasmaticos de actina,
localizados no citoesqueleto periférico da rede de actigaeepermitem a célula o
movimento. O movimento lateral das células epidérmicaac#itddo pela falta de
aderéncia entre estas e as células dérmicas devidsodud& dos hemidesmossomos
entre a epiderme e a membrana basal, esta dissofugdduzida pela colagenase
produzida pelas células epidérmicas. Os receptores de intpgesantes nas células
epidérmicas permitem a interacdo destas com uma varie#ageoteinas da matriz
extracelular, incluindo a fibronectina e a vitronectasguais se encontram espalhadas
no colageno tipo | na margem da ferida e na matriz esttdac provisoria que a
preenche (HOSGOOD, 2006). A migracéo epitelial € guiada pblas fde colageno
(HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010).

O teor de agua no leito da ferida aparentemente facititigt@cao epitelial, pois
feridas com tecidos adequadamente Umidos curam mais rapigade que feridas
ressecadas (HANKS & SPODNICK, 2005). As glicoproteinas hidndgsisl (calonio)
encontradas na epiderme, que normalmente atuam naamib& mitose epitelial nos
tecidos normais, se encontram diminuidas em ferimeptrgjitindo a multiplicacéo
das células epiteliais presentes ao redor da ferida engracdo para o tecido de
granulacdo adjacente. Enquanto as células epiteliageslecam, ha a liberacdo de
colagenase para facilitar sua migracdo abaixo da crostaseayae posteriormente
separada da superficie da ferida devido a acdo desta enzimataf® entre as células
epiteliais em todos os lados resulta na inibicdo @ umigracdo celular adicional
(inibicdo por contato) (HARARI, 1999; HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007;
PAVLETIC, 2010).

Os estimulos para a proliferacdo e migracdo das cé@pldérmicas incluem o
EGF, o TGFue, ¢ o fator de crescimento do queratinocito (keratinocyte growth factor
KGF) produzidos pelas células epiteliais, fibroblastos edfagos, além de estimulos

a receptores peroxissomo-proliferador-ativados (PPARS) endeampo elétrico na
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ferida O HGF, secretado por células mesenquimais juntamente Géis, EGF e KGF,
favorece a proliferagcdo dos queratindcitos e atua cquimioatraente (SINGER &
CLARK, 1999; GURTNER et al., 2008); enquanto que a estimulacd@Pddrs por
citocinas pro-inflamatorias diminui a apoptose e faweemigracdo dessas células.
Ja a formacdo de um campo elétrico enddégeno no planallaetre as margens da
ferida, se desenvolve de maneira a direcionar a migeaperatindcitos através de
moléculas de sinalizag&o celular.

A medida que a regido da lesdo vai sendo coberta példascépidermais é
acionado o mecanismo de "inibicdo por contato". As cglutsitam a apresentar o
fendtipo original, a membrana basal é refeita e osdesniossomos e desmossomos
sdo reconstituidos e tornam-se firmemente aderidasrabrana basal e a derme
subjacente (HOSGOOD, 2006). O epitélio cicatricial formado cgmalmente
caracterizado pela sua fragilidade e pouca espessura. Adaaepitelial inicial é
composta por apenas uma camada de células, mas vapessando gradualmente
conforme novas camadas de células vao se formando.ufadesé a restauracdo da
arquitetura epitelial escamosa estratificada normal.

Em ferimentos suturados, com uma separacdo minima nae,daancélulas
epiteliais podem ligar as bordas mais proximas em 48 hora®LUIED, 2007;
PAVLETIC, 2010). Em ferimentos superficiais, a migracdo c&slas epidérmicas
ocorre imediatamente apos a lesdo a partir das matigefesida e apéndices anexos,
como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. Em &tios mais profundos, a ferida
somente podera ser coberta pelas células epiteliaistin s suas margens apos a
formacdo adequada do tecido de granulacdo e as estrutlggss ando serao
regeneradas. A pigmentacdo ocorre devido a mitose e @uigrdgs melandcitos
presentes na pele adjacente a ferida para o interiorpidarme em regeneracéo
(HOSGOOD, 2006).

2.2.2.4 Contracdo da ferida

A contracdo da ferida € o processo no qual a pele peaifariesdo avanca de
forma centripeta em direcdo ao centro da lesdo (PAWCER010). Para que a
contracdo ocorra € necessaria presenca de quantidaidfeage de fibroblastos e a
complexa interacdo de células, da matriz extracekllanediadores, como TGH,
TGF$2 e PDGF (HOSGOOD, 2006). Os fibroblastos presentes na ferida desenvolvem
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propriedades da musculatura lisa, como proteinas costi@#irofilamentos de F-
actina) ao longo da face citoplasmatica da membranal. bastes fibroblastos sao
chamados de miofibroblastos (PAVLETIC, 2010).

As integrinas presentes nos miofibroblastos ligam ecédslas a rede de
fibronectina e as fibrilas de colageno na matriz extuéarelOs feixes de colageno, por
sua vez, interligam-se dentro do tecido de granulacaaamdada dérmica das margens
da pele. Estas ligacdes possibilitam aos miofibroblastosaapima forca de tracdo na
matriz pericelular. Esta forca é manifestada assim quaiobroblastos alinham-se
com as linhas de contracdo da ferida. As margens da feteltigadas ao colageno,
durante a contracao da ferida, séo literalmente arraseadaliregdo ao centro do leito
de granulacdo (PAVLETIC, 2010), o tecido adjacente estica-® ferida assume uma
aparéncia estrelada (HOSGOOD, 2006). A ferida continua cwhtrgze até que as
bordas se encontrem e ocorra um feedback negativo devidontaio entre as células
das extremidades opostas resultando no encerrameptoasso. A contracdo também
cessa quando a tenséo do tecido ao redor da ferida igualeeuie @ forca de contragcéo
(HARARI, 1999; HOSGOOD, 2006) ou se houver falha no desenvolvimentongéd
dos miofibroblastos (HEDLUND, 2007). Se a contracdo cessaegeda permanecer
com tecido de granulacdo exposto, a reepitelizacado podeti@auar ocorrendo e cobrir
o restante da ferida.

A contracdo da ferida pode ser prejudicada pela administrdea anti-
inflamatarios, drogas antimicrotubulares e uma aplicéa@d de relaxantes musculares
com acao na musculatura lisa (HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007). Devido ao
estiramento da pele de forma centripeta, a derme @ere@ se estreitam em resposta
a tensdo. Este processo estimula o crescimento ingéacda pele, que corresponde
a proliferacdo epitelial e a deposicdo de colageno apaelsedentro da pele estirada
visando amortecer e reparar areas cutaneas que se emceobrdensao significativa
(PAVLETIC, 2010). Conforme a cicatrizagdo progride, o nunwzomiofibroblastos
diminui, correspondendo a reducdo na contracdo de feridaGBO®, 2006).

A contracdo da ferida deve ser diferenciada do processtgiao conhecido
como contratura. Na contratura, a contracdo da feridexo@ssiva, resultando na
limitacdo do movimento dos tecidos subjacentes. Este eved® g um problema
particular nos membros, onde pode haver limitacées naidad®l de articulagdes além
da atuacdo como um torniquete natural, causando prejuizo magelne venosa da
regido distal do membro e edema (HANKS & SPODNICK, 2005).
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2.2.3 Fase de maturacao ou remodelacao

Esta fase tem inicio apos aproximadamente aos 14 dias elp@ieor meses.
Ocorre diminuicdo progressiva da vascularizacéo e fibraslagtimento da forca ténsil
e reorganizacao das fibras de colageno pela colagenaseSBHERE et al., 2008). A
caracteristica mais marcante desta fase do reparoanhdege acelerada deposicdo de
colageno na regido da ferida. Nesta etapa ocorre aagd@dondo tecido cicatricial
propriamente dito (GAHARY et al., 1995).

O processo de remodelacdo da cicatriz envolve etapasigsaseds producéo,
digestdo e orientacao das fibrilas de colageno. O colaggmdll, inicialmente mais
abundante que o tipo I, vai sendo degradado mais ativas@nte decorrer do tempo,
enquanto que o colageno | vai tendo sua producdo aumentada fipetblastos.
Enquanto PDGF estimula maior degradacdo de colagenonteseside colageno llI,
TGF induz maior secrecdo do primeiro e sua menor degradagdo por aumento da
expressdo de TIMPs (inibidores de metaloproteinases) eormdas MMPs
(metaloproteinases), sendo a remodelagem e a contracderidia parcialmente
controladas pela relacéo entre eles (SINGER & CLARK, 1999)

Os eosinofilos aparecem nas ultimas fases da repaggg@&sume-se que podem
estar relacionados a producéo de fatores de crescimento (EO&1991). Quando a
ferida completou o seu fechamento e os microrganisonas eliminados, os linfocitos
constituem o subsistema leucocitario mais abundante enda$s humanas
(ENGELHARD et al.,, 1998). Os linfocitos ndo somente saioefs imunes, mas
também, produtores de fatores de crescimento (BLOTNI&l.et1994). De forma
notavel, nesta etapa, eles sédo atraidos para a regfadddaem igual nimero que os
mondcitos e, a partir do décimo quarto dia, sdo os leosogie predominam na regido
(BLOTNIK et al., 1994).

Com o decorrer do processo de maturacdo e remodelageaip@a dos vasos,
fibroblastos e células inflamatérias desaparecem du ttec ferida mediante processos
de emigracdo, apoptose ou outros mecanismos desconhetedarorte celular
(ARNOLD & WEST, 1991). Com isso, ocorre reducdo do volume idatrz e
mudanca gradual da coloracédo da ferida, passando do veraeeldseo palido, o que
caracteriza o processo cicatricialAo final desta etapa, os anexos da pele, como

foliculos pilosos e glandulas sofrem regeneracao litaita a coloracdo da cicatriz
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permanece pélida, pois a regeneracdo dos melanédefciénte (JOHNSTON, 1990)

e as cicatrizes séo hipo-vascularizadas devido ao desapané dos neocapilares.

2.3 Fatores que influenciam na reparacéo de feridas

Fatores locais e sistémicos podem interferir em maidrmenor grau no
processo de cicatrizacdo. Fatores sistémicos sédo ageddesonados ao paciente,
como, por exemplo: faixa etaria (ex.: idade avancada diminesposta inflamatéria); o
estado nutricional (ex.: a hipoproteinemia diminui a respmstaologica, sintese de
colageno e funcdo fagocitica), a existéncia de doergas diabetes, alteracbes
cardiovasculares e de coagulacéo, disfuncdo renal, quatiFosiosos sistémicos) e o
uso de medicamentos sistémicos (ex.: anti-inflamatoamsibidticos, esterdides e
agentes quimioterapicos) (MANDELBAUM et al., 2003; CANDIDO, 2006).

Com o avango da idade, acontece o envelhecimento natonalflacidez da
musculatura. A pele apresenta sinais de involucdo paa dols 40 anos, sendo mais
evidente apo6s 65 anos. Ocorrem alteragbes estruturais icasnér funcionais dos
componentes das trés camadas da pele (epiderme, dermedermipp reducdo no
namero e na luz dos vasos, tornando a pele mais frifiaates glandulas sudoriparas e
gueda da resposta inflamatéria devido a reducédo do nimeraate @og.

A nutricdo exerce um papel fundamental na cicatrizaggdmportante o
controle e manutencdo dos niveis adequados de carboidlipideps, proteinas,
vitaminas e sais minerais. Estudos realizados por DEALEY (2001}rarers
cicatrizacdo deficiente de feridas em pacientes cirisgaesnutridos e melhora na
cicatrizacdo apoés aplicacdo de nutricdo intravencsa@spacientes.

A glicose é a principal fonte de energia para fibrobtagtdeucocitos e sua
caréncia resultara em prejuizo no funcionamento arel(PAVLETIC, 2010). As
proteinas estdo associadas aos processos de respostaldgican fagocitose,
angiogénese, proliferacdo dos fibroblastos, sinteselégetm, remodelagem da ferida.
Niveis diminuidos de proteinas plasmaticas reduzem gfdwia (SLATTER, 1998).
Os lipideos estdo envolvidos na provisdo de energia, ¢@onae novas células.
Vitamina A participa da sintese e ligacdo cruzada do calagenisténcia da ferida a
tracdo, sendo que na sua caréncia aumenta a suscetibdigladeccdes e compromete
a estabilidade do colageno. Vitaminas do complexo B paatiti da resposta

imunoldgica, ligacdo cruzada do colageno, resisténciaréta fa tracdo. Vitamina C
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participa da sintese do coldgeno, resisténcia da fettidag@o, funcdo dos neutrofilos,
migracdo dos macrofagos, resposta imunologica. O miceba¢ participa da sintese
do coldgeno e formacdo de leucécitos; ferro - sinteseatgeno, liberacdo de
oxigénio; zinco- amplifica a proliferacédo das células, aumenta a egtgo, melhora a
resisténcia do colageno.

O zinco em niveis adequados é necessario para a multiplicesacélulas
epiteliais e dos fibroblastos, visto que a proliferacéitelgd e fibroblastica normais
necessitam de enzimas dependentes de zinco, DNA-polinetasescriptase reversa.
O zinco também pode ser prejudicial a cicatrizacao seieas elevados, ja que este
metal estabiliza as membranas lisossémicas e celulpedendo também inibir
macréfagos resultando na diminuicdo da fagocitose (SLARTTE98; PAVLETIC,
2010).

Com a deficiéncia de cobre ocorre uma falha na foronagfcolageno, onde
atua a enzima lisil-oxidase, que contém cobre. Essa eq@Emaite a ligacdo cruzada
entre fibras colagenas, onde essa ligacdo confere zigidgutural e elasticidade
(McDOWELL, 1992). Sabe-se que, na deficiéncia de cobre, dimimatividade da
superoxido dismutase, que é uma cupro-enzima que catalisadatio de ©- para
H,O,, que corresponde ao grupo oxidante que participa nas rededdsfesa dos
neutroéfilos (BABIOR et al., 1973).

O surgimento de uma ferida em um organismo desencadeiecasnata de
reacdes celulares e bioquimicas com objetivo de repaeaidm lesionado. Mais de 100
fatores fisiolégicos conhecidos contribuem para as deti@é de cura de ferida em
individuos com diabetes. Em geral, estes fatores incluegedugdo ou deficiéncia da
producédo de fatores de crescimento, na resposta angiogénicacdo e quantidade de
macréfagos, na acumulacdo de colageno, na barreidgrepca, na quantidade de
tecido de granulacdo, na migracdo de queratinécitos eegpagifo de fibroblastos, e
equilibrio entre a acumulacdo dos componentes da maxtiacelular e sua
remodelacdo por metaloproteinases (MMPs), producdo excelssespécies reativas de
oxigénio (ROS) e diminuicdo do 6xido nitrico (NO) (BREM & TOMIC-RKE, 2007).

Individuos imunodeprimidos podem estar impossibiltados de produza
resposta inflamatoria efetiva, favorecendo infeccaasando a cicatrizacdo (HANKS
& SPODNICK, 2005). Hepatopatia pode causar deficiéncia dos fatleresagulacéo
(HEDLUND, 2007). Hipotireoidismo também pode ter efeito negat@cicatrizacao,
podendo estar associado a infec¢do cronica (AMALSADVALASWAIN, 2006). A
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urenia prejudica a cicatrizacdo por meio da alteracasisi@snas enzimaticos, das vias
bioquimicas e do metabolismo celular (HEDLUND, 2007). Ela depaimelocidade de
formacao do tecido de granulacdo e da divisdo das cépitatiais (SLATTER, 1998).
Por fim, a infeccasistémica afeta a cicatrizacdo, porque a ferida predspaitdr os
glébulos brancos e os nutrientes com qualquer infeccgmrece também inibir a
capacidade dos fibroblastos de produzir colageno. A infeccdongeolo estagio
inflamatorio da cicatrizacdo a medida que as célulatbatem um grande numero de
bactérias. A cicatrizacdo s6 ocorrera depois que o argartiver superado a infec¢ao.

Além dos corticosterdéides, outras drogas podem interfer@igatrizacdo, como
a aspirina, que pode retardar a coagulacdo sanguinea (ST”EED, HEDLUND,
2007), e algumas drogas quimioterapicas (HEDLUND, 2007). Os agentes
quimioterapicos podem interferir com o metabolismo dasniitas B6, B12, B9 e C e
do zinco e ferro (PAVLETIC, 2010). O propdésito da quimioterape interrupcao do
ciclo celular e, como tal, pode retardar a cicatriag€BANKS & SPODNICK, 2005).

Fatores locais sdo aqueles ligados a ferida, que poderferint@o processo
cicatricial, causando o prolongamento da resposta inflaimatd® local da ferida e
consequentemente retardo da regeneracdo ou cicatrizaci#sada tais como: as
caracteristicas especificas da ferida, incluindo tamaldwalizacdo, profundidade,
condicdes teciduais (ocorréncia de tecido necrético, Jwessensdo locais aumentadas)
e o0 tipo de tecido envolvido (musculo, tenddo e/ou osso) (MANEAUM et al.,
2003).

Sao considerados elementos lentificadores: a) presengafedgdo, fistulas,
abcessos, sinus e/ou corpos estranhos; b) isquemiagaésrda viscosidade e perfusao
sanguineas; c) alteracbes na drenagem do tecido lesadoaud)as repetidos e
recorrentes, causando sitio de lesdo que pode retornse énfleamatoria; €) manejo
inapropriado da ferida, como utilizacdo de substancias gsteat tOxicas aos
fibroblastos e linfocitos humanos, como anti-sépti¢es.: hipoclorito de saodio,
povidinc-iodine, rifocina), desidratacdo e quedas de temperdtuente a troca de
curativos (BURD et al., 1994).

2.4 Tratamento de feridas

Embora a reparacao tecidual seja um processo sisténnaressario favorecer

condicbes locais através de terapia tdpica adequada vebdizar o processo
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fisiologico. A terapia topica de feridas é fundamentada €odes cientificos sobre a
fisiologia de reparacéo tecidual, e é norteado pelosrgegurincipios: remover tecidos
necroticos e corpos estranhos do leito da ferida, mdingrocessos infecciosos, obliterar
espacos mortos, absorver o excesso de exsudato, mantko dlaeferida Gamida,
promover isolamento térmico e proteger a ferida de trawmna@svasdo bacteriana
(BLANES, 2004).

O agente tépico € uma substancia que é aplicada na feridpemso é a
cobertura que visa provocar a cicatrizacao e a proteca@sda IA escolha dos agentes
topicos e dos tipos de pensos pode variar de acordo comamida das feridas
(GODOY & PRADO, 2005).

Os medicamentos utilizados para melhorar a funcdo deizig@io da ferida
utilizam uma variedade de mecanismos diferentes. Estkgein a manutencao de
ambiente umido (hidrogéis, hidrocoldides, alginatos); oelmmento de fonte de
energia local (maltodextrina, mel, acucar); a redugdicedema da ferida por acao
hidrofilica (alginatos, acemanann, mel, agucar); o aumedotmivel de fatores de
crescimento (acemanann, complexo tripepitideo-colwrefprnecimento de fonte de
substancia ativa (colageno, membranas biologicas); ersonda resposta inflamatoria
(maltodextrina); o controle da infeccdo (agentes amtohianos); o auxilio no
desbridamento (enzimas tépicas); o aumento do teor géroai(oxigénio hiperbarico);
e, 0 aumento do fluxo de sangue (laser, radiacaoviolketa, estimulacdo elétrica
(KRAHWINKEL & BOOTHE, 2006).

Apesar da variedade de medicamentos tOpicos para cicatrizag
desenvolvimentos de novos farmacos, tanto pela quimicatiGntéomo na
biotecnologia, os produtos naturais como plantas medicioantinuam sendo grande
fonte de medicamentos para este fim. Ressalta-se gimdalguns agentes medicinais
comumente usados para o tratamento de varias condico&myuas tém sua origem na
medicina popular (OLIVEIRA et al., 2000).

2.5 Plantas medicinais e cicatrizacao
As plantas medicinais sdo mencionadas desde a pré-historiprocesso de

cicatrizacdo de feridas. As plantas e seus extratosaiederam e ainda séo utilizados

na forma de cataplasmas, com o intuito de estanearoimagias e favorecer a
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cicatrizagcdo, sendo muitas dessas plantas ingerides, gpaacdo em via sistémica
(SILVA & MOCELIN, 2007).

O Ministério da Saude brasileiro, nos ultimos anos, bastienular a insercéo
das praticas complementares de cuidado no sistemaladiei salide. Destaca-se a
implementacdo da Politica Nacional de Plantas Medicimdiitoterapicos (PNPMF)
(BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional de Praticas Integratie Complementares
(PNPIC) (BRASIL, 2006b), que visam estimular o acesso asasatbmplementares e
as plantas medicinais, para o cuidado em saude, de faoaa efsegura.

Outras publicacbes importantes sado a Relacdo NacionalmedMedicinais de
interesse ao Sistema Unico de Salde (SUS), lancada em 20@&doo 71 plantas
medicinais que devem ser objeto de pesquisa e implemeniag&etores e servicos de
salde publicos brasileiros (BRASIL, 2009). JA& a Resolucdo arob& Colegiada
(RDC) n° 10, do ano de 2010, lista 66 plantas medicinaiscoonprovadas acdes na
saude humana; dentre estas, algumas espécies saodasdigara 0 processo de
cicatrizacdo, o que implica em avanco da saude publicaeasno sentido de
valorizar a utilizacdo de novas terapias baseadas laag&ap medicinais, pratica téo
difundida ao redor do mundo e das geracoes.

Dentre as plantas medicinais indicadas para cicatdzdederidas, com acdes
comprovadas estdo: Anacardium occidentale L.(cajueiro), Caesalpimea Mart.
(pau-ferro), Casearia sylvestris Sw. (guacatonga), Schinus terebintRifmlch
(aroeira), Stryphnodendrom adstrigens (Mart.) Coville (barbatim&®aJendula
officinalis L. (caléndula), Polygonum punctatum Elliott (erva-de-bicB@yonopu
didymus (L.) Smith (mastruco), Aloe Vera (L.) (babosa), Heliantsuus (girassol)
(PIRIZ et al., 2014; BRASIL 2010; BRASIL 2011).

As plantas medicinais tém potencial para o tratamenferiias e queimaduras.
Elas podem induzir a cura natural e regeneracdo do tec&dmlolepor varios-
mecanismos, sendo muitas vezes mais baratos e atessippepulacdo. Laboratérios
fito-farmacéuticos estdo concentrando esforcos paratifidar os componentes
bioativos e os modos de acdo de varias plantas mediciAdigos sobre efeito
antibacteriano, anti-inflamatorio, e atividade cicamiz de varias plantas tém surgido
na literatura, mas a grande maioria ainda ndo foi totaémexplorada. A ilustracéo
esquematica de praticas com ferida em estudos de plantisnais € mostrado na
Figura 06 (THAKUR et al., 2011).
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Phytoconstituent extraction (by any method)
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estimation wound breaking studies estimation
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Figura 06: Esquema ilustrativo da investigacéo de plantas medicinaisatezaacao de feridas.
Fonte: THAKUR et al., 2011.

O potencial efeito medicinal de uma planta deve-se a masd®n principios
ativos capazes de produzir efeitos farmacoldgicos diserBentre as substancias
bioativas que podem ser encontradas nas diversas partes delamtaa podem ser
citadas: alcaldides, saponinas, taninos, glicosideospnifades e Oleos essenciais
(EDEOGA et al., 2005).

Os taninos sdo compostos fendlicos do metabolismo seaunadyetal. S&o
responsaveis pela adstringéncia das plantas. Dividemrse deis grupos, as
proantocianidinas, que sdo os taninos condensados, resgiensé@la adstringéncia e

precipitacdo de proteinas e os taninos hidrolisaveis. Bd&tante empregados na
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medicina tradicional no tratamento de feridas, queimadunataenacoes (FUNARI &
FERRO, 2006).

Taninos hidrolisadveis (Figura 07) possuem um grupo poliolraefém sua
maioria, ¢ B-d- glicose, mas também o acido quinico, outros fendis esoglicsidos);
e hidroxilas esterificadas pelo acido gélico (parte fenol(ikklANBABAEE & REE,
2001).

(lbmn=0120u3)

Figura 07: Estrutura de taninos hidrolisaveis. Fonte: NAKAMURA ef(2003).

Os taninos condensados ou proantocianidinas estao distriquododiversas
familias do reino vegetal, em geral, em plantas lenh&sas polimeros de flavan-3-ol
elou flavan-3,4-diol (Figura 08), produtos do metabolismo ddpfepanol (HEIL et
al., 2002). As proantocianidinas sdo assim denominadas peladagpresentarem
pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas,ganidina e delfinidina. As
moléculas tém grande variacédo estrutural, resultdatpadrées de substituicdes entre
unidades flavanicas, diversidade de posicdes das ligacfestereoquimica (MELLO
& SANTOS, 2001).

R = (flavan«3-ol)

Figura 08 - Estrutura quimica de taninos condensados. Fonte: LEKHA & LONSA997).
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Diversos estudos sobre atividade dos taninos evidenciaranrtamigo acao
antibacteriana, acdo sobre protozoarios, na reparag¢@cides, regulacdo enzimatica e
protéica. Atividades bactericidas e fungicidas ocorremtps caracteristicas gerais
comuns aos dois grupos de taninos: complexacdo com iotéico® atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres; habilidaderdplexar com outras
moléculas, principalmente proteinas e polissacarideo&l(ME SANTOS, 2001).

Tém sido atribuidas aos taninos varias atividadeddgicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a acdo tumeralfividades antiinfectivas
(LOGUERCIO, 2005). Em processos de cura de feridas, queimadurésneargies, 0S
taninos auxiliam formando uma camada protetora (complarid-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, ifiton que, logo abaixo dessa
camada, o processo de reparacédo tecidual ocorra nauatalfMELLO & SANTOS,
2001). Em patologias estomacais, 0 mecanismo de acdo édramihante, com a
formacdo de uma camada de tanino-proteina complexados quigeemed mucosa
estomacal (HASLAM, 1989).

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou terpenoscligok; que
estruturalmente possuem uma parte lipofilica (triterpenesterdide) e outra hidrofilica
(carboidratos), que determina a propriedade de reducao da semsdicial da agua,
caracteristica de sua acdo emulsificante. A palavransap@rovém do fato de
liberarem espuma quando misturadas com agua a semelhanca @loAsabpacidade
das saponinas de interagir com esterdis, presentes ndramamplasmatica de
eritrocitos, aumenta a permeabilidade da membrana, permétiadtrada de ions e agua
para o interior das células resultando na ruptura das meesmdiberacdo de
hemoglobina. As propriedades tensoativa e hemolitica ndccaions a todas as
saponinas e, portanto, ndo podem ser usadas para defmigreg® de compostos
(KARABALIEV & KOCHEV, 2003; SIMOES et al., 2003).

Foram atribuidas as saponinas atividades antifungicas,ini@amatoria e
cicatrizante em feridas abertas e queimaduras. Estudos acaspécie Centella
asiatica (L.) mostraram atividade cicatrizante em queimaducaeloides (SIMOES et
al., 1999). Dentre as aplicacbes mais importantes das sap@udam ser citados:
reducdo nas taxas de colesterol e triglicerideos samgiineefeito imunogénico, a
reducdo na producdo de ambnia, o controle de parasitadfedt citostatico sobre

células malignas (FRANCIS et al., 2002). Outras aplicagémsistem na sua utilizacéo
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em industrias farmacéuticas, sendo precursores naesideesompostos esteroidais
como hormonios, contraceptivos, diuréticos, entreosUBANTOS et al., 2011).

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos maisrtempes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Esssseclde metabdlitos
secundarios é amplamente distribuida no reino veg8tMOES et al., 2004). S&o
encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascagodesaraizes, talos, flores e em
seus produtos de preparacado, tais como 0s chas e vinhos (MDJVé&Lal., 2001)
Apresentam um nucleo caracteristico C&- C6, sendo biossintetizados a partir das
vias do &cido chiquimico e do acido acético (CAZAROLLI et28008) (Figura 09). As
modificacdes no anel central dessas substancias lavdiferenciacdo em subclasses
distintas, tais como: chalconas, flavanonas, flavaison flavonas, flavondis,
isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas (VEITCH et24108; BOOTS et al., 2008).

Figura 09: Estrutura quimica de flavonadide.

Os flavonoides agem como antioxidantes, combatendo osaisadivres,
possuem atividade antimicrobiana e moduladora do sistema ,irmpresentam acao
antiinflamatoéria, analgésica, regenerativa de cartilggeassos e produzem
vasodilatacdo (CHEN et al., 2005; MENEZES, 2005; FERNANDES JUN¢ORI.,
2006).

Na medicina popular brasileira, muitas espécies vegstas utilizadas no
tratamento de feridas e queimaduras cutdneas com pouca ou aerdmprovacao de
suas propriedades farmacoldgicas. Dentre estas espécignogodigar a tinturas da

casca de inga (Inga subnuda) e angico (Pseudopiptadenia contorta).
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2.6 Inga subnuda

O Inga, também chamado ingazeira, € uma arvore do gémggrpoda subfamilia
Mimosoideae, familia Leguminosae. Leguminosae € a tercea®mr familia de
angiospermas sendo estimada a ocorréncia de 727 géner@2® d§pécies nos mais
diversos tipos de ecossistemas de todos os contingiiE®¥lS et al., 2005). Para o
Brasil estima-se que ocorram 178 géneros e 1.550 espécigmneniesas (BARROSO
et al., 1984).

A subfamilia Mimosoideae compreende cerca de 60 géneros e 2jles
distribuidas nas regifes tropicais, subtropicais eesyi#radas. Entre as Mimosoideae,
0 género Inga é um grupo notavel pela sua morfologia uniforfBefaciimente
reconhecido pelo seu porte arbéreo, chegando a 40m de #dtihes paripinadas e
pequenos nectarios foliares localizados entre cada pali@les. Suas flores séo tipicas
da subfamilia, calice e corola 5-lobados, estames longdesuem tubo, fruto legume
indeiscente e semente com sarcotesta branca, ado¢@atéEIRA & BELTRATI,
1992).

O termo Inga significa “embebido” e tem sua origem na lingua de Tupi
(CORREIA, 1969). Este termo foi empregado por MARCGRAVE (1648)a
descrever essas plantas utilizadas na dieta dos indpis do estado da Paraiba e de
Pernambuco.

O género Inga possui cerca de 300 espécies, com maioridhder 10 sopé dos
Andes do Peru, Equador, Colémbia e no Sul da América Ceastal Ultima regido é
considerada como sendo o centro de origem, enquanto ibécassiderado centro de
dispersdo do género. A maioria das espécies ocorrelogestds Umidas de clima
tropical e subtropical, mas algumas séo restritas @aszeemi-umidas, ocorrendo ao
longo das margens dos rios. Ocupa uma larga variedade de ,hdé#tds o nivel do
mar até altitudes em torno de 3000 metros (PENNINGTON, 1997).

Vérias espécies do género Inga séo utilizadas no sombreamie culturas
como café e cacau e na recuperacdo de solos degradadBERIT929; LEON, 1966
e PENNINGTON, 1997). Sua madeira € utilizada como lenha, emtad# fabricacdo
de brinquedos e de lapis, sendo considerada de baixa qualDbB@EKE, 1925;
MATTOS, 1983). A polpa do fruto do inga é utilizada in natura e epgpacdo de
sucos, doces e licores e tem grande importancia ecalqumiis serve de alimento para
aves, peixes e macacos (SANCHOTENE, 1989; LORENZI, 1992). Algumas
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propriedades medicinais como laxantes, antixodiantestiulcerogénicas e
antiinflamtério sdo reconhecidas para a espécie Inga e@Ii&/A et al., 2007;
POMPEU et al., 2012), descongestionante nasal e atenudat infertilidade
feminina, para as espécies Inga rubiginebaya capitata, respectivamente (GARCIA,
1998).

O género € pouco estudado em relagdo a taxonomia, citicgenéste de
viabilidade de sementes, potencial germinativo, armazenarmiergementes, quimica e
atividades biolégicas de folhas, sementes, frutos e cascas.

Alguns trabalhos demonstraram a presenca de compostasdscah |. edulis
Em suas folhas foram identificados alguns compostos fesdékcido galico, catequina,
epicatequina, quercetina-3-0-a-L-glucopiranosideo, queaedtin-a-L-
ramnopiranosideo e miricetina-3-0O-a-L-ramnopiranosig®OUZA et al., 2007). Nas
raizes foram identificados: 5,7,3’,4’-tetra-hidroxi-3metoxiflavona, 6,3’,4’-tri-
hidroxiaurona e 5,7,4’-tri-hidroxi-6,8-dimetilflavonona (CORREA et al., 1995).

Tradicionalmente, uma espécie muito disseminada no edealibnas Gerais, a
Inga subnuda Salzm. ex BenfRigura 10 e 11), tem sido utilizado na medicina popular
para tratamento de diferentes afec¢cdes. Da polpa do frutorgprepaim xarope usado
contra bronquites e a decocc¢éo da casca é empregadaardadiabetes, e a tintura da
caga na cicatrizacdo (PRANCE & SILVA, 1975). A casca & 8m tanino e serve para
curtume (PRANCE & SILVA, 1975). Entretanto, apesar dos relptgailares do seu
uso no tratamento de doencas, ndo ha, até o momenp®stentificos demonstrando
a eficacia ou toxicidade dos preparados desta planta naizeicatr, nem tampouco

estudos sobre fitoquimica.
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Figura 10. Inga subnuda subsp. subnuda Salzm. ex. BeathiRamo com botdes
florais; b. Botbes florais em diversos estadios de desenvolviment@orte
longitudinal da flor completal. Ramo com flor e fruto maduro. Fonte: MOTA, 2009
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Figura 11. Detalhes da morfologia de Inga subnuda subsp. subnuda Salzm. exABRatino
jovem com lenticelasB. Detalhe da folha mostrando uma pequena ala aplenas de
cada par de foliolosT. Nectario em vista frontaD, E, F. Flores em antes&. Botéo floral

com cdlice aberto e flor em antese; H, |. Fruto madiir&demente madura. Fonte: MOTA,
2009.
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2.7 Pseudopiptadenia contorta

Pseudopiptadenia contorta (DC.) G.P. Lewis & M.P. Lima (Figura 12) é uma
espécie arborea da familia Leguminosae, subfamilia Mimosgideanhecida
popularmente como angico (Figura 1Qutros nomes cientificos podem correlacionar a
mesma espécie uma vez que sdo considerados sinbnimemd@snos da espécie
Pseudopiptadenia contorta sdo: Acacia contorta DC., Newtonia nitida (BentanBre
Piptadenia nitida Benth.(TROPICQOS, 2014).

O género Pseudopiptadenia possui 10 espécies que ocorrem na Am&ida do
sendo que uma delas chega a América Central (LEWIS, 08k5). As espécies do
género sédo: Pseudopiptadenia contorta (DC.) G.P. Lewis & M.P. ;Lima
Pseudopiptadenia bahiana G.P. Lewis & M.P. Lima; Pseudopiptadenia brenanii G.P.
Lewis & M.P. Lima; Pseudopiptadenia colombiana (Britton & Killip) GlLRwis;
Pseudopiptadenia inaequalis (Benth.) Rauschert; Pseudopiptadenia leptostachya
(Benth.) Rauschert; Pseudopiptadenia pittieri (Harms) G.P. Lé&gisudopiptadenia
psilostachya (DC.) G. P. Lewis & M. P. Lima; Pseudopiptadenia suaved&qs (
J.W. Grimes; Pseudopiptadenia warmingii (Benth.) G.P. Lewis & M.ifma
(TROPICOS, 2014).

O género é exclusivo da regido neotropical e tem contoocda diversidade o
Nordeste e Sudeste do Brasil. Esta area parece serro derdiversificacdo genérica,
pois, além de concentrar um maior numero de espéciead@ os taxons habitam
diferentes tipos de formacdes vegetais. Verifica-seetamto, ser a Floresta Atlantica o
bioma predominante das espécies do género e, as veZasjvexaomo é o caso das
espécies: P. inaequalR. leptostachya P. warmingii (LEWIS & LIMA 1990).

Pseudopiptadenia contorta ocorre em ambientes abertos as margstraadies
e no interior das florestas, em ambientes secos @odmiem ocorréncia registrada da
Paraiba até Sdo Paulo, em formacfes da FlorestaiédlanCaatinga. Porém, para o
estado de Minas Gerais foi registrada a ocorréncia deidodis desta espécie apenas
em formacdes da Floresta Atlantica (LEWIS & LIMA 1990ENDONCA-FILHO
1996; MORIM 2012).

Na medicina popular, o angico vem sendo utilizado de divéosams, dentre
elas, o decocto da casca (na preparacdo de xaropes), usadtamento das tosses,
coqueluches, bronquites e diabetes; a maceracao da gtkzagda no tratamento de
inflamacdes e leucorreias e quando preparado com aleaaahaca, pode ser utilizada
em ferimentos externos, agindo como hemostatico &ricamate (MATTOS, 1997)Sua
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casca tem propriedade hemostética, depurativa, adstrirgyeittatrizante e, € utilizada
na medicina popular em infuséo, xarope, maceragcaoueatiCORDEIRO et al., 2003;
LIMA et al., 2006).

Apesar da utilizacao de preparados da casca de angico nanan@digular, nao
ha, até o momento, registros cientificos na literatieraonstrando efeito cicatrizante, o

gue torna necessario uma investigacédo, uma vez que jélgaolos pela populacao.

Figura 12: Pseudopiptadenia contor@r, t Lima 379; s Lopes 37 g. folha; r. nectario
peciolar; s. detalhe da inflorescéncia; t. fruto.Font®MA. ket al.; 2010.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito cicatrizante dos extratos hidroalcod&liatas cascas de Inga
subnudae Pseudopiptadenia contorta em dois modelos de feridas cirirgicas cutaneas

induzidas em coelhos.

3.20bjetivos especificos

Obter extrato hidroalcodlico das cascas de Inga subeuelseudopiptadenia

contorta,;

e Preparar formulagbes farmacéuticas a partir dos extratas diferentes

concentracgoes;

e Induzir dois modelos de lesdo cirargica em coelhos, wdeto com uso de

lamina de bisturi e outro com bisturi elétrico.

e Tratar as feridas com formulacbes do extrato de Inga subreida

Pseudopiptadenia contorta.
e Auvaliar o efeito cicatrizante dos extratos atravésndiacé de contracéo da ferida
e analise estereoldgica de densidade volumétrica de #istob] vasos

sanguineos e células inflamatérias e indice de matudacéolageno.

e Analisar os parametros hematolégicos e bioquimicos dos ianiagds

tratamento experimental.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

Cascas e amostras do material vegetal reprodutivo {florfeutos) das arvores
ing4 e angicdoram coletados em um fragmento de Mata Atlantica, dependéncias
do Embaubas Ténis Clube, na cidade de Jodo Monlevade|okHlizado na latitude
19,5°S e longitude de 43,79\WWo més de outubro de 2011. O material reprodutivo foi
herborizado e as exsicatas enviadas para identificacaaidmt As amostras vegetais
foram identificadas pelo botanico taxonomista Dr. Josétins Fernandes do herbario
VIC da Universidade Federal de Vicosa (Vicosa-MG). As etascbram depositadas
no mesmo herbario com o cédigo de registro VIC 38.758 paspérie Inga subnuda
VIC 38.757 (Figura 13) para a espécie Pseudopiptadenia contorta (Figura 14).

As cascas de ingad e angico foram limpas mecanicamentejaa em agua
corrente, desinfetadas com hipoclorito de sddio 2% por 30 digppstas em papéis
albsorventes para retirar 0 excesso de agua, secas dma4PC até peso constante,
trituradas e moidas. Em seguida, foram armazenadas a@Cpreparo dos extratos
(Figura 15).
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Figura 15: Cascas de Inga subnuda (inga) e Pseudopiptadenia contorta (angicopeos ged
moidas.

4.2 Preparo do extrato vegetal

Os extratos hidroalcodlicos das cascas de inga (EHI) eaarfgHA) foram
preparados pelo método de maceracdo (SONAGLIO et al., 2084).pPoducédo de
cada extrato vegetal foram utilizados 400 g das cascas mé&idasforam maceradas
em 1,2 L de solucdo agua:alcool etilico (1:1) por 72 h, ao abadoz. O macerado foi
filtrado e o extrato concentrado em evaporador rotativaixa pressao entre 45 a 55°C
até a retirada dos solventes. Este procedimento foidepeie a extracao exaustiva do
material vegetal. Extratos de ingad e angico foram pesado rendimento de cada
extrato foi de 10% (p/p) em relacdo a quantidade de cascatiexzala. Ao final, os
extratos brutos foram liofilizados e armazenados a 4°@rafaracédo das formulacdes

farmacéuticas (Figura 16).

Figura 16: Etapas do preparo dos extratos hidroalcodlicos de inga e angico
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4.3 Preparo do creme topico

Os extratos brutos de inga e angico foram encaminhados paanacia de
Manipulagdo HUMANUS, sob geréncia da farmacéutica Dr.&M&araiva, localizada
na cidade de Vigcosa/MG para producdo de um creme topico (T@bglaForam
preparados dois cremes de cada extrato nas concentragdissdg 1% e 5% (p/p)
(Figura 17).

Tabela 01: Formulacdo de creme segundo a Farmacopeia BrasileEditdo (1988

Constituintes do creme Quantidade relativa (%)
Lanett& 24%
Alcool cetilico 2,5%
Glicerina 5%
Propilparabeno 0,15%
Oleato de decila 12%
Nipagir® 0,15%
Nipagol 0,05%
Extrato hidroalcodlico Concentracao desejada
Agua deionizada QSP 100 g

Figura 17: Cremes tépicos produzidos a partir dos extratos hidroalosddias cascas
de Inga subnuda (ingd) e Pseudopiptadenia contorta (angico).

4.4 Prospeccao fitoquimica

As aliquotas dos extratos hidroalcoodlico de inga e angi@nt submetidos ao
método de prospeccao fitoquimica, conforme metodologiaitéepor MATOS (1997).
Os métodos utilizados foram apenas qualitativos enestadologia teve como objetivo
detectar a presenca das principais classes quimicass,f@éaginos, antocianinas,

antocianidinas, flavondéides, flavondis, flavanonksjanondis, xantonas e saponinas.

41



o Teste para fendis e taninos: os extratos secos de iagdieo foram
inserido em tubos de ensaio e enumerados como tubo 1 p&tiemmente. A

um terceiro tubo de ensaio foi colocado apenas agua dastasolucéo
alcodlica de FeGl1l%, e numerado como branco (tubo 3). Nostubos 1 e 2
foram colocadas 3 gotas de Fe@m seguida agitou-se os tubos e observou-se
a cor resultante comparando com o tubo 3 (branco). &dlorinicial entre o
azul e o vermelho, é indicativo da presenca de fengisegipitado escuro de
tonalidade azul, indica presenca de taninos pirogalica;@s hidrolisaveis) e

verde, presenca de taninos catéquicos.

o Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonéidesofocado em
trés tubos de ensaio o extrato seco bruto. O tubo 1 thilado até pH 3, o tubo
2 foi alcalinizado até pH 8,5 e o tubo 3 foi alcalinizado até pH\fparecimento

de coloracéo vermelho-laranja indica teste positivo.

o Teste para flavondis, flavonas, flavanondis e xarstofta adicionado a
um tubo de ensaio (tubo 1) o extrato bruto seco e faicadb algumas
centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI coadentroi

aguardado o término da reacao que foi indicada pelo finfethaescéncia e foi
entdo reservado o tubo de ensaio. Para a amostra dm lwalocou-se num
segundo tubo de ensaio (tubo 2) somente o 0,5 mL de HCI coacbere

centigramas de magnésio granulado. Comparou-se entdoracéo do tubo 1
com o tubo 2. O aparecimento ou intensificacdo da cor Yleandeindicativo da

presenca dos metabolitos acima citados.

o Teste para saponinas: em tubo de ensaio foi adicionado umiidgda
do extrato bruto e em seguida agitado por 1 min em dtiaigdade. A formacéao

e permanéncia da espuma por 30 min ou mais indica a pregesgponina.

4.5 Determinacédo da atividade antioxidantepelo método de sequestro de radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

No presente estudo, foi analisada a porcentagem de malé@muladical DPPH

sequestrado apés determinado tempo, de acordo com a mekoditdogvaliagdo da
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capacidade sequestrante de radicais DPPH, descrita por ESPIN (@0Q0) e
PUKALSKAS et al. (2002) com modificagcdes. A solucdo de DPPH upassa
coloracdo roxa intensa e a agcédo antioxidante de urat@xpode ser visualizada pelo
progressivo descoloramento da solugao, ao final do quaesmantorna-se amarelada.

A solucdo de DPPH foi preparada na forma de uma solugdo de @[L/Imde
DPPH em etanol:dgua 80% (v/v). Em seguida, 50 mg de cada extratitufdodem
solucdo de agua:alcool 80% (v/v) e, dessa solucéo estoque, I6fmlLaliquotados e
diluidos na proporcéo de 1:120. Em um tubo de ensaio, fabadda uma aliquota de
0,5 mL da fracdo das amostras (devidamente diluida paracqua @ reducao parcial
do DPPH) e 3,5 mL da solucao etandlica de DPPH & temperathienten(25 + 1°C).
Foram realizadas leituras de absorbancia no comprmmeéatonda de 517 nm em
espectrofotdmetro (UV-1601 PC Shimadzu), no tempo zero e a canlautbs até o
final da reacdo (estabilizacdo do valor da absorbanciaglo To experimento foi
realizado em ambiente desprovido de luz e a absorbanc@aniderada estavel quando
o resultado teve variagao inferior a 0,005. Realizous®lse apenas na concentracao
de 5,0 pg/mL. O resultado foi expresso em porcentagem de rasléeuradical DPPH
sequestrado, a uma determinada diluicdo, pela equacéo 1 daisaita (OLIVEIRA,
2011). Como controle positivo foi utilizado o extrato padratiz de Ginkgo biloba,

gue possui alta capacidade antioxidante.

Equacéo 1- Equacéo usada para calculo da atividade sequestrante péodensa
DPPH.

(DPPH)f
atividadesequestrante = |1 ————— | X100
(DPPH)?

(DPPH)° — Absorbancia no inicio da reacagsomente amostra de DPPH)
(DPPH)" — Absorbancia no final da reagéo

4.6 Animais

Neste estudo foram aplicados os principios éticos daimgmacao animal. O
protocolo de pesquisa foi submetido a anélise da Comissaticdeno Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Vicosa e aprovado, segundoecepzom o
namero de protocolo n°.064/2012.

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctulogus cuniculatos) machos addiiosca

Albino Nova Zelandia, com média de peso variando enfiea23,0 kg. Os animais
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foram adquiridos no Departamento de Zootecnia, setor de @Qunicwa UFV e
mantidos em gaiolas individuais de aproximadamente 6,8 tamperatura ambiente.
Os animais receberam diariamente 120 g de racéo da masemé&e agua potavel ad
libitum. Durante o experimento, os coelhos foram mantidoarea experimental do
Laboratério de Biofarmacos da UFV (Figura 18). Ap6s setés de adaptacdo, os
coelhos foram divididos em seis grupos aleatoriament@rd®fque cada grupo tivesse

seis animais cada.

4.7 Inducéo das feridas

No periodo pré-operatorio os coelhos foram tricotomizadoeegido dorsal-
toracica com auxilio de maquina de tosa. Em seguida,eesalmedicacdo anestésica
de 50 mg/kg de cloridrato de quetamina (Dop3lee 10 mg/kg de xilazina
(Anasedafi), adicionados na mesma seringa e administrados pelitrdanuscular
(regido posterior da coxa - ventre dos musculos sediiten e semimembranaceo)
(CEUA/FIOCRUZ, 2008). Apés a perda do reflexo corneo-palpebraliséncia de
reacao motora pela preensdo do coxim adiposo de sua pa&irdjeo que ocorreu em
média 10 minutos apods aplicacdo da combinacdo anestésicanal fmiconsiderado
anestesiado. Uma vez anestesiados, os animais foracados em posicdo de decubito
ventral horizontal sobre uma mesa cirdrgica aprogridglealizou-se assepsia com
solucdo de alcool etilico 70% na regido tricotomizadamadeacdo da area de cada
ferida (1,5 cm x 1,5 cm) com caneta de demarcacao ciaingicegido toracica dorsal,
0 que limitou o acesso do animal a area de inducéo e/oudrdatam

Apds demarcacéo, foram realizadas duas feridas cirargit@seas por excisao
em cada coelho: uma com lamina estéril de bisturi, denomimadadelo deste estudo
como Ferida, e outra com ponteira estéril de bisturi elétrico, imhblz assim, uma

ferida com bordas caracteristicas de queimadura el&ecaminada no modelo deste
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estudo comoQueimadura. Os cortes foram seccionados até a exposicdo da fascia
muscular (Figura 19). Todo procedimento operatério foi acahgmo e supervisionado
por um médico veterinario.

No pés-operatério imediato, procedeu-se a compressabclom auxilio de uma
gaze estéril para obter hemostasia. Ap6s hemostasiagi@ da ferida recebeu
higienizacdo com solucao salina de cloreto de sédio a O@¥anmem jato, sem friccao,
para remocao de residuos sanguineos presentes. Em segl@aas foram medidas
com paquimetro digital, fotografadas com maquina Carom0 cm de distancia e
iniciado o tratamento topico. Os coelhos foram devolvaksuas gaiolas e observados
guanto a recuperacdo anestésica, avaliando presenca dedatifitiea e disposicdo
para alimentar-se. Para o controle da dor, os animaisereee uma dose de 13 mg/Kg
de paracetamol (MedI&), dissolvidos em 1 mL de &gua, via oral, a cada seis hoaa
primeiras 24 h apés cirurgia (CEUA/UFV N°.64/2012).

Figura 19: Procedimento de indug&o de ferida por l[amina de biéturi e ikesdtnico.

4.8 Organizacao dos grupos experimentais

A divisdo dos grupos e a frequéncia do tratamento fosaabelecidas de acordo
com a Tabela 02. Solucéo salina de cloreto de sodio 0,j98dolhida como controle
negativo e a pomada fitoterapica comercial FitdSqdrspen Farmacéutica) como
controle positivo. Fitosc&r é composto pelo extrato seco de Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Coville, na concentracdo de 6%, indicadm @gente cicatrizante
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em Varios tipos de lesdo. O tratamento foi realizadanteirl4 dias, pois se pretendia
avaliar o indice de maturacdo do coladgeno. Tanto osesreims extratos e Fitos€ar
foram aplicados com espétulas esterilizadas em quantiddidéerse para cobrir a
ferida. A cada aplicacdo, o excesso de cremes e pofoadatirado com pingas
esterilizadas sem causar danos ao tecido lesionado.a8odagina foi aplicada na

guantidade de 1 mL em temperatura morna, em forma de jatos.

Tabela 02: Grupos de coelhos utilizados na avaliacdo da atividadeizaoat

Grupos Tratamentos Aplicagéo
GSS Feridas + solucao salina 0,9% 1/dia
Gl1% Feridas + creme EHI 1% 1/dia
GI5% Feridas + creme EHI 5% 1/dia
GAl1% Feridas + creme EHA 1% 1/dia
GA5% Feridas + creme EHA 5% 1/dia
GFIT Feridas + FitoscAr 1/dia

Com o objetivo de avaliar o efeito cicatrizante de eadeato independente com
0s grupos controles (GSS e GFIT), os resultados seréseafados e analisados a partir

da distribuicdo abaixo (Tabelas 03 e 04).

Tabela 03: Grupos de coelhos utilizados na avaliacdo da atividade zaraitratados
com solucdo salina, creme dos extratos hidroalcodlicomgte (EHI) 1% e 5% e,
Fitoscaf’.

Grupos Tratamentos Aplicacéo
GSS Feridas + solucéo salina 0,9% 1/dia
Gl1% Feridas + creme EHI 1% 1/dia
GI5% Feridas + creme EHI 5% 1/dia
GFIT Feridas + Fitosc&r 1/dia

Tabela 04: Grupos de coelhos utilizados na avaliacdo da atividade zamateitratados
com solucédo salina, creme dos extratos hidroalcodlicosgieca(EHA) 1% e 5% e,
Fitoscaf’.

Grupos Tratamentos Aplicacéo
GSS Feridas + solucéo salina 0,9% 1/dia
GA1% Feridas + creme EHA 1% 1/dia
GA5% Feridas + creme EHA 5% 1/dia
GFIT Feridas + FitoscAr 1/dia
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4.9 Avaliagéo das feridas

As feridas foram avaliadas pelo indice de Contrac&o (t@)jsurado no 7°, 10°
e 14° dia apds confeccao das feridas, com uso de paquimetralngm duas direcdes:
0 maior comprimento e a maior largura e calculado pgetaula: ((area inicial da ferida
— area no dia da medida)/area inicial)) x 100 (AGREN et al., 1997).

4.10Dosagens de parametros sanguineos

Todos os animais foram eutanasiados no 14° dia com oeeddaassociacéo de
cloridrato de quetamina (200mg/kg,) e xilazina (40 mg/kg,), aplicados esanan
seringa via intramuscular (CEUA/FIOCRUZ, 2008). Amostra agsa foi retirada por
puncéo cardiaca e coletadas em tubos de polipropilenorgemagulante para analises
bioquimicas sorolégicas, com anticoagulante EDTA sodicoa panalises
hematoldgicas, e mantidas sob refrigeracdo até oemmnaas analises.

Para analises bioquimicas, o sangue foi centrifugado a 710@uragte 15
minutos e retirados 5Q6L do soro para quantificar os niveis de proteinas totaspcal
fosforo, colesterol total, triglicerideos, glicose pasato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, gglumil transpeptidasey{
GT), albumina e bilirrubina com uso de Kits comerciais e equipgomé\uto-
Analisador Multiparamétrico de BioquimieaAlizé (Lisabio B652). Os micronutrientes
cobre e zinco foram analisados por espectrometria de abs@t®mica (Varian
Techtron, mod. Spectra 220FS)

Foram analisados os parametros hematologicos de contag@me eritrocitos
(ERT), hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume prescular médio (VCM),
hemoglobina globular média (HCM), concentracdo henfwgica globular média
(CHCM), contagem de plaquetas (PLT), contagem total ded@éasdLEU), mondcitos

(MON) e granuldcitos (GRA) em analisador hematoldgicoraato.

4.11Andlise estereoldgica

As feridas foram retiradas com margem de 1 cm de pele dntegredor da
lesdo com profundidade até a fascia muscukss. amostras de pele foram

imediatamente fixadas em solucao de formol 10% por 24 h erjppostente inseridas
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em frascos com alcool 70% até confeccao das laminaslgisiad. Para confeccao das
laminas, as amostras de pele foram desidratadas em etareddas em xilol, incluidas
em parafina e cortadas em microtomo com 5 um de espesswartes seriados. As
laminas foram coradas rotineiramente com hematoxilina-®@bsii) para avaliacao de
fibroblasto, vasos e células inflamatorias e, colarggérosirius para diferenciacdo das
fibras colagenas do tipo | e lll sob microscopia de [Eagéo.

As laminas coradas com HE foram visualizadas usando microsigjhia (BX-
60® - Olympus, Sao Paulo, Brazil) conectado a uma camertldi@Color-3®,
Olympus, Sao Paulo, Brazil). Usando uma lente objetiva de @@Xcampos de cada
lamina foram fotografados aleatoriamente, fazendo umadtaale tecido de 7,2 x 10
unt submetido & anélise estereoldgica. Para esta andfise,grade contendo 300
pontos dentro de uma &rea teste padrdo (AT) de 1,2 prifoi sobreposta a cada
imagem. Os parametros estereologicos de densidade volan{®vicforam calculados
para fibroblasto, vaso sanguineo, células inflamatée@ageno tipo | e Ill, usando a
razdo: Vv = Pp/PT; na qual Pp € o niumero de pontos que oamiria & estrutura de
interesse e PT € 0 numero total de numeros de pontsistama teste (MANDARIM-
DE-LACERDA, 2003; GONCALVES et al., 2013).

Anadlise do colageno foi baseada na propriedade de birrefriagéas fibras de
coldgeno, uma vez que sob a polarizacéo, as fibras oakgeossas (tipo I) aparecem
em tons de cores brilhantes que vao do vermelho ao amarelpasso que as fibras
reticulares finos (colageno tipo Ill) aparecem em véardbante. O indice de maturacéo
do colageno (IMaC) foi calculado pela raz&o entre aseptagens de densidade
volumétrica do colageno tipo | por tipo,Ilbnde valores acima de um (1) representam
predominancia de colageno tipo | e os abaixo de 1 representg@lominio de colageno
tipo Il (COELHO-LEMOS et al., 2004). Analise estereologicaréalizada utilizando
o software Image Pro-Plus, versdo 4.5 (Media Cyberfiettrsta Spring, EUA).

4.12 Andlise estatistica
Os resultados foram analisados no programa MINITARrsdo 16.1.0. A
analise estatistica utilizou o método de Andlise de V@eEafANOVA), seguido pelo

teste de Tukey com p<0,05 (5%) para as diferencas estaissignificativas.

Independentemente de a interacdo ser ou ndo signdicatou-se pelo
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desdobramento da mesma realizando o teste de Dunnet ao ri%ldieprobabilidade,
devido ao interesse em estudo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccdo fitoquimica dos extratos hidroalcoodlicos da casca de Ingarsida
e Pseudopiptadenia contorta.

Os resultados obtidos em relacdo as determinacdes dbedfitesasecundarios
mostram presenca de taninos condensados (tonalidade camul formacdo de
precipitado); flavanondis (coloracdo vermelho-laratapH 11) e saponinas (espuma
persistente por mais de 15 minutos). Os resultados forgativies para xantonas
(Tabela 05).

Tabela 05: Prospeccgéo fitoquimica dos extratos hidroalcodlico de Inga sub&uda
Pseudopiptadenia contorta.

Metabolitos secundarios l. subnuda P. contorta

Resultado Resultado
Fenois ) )
Tanino hidrolizavel () )
Tanino condensavel (+) (+)
Antocianinas e antocianidinas () ()
Flavonondis (+) (+)
Flavonadis, flavanonas, flavonois e xantonas () (-)
Saponinas () ()

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia.

Os resultados indicam a presenca de metabdlitos seamsdduie estdo
relacionados com atividades biolégicas benéficas nantaito de varias patologias. Os
compostos fendlicos, como os flavonodis, agem commxadéintes, neutralizando os
radicais livres, possuem atividade antimicrobiana e modwador sistema imune,
apresentam acédo anti-iflamatoria, analgésica e regtéreede cartilagens (CHEN et al.,
2005; MENEZES et al.,, 2005; FERNANDEZ-JUNIOR, et al., 2006). Osofiais
apresentam coloracdo amarelo palido, e como principaiiesentantes os flavonoides
guercetina, rutina, mircetina e kaempherol (PETERSON & DW,\YE998). Taninos

sdo empregados na medicina tradicional no tratamentdhipirtensédo arterial,
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reumatismo, feridas, antioxidante, anti-hemorragicoatdzante, anti-ulcerogénico e
anti-inflamatoério em geralSegundo MENDES et al. (2011) a presenca de taninos e
flavonoides pode conferir atividadatimicrobiana a um extrato. Em processo de cura
de feridas, queimaduras e inflamag&o, os taninos auxiliamaf@o uma camada
protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) stamidos epiteliais
lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa camada, cgoade reparacao tecidual
ocorra naturalmente (MELLO & SANTOS, 2001).

LEITAO et al. (1999) identificaram no extrato das folhas Rle contorta
flavonoides como a proantocianidina. Proantocianidinace@mmente conhecidas por
suas atividades biolégicas antivirais, anticancerigenas.tiox@ante e
antimicrobiolégicas (HASLAM, 1996; FOO et al, 2000). MOREIRA & (2002)
relataram atividades antioxidantes e antivirais do &xtpeuto (acetona/agua 7:3) das
folhas de P. contorta e suas fragdes. Entretanto, nenhuno éstudalizado com as
cascas de P. contorta.

Diferentes estudos apontaram que outras espécies do mésem® gnga sao
fontes de biomoléculas. Alguns trabalhos demonstraram sergy@ de compostos
bioativos em Inga edulisEm suas folhas foram identificados alguns compostos
fendlicos: acido galico, catequina, epicatequina, queEstiO-a-L-glucopiranosideo,
guercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo e miricetina-3-Orarhnopiranosideo (SOUZA
et al., 2007). Nas raizes foram identificados: 5,7,3°,4’-tetra-hidroxi-3-metoxiflavona,
6,3’,4’-tri-hidroxiaurona e 5,7,4’-tri-hidroxi-6,8-dimetilflavonona (CORREA et al.,
1995).

Na area farmacéutica, as leguminosas constituem-se fdatedto potencial
farmacolégico ou de compostos com aplicacbes diretas proEessos de
industrializacdo de produtos farmacéuticos. Assim, a investigigdtratos obtidos
tanto da madeira quanto da casca, sementes e folhas gesgas podem conduzir a
caracterizacdo e isolamento de metabodlitos com ate®ldulolégicas e a novos
materiais para a industria de cosmeéticos, alimenti@dgeireira e em outras aplicacoes.
Como primeiro passo, analisar fitoquimicamente os esrgteanto a presenca dos
grupos ou classes de metabdlitos mais relevantes, e depgie as etapas de
isolamento, elucidacdo estrutural e identificacdo dasttaintes mais importantes do
vegetal. Para a identificacdo de substancias, podenalszareeacdes de caracterizacéo
diretamente sobre o tecido do material vegetal. Nadagtenhosos, como na madeira,

deve-se primeiro extrair as substancias com um solvedemuado, para entdo
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caracteriza-las. As substancias ou compostos quimicos quesraccom bastante
frequéncia nos vegetais lenhosos, como na madeiragrsdis,fflavonoides e derivados,
terpenos, alcaldides, compostos cianogénicos, quinonasutres (FENGEL &
WEGENER, 1984; SANTOS, 2003; SIMOES et al., 2003).

5.2 Determinacédo da atividade antioxidante pelo método de sequestrorddicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividatiexalante em
extratos e substancias isoladas; um dos mais usadosteossi avaliar a atividade
sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidr@aziDPPHe. Radical livre, ou
simplesmente radical, pode ser definida como uma plar(isidmica ou molecular) que
possui um elétron desemparelhado numa orbital (atbnicaadecular) externa. Esta
definicdo exclui os atomos dos metais de transicas imaui atomos de metais
alcalinos e de halogénios (Nae , Cle , etc.) (CORREA, 2014). A formagdo de radicais
livres in vivo ocorre via agdo catalitica de enzimas, daeramé processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismdacdfatores endogenos) e
pela exposicdo a fatores exogenos (0zbnio, radiagcdesa gamultravioleta,
medicamentos, dieta, cigarro, etc.)

Os antioxidantes sdo substancias que reagem com radicass impedindo ou
diminuindo o estresse oxidativo e a consequente destrussidati (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000). Entre os antioxidantes mais conhecidosmessaos vegetais
estdo as vitaminas, principalmente C e E, e os flavosioaddgre os quais se pode citar
guercetina, rutina, hesperidina, naringina, naringenina, essaiura. Estudos mostram
gue varios taninos atuam como captadores de radicaisiagsinterceptam o oxigénio
ativo formando radicais estaveis (MELLO & SANTOS, 2001).

As porcentagens encontradas de atividade antioxidante, peloonugddPPH,
para os extratos hidroalcodlicos das cascas de P. contogiaofan. subnuda (inga)
estdo apresentados na Tabela 06. Foi utilizado extrato de Gilhga como referéncia
de comparacao para atividade antioxidante.

Os resultados mostram que o tempo final de reacdo do edtrafa contorta
(angico) foi aos 45 minutos atingindo a porcentagem dedatiei antioxidante de
48,18%. Ja o tempo final de reacdo do extrato de Inga subnuda 80i méwutos,
atingindo 67,83% de atividade antioxidante pelo teste de DPPH. O tlsmeacao do

extrato de Gingko biloba foi de 40 minutos e 36,50% de atividade antiaxidant
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Tabela 06 Valores de absorbéancia e porcentagem de atividade antitexdiaicontrole
positivo Gingko biloba e, dos extratos de Pseudopiptadenia coatimga subnuda na
concentragédo de 5 pm/mL em diferentes tempos de obaervac

Tempo de reacédc Gingko Atividade Atividade Atividade
. .. P. contorta . I. subnuda ..
da amostra biloba  Antioxidante Antioxidante Antioxidante
Minutos Absorbancia Absorbancia % Absorbancia %
0 0,934 27,76% 0,821 36,50% 0,814 37,05¥%
5 0,885 31,55% 0,744 42,46% 0,595 53,98Y
10 0,868 32,87% 0,726 43,85% 0,567 56,159
15 0,857 33,72% 0,71 45,09% 0,544 57,93%
20 0,848 34,42% 0,7 45,86% 0,524 59,47Y
25 0,839 35,11% 0,692 46,48% 0,508 60,719
30 0,831 35,73% 0,685 47,02% 0,494 61,799
35 0,825 36,19% 0,68 47,41% 0,482 62,729
40 0,821 36,50% 0,675 47,80% 0,471 63,579
45 0,67 48,18% 0,462 64,27%
50 0,452 65,04%
55 0,444 65,66%
60 0,438 66,13%
65 0,43 66,74%
70 0,424 67,21%
75 0,419 67,59%
80 0,416 67,83%

Tanto extrato de inga como de angico apresentaram ataimiade antioxidante
guando comparado ao Gingko biloba. O extrato de Ginkgo biloba é uma mistura
padronizada de substancias ativas obtidas das folhas ver@e®daGinkgo biloba L.

Os resultados da prospeccao fitoquimica dos extratos de |. subRudantorta
mostram a presenca de flavonoides (flavonois), tangneaponinas. Os taninos atuam
como captadores de radicais e interceptam o oxigénio fatimndo radicais estaveis
(MELLO & SANTOS, 2001). O flavonol gquercetina impede o dano oxidagévmorte
celular eliminando radicais de oxigénio, protegendo contrar@xidacao lipidica e
interrompendo a reacdo enadeia de formacdo de radicais livres, quelando ions
metabdlicos para formar complexos inertes que naocipantiio da conversdo de
radicais superoxido e peroxido de hidrogénio em radicais hidi@@a ELLE, 2001).
Estudos com a aplicacao topica de componentes com propr@gdidgeza de radicais
livres tém mostrado que estes melhoram significativamenpeocesso cicatricial e
protegem o tecido do dano oxidativo (GOMATHI et al., 2003).
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5.3 Andlise dos resultados de ferida e queimadura tratadas com extratednga
subnuda

5.3.1 Parametros hematoldgicos

O grau de seguranca no uso de drogas sO pode ser avaliado quandbsse
uma série de fatores, relacionados ndo somente cpno@iedades fisicas, quimicas e
farmacodinamicas das drogas, mas também com as ctéder bioldgicas do
individuo. E importante observar alteracdes fisicas mpodamentais, além de
parametros bioquimicos e hematol6gicos. A interpretag&oresultados é especifica
para cada constituinte em particular, mas existem prirschgsicos e associacdes que
devem ser seguidas (KEER, 2003). Junto com a avalicdo despoode cicatrizacéo,
foram realizadas dosagens de alguns parametros sanguineogltios.

A tabela 07 apresenta os valores hematoldgicos palfeosamnforme dados da
literatura. A tabela 08 apresenta os parametros hematodogvaliados neste estudo.
Os resultados mostram que os parametros hematolégicoodds s grupos

mantiveram-se dentro dos padrbes de normalidade paragoelho

Tabela 07: Valores hematologicos de referéncia para coelhos maedo#os,
encontrados na literatura.
Referéncia ERT HCT HGB VCM HCM CHCM PLT LEU LINF MON GRA

10°mm® % gdL L Pg  gdL 10%mnt 100mm? % @ % %

Brito et al. 33,0a 10,0a 57,8a 17,1a 29,0a 250,0a £&5,2a 30,0a 10a

2004 51a79 55 174 70,4 235 37,0 6500 125 850 40 7t
Campbell 366a 52a 250,0a 6,0a

2006 5,0a6,8 474 6,8 - - - 610,0 10,0 - - -
Paiva et al. 20,0a 6,0a 30,0

200545a7,0 415 136 - - - - 9,0 90,0 30,0 50,0
Quesenberry

1994 6,4 455 111 17,3 - 310,0 130 53 48 39,0
Silva et al. 39,0a 114a 70,8 80a 36,0a 20a 2

20084,9a56 41 125 70,0a - 31,3a - 8,8 410 40 31,0
Trindade 73,7 33,4 59a

1954 52 - - 145 50,0 6,5 40,0

Legenda: Contagem total de eritrocitos (ERT), hematocHt@T(), hemoglobina (HGB),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina globular média (HCMpcentracdo
hemoglobinica globular média (CHCM), contagem de plaguetas)(Riohtagem total de
leucécitos (LEU), mondcitos (MON) e granulécitos (GRA). Fo@taRVALHO, 2010.
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Tabela 08: Média dos valores hematolégicos dos diferentes grupoerienentais aos
14 dias apos a realizacao das feridas nos animais.
Grupos ERT HCT HGB VCM HCM CHCM PLT LEU LINF MON GRA

10 % gdl L Pg  gdL 10%mnd 10%mn? % % %
GSS 5,60a 37,5a 12,0a 67,0a 21,6a 32.25a 262,3a 9,68a 46,2a 7,28a
Gl1% 5,79a 36,7a 11,6a 61,7b 201a 31,65a 338,8a 6,77a 47,8a 6,22a
GI5% 5,68a 36a 11,6a 63,5a,b 20,5a 32,23a 337,8a 7,44 57,5a 6,17a 3
GFIT 558a 35,8a 11,7a 64,33,b 21,1a 32,72a 423,2a 644a 449a 6,38a
Legenda: Contagem total de eritrécitos (ERT), hemat6écHGT), hemoglobina (HGB),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina globular média (HCMycentracdo
hemoglobinica globular média (CHCM), contagem de plaquetas),Rlohtagem total de
leucdcitos (LEU), mondcitos (MON) e granuldcitos (GRA). Teed ukey. Grupo tratado com
solucdo salina (GSS), extrato de Ingad 1% (GI1%), extrating@ 5% (GI5%) e pomada
FitoscaP (GFIT). As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coludidendim
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Apesar dos valores hematologicos estarem dentro da Itade a analise
estatistica mostrou diferenca significativa entre os grygama as medidas de volume
corpuscular médio (VCM) e porcentagem de granulocitos (GRA)grupo Gl1%
apresentou menor valor médio de VCM (61,7%) e o grupo GI5%nmmmvalor médio
de granulocitos (36,2%). Os dados encontrados neste estodeeselhantes aos de
estudos realizados com agua-de-coco e agua magnetizada ingeridaelhar com
feridas, no qual os parametros hematolégicos se apmesmentlentro dos valoresd
normalidade (CARVALHO, 2010).

Alguns fatores podem influenciar o perfil hematolégico dos aisincomo sexo,
linhagem, gendtipo, idade, dieta, ambiente, entre outros (&/&N\dt al., 2010). Para
resultados obtidos neste experimento, estes fatooegng@vam e as diferencas entre os
valores hematologicos podem ter ocorrido por influéncatdamentos utilizados ou
pela variabilidade individual.

O volume corpuscular médio é o indice que auxilia na vasgo do tamanho
das hemacias e no diagnostico da anemia. Pela clinicdQiinmais baixo, diminui a
capacidade de carrear oxigénio e com isso retardo naizacaw em algum nivel
(BAFFA et al., 2005).

Os granuldcitos sdo importantes na fagocitose e elimindganicrorganismos,
principalmente no combate as infec¢cdes bacterianas HFRER 2012). Evidéncias
sugerem que a presenca de bactérias na ferida intemfevéres etapas do processo de
cicatrizacdo. A infeccdo prolonga a fase inflamatérimterferem na epitelizacédo,

contracdo e deposicdo de colageno. As endotoxinas e pmetalses bacterianas
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alteram a resposta inflamatoria na ferida e liberalmgemases que contribuem para o
turnover de coldgeno e destruicdo tecidual (PAGGIARO, 2010).

5.3.2 Parametros bioquimicos

A tabela 09 apresenta os resultados para os paramettesnags totais e
albumina. Os resultados mostram que houve diferenca siividicentre os grupos
para protefnas totais e albumina (p<0,05), sendo que o grupo tramdtescaf foi o
gue apresentou menores valores médios para os dois pasifiebela 09). Ao se
comparar cada grupo com o grupo tratado com solucéo satiserva-se que o GFIT
apresentou reducdo de 9,97% para proteinas totais e 8,69% pananalbD grupo
G1% apresentou maiores valores médios para proteinas (@292 g/L) e albumina
(4,52 g/L).

Tabela 09: Valores médios de proteinas totais e albumina em soguis@o de
coelhos tratados com solugéo salina (GSS), extrato del#g@&11%) e 5% (GI5%) e
pomada Fitosc&r(GFIT) ap6s 14 dias de tratamento. % Variacdo comparageupo
solucéo salina.

Grupos Proteinas totais (mg/dL) Albumina (g/L)
Média o %Var Média o %\Var
GSS 60,15 2,63a 4,37 0,28a,b
Gl1% 60,92 2,61a 1,28 4,52 0,19a 3,43
GI15% 59,38 3,1a -1,28 4,28 0,15a,b -2,06
GFIT 54,15 1,85b -9,97 3,99 0,19b -8,69

Legenda: Dados expressos em média e dgsadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Pelos resultados apresentados, podemos sugerir que as nadabsta
(biomoléculas) e concentracbes presentes no extratingde 1% favoreceram a
producdo e/ou manutencdo dos niveis de proteina e albumindm&d#eg em
processos inflamatérios, proteinas e albumina apresenizgos lvdveis, pois durante a
inflamacdo ha aumento da atividade colagenase elastaise, outras proteases que
hidrolisam proteinas teciduais. E possivel que alguma sulsst@acticipante do
processo de reconstituicdo do colageno requeira maisinaada corrente sanguinea
para os tecidos (SAMUELSEN, 2000).

Um dos objetivos da medida de albumina é pesquisar a quanttade

substancias que ela possa transportar no plasma. Se estaostra reduzida no
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plasma, provavelmente uma menor quantidade de substaeciégransportada. A
sintese de albumina geralmente é reduzida por citocinas atfldas (MOTTA, 2009).
As lesdes ou queimaduras resultam na perda direta de albwamprometendo o
fluxo sanguineo (GAW et al., 2001). Pelos resultados apezken neste estudo, as
moléculas bioativas do extrato de inga 1% e 5% conseguaiiaimizar esta perda de
albumina pela lesédo nos coelhos. Entretanto, 0 mesmae@Edeceu com 0 grupo
tratado com a pomada Fitos&aque apresentou menores niveis de albumina e proteinas
totais. Estes resultados estdo de acordo com a literaueaafirma que durante a
cicatrizacdo proteinas como albumina, lipoproteinas e propeeltdo diminuidas
(GAW et al., 2001).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para aesale calcice
zinco plasmatico (Tabela 10). Os maiores valores reétiiocalcio foram encontrados
nos grupos tratados com inga 1%, seguido pelo grupo Fifpszam concentracdo
média de 7,83 e 7,59 mg/dL, respectivamente. Ja para 0S tlEom¥sSCo, 0S grupos
tratados com solucéo salina e extrato de inga 5% apres@rdarmaiores medias, com
0,46 e 0,42 mg/dL, respectivamente. Todas as concentragdegntanto, se
mantiveram dentro das variacbes normais em coedtsoguais se situam entre 5,84 e
14,4 mg/dL (LIMA et al., 2003).

Tabela 10: Valores médios de calcio (Ca) e zinco (Zn) em sargsgineo de coelhos
tratadas com solucéo salina (GSS), extrato de inga 1% (GI5%) (&15%) e pomada
Fitoscaf (GFIT) apds 14 dias de tratamento. % Variacdo comparadaupo solucdo
salina.

Grupos Ca (mg/dL) Zn (mg/dL)
Média o %Var Média o %\Var
GSS 7,47 2,35a 0,46 0,12a
Gl1% 7,83 1,66a 4,82 0,38 0,02a -17,39
GI5% 7,27 1,72a -2,68 0,42 0,03a -8,69
GFIT 7,59 1,16a 1,61 0,4 0,05a -13,04

Legenda: Dados expressos em média e deadidio (o). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Reducdes nas concentracbes de albumina em soro de pacedies,
geralmente produzem mudancas na concentracdo de calcioutotalyez que existe
uma fracdo do calcio ligado a albumina plasméatica (GAWW.e2001). Reducdes de

célcio e albumina foram detectadas apenas no grupo tratadinga 5%. Entretanto,
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estas reducbes foram discretas, o que ndo permite dizehogiwe um estado de
hipocalcemia.

O célcio exerce varias fun¢gdes no organismo: participaagutacdo sanguinea,
do metabolismo 6sseo, influi no transporte de membrareslares, afeta a
transferéncia dos ions através das organelas, facilbaracdo dos neurotransmissores,
atua na liberacdo e ativacdo de enzimas, entre outraseu3sniveis sdo alterados
principalmente em hiperparatireoidismo, hipervitaminose BRnsplantes de rins,
neoplasias, sindrome nefrética, pancreatite aguda e tampblmuso de diuréticos
(LIMA et al., 2003).

Trabalho realizado por ARAUJO (2010) com fitoderivados (&odrde marcela,
tanchagem, assa-peixe) na cicatrizagdo de feridas astés®m coelhos mostram
reducdes significativas de calcio no soro sanguineo. O atribuiu tais reducfes a
algum componente da formulacdo dos fitoderivados, queaesteprecendo a
reconstituicdo do tecido epitelial, e entdo promovemdiilizacdo de calcio do sangue
para os tecidos, diminuindo assim, sua concentragéo nogplasm

Apesar de nao ter ocorrido diferengas entre 0s gruposoppaaametro zinco
(Tabela 10), todos os grupos apresentaram reducfes edoralagrupo tratado com
solucdo salina, sendo que os grupos GI1% e GFIT reduziram 17,318004%,
respectivamente.

No corpo humano, o zinco, encontra-se concentrado danseforma: 57% na
musculatura esquelética, 29% nos 0ssos, 6% na pele e 5¥%ado,falém de estar
presente em secrecdes e fluidos corporais (OLIVEIRA & MGARNI, 1998). O figado
€ 0 6rgao mais importante na regulacdo da homeostasaato Niveis reduzidos de
zinco tém sido relacionados tanto a estados agudos quéantcosrde doenca hepatica,
mas sua propriedade hepatoprotetora ndo foi completamelateesia (STAMOULIS
et al., 2007)Na deficiéncia moderada de zinco ocorre letargia mentabecéo do
apetite, retardo do crescimento e da puberdade, pele espedsmuldade para
cicatrizacédo (BRASILEIRO FILHO, 2006).

No processo de cicatrizacdo o zinco é fundamental pavagulacdo sanguinea.
O zinco atua amplificando a proliferacdo das células, atamdo a epitelizacdo e
melhorando a resisténcia do coldgeno durante o prockssncatrizacdo da ferida
(DEALEY, 2001). A caréncia de zinco também compromete adasepitelizacdo das
feridas. Os valores de zinco encontrados neste tralpalfecem ndo comprometer a

integridade do figado e nem no processo de cicatrizagéo.
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A Tabela 11 apresenta os resultados de cobre e fosfores@sados mostram
gue houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,06).adalisar os valores
médios dos grupos com o grupo tratado com solucédo salinficasse que todos o0s
grupos apresentaram aumento no mineral cobre, sendo oapfd3entou aumento de
54,17% e GI5% aumento de 37,5%. Os grupos GIl1%, GI5% e GFIT aprasentar
menores niveis de fosforo quando comparado ao grupo GSS. O @BEsERoU maior
reducdo, com 23,37%, seguido pelos grupos GI5% (13,95%) e GI1% (13,04%).

Tabela 11: Valores médios de cobre (Cu) e fosforo (P) em sangusaeo de coelhos
tratados com solucao salina (GSS), extrato de inga 1% (GI15B8% (GI5%) e pomada
Fitoscaf (GFIT) ap6s 14 dias de tratamento. % Variacdo comparadeupo solugéo

salina.

Grupos Cu (mg/dL) P (mg/dL)
Média c %Var Média c %Var
GSS 0,24 0,06b 5,52 1,17a
Gl1% 0,26 0,05a,b 8,33 4,80 0,41a,b -13,04
GI5% 0,33 0,06a,b 37,5 4,75 0,62a,b -13,95
GFIT 0,37 0,07a 54,17 4,23 0,52b -23,37

Legenda: Grupo tratado com solucao salina (GSS), extrato @d%dGl1%), extrato de Inga
5% (GI5%) e pomada Fitoscar® (GFIT). Dados expressos em raédtisvio-padra@s). As
médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coludifendm entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo Teste de Tukey.

O cobre atua na cicatrizacao de feridas contribuindgintase de colageno e na
formacéo de leucocitos (DEALEY, 2001). DANTAS & JORGE (2005) afmgue o
cobre participa da maturacdo do colageno e sintese dimal&stambém atua como
antioxidante. Sua atividade antioxidante auxilia no processccdérizacdo. Pode-se
sugerir que componentes bioativos dos extratos de inga e@rtamhd formulacdo da
pomada Fitosc&rpromoveram o aumento de concentracéo de cobre nsaugoineo
dos coelhos. Pelo teste antioxidante de DPPH realizade esttdo, extrato de inga
atingiu uma atividade antioxidade de 67,8%, mostrando seraf&igo que o padrao
Gingko biloba (36,5%). Os resultados de cobre e atividade antioxidadésn estar
relacionados.

Estes resultados foram diferentes aos de ALVARENGA (2G08) constatou
aumento nos niveis de fésforo em coelhos tratados gtat@ de Cissus verticilat&
fosfato intracelular mantém funcBes como: contradddle muscular, funcéo
neuroldgica e transporte eletrolitico. Aumento do lm@itsmo ou dano celular pode
ocorrer no trauma, queimaduras, acidose lactica, cetoacitlabética e alcodlica,

elevando-se, portanto, os niveis de fésforo plasmatico (MQZ003).
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Pode-se sugerir que, o extrato de inga4 e pomada Fitosdar permitiram o
possivel catabolismo ou dano celular gerado pela inducdo dmagluea neste
experimento e, por isso, o nivel de fésforo foi menotesegrupos tratados.

A Tabela 12 apresenta os resultados das concentracOeszaaaseaspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase JALd gama glutamil
transpeptidase (y- GT). Os resultados mostram que ndo houve diferenca sajivé
entre os grupos para todos os trés parametros analisados (p>0,05).

Ao se comparar todos 0s grupos com o0 grupo tratado com codadi@ia,
observa-se uma reducdo nos niveis de AST, sendo o grupo Gth% apresentou
maior reducdo (50,8%). Em relacdo ao ALT, o grupo GI1% apmeseeducdo de
24,05% em relacdo ao grupo GSS, seguido pelo GI5% (13,93%). Ossvalore
encontrados para o paramefr&T mostram que houve um aumento neste parametro

nos grupos GFIT e GI5%, de 14,86% e 4,47%, respectivamente.

Tabela 12: Valores meéedios de aspartato aminotransferase (AST), nalani
aminotransferase (ALT), gama glutamil transpeptidase (y- GT) em soro sanguineo de
coelhos e feridas tratadas com solucdo salina (GSSatcexte inga 1% (G11%) e 5%
(G15%) e pomada FitosCafGFIT) apds 14 dias de tratamento. % Variacdo comparada
ao grupo solucao salina.

Grupos AST (U.]) ALT (U.D) v-GT (U.])
Média c %Var Média o %Var Média o %Var
GSS 49,83 19,56a 61,00 36,92a 11,17 4,12a

GI1% 37,33 11,64a -25,1 46,33 10,71a -24,05 10,17 1,47a -8,95
GI5% 245 4,42a -50,8 52,50 16,62a -13,93 11,67 4,08a 4,47

GFIT 32,67 6,98a -34,4 64,67 31,66a 6,02 12,83 4,79a 14,86
Legenda: Dados expressos em média e dgmdido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Os resultados foram semelhantes aos de ALVARENGA (2008) ewbgeevou
reducdes nos niveis sanguineos das enzimas AST e ALT ehosaom feridas e
tratadas com géis de extrato de Cissus verticillata

As aminotransferases catalizam a transferéaeersivel de grupos amino de um
aminoacido para o alfa-ceto-glutarato, tendo piridoxafafoscomo coenzima. As
reacdes catalisadas por estas aminotransferases exmpéis centrais tanto na sintese
como na degradacdo de aminoacidos, atuando como uma piwate aretabolismo de

aminoacidos e carboidratos.
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Niveis elevados da enzima AST ocorrem em hepatitesciofsas, hepatopatias
cronicas, ictericias, infarto do miocéardio. Atividaddsvadas de ALT ocorrem em
doencas hepatobiliares, uma vez que esta enzima é edeommacipalmente no
citoplasma do hepatécito. Em dano hepatocelular leve urderdo da enzima
citoplasmatica, a ALT (LIMA, 1985). Niveis muito elevadies AST e ALT sugerem a
presenca de hepatite viral aguda ou obstrucdes nas vias sbilRe®s resultados
encontrados neste experimento podemos sugerir que emehbeart ocorrido reducdes
das aminotransferases, seus valores ainda encontragthaatas aos do grupo tratado
com solucédo salina, o que descarta a possibilidade de wrhdaatico causado pelo
extrato de inga.

A enzimay-GT é uma enzima sensivelmente indicadora de doencas hepéticas
(MURRAY et al., 1994). Esta presente principalmente no figaa® e pancreas, e atua
no transporte de aminoacidos e peptideos por meio das masoedulares, na sintese
proteica e na regulacdo dos niveis de glutationa teciduatividade aumentada de
GT pode significar, dentre outras doencas, esteatose hepépedites medicamentosas
e infecciosas, neoplasmas, fibrose cistica ou cgmostatico ou a inducdo de aumento
de sua atividade por determinados farmacos (MOTTA, 2003).

A avaliacdo dos parametros sanguineog@d, AST e ALT demonstraram que
0S compostos testados por via tépica ndo ocasionaraosedelversos significativos no
metabolismo hepéatico dos coelhos, portanto, ndo sendsidecados toxicos para
figado.

A tabela 13 apresenta os resultados para bilirrubina tévafatase alcalina. A
atividade da fosfatase alcalina do GI5% aumentou 9,6% end@oeke grupo GSS.
Resultado diferente foi obtido pelo GI11% que reduziu 7,1% dapae ao GSS. Estes
resultados foram semelhantes aos de ALVARENGA (2008). Alisanas resultados
de bilirrubina total, os grupos GFIT e GI5% apresentaram redulgd28,3% e 30,3%,
respectivamente quando comparados ao grupo GSS. Esta dife@eniga significativa

pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 13: Valores médios de bilirrubina total e fosfatase alcalinaserm sanguineo

de coelhos tratados com solucao salina (GSS), extratgéd % (G11%) e 5% (G15%)

e pomada Fitosc8r(GFIT) ap6s 14 dias de tratamento. % Variacdo comparada ao
grupo solucéo salina.

Grupos Bilirrubina total (mcg/dL) Fosfatase alcalina (U/L)
Média o %Var Média o %\Var
GSS 20,07 3,91a 59,00 15,27a
Gl1% 19,47 5,56a -3,0 54,83 15,05a -7,1
GI15% 13,98 3,01a -30,3 64,67 12,96a 9,6
GFIT 14,39 6,69a -28,3 58,17 44,40a -1,4

Dados expressos em média e deguidrio (o). As médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% delglidlbae pelo Teste de Tukey.

A fosfatase alcalina (FAL) é uma enzima fosfohidrolasepstrada em varios
tecidos, com maiores concentracdes no figado, ndiemitétrato biliar e nos 0ssos. No
figado, a FAL € secretada pelos hepatocitos e pelas célalanucosa do trato biliar.
Geralmente qualquer hepatopatia ativa pode aumentar o®svaler FAL, mas as
maiores elevacdes nos niveis da enzima ocorrem nosdmsdrstrucdo do trato biliar.
Nos casos de drogas hepatotoxicas, as elevacbes da enzima es@oesm
(VASCONCELOS et al., 2007).

A hiperfosfatasemia alcalina ocorre na obstrucéo intpétiea em carcinomas
hepatocelulares, hepatites, cirroses, por efeito derstivefarmacos (anti-fungicos,
benzodiazepinicos, anabolizantes, anti-hipertensives anti-inflamatérios néo
esteroidais). Os resultados na tabela 13 mostram quelaresvde fosfatase alcalina
foram semelhantes entre os grupos tratados com exigaiioga 1% e 5% e 0 grupo
tratado com solucéo salina, o que € um indicativo que asime presentes no extrato
ndo exerceram efeito de elevar a atividade dessa enzima.

As bilirrubinas sdo produtos da quebra da molécula heme dagludyina.
Cerca de 70% a 80% da bilirrubina sdo provenientes da destruigaerittdcitos
velhos, 15% de fontes hepaticas, e o restante é pratemia destruicdo das hemacias
defeituosas na medula 6ssea. Quando o valor sanguineo rddib#irtotal esta elevado
0 paciente pode apresentar ictericia. Os resultados tlabs#ho ndo apresentaram
elevacédo de bilirrubina nos animais tratados com extraittgde o que sugere que estes
animais ndo apresentaram quadro de ictericia ou dano leepatic

A tabela 14 apresenta os resultados de glicose, triacilgjlieezolesterol total.
Os resultados mostram que ndo houve diferenca significpi@ teste de Tukey

(p>0,05) entre os grupos para estes trés parametros analisados.

61



A concentragdo de glicose no plasma n&o variou enttea@snentos. Houve
reducao insignificante nos valores de glicose quando cahpao grupo tratado com
solucéo salina.

Em relacdo as concentracBes de triacilglicerdis, ssltaglos mostram que
houve uma reducdo em todos os grupos quando comparado ao @ugdm salina,
embora nao tenha ocorrido diferenca estatisticamenéicativa pelo teste de Tukey.
O grupo GI5% apresentou maior reducado (55,1%), seguido pelos g &pb150,9%)
e GlI1% (19,5%).

A analise do colesterol mostrou que os grupos tratados doatcede inga 1% e
5% apresentaram reducdes de 18,2% e 10,9% quando comparado aG$Bupia o
grupo tratado com Fitos¢aapresentou um aumento de 25,9%.

Tabela 14: Valores médios de glicose, triacilglicerol e colesteiotal em soro
sanguineo de coelhos tratados com solucéo salina (GS@jpeade inga 1% (GI11%) e
5% (GI5%) e pomada Fitos€anGFIT) apés 14 dias de tratamenfih. Variacdo
comparada ao grupo solucao salina.
Grupos Glicose (mg/dL) Triacilglicerol (mg/dL) Colesterol (mg/dL)
Média o %Var Média o %Var Meédia o %Var
GSS 113,0 9,03a 71,80 49,17a 54,52 13,0l1la
Gl1%  108,7 6,8a -3,8 57,8 32,69a -19,5 44,60 28,80a -18,2
GI5% 1115 7,42a -1,3 32,20 13,65a -55,1 48,53 08,08a -10,9
GFIT 1095 8,02a -3,12 352 17,89a -50,9 68,67 37,62a 25,9
Legenda: Dados expressos em média e dgmadido (c). As médias seguidas de pelo menos

uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey. N=6.

A nutricdo é um dos aspectos determinantes no sucessoodessw de
cicatrizacdo, pois a dinamica da regeneracdo tecidual exigeadequado estado
nutricional do paciente e consome boa parte de suas resswyporais. Estudos
realizados por DEALEY (2001) mostraram que pacientes desnutmjgi@sentaram
cicatrizacdo deficiente e, apds a introducdo de nutrigikavenosa nestes mesmos
pacientes, houve melhora significativa na cicatrizacao.

As calorias fornecidas por carboidratos e lipideos pilissn que as proteinas
sejam destinadas para seus fins construtivos e impedédserem convertidas a glicose
e consequentemente energia. Além disso, glicose € @patifonte de energia para
fibroblastos e leucécitos e sua caréncia resultargrejizo no funcionamento celular
(PAVLETIC, 2010). J& os lipideos estdo envolvidos na prouigienergia e formacao

de novas células.
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Os resultados de carboidratos e lipideos, apresentadostnabstao, mostram
gue os tratamentos utilizados ndo influenciaram no mesatml energético dos
animais. Além disso, pode-se sugerir que as lesbes induz@asamimais nao
provocaram um catabolismo enérgico consideravel, wem que os valores de

carboidratos e lipideos foram semelhantes entre os grupos

5.3.3 Avaliacao clinica dos animais e feridas

A frequéncia de aplicacdo de um potencial fitoterapicoasda padronizada na
literatura. Também néo esta padronizado o uso do fitoterdjpicral associado ao uso
tépico, o que poderia potencializar o seu efeito curativoteNestudo foi escolhido o
tempo experimental de 14 dias, assim como outros estudos Qgaenusamesmo
periodo de avaliagdo (TRESVENZOL et al., 2013; SERVIO et al., 2011).

Durante todo o estudo, as feridas e queimaduras nao aprasersenais
macroscopicos de infeccdo nos grupos. A partir do segundie dilmtamento, houve
formacdo de uma crosta nas feridas em todos os grupaadagalTambém néo foi
constatada perda de peso dos animais ap6s os primeirda diasrgia e nem durante o
experimento. Ao final de 14 dias, a média do peso dos mallhmentou em 450g. A
reducdo do peso esta relacionada com processo inflamatargual ocorre producao
de interleucinas inflamatorias e fator de necrose tuniesse, por sua vez, pode causar
perda de peso, devido a estimulacdo da elevacdo da leptiS&CKRMALINI et al.,
2005).

A Tabela 15 apresenta os valores de indice de contragpre¢sa em %) das
feridas cirurgicas produzidas por lamina de bisturi (Feridar@gihos e tratados com
extrato de ingad nas concentracfes 1 e 5% e substamia®les. A representacao

fotografica do indice de contracéo esta representabiuiaa 20.
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Tabela 15: Percentual médio de contracdo em relagdo ao tamantwabdgs feridas
dos grupos tratados com solugdo salina (GSS), extrato de In¢&11%), extrato de
Ingé 5% (G15%) e pomada FitosEdGFIT) no 72, 102 e 14 dia pds-operatorio.

Grupos indice de Contracdo da Ferida (%)
7° dia 10° dia 14° dia
Média c Média c Média c

GSS 13,29 9,91a 40,33 24,1a 79,97 7,74a,b
Gl1% 13,27 19,18a 35,61 12,51a 80,59 5,72b
GI15% 19,25 10,52a,b 60,88 7,72a 69,94 11,17a,b
GFIT 41,42 16,74b 48,46 19,94a 65,51 10,75a
Valordep 0,009 0,092 0,022

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddva% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

No 7° dia, os grupos tratados com FitoSeaextrato de Inga 5% apresentaram
as maiores porcentagens de contracdo da ferida, reduzéngd@a da ferida em 41,4% e
19,2%, respectivamente (Tabela 15).

No 10° dia as maiores porcentagens de contracdo da feraa @otidas nos
grupos GI15% (60,88%), seguida pelos grupos GFTI (48,46%), GSS (40,33%Ye Gl
(35,61%). Ao se comparar cada grupo com o grupo controle ne¢@$®), verifica-se
gue o GI15% foi o que apresentou maior porcentagem de can(&i) (Tabela 15).

No 14° dia, o grupo Gl1% apresentou maior indice de c@atr@P%) e o grupo
GFIT, o menor indice (65%). N&o houve completo fechamergded@as no tempo
avaliado.

A tabela 16 apresenta o indice de contracdo em relacdtevsalos de medida,
ou seja, entre 0 1° e 7° dia de tratamento, entre 0P dia, entre 0 10° e 14° dia, e por
fim, entre o 7° e 14° dia. O objetivo desta analise separada os dias foi avaliar o
efeito de cada tratamento nas fases inflamatoria efgyatdiva da cicatrizacdo. Ha
também, nesta tabela, a taxa de contracéo diaria §)Chlie consiste na relacdo entre

indice de contracdo no periodo avaliado dividido pelo nuchertias deste periodo.
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Tabela 16:Percentual médio de contragcdo da ferida em relacaoraaiate de tempo e
a respectiva taxa de contracao diaria (IC/Dia) dos grupbedtrs com solucdo salina
(GSS), extrato de Inga 1% (Gl1%), extrato de Inga 5% (GI5%) e gmRkoscal
(GFIT) no P, 1 e 12 dia pds-operatorio.

Grupos indice de Contracdo da Ferida (%)
1°-7° dia 7°-10° 100-14° 70-14° 10-14°
Média Média Média Média Média
GSS 13,29 27,04 39,64 66,68 79,97
Gl1% 13,27 22,34 44,98 67,32 80,59
GI15% 19,25 41,63 9,06 50,65 69,94
GFIT 41,42 7,04 17,05 24,05 65,51
Taxa de Contragdo Diaria da Ferida (%)
IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/dia
GSS 1,89 9,01 9,91 9,52 571
Gl1% 1,89 7,44 11,24 9,62 5,75
GI15% 2,75 13,87 2,26 7,24 4,99

GFIT 591 2,38 4,26 3,44 4,67

Ao analisar os resultados baseado nas fases da cicairizaspdemos observar
que durante a fase inflamatéria (periodo entre o 1° e Y° Fitascaf apresentou
melhores resultados, reduzindo a area da ferida em 41%etdfd, durante a fase
profilerativa (7° ao 14° dia), extrato de inga nas conaedés de 1% e 5% foram
melhores que o medicamento fitoterapico do mercado Fifyscapazes de reduzir
area da ferida em 67,3% e 50,4%, respectivamente. J& oafitapresentou contracdo
de ferida de apenas 24,09% (Tabela 16).

Ao analisar a taxa de contracdo diaria (IC/dia), olassevuma dinamica dos
resultados e dos tratamentos aplicados, 0 quenasdsugerir uma “rota” adequada
para melhor cicatrizacdo para este est(ifabela 16). O medicamento Fitosta¥
claramente melhor no processo cicatricial na primet@@a da cicatriza¢do, com indice
de contracdo diaria de 5,91%, ou seja, a cada dia a aremidiareduz em 5,9%.
Posteriormente a esta fase, percebe-se pelos val@mssdie contracdo que o seu
efeito ndo € mais expressivo. Na fase proliferativarhA mudanca de comportamento
entre os tratamentos. O extrato de inga na concentdec&®o foi capaz de atingir uma
taxa de contracao diaria de 13,87% entre o periodo doID°atia. Este valor € quase
sete vezes superior ao que foi obtido pelo Fit§4€aB8%). Ainda na fase proliferativa,
entre o 10° e 14° dia o extrato de ingad 1% atinge uma taxardeacdo diaria de
11,24%, ou seja, aproximadamente trés vezes melhor que caFita8bservando estes

valores, e tendo como objetivo acelerar a cicatrzagia sequéncia de tratamentos se
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apresenta neste estudo através dos dados da tabela 16. & seduéncia de
tratamentos seria Fitos€ana fase inflamatéria e extrato de inga 5% e 1% na fase
proliferativa. Os indices de contracdo diaria no grupo doateom solucdo salina
também aumentaram a partir do inicio da fase proliferaiendo inclusive superiores
aos valores de Fitos€ar

A contracdo da ferida é considerada um indicativo do patetheicicatrizacéo,
ou seja, quanto melhor a cicatrizacdo maior € a pagemt de contracdo (BRITO et
al., 2001). Os curativos geralmente sdo utilizados em fecidagicas limpas, corte
pequenos, suturas e escoriacdes. Os curativos tem cortivosbjauxiliar o organismo
a promover a cicatrizacao; eliminar os fatores desfae@m@ue retardam a cicatrizagdo
da lesdo e diminuir a infeccdo cruzada, por meio de #nic procedimentos
adequados.

Os resultados encontrados neste trabalho podem seragididaseados nas
propriedades dos compostos bioativos presentes na pomadeafijtno extrato de
inga e também nos efeitos da solu¢do salina.

O medicamento Fitoscar € composto por extrato seco da casca de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecido por barbatitgoincipal
caracteristica do barbatimdo quanto aos seus efeitdicinas € justificada pelo
elevado teor de taninos na composicdo de sua casca,20nare50% (LIMA et al.,
2010). Para tratar feridas, queimaduras e inflamacdes, o aotle@ptico dos taninos
pode ser explicado por sua capacidade de formar pontes de hidrogéligacdes
hidrofébicas duradouras com proteinas formando o complexootaroteina. Este
complexo, por ser insolivel em agua, forma uma carpadietora, crosta, sobre a
lesdo, favorecendo a hemostasia ap0s a injuria e impedindesenvolvimento de
microrganismos (HERNANDES et al., 2010; HASLAM, 1996). Outra prdpde que
contribui para o efeito cicatrizante do barbatimam éstimulo a proliferacdo de
gueratindcitos circundantes a regido lesionada, o queigddeilitar a re-epitelizacéo
da ferida. Os taninos tém a capacidade de aumentar odmégacdes cruzadas entre
as fibras coldgenas presentes na matriz extraceduldtiando na orientacdo destas
fioras (HERNANDES et al., 2010).

Estudos mostraram que extrato de barbatimdo tem ac8eéumita contra cepas
de Staphylococcus aureuStaphylococcus epidermidis (FERREIRA et al.,, 2010;
COSTA et al., 2011), Escherichia coli (SOUZA et al.,, 2007a) e Candida radbica
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(ISHIDA et al., 2006). Acdo antibacteriana e antifungicidav@velmente contribuiram
para acelerar a cicatrizacao na fase inflamatorisa desna obtendo maior IC.

A eficiéncia dos fitoterapicos no processo de cicatéimaesta relacionada,
principalmente, aos flavonoides. Os resultados da prospditg§oimica realizadas
neste trabalho detectaram a presenca de flavondaesps e saponinas no extrato da
casca de inga. Flavondides sdo capazes de inibir as ertzaioasxigenase (COX) e a
5-lipoxigenase, enzimas importantes no metabolismo do aadoiddnico. A COX é
uma enzima responsavel pela sintese de prostaglandimesb®xanos a partir do acido
araquidénico e é encontrada sob duas isoformas (COX-1 eZpOXCOX-1 é uma
enzima constitutiva, presente em quase todas as cémgsanto a COX-2 € uma
enzima induzida, sendo altamente expressa em célulasonald@s ao processo
inflamataério, incluindo macréfagos e leucocitos (KIMakt 2004). Além da COX, os
flavonoides também parecem inibir a fosfolipase @LAy), principal enzima
responsavel pela liberacdo de acido araquiddnico (preculssaicosanoides) a parti
da membrana (KIM et al., 2004).

Além disso, compostos fendlicos séo utilizados para elevaficacia do
processo de cicatrizacdo, agindo como antioxidantes, ardioanos, anti-
inflamatérios e moduladores do sistema IMQA&IRA, 2008).

Durante os dias analisados, observou-se que o grupo tcatadsolucdo salina
e 0 grupo tratado com extrato de ingad 1% apresentarantackmilsemelhantes em
relacdo ao indice de contracdo da ferida. Por se ttatam experimento com animais
higidos e com feridas limpas, ou seja, ndo houve amdie&cepas de bactérias e/ou
fungos no leito da ferida, espera-se um processo deizacs@io normal. A aplicacdo de
solucdo salina diariamente proporcionou a ferida um emtdilimpo e Umido,
auxiliando, portanto na cicatrizacdo. Estudos de cicafiizeem feridas limpas e
contaminadas tratadas com solucéo salina e mel mostrarandgumuve diferenca no
tempo médio de cicatrizagcdo nos grupos de ferida limpadaatcom mel e solucdo
salina. Entretanto, nas feridas contaminadas com [cté tempo médio de
cicatrizacdo foi menor no grupo tratado com mel. Os asitatribuiram este resultado a
capacidade do mel em estimular a resposta imunoldgica al#dequportanto acelerar a
cicatrizacdo (ALVES et al., 2008).

A Figura 20 apresenta os aspectos macroscopicos das fevidamlnda fase

inflamatéria (7° dia) e na fase proliferativa (14° dia).
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Figura 20: Representacdo fotografica da evolucdo da contracdo dassfecontroles e

experimental Grupo tratado com solucao salina (GSS), extrato de Ing&G1%84), extrato de
Inga 5% (G15%) e pomada Fitoscar® (GFIT). F1 = feridazFRieimadura.

A Tabela 17 apresenta os resultados da estereologia. A Flguegpresenta
fotomicrofragias do tecido cicatricial de feridas, cprasenca de tecido de granulacéo,
neovasos, fibroblastos e células inflamatorias corgmas hematoxilina-eosina. A

Figura 22 apresenta fotomicrografias do colageno tipo | edigda com pricosirius.

Tabela 17: Resultados estereoldgicos de densidade volumétrica @év)vasos
sanguineos, fibroblastos, células inflamatéria (cindicé de maturacdo do colageno
(IMaC) para feridas em coelhos tratados com solughitas(GSS), extrato de Inga 1%
(GI1%), extrato de Ingd 5% (GI5%) e pomada FitdSc@@FIT) apds l4dias de
tratamento.

Grupos Estereologia da Ferida (%)
VV_vasos Vv_fibroblastos Vv _ci IMaC
Média o Média o Média o Média o
GSS 4,24 22la 11,61 3,95a 6,07 1,36a 12,61 1,31b
Gl1% 4,05 25l1a 1502 212a 94 4,43a 18,00 2,1a
GI5% 517 3,43a 10,23 2,48a 10,95 5,4a 14,28 2,2ab
GFIT 353 0,78a 9,95 256a 10,54 565a 12,15 1,91b

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddéve% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

68



O grupo tratado com extrato de inga 5% apresentou maior pageemde vasos
neoformados, sendo os valores médios 32% acima daquel@strados pelo grupo
GFIT e 18% acima do grupo GSS. A angiogénese, independentet@wsentos, foi
importante, conferindo suporte necessario para que o poodesseparacao tecidual
evoluisse de forma satisfatéria para todos os grupasyamque ao final do tratamento
o IC entre eles né&o foi estatiscamente significativo.

O grupo tratado com extrato de ingd 1% apresentou maior pageemtde
fibroblastos, sendo os valores médios 34% acima daquetesteados pelo grupo
GFIT e 23% acima do grupo GSS. O grupo tratado com extrato de ingani8érm
apresentou maior porcentagem do IMaC, sendo os aumentethantes aos resultados
encontrados para fibroblastos. A producdo de colageno ektéonada com a
guantidade de fibroblastos. Resultados semelhantes foi@nteados por PAGNANO
et al. (2008) e GONCALVES et al. (2013) que investigaram textregetal da espécie
Brassica oleracea no processo cicatricial e obtiveranoresaivalores médios de
fibroblastos e indice de maturacdo do colageno eméelags grupos controle. Pelos
resultados pode-se sugerir que 0os compostos bioativos eesentextrato de inga
promoveram a producéao de fibroblastos e aumento do indicatdeagéio do colageno.

Os resultados de atividade antioxidante, neste trababstram que extrato de
Inga subnuda apresentou bons resultados para atividade antiexistotdos apontam
gue baixas taxas de espécies reativas de oxigénio estirmayamlucao de fibroblastos
e que radicais livres em contato com culturas de fibrtddasibem seu crescimento
(SHUKLA & PATNAIK, 1998). A atividade antioxidante do extrato ihga pode ter
contribuido para manter baixa a taxa de radicais livae®gidao da ferida, permitindo e
estimulando a producéo de fibroblastos, o que poderia jastdianaior densidade de
vasos encontrados no grupo tratado com extrato de inga 1%.

Os grupos GI5% e GFIT apresentaram as maiores porcentagersuldes c
infamatérias, o que também pode ser observados na Figura C2D). (
Histologicamente, ao 14° dia estes grupos apresentaragdoremflamatoria,
caracterizada pela presenca de elementos celulanegresenca de neutréfilos e outras
células leucocitarias. Estes resultados foram sentethaos estudos realizados em
feridas cirargicas induzidas em cobaias e tratadas cdne relcar mascavo por 14
dias (DOS SANTOS, 2012). Os autores atribuiram a persisténaeudgdfilos nas

feridas apds 14 dias a presenga de contaminacédo, de aoandss swabs realizados. A
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presenca de células inflamatorias, como os neutr6filos,14P dia do processo
cicatricial, ndo estdo de acordo com o citado pedmattira (SINGER & CLARK,
1999), que afirmam que os neutréfilos sdo as principais séueontradas na fase

aguda da inflamacéo e que depois se degeneram, nao estandoes@ntes.
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Figura 21: Fotomicrografia de cortes transversais do tecido cicdtdaipele de coelhos no 14°
dia de tratamento. As setas indicam a presenca de vasaci@), de granulagdo (tg), células
inflamatodrias (ci) e fibroblastos (fb). (A) grupo tratadoncsolucdo salina 0,9%; (B) tratado
com extrato de inga 1%, (C) tratado com extrato de inga 5#)etratado com pomada

Fitoscaf’. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 200X.

Figura 22: Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizagdongogtra a distribuicdo
das fibras de colageno tipo | (vermelha) e Il (verde) satecicatricial da pele de coelhos
apos quatorze dias de tratamento. (A) grupo tratado con@sadatina 0,9%; (B) tratado com
extrato de inga 1%, (C) tratado com extrato de inga 5%)erdtado com pomada Fitos€ar
Coloragéo: Picrosirius. Aumento: 200X.
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A Tabela 18 apresenta os valores de indice de contraggreg¢sa em %) das
gueimaduras produzidas por bisturi elétrico em coelhos edgatadn extrato de inga e

controles em diferentes dias de avaliag&o.

Tabela 18: Percentual médio de contracdo em relacdo ao tamanbpmabrdas
gueimaduras dos grupos tratados com solucéo salina (GSSp eetlaga 1% (G11%),
extrato de Inga 5% (GI5%) e pomada FitoScéBFIT) no P, 1 e 14 dia p6s-
operatorio.

Grupos indice de Contracéo da Queimadura (%)
7° dia 10° dia 14° dia
Média c Média c Média c

GSS 5,46 15,38a 29,02 23,6a 64,67 19,1a
Gl1% 8,97 13,55a 34,66 21,48a 72,11 15,7a
GI15% -2,42 14,96a 51,07 20,88a 64,64 11,68a
GFIT 14,25 16,39a 31,08 30,79a 44,41 28,28a
Valordep 0,306 0,412 0,12

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddéV&} de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

No 7° dia de tratamento, os grupos tratados com Fifbeeatrato de Inga 1%
apresentaram as maiores porcentagens de contracdo dadywajmeduzindo a area em
14,25% e 8,97%, respectivamente (Tabela 18). Em todos os ghopee uma
expansao inicial da ferida, seguida por contracdo. Outradasstambém observaram
esta variacao e, atribuiram esta diferenca a Bairaentripeta pela tensdo elastica da
pele circunjacente, pela perda de aderéncia a fascia geotudevido a mobilidade e
falta de aderéncia da pele dos coelhos (OLIVEIRA et al., 2DAEB SANTOS et al.,
2012).

No 10° dia, os resultados mostraram que nao houve difesgrglicativa entre
os grupos (p>0,05), e as maiores porcentagens de contragdo da queimadana for
obtidas pelos grupos GI5% (51,07%) e G11% (34,66%).

No 14° dia, o grupo tratado com extrato de inga 1% apreseiatiou imdice de
contracgdo (72,11%) e o Fitostg#4,41%), o menor. N&o houve completo fechamento
das feridas no tempo avaliado.

A tabela 19 apresenta o indice de contracdo em relacitterwyslos de medida,
ou seja, entre 0 1° e 7° dia de tratamento, entre 0P dia, entre o0 10° e 14° dia, e por
fim, entre o 7° e 14° dia. O objetivo desta andlise seépaatre os dias foi avaliar o

comportamento de cada tratamento nas fases inflamatpr@iferativa da cicatrizagao.
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Ha também nesta tabela a taxa de contracdo diariaig)Géeh cada periodo de
observacao descrito acima.

Tabela 19: Percentual médio de contracdo da queimadura em relaigenalos de
tempo e a respectiva taxa de contracéo diaria (IC/Dia) dpegtratados com solucao
salina (GSS), extrato de Inga 1% (GIl1%), extrato de Inga 5% (G&Ydmada
Fitoscaf (GFIT) no P, 10 e 14 dia p6s-operatorio.

Grupos indice de Contracéo da Queimadura (%)
1°-7° dia 7°-10° 100-14° 70-14° 10-14°
Média Média Média Média Média
GSS 5,46 23,56 35,65 59,21 64,67
Gl1% 8,97 25,69 37,45 63,14 72,11
GI5% -2,42 53,49 13,57 67,06 64,64
GFIT 14,25 16,83 13,33 30,16 44,41
Taxa de Contracéo Diaria da Queimadura (%)
IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/dia
GSS 0,78 7,85 8,91 8,46 4,62
Gl1% 1,28 8,56 9,36 9,02 5,15
GI15% -0,35 17,83 3,39 9,58 4,62
GFIT 2,04 5,61 3,33 4,31 3,17

Legenda: Dados expressos em média e deadido (o). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddVe&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Ao analisar os resultados baseado nas fases da cicabrizaapdemos observar
que durante a fase inflamatéria (periodo entre o 1° e Y° Fitascaf apresentou
melhores resultados, reduzindo a area da queimadura em 1&£@g&&tanto, durante a
fase proliferativa (7° ao 14° dia), extrato de inga nacemracdes de 1% e 5% foi
melhor que Fitosc&r reduzindo a &rea da queimadura em 63,14% e 67,06%
respectivamente, enquanto FitoSceontraiu em apenas 30,16% (Tabela 19).

Ao analisar o indice de contracdo por periodo e a daxa&ontracdo diaria
(Tabela 16) observa-se uma dinamica dos resultadostpatiasentos aplicados, o que
podemos sugerir uma ‘“rota” que apresenta uma cicatrizacdo mais rapida para
queimadura no modelo proposto neste trabalho. Fitdécamelhor na primeira etapa da
cicatrizacdo, com IC/dia de 2,04%, ou seja, a cada &@iaaada ferida reduz em 2,04%.
Depois desta fase, percebe-se pelos valores diarios ttag@mnque o seu efeito ndo é
mais expressivo. Durante a fase proliferativa ha uma madé¢comportamento entre
os tratamentos. O extrato de inga 5% foi capaz de atimgér taxa de concentracéo
diaria de 17,83% entre o 7° e 10° dia. Este valor é cert@sl®#ezes maior daquele

encontrado pelo Fitos¢a(5,61%) no mesmo periodo. Ainda na fase proliferativagentr
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0 10° e 14° dia, extrato de ing4d 1% atingiu uma taxa deagéot diaria de 9,36%,
também cerca de trés vezes melhor que o Fitds€irservando estes valores, e tendo
como objetivo acelerar o processo de cicatrizagdo, emaésacia de tratamentos esti
clara e desenhada na tabela 19. A melhor sequéncia de traisrpara este estudo
seria Fitoscdt na fase inflamatéria e extrato inga 5% e 1% na faséfqailva com
incluséo de solucéo salina para limpeza local.

Uma das graves causas de morbidade e mortalidade em tododo 5o
gueimaduras térmicas, o0 que resulta em uma grande quardt@ddspesas e custos em
cuidados de saud®.tratamento clinico da perda de pele devido queimaduras owsferida
graves ainda é um grande problema em procedimentos cirurdicescolha de um
agente terapéutico para o tratamento de queimadura e fet@asia melhorar
idealmente uma ou mais fases da cicatrizagcdo, sem prodakiuer efeito nocivo para
a area ferida ou mesmo para o individuo tratado (SUMITHR ,e2005).

Os resultados deste trabalho mostrou que extrato de ing#/4d apresentaram
efeito cicatrizante na queimadura, acelerando o fechamdat ferida na fase
proliferativa. Além disso, promoveu fibroplasia, angiogge e maturacédo do colageno.
Estudos realizados com extrato de Arnebia genus em queimaduraslasdem ratos
mostrou que os grupos tratados com A. genus apresentardoraned reepitelizacao,
proliferacdo de fibroblastos e na sintese de colageno KASHESFAHANI et al.,
2012). Estes resultados mostram que o uso de produtos tradipimdhizidos a partir
de plantas medicinais € uma alternativa no processucd#izacao, bem como para
reduzir os encargos financeiros (XIAO-BO et al., 2012).

RIBEIRO et al. (2013), em seu trabalho, também induziu queimaghaas
bisturi elétrico em coelhos albino Nova Zelandia. O atrdou as feridas com solucéo
salina e plasma rico em plaquetas. Em 14 dias de trataraeferidas tratadas com
solucéo salina e plaquetas apresentam contracao de 3B%e, respectivamente. Em
21 dias as mesmas queimaduras apresentaram contracdo de 52,2% .eEntretanto,
os resultados neste trabalho mostram que aos 14 diaatdednto as queimaduras
tratadas com extrato de inga 1% e 5% apresentaram IC de 78,64%%, quase o
dobro do valor encontrado por RIBEIRO et al. (2013) para queiraa tratadas com
plaguetas no mesmo periodo.

A tabela 20 apresenta os resultados dos parametrosoEgi@es para
gueimaduras tratadas com extrato de inga. A figura 23 (A a D¥eapeeo tecido

cicatricial da queimadura, mostrando o tecido de granulagisns neoformados,
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fibroblastos e células inflamatorias. A Figura 24 apresastfibras colagenas do tipo |
(vermelha) e tipo Il (verde) do tecido cicatricial da iquaalura nos grupos.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca signiicatitte os grupos
para os parametros densidade de vasos (Vv_vasos), densidadératdastos
(Vv_fibroblastos) e densidade de células inflamatérias (YvQ@igrupo tratado com
ingd 1% apresentou maior porcentagem de vasos sanguineosoldagitms. Os
resultados mostram que houve diferenca entre os grupoe patee de maturacdo do
colageno (IMaC) pelo teste de Tukey. Grupo tratado com solsgfina (GSS)
apresentou maior IMaC (15,46%) e o grupo GI5% (8,89%) o mé&sbes resultados
foram semelhantes aos de RIBEIRO et al. (2013) que obserlaargdise histoldgica
maior presenca e organizagdo das fibras coladgenas em quemgratadas com plasma
rico em plaquetas aos 14 dias de tratamento.

Tabela 20: Resultados estereoldgicos de densidade volumétrica (Vv) \zesas,
fibroblastos, células inflamatdria (ci) e indice deturacdo do colageno (IMaC) para
gueimaduras em coelhos tratados com solucdo salina (@88to de Inga 1%
(GI1%), extrato de Ingd 5% (GI5%) e pomada Fitd3c@BFIT) ap6s l4ddias de
tratamento.

Estereologia da Queimadur

Grupos (%)
VV_vasos Vv_fibroblastos Vv _Ci IMaC
Média c Média c Média c Média c
GSS 363 049a 6,18 0,66a 7,80 4,54a 15,46 0,41a
Gl1% 7,22 262a 10,33 3,00a 6,65 1,41la 10,93 0,75b
Gl15% 450 053a 7,22 0,89a 9,21 242a 8,89 0,15c
GFIT 528 1,84a 6,75 145a 431 045a 12,74 0,33d

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.
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no 14° dia de tratamento. As setas indicam a presenca de(vadesido de granulacdo (tg),
células inflamatodrias (ci) e fibroblastos (fb). (A) grupatdado com solugéo salina 0,9%; (B)
tratado com extrato de inga 1%, (C) tratado com extratogde5% e, (D) tratado com pomada
Fitoscaf’. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 200X.

Figura 24: Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizagéo distribuicdo das fibras
de colageno tipo | (vermelho) e lll (verde) de queimaduras@ethos apds quatorze dias de
tratamento. (A) grupo tratado com solugéo salina 0,9%tréBdo com extrato de inga 1%,
(C) tratado com extrato de ingad 5% e, (D) tratado com panfitbscaf. Coloraco:

Picrosirius. Aumento: 200X
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5.4 Analise dos resultados de feridas e queimaduras tratadas comtrato de

Pseudopiptadenia contorta

5.4.1 Parametros hematoldgicos
A tabela 21 apresenta os valores hematologicos de refengara coelhos e a

tabela 22 apresenta os resultados hematoldgicos déstle.e®s resultados mostram

gue todos os parametros mantiveram-se dentro dos padrdesniidade conforme

dados da literatura.

Tabela 21: Valores hematolégicos de referéncia para coelhos maeadagos,

encontrados na literatura.
Referéncia ERT HCT HGB VCM HCM CHCM PLT LEU LINF MON GRA

10°mm % gdi L Pg gdL 10%mn? 100mnt % % @ %

Brito et al. 33,0a 10,0a 57,8a 17,1a 29,0a 250,0a £5,2a 30,0a 10a

20045,1a79 55 174 704 235 37,0 6500 125 850 40 7t
Campbell 36,6a 52a 250,0a 6,0a

2006 5,0a6,8 474 6,8 - - - 610,0 10,0 - - -
Paiva et al. 20,0a 6,0a 30,0

200645a7,0 415 136 - - - - 9,0 90,0 30,0 50,0
Quesenberry

1994 6,4 455 11,1 17,3 - 3100 130 53 48 39,0
Silva et al. 39,0a 114a 70,8 80a 36,0a 20a 2

200849a56 41 125 70,0a - 31,3a - 8,8 410 4,0 31,0
Trindade 73,7 33,4 59a

1954 5.2 - - - 145 50,0 6,5 40,0

Legenda: Contagem total de eritrocitos (ERT), hematocHGT(), hemoglobina (HGB),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina globular média (HCMhcentracdo
hemoglobinica globular média (CHCM), contagem de plaguetas)(Riohtagem total de
leucécitos (LEU), mondcitos (MON) e granulécitos (GRA). FO@ARVALHO, 2010.

Tabela 22: Média dos valores hematologicos grupos tratados cooc@wlsalina
(GSS), extrato de angico 1% (GA1%) e 5% (GA5%) e Fit6s(@FIT) aos 14 dias de
tratamento.

Grupos ERT HCT HGB VCM HCM CHCM PLT LEU LINF MON GRA

1°mm % gdl fL Pg gdlL 10Umn? 10%mnd % % %
GSS 560a 37,52 12,0a 67,0a 21,6a 3225a 262,3b 9,68a 46,2b 7,28a
GA1% 558 35,7a 11,6a 64,2a 20,8a 30,27a 3338a,b 6,65b 44,6b 8,02a
GA5%  5,82a 37,1a 11,Ca 63,8a 19,3a 32,72a 479,3a 6,36b 60,4a 6,45a
GFIT 558a 358a 11,7a 64,3a 211la 32,72a 428,2a,b 6,44b 449b 6,38a
Legenda: Contagem total de eritrocitos (ERT), hematocHGT(, hemoglobina (HGB),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina globular média (HCMpcentracdo
hemoglobinica globular média (CHCM), contagem de plaguetas)(Riohtagem total de
leucécitos (LEU), mondcitos (MON) e granulécitos (GRA). As médersuidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddéve% de probabilidade pelo Teste de

Tukey.
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Os resultados da Tabela 22 mostram que houve diferengaosrgrupos para os
parametros plaquetas, leucdcitos, linfoécitos e granukcEon relagdo as plaquetas,
grupos GA5% e GFIT apresentaram os maiores valores médimdn 82,7% e 63,2%,
respectivamente superiores ao grupo GSS.

Todos os grupos apresentaram reducdo na contagem deitiesiem ralacdo ao
grupo tratado com solucéo salina, que foi superior 32% enmamédirelacdo aos outros
grupos. Este resultado sugere uma pequena inflamacao nos gatgdssticom angico
e Fitoscaf. Apesar da solugdo salina ndo possuir atividade antisséptifato de
promover a limpeza diaria das feridas, protegeu contracesssa de inflamacédo
(ATIYEH et al., 2009).

Em relacdo aos linfécitos, o grupo GA5% apresentou ogesai@lores médios,
estando 30,7% acima do valor encontrado para o grupo GSSut@s @rupos
apresentaram resultados semelhantes ao grupo GSS. Oss vd®reormalidade
encontrados na literatura para porcentagem de mondéadaatiferentes e contraditérios.
Confrontando os resultados obtidos com os valores datlite; observa-se que os
grupos GSS e GA1% apresentaram aumento de mondcitos, excetBAINA et al.
(2005), que consideram valores normais de 6 a 30% de monéoitsangue de
coelhos. Esta elevacdo no nimero de mondcitos podeossequéncia do processo
inflamatério. Eles possuem a funcdo de fagocitar pdagc mais volumosas, e
transformam-se em macréfagos nos tecidos. Mondécitnadédfagos estdo envolvidos
nas respostas inflamatéria e imunologica (MARCONCIN, 2008).

Os eosinofilos aparecem nas dltimas fases da repaggg@&sume-se que podem
estar relacionados a producéo de fatores de crescimento (EO&1991). Quando a
ferida completou o seu fechamento e os microrganismnam eliminados, os linfocitos
constituem o subsistema leucocitario mais abundante enda$s humanas
(ENGELHARDet al.,, 1998). Os linfocitos ndo somente sédo efetores ispumas
também, produtores de fatores de crescimento. De forraaehohesta etapa, eles sédo
atraidos para a regido da ferida em igual nUmero que o<itomné, a partir do décimo

guarto dia, sdo os leucdcitos que predominam na regido (BLO@NAK, 1994).
5.4.2 Parametros bioquimicos

A tabela 23 apresenta os resultados de proteinas tothisreirgd. Os resultados

mostram que houve diferenca significativa entre os grppos o parametro proteinas
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totais (p<0,05). Entretanto, as porcentagens de variacdo dos gmpelacéo ao grupo
GSS foram pequenas. Os grupos GFIT e GA5% reduziram 10% e 9,7%,
respectivamente, em relagéo ao GSS. Os resultados de allboosittam que 0S grupos
GSS e GA1% apresentaram os maiores valores médios, cory/d,87%,17 g/L. Nao
houve diferenca entre os grupos em relagao aos vaocestrados para albumina.

Os resultados encontrados foram semelhantes aos deRRB# lal. (2006) que
avaliou pardmetros sanguineos de coelhos higidos e satanflavonoides. Os niveis
normais de proteinas plasmaticas encontradas em cdédfidss foi em torno de 50 a
53 mg/dL e, de albumina foi da ordem de 4,0 a 4,5 mg/dL.

Tabela 23: Valores médios de proteinas e albumina em soro sangdeoelhos
tratados com solucéo salina (GSS), extrato de angico 1% ($5A1586 (GAS5%) e
pomada Fitosc&r(GFIT) ap6s 14 dias de tratamento. % Variacdo comparageupo
solucéo salina.

Grupos Proteinas totais (g/L) Albumina (g/L)
Média o %Var Média o %Var
GSS 60,15 2,63a 4,37 0,28a
GAl1% 56,47 3,05a,b -6,1 4,17 0,22a -4,6
GA5% 54,33 2,63a,b -9,7 3,99 0,27a -8,7
GFIT 54,15 1,85b -10,0 3,99 0,19a -8,7

Legenda: Dados expressos em média e deadi@o (o). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddVe&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Mais de 7% do plasma sanguineo consiste de proteinas coomirgbe
globulinas. A albumina plasmatica, o fibrinogénio, parteglabulinas e a protrombina
sdo formados no figado. A albumina é a mais importante paotglasmatica e
corresponde a cerca de 60% das proteinas plasmaticas totdds,gsen por volta de
40% esta presente no plasma e 60% no espaco extracdéimine as funcdes
importantes da albumina esta a capacidade de se ligar asudr@ancias, que incluem
horménios esteroides, bilirrubina e triptofano do plasma. Wareedade de drogas,
incluindo sulfonamidas, penicilina G e aspirina, ligase a albyminague tem
implicagcbes farmacologicas. A sintese de proteinas ptasam € reduzida
significativamente nas lesdes hepaticas graves ou def@#€prolongadas de proteinas
na dieta. Isso pode reduzir o fibrinogénio plasmatiesiltando em aumento do tempo
de protrombina e retardando o tempo de coagulacdo do sangue pilasesa
(SWENSON, 1988; MURRAY et al., 1994).

Pelos resultados encontrados neste estudo para prateédasmina podemos

sugerir que o tratamento topico de extrato de angico nao afespacidade hepatica de
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sintetizar e secretar proteinas plasmaticas, assinp dambém ndo afetaram o
catabolismo protéico (LIMA et al., 1985).

A tabela 24 apresenta os valores médigspdcdmetros célcio e zinco. O
grupo GFIT apresentou maior valor de célcio (7,59 mg/dL) eipogGGA5%, 0 menor
(5,76 mg/dL). Entretanto, ndo houve diferenca significatinteeens grupos pelo teste de
Tukey.

O grupo GSS apresentou maior valor de zinco (0,46 mg/dL), seguido pelo
GA1% (0,45 mg/dL). O valor de zinco encontrado em todos canteaittos foi menor
ao se comparar com solucéo salina, sendo que o grupo GEA4% eB€sentaram as
maiores redugdes, 19,57% e 13,04%.

Tabela 24: Valores médios de célcio e zinco em soro sanguinemelbos tratados
com solucdo salina (GSS), extrato de angico 1% (GAl1%) e 5% %A pomada
Fitoscaf (GFIT) ap6s 14 dias de tratamento. % Variacdo comparadeupo solugéo
salina.

Grupos Ca (mg/dL) Zn (mg/dL)
Média o %Var Média o %Var
GSS 7,47 2,35a 0,46 0,12a
GAl1% 7,01 0,82a -6,16 0,45 0,08a -2,17
GA5% 5,76 2,89a -22,89 0,37 0,05a -19,57
GFIT 7,59 1,16a 1,61 0,4 0,05a -13,04

Legenda: Dados expressos em média e deadido (o). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&lo de probabilidade pelo Teste de
Tukey

Acdo de colagenases nos processos de degradacéo e reamdelaaplageno
depende do nutriente calcio. Sua deficiéncia pode acametarizo na sintese de
colagenaseEstudos realizados por BOGGIO et al. (2009) avaliaram a acédo do
verapamil, um bloqueador de canal de calcio em culturas io @i fibroblastos.
Verapamil tem sido sugerido no tratamento dos disturbios fiblitgyativos dérmicos
humanos. Os autores concluiram que o verapamil, ao bloguetinxo de calcio nos
fibroblastos, altera o padrdo de organizacdo dos filammerde actina e,
consequentemente, a morfologia dos fibroblastos, exerceas&im, importante
influéncia sobre as relac6es das células com o stidbstisobre a sintese de MMP-I. O
verapamil, ao controlar a biossintese e a contracdo @3 MEmonstra grande potencial
na prevencao e no tratamento dos queldides e das cisdtipeetroficas.

A sintese de colageno é dependente da exi@emlas células, da hidroxilacdo
da prolina e lisina, reagcdo essa mediada por uma enzintlzgia pelo proprio

fibroblasto, em presenca de co-enzimas (vitaminas A, C, efeEp, testosterona,
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tiroxina, proteinas e zinco (TAZIMA et al., 2008). O zintoaacomo cofator em mais
de 100 diferentes sistemas enzimaticos relacionadosegeproteica, regulacéo celular
e formacdo de coldgeno. Sdo exemplos destas enzimasAaeCRNA polimerase,
anidrase carbbnica e proteases (ROJAS & PHILLIPS, 1999). fkiGheia deste
elemento traco retarda o processo de cicatrizacdal@erda da forca tensil da cicatriz
e supresséao da resposta inflamatoria (RACKETT, 1993).

O zinco age estimulando a mitose celularpeoéferacdo dos fibroblastos. A
deficiéncia deste elemento traco retarda o processacaaizacao, levando a perda de
forca ténsil da cicatriz e supresséo da resposta inflaimafodose diaria recomendada
de zinco em pacientes queimados adultos é de 220 mg (SORIANIQ 2004). Esta
comprovado que a maioria dos idosos com lesfes ulceratiGagcas apresentam
baixos niveis plasmaticos de zinco, vitamina A, vitamina eE carotendides
(THOMPSON & FUHRMAN, 2005).

A tabela 25 apresenta os valores médios de cobre erdosDs resultados
mostram que houve diferenca significativa entre 0s grupa® 0 parametro
micronutriente cobre pelo teste de Tukey (p<0,09)dos 0s grupos apresentaram
valores superiores ao grupo tratado com solucdo saéndpsos maiores aumentos
encontrados nos grupos GEA5% e GFIT, ambos com 54,17% detaumen

Os resultados mostram que houve diferenca entre 0s gru® [pa@rametro
fosforo. Todos os grupos apresentam valores menoressfbed em relacdo ao grupo
tratado com solucdo salina, sendo as maiores reducdestraas nos grupos GFIT
(23,37%) e GEA5% (20,83%). Os valores encontrados por ALVARENGA (2008) pa
coelhos Nova Zelandia higidos foram superiores e vanire &,64 a 8,30 mg/dL.

Neste trabalho, os valores encontrados variarara 28 a 5,52 mg/dL.

Tabela 25: Valores médios de cobre e fésforo em soro sanguineoealkos tratados
com solucdo salina (GSS), extrato de angico 1% (GA1%) e 5%%}A& pomada
Fitoscaf (GFIT) apds 14 dias de tratamento. % Variacdo comparadaupo solucéo
salina.

Grupos Cu (mg/dL) P (mg/dL)
Média o %Var Média c %Var
GSS 0,24 0,06b 5,52 1,17a
GAl% 0,32 0,05a,b 33,33 4,52 0,73a,b -18,12
GA5% 0,37 0,05a 54,17 4,37 0,53a,b -20,83
GFIT 0,37 0,07a 54,17 4,23 0,52b -23,37

Legenda: Dados expressos em média e dgsadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddéVa&d de probabilidade pelo Teste de
Tukey.
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O cobre participa das reacdes de cross-linking na sintesdagemo e elastina e
também da eliminacgéo de radicais livres. O cobre promowataracdo do coldgeno e
sintese de elastina, através da enzima lisil-oxilase.el&ima superdxido dismutase
necessita de dois atomos de cobre por molécula, eptemfuncdo proteger os
componentes intracelulares dos danos oxidativos (ROJRHIELIPS, 1999).

A hiperfosfatemia ocorre pela hipervitaminose de vitaminairBadiacao
excessiva de ultravioleta, insuficiéncia renal crorigagparatireoidismo, desordens do
metabolismo &ésseo, pela administracdo de heparina, medi@ise, na anemia
falciforme e na acidose latica (LIMA et al., 2005). O antoede fésforo também pode
ser observado em traumas e queimaduras (MOTA, 2003). Peltiades apresentados
neste trabalho podemos sugerir que as lesdes cirlrgicasdasluzs coelhos nao
potencializaram o catabolismo e nem o dano celular, @@isiveis de fésforo se
encontram baixos.

A Tabela 26 apresenta os resultados das enzimas aspariatiramferase
(AST), alanina aminotransferase ALT e gaghaamil transferase (y-GT). Os
resultados mostram que nao houve diferenca significatitva es grupos pelo teste de

Tukey (p>0,05) para os parametros AST, ALT e avaliados.

Tabela 26: Valores médios de aspartato aminotransferase (AST), nalani
aminotransferase (ALT), gama glutamil transpeptidase (y- GT) em soro sanguineo de
coelhos tratados com solucdo salina (GSS), extrato deocaddb (GA1%) e 5%
(GA5%) e pomada FitosCatGFIT) apos 14 dias de tratamento. % Variacdo comparada
ao grupo solucao salina.

Grupos AST (U/L) ALT (U/L) v-GT (U/L)
Média c %Var Média o %Var Média 19 %Var
GSS 49,83 19,56a 61,00 36,92a 11,17 4,12a

GA1% 28,67 8,45a -42,5 59,17 15,04a -3,0 10,50 2,43a -6,0

GA5% 46,83 24,67a -6,0 60,17 2491a -1,4 10,67 1,03a -4,5

GFIT 32,67 6,98a -34,4 64,67 3l,66a 6,0 12,83 4,79a 14,9
Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Em relacdo ao AST, observa-se que as médias dos grupmgram-se dentro
dos valores de referéncia da literatura, ou seja, ent&8 4L (THRALL, 2006) ou
entre 14 a 113UI/L (KANEKO et al., 2008). Entretanto, ao se compareom 0 grupo

GSS, verifica-se que todos 0s grupos tiveram valores alolixgrupo tratado com
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solucéo salina com as maiores reducdes encontradgsupos GA1% (42,5%) e GFIT
(34,4%). Os valores médios encontrados nos grupos parameprdALT estdo dentro
dos valores de referéncia dados pela literatura, ou seja, 481a 80UI/L (MADER,
1997).

Diversos parametros sanguineos estdo envolvidos nossgoscmflamatoérios,
podendo-se destacar calcio, proteinas, principalmente albummemotransferases
(AST e ALT) e gama-glutamiranspeptidase (y-GT). Os niveis plasmaticos de AST
aumentam na queimadura grave (LIMA et al.; 1985) estandaemapte distribuida no
figado, coracdo, musculo cardiaco, musculo estriadce pdncreas Os resultados aqui
apresentados evidenciam que as substancias-teste namnacasi alteracdes
significativas na atividade da AST e ALT, levando a crer tanegbém ndo causaram
danos relacionados ao aurntewa atividade dessa enzima nos animais utilizados neste
modelo experimental.

Os valores obtidos para gama-glutamil-transferase mostrannado houve
diferenca estatistica entre 0s gruposopgiste de Tukey (p>0,05). Os valores
encontrados para y-GT foram semelhantes aos ALVARENGA (2008). Os resultados
aqui obtidos indicam que as substancias-teste naoeintanhi significativamente na
atividade de y-GT.

O aumento de y-GT sérico esta associado a doenca hepatobiliar, espewfita
a colestase intra e extra-hepatica (CENTER 1988; DIAL, 199%)dugdo por drogas
como corticoides e anticonvulsivantes (DIAL, 1995). No diatjo0 da doenca
hepatica, a y-GT tem baixa sensibilidade.

A tabela 27 apresenta os valores médidslideibina total e fosfatase alcalina

de coelhos tratados com extrato de angico e controles.

Tabela 27: Valores médios de bilirrubina total e fosfatase alcalinasera sanguineo

de coelhos tratados com solucdo salina (GSS), extratogim at?o (GA1%) e 5%
(GA5%) e pomada FitoscCIGFIT) apés 14 dias de tratamento. % Variacdo comparada
ao grupo solucéao salina.

Grupos Bilirrubina total (mcg/dL) Fosfatase alcalina (U/L)
Média o %Var Média c %Var
GSS 20,07 3,91a 59,00 15,27a
GAl% 16,46 9,72a,b  -18,0 43,50 16,08a -26,3
GA5% 8,23 2,02b -59,0 41,33 16,78a -29,9
GFIT 14,39 6,69a,b  -28,3 58,17 44,40a -1,4

Legenda: Dados expressos em média e dgmdido (o). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddéve% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.
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Os resultados mostram que houve diferenca significativa estvalores médios
de bilirrubina total entre os grupos pelo teste de Tukey (p<0,85pjuantidade de
bilirrubina total foi 59% menor no grupo GA5% quando comparadgrapo GSS.
N&o houve diferenga significativa entre os grupos paratésd alcalina. A atividade
desta enzima foi 29,9% e 26,3 % menor nos grupos tratadoxmgico 5% e 1%,
respectivamente, quando comparado ao grupo GSS. Em queiraadgoantidade de
fosfatase alcalina aumenta devido ao dano celular.

Embora os tratamentos utilizados sejam de aplicacacatéps constituintes da
formulacdo medicamentosa s&o absorvidos pela via sistéeimetabolizados. E
importante avaliar sua interferéncia principalmente efacéo a um possivel dano
hepético e renal. Desta forma, medidas de AST, ALT rdfilina e fosfatase alcalina
s80 necessarias nesta avaliacdo. Pelos resultadidesplpodemos concluir que o
extrato hidroalcoodlico das cascas de Pseudopiptadenia contorta né&adéonareme
ndo ocasionou dano hepatico nos animais avaliados, podendgilizado de forma
tOpica para o processo de cicatrizacao.

A tabela 28 apresenta os valores médios de glicoaeildlicerol e colesterol.
Os resultados mostram que nao houve diferenca sigrvficatitre os grupos pelo teste

de Tukey (p>0,05) para os trés parametros avaliados.

Tabela 28:Valores médios de glicose, triacilglicerol e coledtern soro sanguineo de

coelhos e feridas tratadas com solucéo salina (GSS), edtangico 1% (GA1%) e

5% (GA5%) e pomada Fitos€a(GFIT) apés 14 dias de tratamento. % Variacdo

comparada ao grupo solucao salina.

Grupos Glicose (mg/dL) Triacilglicerol (mg/dL) Colesterol (mg/dL)
Média o %Var Média o %Var Média o %\Var

GSS 113,0 9,03a 71,80 49,17a 54,52 13,0la

GAl% 1075 21,4a -4,9 62,00 50,44a -13,6 60,45 30,93a 10,9

GA5% 115,2 847a 19 37,40 7,11la -47,9 44,98 9,85a -17,5

GFIT 109,5 8,02a 3,1 35,20 17,89a -51,0 68,67 37,62a 25,9
Legenda: Dados expressos em média e dgsadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Para coelhos da raca albino nova Zelandia considezatado de hiperglicemia
valores acima de 180 mg/dL. Observa-se pelos resultados que dsdcoelhos

apresentam-se normoglicémicos. Além disso, ha pouca rditerentre os valores
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encontrados, o que permite dizer que os tratamentos e @lagico ndo interferiram
no metabolismo de carboidratos.

Em pacientes normoglicémicos, o VEGF produzido pelos rfegos,
fibroblastos e células epiteliais induz a fosforilacdmatvacdo do Oxido nitrico
endotelial (eNOS) que é capaz de ativar a mobilizacdoDelevados Endoteliais de
Células Progenitoras da Medula Ossea (EPCs) para aléeferida. A quimiocina do
fator derivado de células estromais (SDF-promove a orientagdo destas EPCs para o
local da lesdo, onde participam da neovasculogénese. &bto aiabético o excesso de
ROS prejudica a ativagdo de eNOS, limitando, desta formea#ricagdo das feridas
(GALLAGHER et al., 2007).

Em relacdo as concentracdes de triacilglcerdissmdtados mostram que houve
uma reducédo em todos os grupos quando comparado ao grup@ossdliga, embora
nao tenha ocorrido diferenca estatisticamente siguife pelo teste de Tukey. O grupo
GFIT% apresentou uma reducdo de 51%, enquanto que no GA5% e GAl1%
apresentaram reducdes de 47,9% e 13,6%, respectivamente, cuapdoado ao GSS.

A analise do colesterol mostrou que os grupos GA1% e GFamfdi0,9% e
25,9% superiores quando comparado ao grupo GSS.

O organismo de queimados em grande extensdo corporal respohceraa
com o aumento das catecolaminas enddgenas, cortisoltres oormdénios para
fisiologicamente auxiliar o organismo na recuperacao.sksg&colaminas provocam a
resposta hipermetabdlica observada nesses individuos, acgueta no aumento da
frequéncia cardiaca, da pressdo arterial, das protgiaasnaticas, alteracbes do
glucagon no figado, reducéo do tempo de coagulacdo sanguimemta da lipdlise e
termogénese e o relaxamento da musculatura lisa do trstantggstinal (CHAN &
CHAN, 2009). O metabolismo da glicose € diminuido, ha aceleracadamgbgénese
e da oxidacdo da glicose, resultando na degradacdo do onéscquielético, producéo
de substrato de aminoacidos para a gliconeogénese he@®E®GET, 1992). O
metabolismo das gorduras também se altera com o aumelipélda.

Pelos resultados encontrados neste trabalho, podemosir suge o
procedimento de queimadura causado nao foi capaz de induzsteebjpermetabdlica

Nnos animais.
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5.4.3 Avaliacao clinica dos animais e feridas

Os episddios desencadeados durante a evolucdo do processatridgacado sdo
identificados em todas as espécies animais, sendo um spatéscerto ponto padrao,
independente de ordem taxondmica. Estudos sobre cicatiizinegoentemente, se
limitam a utilizar um namero restrito de espécies animaimcmodelos experimentais,
sendo os coelhos, ratos e camundongos os mais comuutdingelos (BOHLING et
al., 2004).

Os coelhos, em especial, sdo apontados em grande diverd#adsaios, sendo
gue as duas espécies mais frequentemente utilizadas em inpZestiggerimental sdo
os coelhos das racas Nova Zelandia e Holandesa (TEMPNE1996). O coelho foi
escolhido devido ao seu pequeno porte, porque permitem que asdetti®as sejam
confeccionadas facilmente, e o facil manejo desses anic@tribui para um
acompanhamento mais sistematico da evolucéo do processatieaiido (GOTTRUP
et al., 2000; SALGADO et al., 2007). Alem disso, foram utilizadoslhos machos,
pois, variagdes dos ciclos hormonais das fémeas podenferir no mecanismo de
reparacao tecidual, por exemplo, a reducéo do estrogénioaquoducao de colageno
(TEVES et al., 1986).

O peso dos animais de todos os grupos aumentou, em média, 450tg duran
experimento. Redugdo de peso pode estar relacionada comesgoramtabdlito da
cirurgia, com o processo inflamatorio ou ainda com iauddfade de movimentacédo dos
animais apdés cirurgia. Durante este experimento, os eldm apresentaram
dificuldade de movimentacéo, o que permitiu que estes anivessé¢m acesso a racao
e se alimentassem sem dificuldades. Em todos os grapdsridas ndo apresentaram
sinais macroscopicos de infeccdo. A partir do segundo diaratiemento, houve
formacdo de uma crosta em todos os grupos avaliados. €cassnto da crosta
superficial, devido a sua desidratacdo, provoca a reducatandanho da crosta,
arrastando o tecido a ela aderido e auxiliando no processmttacéo da ferida.

A tabela 29 apresenta os resultados do indice de conttad@oda em coelhos
tratados com extrato de Pseudopiptadenia contorta (angico), sealiféoe Fitoscar
A Figura 25 apresenta uma visdo geral dos aspectos mauooscdas feridas (F1) e
gueimaduras (F2) induzidas experimentalmente nos coelhosagagatom extrato de

angico e controles.
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Tabela 29: Percentual médio de contracdo em relagdo ao tamargioabidas feridas
dos grupos tratados com solucéo salina (GSS), extrato de d8gi¢GA1%), extrato
de angico 5% (GA5%) e pomada FitoScéBFIT) no P, 10 e 12 dia p6s-operatorio.

Grupos indice de Contracdo da Ferida (%)
7° dia 10° dia 14° dia
Média o Média c Média c
GSS 13,29 9,91a,b 40,33 24,1a 79,97 7,74a
GA1% 24,58 10,57b,c 57,49 16,1a 79,09 13,02a
GA5% 2,74 14,68a 64,39 14,67a 72,34 11,5a
GFIT 41,42 16,74c 48,46 19,949a 65,51 10,75a
Valor de p 0,000 0,176 0,11

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddva% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

No 7° dia, os grupos tratados com FitoSesextrato de angico 1% apresentaram
as maiores porcentagens de contracédo da ferida, reduzéid@ da ferida em 41,4% e
24,5%, respectivamente. Neste periodo o extrato de angicoil®phz de promover
uma contracao 84% maior quando comparado a aplicacao décssalipa (Tabela 29).

No 10° dia, as maiores porcentagens de contracdo da fierdoha obtidas nos
grupos tratados com angico 5% (64,39%), seguida pelos grupos GH1L%9©%),
GFIT(48,46%) e GSS (40,33%). Ao se comparar cada grupo com o grigum tcam
solucéo salina, verifica-se que o grupo tratado com arfiedoi 0 que apresentou
maior porcentagem de contracdo (60%), seguida pelos grupos GIRP% e GFIT
(20%).

No 14° dia, o grupo tratado com solucdo salina apresent@ioa porcentagem
de contracéo (79,79%), seguida pelos grupos GA1% (79,09%) e GAS34%)2Nao
houve completo fechamento das feridas no tempo avaliado.

A tabela 30 apresenta o indice de contracdo em redaxgieeguintes intervalos
de medida: entre 0 1° e 7° dia de tratamento; entre @0Pdia; entre o 10° e 14° dia; e
entre o 7° e 14° dia, e também, a taxa de contracda (f@afdia) em cada periodo de
observacado descrito acima. O objetivo desta analiseagigpantre os dias foi avaliar o
comportamento de cada tratamento nas fases de inflamacfooliferativa da

cicatrizacao.
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Tabela 30:Percentual médio de contragcédo da ferida em relacaoraailate de tempo e
a respectiva taxa de contracdo diaria (IC/Dia) dos gruptedbs com solucdo salina,
extrato de angico 1% (GA1%), extrato de angico 5% (GA5%) e pmrhitdscal
(GFIT).

Grupos indice de Contracdo da Ferida por periodo (%)
1°-7° dia 7°-10° 100-14° 70-14° 10-14°
Média Média Média Média
GSS 13,29 27,04 39,64 66,68 79,97
GAl% 24,58 32,91 21,6 54,51 79,09
GA5% 2,74 61,65 7,95 69,6 72,34
GFIT 41,42 7,04 17,05 24,05 65,51
Taxa de Contragdo Diaria da Ferida (%)
IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/dia
GSS 1,89 9,01 9,91 9,52 571
GAl% 3,51 10,97 54 7,79 5,65
GA5% 0,39 20,55 1,99 9,94 5,17
GFIT 591 2,35 4,26 3,44 4,68

Ao analisar os resultados baseado nas fases de cicabrizagdemos observar
que durante a fase inflamatéria (periodo entre o 1° e Y° Fitascaf apresentou
melhores resultados de contracao, atingindo 41% de fectmuererida. Entretanto,
durante a fase proliferativa (a partir do 7° dia) extdg@ 1% e 5% mostrou-se mais
eficiente, contraindo a ferida em 69,56% e 54,51% respectitam#n o fitoterapico
comercial Fitoscd, na fase proliferativa, apresentou reducdo de apenas 24,09%
(Tabela 30). O comportamento de fechamento da feridatdatexlie angico 1% e 5%
foram semelhantes aos estudos realizados com mel aragascavo em feridas
cutaneas em ratos que demonstraram diferentes velocdadssatrizacdo (SANTOS
et al., 2012). As feridas tratadas com mel apresentagaialidiminuicdo do seu
diametro inicial nos quatro primeiros dias de tratameAtgartir do sétimo dia,
registrou-se uma diminuicdo acentuada do diametro da frglae manteve até ao 19°
dia de tratamento, tempo de ocluséo total da ferida.

Ao analisar a taxa de contracdo diaria (IC/dia), olaseevuma dinamica dos
resultados e dos tratamentos aplicados, o que podemos sugerir uma “rota” adequada
para melhor cicatrizacdo para este estudo (Tabela 30)edicamento Fitosc&ré
claramente melhor no processo cicatricial na prinetmpa da cicatrizacdo, com indice
de contracdo diaria de 5,91%, ou seja, a cada dia a arfeaidiareduz em 5,9%.
Posteriormente a esta fase, percebe-se pelos val@mssdie contracdo que o seu
efeito ndo € mais expressivo. Na fase proliferativarha mudanga de comportamento

entre os tratamentos. O extrato de angico na concentdac&éo foi capaz de atingir
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uma taxa de contracdo diaria de 20,55% entre o periodo i I° dia. Este valor é
quase dez vezes superior do que obtido pelo FifdE288%). J& entre o 10° e 14° dia,
solugéo salina atinge uma taxa de contracdo diaria de 9Qth8érvando a tabela 30,
podemos sugerir para o modelo deste estudo, que a melhor sagieématamento para
cicatrizacdo da ferida seria: iniciar com FitoScae a partir do sétimo dia trocar
Fitoscaf por extrato de angico 5% até o final da cicatrizac&uwcsegue solucdo salina
seria aplicada todos os dias nas feridas com objetivo & Hizes limpas e Umidas.

O processo de reparacéo tecidual é dividido em fases: infieagroliferativa
e de remodelacdo e os medicamentos atuam primariamerglgwma destas fases. A
terapia topica de feridas tem como propdsitos: remoseidd necrético e corpo
estranho do leito da ferida; eliminar processo infecci@msorver o excesso de
exsudato; manter o leito da ferida Umida; promover isoltort&nmico e/ou proteger a
ferida de traumas e invasao bacteriana, tendo como @bjaiad oferecer condicdes
locais para viabilizar e acelerar o processo fisiogi cicatrizagéo.

O uso topico de extrato de angico 1% e 5% proporcionaramicéesd
bioquimicas e fisiolégicas para acelerar a contracaerdia na fase proliferativa. Os
resultados podem estar relacionados com a presencaaaofiides, taninos e saponinas
detectados nos testes de identificacdo de classe dediitesabecundarios.

A eficacia do processo de cicatrizacdo dos fitotergpasta relacionada a acao
de flavonoides (PERUCHI et al., 2001; PEREZ-CARREON et al., 28(MOES et
al., 2010), taninos (LAKS, 1991; KHANNA et al., 2002) e as sapor(BH4OES et
al., 2010).

Vérios autores ja avaliaram o emprego topico de inUmesrfitpicos com o
objetivo de influenciar o processo cicatricial, com tteslos variados. COELHO et al.
(2010) estudaram a acao de pomadas preparadas a partir tie l@xiica aquoso de ipé
roxo e barbatimdo em feridas cutaneas de ratos. @aaxfavoreceram o processo de
cicatrizacdo das feridas cutaneas. O extrato das folhbabdsa, Aloe verdoi testado
em feridas cutaneas de ratos. Os dados obtidos evidenciprano processo de
cicatrizacao foi facilitado pela utilizacdo do fitotepna forma de extrato glicélico,
uma vez que este proporcionou maior contracao das fevigasimentais (FALEIRO et
al.,, 2009) Um outro estudo avaliou o efeito do flavondide epicatequidatayana
cicatrizacdo de feridas em ratos. Os resultados mastrgue este flavondide melhorou
a qualidade da cicatrizagdo, devido ao aumento do fator denmest endotelial

vascular, acelerando a formacéao de vasos (KAPOOR &08a4).
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Na medicina natural pouco se sabe sobre a importanciavaeutlat maior parte
das espécies pertencentes ao género Pseudopiptadenia. Neste, traba#sultados
mostram que o indice de contracdo apresentado nos grupdegratam extrato de
angico 1% e 5% foram satisfatorios e semelhantes asoastudos que utilizaram
extratos bruto de plantas (COELHO et al.,, 2010; DORVIGNY et al., 2@studos
realizados com o extrato hidroalcodlico de Polygonum cuspidatum 8ieEucc
(Polygonaceae) incorporado em placebo em uma coacéotde 10% obteve indice de
contracao de ferida de 88% aos 14 (vab et al., 2012). Neste trabalho, extrato bruto
angico de apenas 1% obteve uma contracdo de 79% no nmesfodo de tempo
avaliado.

Os resultados encontrados para solugéo salina podem Beadog pelo teor de
agua maior que ela apresentava em relacao aos outrosogrtehiados. O teor de agua
no leito da ferida aparentemente facilita a migracaelegijt pois feridas com tecidos
adequadamente imidos curam mais rapidamente do que fergksadss (HANKS &
SPODNICK, 2005).

Dia 0 Dia 7 Dia 14
F1 F2

Figura 25: spectos macroscépicos das lesdes. Grupo tratado com saalpda (GSS),
extrato de angico 1% (GA1%), extrato de angico 5% (GA5%) e poir@oscar® (GFIT). F1
= ferida; F2 = queimadura.
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A tabela 31 apresenta os resultados dos parametros Egjie@n As figuras 26
apresenta o tecido cicatricial das feridas, mostrandecilo de granulacdo, vasos
neoformados, fibroblastos e células inflamatoérias. A RigRir apresenta as fibras
colagenas do tecido cicatricial das feridas, em destaqaefipaais colagenas tipo |
(vermelha) e tipo Il (verde).

Tabela 31: Resultados estereolégicos de densidade volumétrica (Vv) Jzmas,
fibroblastos, células inflamatéria (ci) e indice deturacdo do colageno (IMaC) para
feridas em coelhos tratados com solucéo salina (G8®fede angico 1% (GA1%),
extrato de angico 5% (GA5%) e pomada Fito3¢@&FIT) ap6s 14lias de tratamento.

Grupos Estereologia da Ferida (%)
VV_vasos Vv_fibroblastos Vv _ci IMaC
Média c Média c Média c Média c
GSS 424 22l1a 11,61 395a 6,07 1,36a 12,61 1,31a

GAl1% 7,10 457a 12,33 1,67a 9,99 4,79a 12,84 3,34a
GA5% 435 247a 11,40 2,31la 14,10 3,68a 15,85 1,58a

GFIT 3,53 0,78a 9,95 256a 10,54 5,65a 12,15 19la
Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddva% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Os resultados mostram que nao diferenca significative @stigrupos para 0s
parametros densidade de vasos (Vv_vasos), densidade deblagbos
(Vv_fibroblastos), densidade de células inflamatoérias (W\e éndice de maturacdo do
colageno (IMaC) pelo teste de Tukey.

Embora ndo tenham apresentado diferenca significativa, ressiltados
estereoldgicos mostram que extrato de angico 1% apreseniotesnaalores de
densidade de vasos (7,10%) e fibroblastos (12,33%). Grupo trabadeextrato de
angico 5% apresentou maior porcentagem do indice de mn@udg colageno
(15,85%). Para avaliar o indice de maturacdo do colagemuzassario que se colete
amostras da ferida antes da sua completa cicatrizao#o nesta condicdo ha apenas
presenca do colageno tipo I. Além disso, estudos afiropaemos fibroblastos atingem
seu maior numero no 7°dia, e que o colageno, proteina mmamlante do tecido
conectivo, € sintetizado pelos fibroblasi@&LVA & PENNA, 2012). Esta € uma
informacdo que permite decidir em qual momento iniciar aisendla maturacdo do
coldgeno, sendo ideal o periodo entre o sétimo diaes aat completa oclusdo da

ferida.
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O desafio da estereologia é interpretar o arranjo teidgional estrutural interno
com base na andlise de cortes da estrutura que moapranas uma informacéo
bidimensional. A estereologia, ao contrario da morfoimettiliza de um sistema-teste
composto por teste de pontos ou linha de teste sobre ueadteste. Morfometria
determina comprimento, area e perimetro. Ja a estereekigiza densidades. As mais
utilizadas sao densidade de volume (Vv), densidade de compoithe®, densidade de
superficie (Sv) e densidade numérica (Nv) (MANDARIM-LACER2003).

Embora estudos estereoldgicos sejam cada vez mais riteguea literatura,
particularmente no desenvolvimento / evolucdo de patologéetadas neurociéncias,
ainda sé@o escassos o0s trabalhos de cicatrizacdo cutanddizaram esta técnica como
método quantitativo. Resultados semelhantes de analise estereologica foram
encontrados em estudos realizados com extrato glicélicodEOBsassica oleracea var.
capitata L. (Brassicacea), que promoveu 90% de contracderida €m 16 dias de
tratamento e estimulou maior maturacdo do colageno (GONEASLet al., 2013).
Neste estudo, extrato de angico 1% e 5% promoveu a canegatguase 80%, com 0S
maiores valores de fibroblastos e colageno tipo I, minge de 14 dias de tratamento.
Estes resultados sugerem dizer que extrato de angicoulestim formacdo de
fibroblastos e maturacéo do colageno.

Na andlise estereoldgica, verificou-se a presenca atgoeinflamatoria, com
presenca de células inflamatérias em todos os grupos,n@ior porcentagem de
células inflamatérias (Vv_ci) no grupo GA5% (14,10%), seguidogdgo GFIT
(10,54%). Ja o grupo GSS apresentou menor valor de célulasatdléas (6,07%).
Estes achados podem estar relacionados com uma possiahioagtio microbiana
gue tenha se instalado na ferida logo abaixo da crostadarm

Sabe-se que solucdo salina (0,9%) é uma solucao isoténicadquiaterfere
com o processo de cicatrizacdo normal, ndo causa decidudl, ndo causa
sensibilizacdo ou alergias ou altera a flora bacterrrmal da pele, ndo irrita e nem
retarda a cicatrizacdo e pode ser utilizada em todaeridad limpas (ATIYEH et al.,
2009). Contudo, o uso diario de solucéo salina tenha proporcionadpeaa da area
da ferida, além da manutencdo da umidade, o que possivelimpetdiu aumento da
inflamacao e justificaria a menor porcentagem delalimflamatérias. Porém, outros
estudos indicam que a solucdo salina possui atividade aritasépcao benéfica na
cicatrizacdo, estimulando o desbridamento autoliticlaverecendo a formacao de
tecido de granulacéo (VIEIRA et al., 2008).
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Figura 26: Fotomicrografia de cortes transversais do tecido cicatdeidérida em coelhos no
14° dia de tratamento. As setas indicam a presenca de vascxi(l), de granulacdo (tg),
células inflamatodrias (ci) e fibroblastos (fb). (A) grupatdado com solugdo salina 0,9%; (B)
tratado com extrato de angico 1%, (C) tratado com extratmgieca5% e, (D) tratado com
pomada Fitosc&r Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 200X

Figura 27: Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizagéo distribuicdo das fibras
de colageno tipo | (vermelho) e lll (verde) de feridas em coedipds quatorze dias de
tratamento. (A) grupo tratado com solucédo salina 0,8%dratado com extrato de angico 1%,
(C) tratado com extrato de angico 5% e, (D) tratado comapanfitoscdt. Coloracéo:
Picrosirius. Aumento: 200X.
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A tabela 32 apresenta o indice de contracdo da queimadwaedhos tratados

com extrato de angico 1% e 5%, solucdo salina e Fifascar

Tabela 32: Percentual médio de contracdo em relacdo ao tamanbpmabrdas
gueimaduras dos grupos tratados com solucdo salina (GSS}p ed#raangico 1%
(GA1%), extrato de angico 5% (GA5%) e pomada Fitds¢@iFIT) nos 7°, 10% 14 ©
dia p6s-operatorio.

Grupos indice de Contracéo da Queimadura (%)
7° dia 10° dia 14° dia
Média c Média c Média c
GSS 5,46 15,38a 29,02 23,6a 64,67 19,10a
GAl% 1,43 07,61la 40,43 20,53a 60,15 19,06a
GA5% 3,31 13,98a 49,74 21,02a 55,09 24,08a
GFIT 14,25 16,39a 31,08 30,79a 44,41 28,28a
Valordep 0,406 0,450 0,476

Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddva% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

No 7° dia, o grupo tratado com Fitostapresentou maior porcentagem de
contracdo da area da queimadura (14,25%), seguida pelo gruplo tcata solucao
salina (5,46%). Em todos os grupos houve uma expansdo ddaafeada nos trés
primeiros dias de avaliacdo. O baixo indice de contragiidodos os grupos pode ser
justificado por esta expansao inicial das queimaduras.

No 10° dia, os maiores indices de contracdo foram sbpdto grupo GA5%
(49,74%), seguido pelo grupo GA1% (40,43%). Neste periodo, o0 extratmide &%
foi capaz de promover uma contracdo 71% maior quando casoparaplicacédo de
solucéo salina (Tabela 32).

No 14° dia, o maior indice de contracdo foi obtida pelp@GSS (64,67%),
seguida pelos grupos GA1% (60,15%), GA5% (55,09%) e Fitdgeat,41%), ndo
havendo diferenca significativa entre os grupos.

Os resultados de contracéo final da queimadura foram infeamseencontrados
para contracdo final da ferida. Entretanto, percebe-sgadréo nos dois tipos de
feridas tratadas com extrato de angico. Fitds@rmelhor nos primeiros dias da
cicatrizacdo, seguido pelo extrato angico e solucao salaatir do 7° dia de avaliacao.

A auséncia de diferenca entre os grupos pode estaorelda pelo fato dos
animais serem adultos, jovens, machos e aparentemeiateshig que contribuiu para

uma boa resposta no processo de cicatrizagdo. Satpges@ cicatrizagdo ocorre
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naturalmente em individuos saudaveis e alguns fatore®reddos ao paciente podem
dificultar o processo cicatricial, como por exemphtbade, nutricdo, doengas cronicas
como diabetes mellitus e insuficiéncias vasculares (PIk(Tal., 2009).

A tabela 33 apresenta o indice de contracdo em redaxseeguintes intervalos
de medida: entre 0 1° e 7° dia de tratamento; entre @0Pda; entre o 10° e 14° dia; e
entre o 7° e 14° dia, e também, a taxa de contracda @li@fdia) em cada periodo de
observacao descrito acima.

Tabela 33: Percentual médio de contracdo da queimadura em relaigéenalos de
tempo e a respectiva taxa de contracéo diaria (IC/Dia) dp®gtratados com solucao
salina, extrato de angico 1% (GA1%), extrato de angico 5% (GA&%omada
Fitoscal (GFIT).

Grupos indice de Contracéo da Ferida da Queimadura (%)
1°-7° dia 7°-10° 10°-14° 7°-14° 10-14°
Média Média Média Média
GSS 5,46 23,56 35,65 59,21 64,67
GAl% 1,43 39,00 19,72 58,72 60,15
GA5% 3,31 46,43 5,35 51,78 55,09
GFIT 14,25 16,83 13,33 30,16 44,41
Taxa de Contracdo Diaria da Queimadura (%)
IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/Dia IC/dia
GSS 0,78 7,85 8,91 8,46 4,62
GA1% 0,20 13,00 4,93 8,39 4,30
GA5% 0,47 15,48 1,34 7,40 3,94
GFIT 2,04 5,61 3,33 4,31 3,17

Legenda: Dados expressos em média e dgmadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna nao diferem entre si aoddV&do de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Ao analisar o indice de contracdo pelas fases de izagio, conclui-se que
Fitoscaf apresentou os melhores resultados na fase inflamabbtiando 14,25% de
fechamento da area queimada. Extrato de angico 1% e 5% adqoeritre 0 7% e 10°
dia, contraiu a area da queimadura em 39% e 46%, respectiearhEste mesmo
periodo, Fitosc&rcontraiu a ferida em apenas 16,83%. Entretanto, entr@ @ 14P dia
solucdo salina apresentou melhor resultado, contraingoeanadura em 35,65%,
contra 5,35% do extrato de angico 1%. A andlise da fasieeptiva, periodo entre 7° e
14° dia analisado neste experimento, mostrou que solulgdm es@&xtrato de angico 1%
foram melhores.

Ao analisar a taxa de contracdo diaria (IC/dia), olseevuma dinamica dos

resultados e dos tratamentos aplsad que podemos sugerir uma “rota” adequada
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para melhor cicatrizacdo para este estudo (Tabela 33)edicamento Fitosc8ré
superior na primeira etapa da cicatrizagdo, com indicenteacdo diaria de 2,04%. Na
fase proliferativa ha uma mudanca de comportamento @ntratamentos. Entre o 7° e
10°, extrato de angico na concentracdo de 5% e 1% foi dapatngir uma taxa de
contracdo diaria de 15,48% e 13,0%, respectivamente. JéeltdPee 14° dia, solucao
salina atinge uma taxa de contracdo diaria de 8,91%. \@bskr a tabela 30, podemos
sugerir para o modelo deste estudo, que a melhor sequénciatalimento para
cicatrizacdo da queimadura seria: iniciar com FitG5oam partir do sétimo dia trocar
Fitoscaf por extrato de angico 5% ou 1% até o final da cicafiizagsendo que solucéo
salina seria aplicada todos os dias nas queimaduras caiwabe manté-las limpas e
umidas.

Estima-se que cerca de um milhdo de pessoas por ano lgpfma grau de
gueimadura no Brasil, sendo que destes, cerca de dois mimakecorrente de
complicacbes das lesbes (LOPES et al, 2004). A prioridaddratamento de
gueimaduras € minimizar a perda tecidual e evitar o choqueisBara area deve ser
lavada com agua fria e aplicada compressas frias no feoamdlonitorar os sinais
vitais, estado mental do paciente, hematocrito, protdiviass, producao urinaria,
pressdo venosa central, eletrélitos, gases sanguinengeso corporal diario sao
essenciais para se tratar o choque. Também se devemisidmianalgésicos para
aliviar a dor. Além disso, o tratamento das feridas € itapte, pois complicacdes
como infeccdo e septicemia podem aumentar a morbidade dengga¢FOSSUM,
2005).

Lesbes por queimaduras requerem tratamento conforme a dseeerda
gueimadura. Queimaduras menores geralmente séo tratadas @wos ggueimaduras
severas necessitam de atencdo médica e internacfitalams Tratamento com
antimicrobianos, como por exemplo, sulfatiazina de pratiato de prata e bacitracin
séo utilizados no controle da infeccdo em queimadurasntémte, a aplicacdo topica
destes antimicrobianos tem efeito parcial sobre ariziagfio de feridas. Portanto, ha
uma necessidade de buscar novas drogas para o tratamguotndaduras.

Um estudo realizado com extratos hexanico, etilico, mdé#ta e aquoso da
planta Centella asiatica em queimaduras induzidas com placa quergggnmostrou
indice de contracdo apds 14 dias de tratamento de 53,87%, 5663%0 e 59,82%
respectivamente para os extratos citados. Neste estuegtrato hidroalcodlico de
angico 1% e 5% reduziu a area da queimadura em 60,15% e 55,09%jvaseate,
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em 14 dias de tratamento (SOMBOONWONG et al., 2012). Os resultadost@ados
para tratamento de queimaduras de extrato de angico 1% (PseuEmpgteontorta
foi melhor que todos os extratos de Centella asiatica. Erietstudo realizado com
extrato etandlico das flores de Tecoma stans na conc&otde 10% em queimaduras
induzidas em acido sulfurico em ratos, mostrou complettafeento da ferida aos 14
dias de tratamento. Os autores atribuiram o efeitorizieate do extrato de Tecoma
stans aos seus constituintes bioativos, como os ta(idSIESHWARAN et al.,
2014).

Na prospeccdo fitoquimica do extrato de Pseudopiptadenia contorta foi
detectada presenca de flavonoides, taninos e saponarabém foi verificado que
extrato de angico possui atividade antioxidante pelo t@st®PPH. Sabe-se que
antioxidantes podem controlar o estresse oxidativo dalafee acelerar a cicatrizagédo
(ANAND et al.,, 2010). Os flavondides presentes no extrat@rdgco podem ter
exercido um papel importante como anti-oxidantes, auxilismadoicatrizacdo. O efeito
antioxidante dos flavondides parece estar relacionadoscanacao antitrombotica. A
acao antitrombdtica e vasoprotetora de quercetina, retm#ros flavonodides tem sido
atribuida a sua habilidade de ligar-se & membrana de plagusltasnar radicais livres.
Por sua acdo antioxidante, os flavonoides restabelecdrossintese e acdo de
prostaciclina endotelial e fator de relaxamento derivadcemnttotélio, os quais séo
inibidos pelos radicais livres (LALE & HERBERT, 1996).

Taninos sdo capazes de precipitar proteinas, propiciando wio ef
anitmicrobiano e antifingico. O complexo tanino-proteifwu ¢anino-polissacarideo
forma uma camada protetora sobre tecidos epiteliasndos, podendo, logo abaixo
dessa camada, 0 processo curativo ocorrer naturalndieLQ et al., 2001). Os
taninos presentes no extrato de angico auxiliaram naiz&gfo.

A tabela 33 apresenta os resultados dos parametrosod®ggros. A figura 28
apresenta o tecido cicatricial das queimaduras, mostratetado de granulacéo, vasos
neoformados, fibroblastos e células inflamatérias. A Rig2® apresenta as fibras

colagenas do tipo | (vermelha) e tipo Il (verde).
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Tabela 34: Resultados estereoldgicos de densidade volumétrica (Vv) Jyzas,
fibroblastos, células inflamatéria (ci) e indice deturacdo do colageno (IMaC) para
gueimaduras em coelhos tratados com solucao salina (88&to de angico 1%
(GA1%), extrato de angico 5% (GA5%) e pomada Fitds¢&FIT) apds 14dias de
tratamento.
Grupos Estereologia da Queimadura (%)
VV_vasos Vv_fibroblastos Vv _ci IMaC

Média c Média c Média c Média c
GSS 363 049 6,18 066a 7,80 4,54a 1546 0,4la
GA1% 299 148a 7,02 00la 8,26 528a 11,40 3,3b
GA5% 3,15 164a 7,554 0,6a 8,54 3,06a 10,21 3,83b

GFIT 5,28 1,84a 6,75 145a 4,31 0,45a 12,74 0,33b
Legenda: Dados expressos em média e dgadido (c). As médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si aoddva% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significatitte os grupos
para densidade de vasos, fibroblastos e células infllamap@iasteste de Tukey. A
maior porcentagem de vasos foi encontrada no grupo tratadd-icoscaf (5,28%).
Extrato de angico 1% e 5% apresentaram as maiores pgeesitde fibroblastos,
7,02% e 7,54%, respectivamente e, também maior porcentagencéldés
inflamatadrias. Os resultados para IMaC mostram que hdiferenca significativa entre
0s grupos, sendo a maior porcentagem encontrada no grugmotcaim solucdo salina
(15,46%).

O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, talstsyee gravidade,
como pela multiplicidade de complicacdes que normalmecoerem.As falhas mais
importantes do reparo ocorrem em estagios iniciais, dewvadm diminuicdo dos
elementos celulares e alteracdes na sintese de rmolaféversos fatores locais e
sistémicos interferem e retardam a cicatrizacdo e,gsor a reparacao tecidual tem
merecido atencdo em varios estudos, em busca de méwdpéuticos que possam
solucionar ou minimizar as falhas no processo (CARVALHOIL.et2803). Podemos
observar neste trabalho que a queimadura apresentou mewices tle contracdo em
todos os periodos avaliados quando comparado aos indicestdac&o da ferida
cirirgica (Tabelas 29 e 32). Além disso, os dados hista@égimostram que
apresentaram em média maior porcentagem de fibroblastasos sanguineos. Estes
dados estdo de acordo com a literatura que relata que queismadaraais dificeis de
serem cicatrizadas.

A utilizacao da coloragéo de Picrossirius examinaddugopolarizada apresenta
marcante sensibilidade e especificidade para localizBbras colagenas (FONSECA,
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2003). Podem-se distinguir diferentes tipos de coladgenosygiorde padrées de cores,
diferencas de diametro e arranjo estrutural das fiGkHRSHBERG et al., 1996;
HIRSHBERG et al, 1999). Colageno tipo Il (verde) é inicialteeproduzido por
fibroblastos, a fim de orientar a proliferacdo e migrag@omais fibroblastos e de
células endoteliais durante a formacdo do tecido de gra@ouldRAMOS &
MIRANDA, 2007; FLEISCHMAJER et al., 1990). Em seguida, colagépo III é
substituido por colageno do tipo | para fornecer forca gédra estabilidade mecénica
do tecido dérmico fibroso conectivo fibroso (FRIEDMAN et 4093).

Os resultados encontrados neste trabalho sdo semslhastde DE ALMEIDA
(2013) que avaliou o processo de colagenizacédo em queimaduras inéazidaslhos
Nova Zelandia. Eles observaram um predominio de colagemd ém relacdo ao tipo
lIl aos 14 dias de tratamento.

Nos resultados apresentados na tabela 34, a colagenizagiensg@r mais
avancada no grupo tratado com solucéo salina (15,46%).a@botiamente, este grupo
apresenta a menor densidade de fibroblastos. Pelosdesutie fibroblastos e dados da
literatura sobre a producao de colageno, esperava-se queodrgtago com angico 5%

apresentasse o0 maior IMaC.
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Figura 28: Fotomicrografia de cortes transversais do tecido cicatri@ahueimadura em
coelhos no 14° dia de tratamento. As setas indicam a preseraggoddWw), tecido de granulacao
(tg), células inflamatérias (ci) e fibroblastos (fb). @upo tratado com solucéo salina 0,9%;
(B) tratado com extrato de angico 1%, (C) tratado conatextte angico 5% e, (D) tratado com
pomada Fitosar®. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 200X.

Figura 29: Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizagéo distribuicdo das fibras
de colageno tipo | (vermelho) e lll (verde) de queimaduras@sthos apos quatorze dias de
tratamento. (A) grupo tratado com solucgdo salina 0,8%tratado com extrato de angico 1%,
(C) tratado com extrato de angico 5% e, (D) tratado comapanfitoscdt. Coloracéo:
Picrosirius. Aumento: 200X
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a)

v

b)

Emrelacédo a avaliacdo clinica dos animais:

Os extratos de ing4d e angico aplicados em forma de cvaangpica nao
provocaram alterac6es hematoldgicas nos coelhos epr@sentaram infeccéo
sistémica.

Em relacdo aos parametros bioquimicos podemos concluitagte extrato de
ing& quanto angico nao apresentaram toxicidade hepatiake também nao
influenciaram no metabolismo energético dos animais.

Em relagdo aos micronutrientes calcio, zinco, fas#ocalcio, extratos de inga e

angico néo provocaram alteracdes significativas;

Em relagéo a cicatrizacao:

O processo de cicatrizacdo € substancialmente diferentee ferida e
gueimadura, sendo o tempo de cicatrizacdo da queimadura niaiademodelo
apresentado.

Tanto extrato de ingad quanto de angico promoveram a z@gdo da ferida e
gueimadura.

Extratos de inga e angico foram eficazes na fase pailifa da cicatrizacéao,
apresentando melhor indice de contracao.

Os parametros estereoldgicos indicam que o0s extratosngde @ angico
contribuiram para a promocdo da fibroplasia, angiogémesnaturacao do
colageno, tanto na ferida quanto na queimadura.

Sugere-se que a presenca de compostos bioativos presentedratms, como
flavonoides e taninos, sejam os responsaveis pelaadiantioxidante e pela
aceleracdo da cicatrizacdo na fase proliferativa.ekamto, mais estudos na

prospeccao e identificacao fitoquimica devem ser realizados
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a) A aplicacao tépica do extrato de Inga subnad®seudopiptadenia contorta ndo
induziu toxicidade nos animais avaliados pelos parametros bimgsi
hematol6gicos e comportamentais avaliados;

b) Os extratos de Inga subnud& seudopiptadenia contorta auxiliou a cicatrizacéo
de feridas e queimaduras por meio do:

- aumento da fibroplasia, angiogénese e maturacao dgenola
- aumento da velocidade de fechamento de ferida e da queimaalUese
proliferativa da cicatrizagéo.

c) O efeito antioxidante parece contribuir para o poten@atrizante do extrato de
Inga subnuda& Pseudopiptadenia contorta;
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Anexo A

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA)/UFV certifica
que o processo n°64/2012, intitulado “Avaliacdo da atividade cicatrizante
de Ingasubnuda (Ingd) e Anadenantheramacrocarpa (Angico vermelho) em
coelhos diabéticos aloxano induzidos”, coordenadopela ProfessoraTéania
Toledo de Oliveira do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
esta de acordo com o Codigo de Etica Profissional do Médico
Veterinario,com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal/Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (COBEA/SBCAL) e com a legislagdo
vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em 06/03/13, com validade

de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 64/2012, named “Evaluation of the healing activity of Inga subnuda (Inga)
and Anadenantheramacrocarpa (Angico red) in alloxan induced diabetics rabbits” 1S in
agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College
for Animal Experimentation (COBEA/SBCAL) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Commission onMarch, 06, 2013 approved this

process. This certificate expire in 12 months.

1g,osa 06 de marco de 2013
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Prof. Claudio César Fonseca
; Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV
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