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RESUMO

ARAUJO, Gabrielle Luck de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2010.
Estudo de formulacoes de fitoderivados e flavonoide na inflamacio e cicatrizacao
de feridas em coelhos. Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Coorientador:
Aloisio da Silva Pinto, Tanus Jorge Nagem e Anibal Rafael Melgarejo Gimenez.

A inflamagcdo é uma resposta protetora imediata que ocorre nos tecidos
periféricos sempre que ha lesdo ou destruicao célular. O processo inflamatério envolve
uma série de fenomenos, que podem ser desencadeados nao sé por agentes infecciosos,
como também por agentes fisicos (radiacdo, queimadura e trauma), quimicos
(substancias céusticas), isquemia e interacdes antigeno-anticorpo. As tulceras dérmicas
causam sérios transtornos para individuos com dificuldade de cicatriza¢do e podem ser
provocadas por doenga, idade avancada, incapacidade motora ou utilizacdo de farmacos.
Plantas como marcela, assa-peixe, tanchagem, canfora e bdlsamo sdo utilizadas
comumente na medicina popular como digestivos, antiespasmodicos, anti-inflamatorios,
agentes hipoglicémicos, redutores dos niveis de colesterol sanguineo, entre outras.
Tendo em vista esse uso popular, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
dessas plantas quanto a sua agdo anti-inflamatéria tépica em feridas dérmicas
provocadas em coelhos. Foram utilizados 30 coelhos, distribuidos em gaiolas
individuais. Para indug@o das ulceras dérmicas, os animais foram anestesiados com a
associacdo de tiletamina mais zolazepam (zoletil® 50) via intramuscular. Ao término
dos experimentos, foram retiradas amostras de pele de todos os animais e realizada a

histologia. Na andlise hematoldgica, concluiu-se que o tratamento com o fitoderivado
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contendo extrato das supracitadas cinco plantas a 10% (grupo G6) foi o que apresentou
maior aumento nos niveis plasmaticos de proteina e albumina, elevacdo considerdavel na
concentracdo de ferro e provocou a mais alta reduc¢do no nivel de cdlcio. A formulagao
com o fitoderivado contendo extrato de quatro plantas a 3% teve melhor efeito anti-
inflamatério. Em todas as fotomicrografias, observou-se que as plantas isoladamente
ndo tiveram o mesmo efeito anti-inflamatério que as formulagdes de fitoderivados
contendo extrato de quatro ou cinco plantas. Além disso, a presenca de grande
quantidade de queratina demonstra que a formulacdo de fitoderivado contendo extrato
de cinco plantas numa concentracdo de 10% conseguiu reconstituir a queratina mais
rapidamente e de maneira mais ordenada que a concentragdao de 1%. Provavelmente, a
canfora, presente apenas na formulacdo com extrato de cinco plantas, pode estar
ajudando no processo de remodelamento da ferida e, assim, uma melhor reconstitui¢do,
porém ndo € possivel afirmar isso somente com as andlises qualitativas deste trabalho.
Seriam necessdrias andlises histologicas quantitativas e outros testes clinicos para
afirmar essa possibilidade. Foi estudado o efeito do flavonoide hesperidina em feridas
provocadas em coelhos e o tratamento com formulacdes de uso topico em trés
concentracdes distintas do flavonoide. O estudo evidenciou apenas, de forma
qualitativa, que a hesperidina tem atividade anti-inflamatéria no tratamento e na

cicatrizagdo de feridas cutaneas em animais.
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ABSTRACT

ARAUJO, Gabrielle Luck de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2010.
Study of phytoderivatives formulations and flavonoid in the inflammation and
scarring of rabbit injuries. Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Co-Adviser: Aloisio
da Silva Pinto, Tanus Jorge Nagem and Anibal Rafael Melgarejo Gimenez.

Inflammation is an immediate protective response that occurs in the peripheral
tissues every time there is a injury or cellular destruction. The inflammatory process
involves a series of phenomena that can be triggered not only by infectious agents, but
also by physical agents (radiation, burns and trauma), chemical agents (caustic
substances, ischemia and antigen and antibody interactions). Skin ulcers cause serious
problems to individuals with scarring problems caused by diseases, advanced age,
motion problems or using medicines that interfere in the scarring process. Plants such as
Marcela, Assa Peixe, Tanchagem, Camphor and Balsam are commonly used in popular
Brazilian medicine as digestives, anti spasmodics, anti-inflammatories, hipoglycemic
agents, cholesterol reducers etc. The objective of this work is to evaluate the topical
anti-inflammatory effect of these plants on rabbits. Thirty rabbits where used,
distributed in individual cages. In order to induce the skin ulcers the animals were
anesthetized with an association of tyletamin and zolazepan (zoletil 50 R), 30 mg/kg
applied intramuscularly. The experiment lasted 21 days, with later sacrifice of the
animals using anesthetics. Blood samples were collected by heart punction, and
centrifuged to obtain the doses of blood parameters. At the end of the experiment skin

samples were taken from all animals and histology was performed. In the hematologic
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analysis, it was concluded that 5 plants at 10% treatment (G6 group) presented a great
increase in protein and albumin concentration, a considerable elevation in iron
concentration and provoked the largest reduction in calcium. Possibly this concentration
is toxic to the cells. The 4 plant formulation at 3% had the best anti-inflammatory effect.
In treatments with 5 plants the best results were obtained with the extract at 10%. In all
the micrographic pictures, it was observed that the plants, individually, did not present
the same anti-inflammatory effect than the formulation containing 4 to 5 plants. This
suggests that a synergism between the substances present in the plants had occurred,
promoting a larger therapeutic effect. Besides, the presence of large amounts of keratin
showed that the formulation containing 5 plants in a 10% concentration managed to
reconstitute keratin faster and in a more orderly manner than the other concentrations.
Probably the camphor present only in the 5 plants formulation could help in the
remodeling process of the injury, resulting in a better reconstitution. But it is not
possible to claim this evidence only with the qualitative analysis of this work. It would
be necessary to do a cytological quantitative analysis and other clinical tests to confirm
this evidence. The effects of the hesperidin flavonoid were also studied on rabbit
injuries and the treatment using three distinct flavonoid topical formulations. It was
possible to conclude that dose 3 was more effective in the reconstitution of the skin
injury, demonstrating its effectiveness when compared to non-treated skins. This study
evidenced, in a qualitative manner, the anti-inflammatory effect of hesperidins in the

scarring of skin injuries on animals.
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CAPITULO 1

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E CICATRIZANTE DE FITODERIVADOS
EM FERIDAS DE COELHOS

1. INTRODUCAO

A inflamagdo é uma resposta protetora imediata que ocorre nos tecidos
periféricos sempre que ha lesdo ou destruicao célular. O processo inflamatério envolve
uma série de fendmenos, que podem ser desencadeados ndo s6 por agentes infecciosos,
como também por agentes fisicos (radiacdo, queimadura e trauma), quimicos (substancias
causticas), isquemia e interagdes antigeno-anticorpo.

As ulceras dérmicas causam sérios transtornos para individuos com dificuldade
de cicatrizacdo a qual pode ser causada por doenca, idade avancada, incapacidade
motora ou utiliza¢io de farmacos dificultantes do processo de cicatrizagao.

Plantas como marcela, assa-peixe, tanchagem, canfora e balsamo sao utilizadas
comumente na medicina popular brasileira como digestivos, antiespasmddicos, anti-
inflamatorios, agentes hipoglicémicos, redutores dos niveis de colesterol sanguineo,
entre outras.

Diante desse uso popular, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito anti-
inflamatoério tépico dos extratos obtidos a partir dessas plantas, combinados ou ndo, em

feridas dérmicas provocadas em coelhos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamacao

O conceito da inflamacdo foi primeiro descrito em papiro egipcio, por volta de
2000 a.C., por Celsus, um escritor romano do inicio do século, que listou os quatro
sinais principais da inflamagdo: rubor, tumor, calor e dor. Esses sinais sdo tipicamente
mais proeminentes na inflamacao aguda que na cronica (HUNTER, 1974).

A capacidade de desencadear uma resposta inflamatéria € fundamental a
sobrevivéncia, embora em algumas situagdes e doencas essa resposta possa ser
exagerada e persistente, sem qualquer beneficio aparente (BARRINGTON, 2001).

A resposta inflamatoéria apresenta uma série complexa de adaptagdes teciduais,
que envolvem principalmente os vasos sanguineos, os componentes liquido e célular do
sangue e o tecido conjuntivo adjacente, tendo como objetivo a destruicio ou
encarceramento do agente agressor e das células que este lesou, seguida de uma série de
eventos que visam cicatrizar ou reconstruir o tecido lesado e gerar imunidade sistémica
ao microrganismo agressor (WEISSMAN, 1992).

Durante o reparo, o tecido lesado é substituido pela regeneracdo de células
parenquimatosas, por tecidos fibrosos ou pela combinagdo desses dois processos.

Embora havendo uma sucessdo previsivel desses fendmenos, as caracteristicas,
extensdo e gravidade das alteracdes teciduais sdo modificadas por muitos fatores
relacionados com o hospedeiro (estado nutricional, hormonal, fatores genéticos) e com a

patogenicidade do agente agressor (WEISSMAN, 1992).
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Os sinais cardinais da inflamacdo, como calor, rubor, dor e turgor, sdo
decorrentes ao efeito local induzido por mediadores no fluxo sanguineo, permeabilidade
vascular, infiltracdo de leucdcitos e liberagao de agentes indutores da dor (WEISSMAN,
1992).

A resposta inflamatéria consiste de dois importantes componentes: a reacao
vascular e a reacdo célular. Muitos tecidos e células estdo envolvidos nessas reagoes,
incluindo fluidos e proteinas plasmadticas, células circulantes, vasos sanguineos e 0s
constituintes celulares e extracelulares do tecido (BARRINGTON, 2001). As células
circulantes sdo neutréfilos, mondcitos, eosinodfilos, linfécitos, baséfilos e plaquetas. A
célula do tecido conectivo é o mastdcito, que estd intimamente circundado por vasos
sanguineos. A matriz extracélular consiste em proteinas estruturais de fibras (coldgenos
e elastina), glicoproteinas adesivas (fibronectina, laminina, coldgeno nao fibroso) e
proteoglicanos. A membrana basal € um componente especializado da matriz extra-
celular, consistindo de glicoproteinas adesivas e proteoglicanas (WEISSMAN, 1992).

A inflamacdo € dividida em aguda e cronica. A inflamagdo aguda € rapida no
inicio e tem uma duracao relativamente curta, por alguns minutos, horas ou alguns dias.
Suas principais caracteristicas sdo a exsudacdo de fluido e proteinas plasmaéticas
(edema) e a emigracdo de leucdcitos (predominantemente neutréfilos) (WEISSMAN,
1992).

A inflamacdo cronica tem longa duracdo e estd associada historicamente com a
presenca de linfécitos e macréfagos e a proliferacdo de vasos sanguineos, fibroses e
tecido necrosado. Muitos fatores modificam o curso e a aparéncia morfolégica das
inflamacdes cronica e aguda (BARRINGTON, 2001).

As reacOes vascular e célular de ambas as inflamacdes (aguda e crdnica) sdo
medidas por fatores quimicos derivados de proteinas plasmdticas ou células e sao
produzidas em resposta e ativadas pelo estimulo inflamatério (BARRINGTON, 2001).

A inflamacao é terminada quando o agente agressor € eliminado e os mediadores

param de ser secretados.

2.1.1 Mediadores quimicos da inflamacao

O sistema complemento € considerado o maior sistema efetor de defesa do
hospedeiro contra patdgenos invasores. Sao mais de 30 proteinas plasmadticas que, apds

ativacdo, elaboram fragmentos de proteinas e complexos proteina-proteina que



interagem com o receptor célular especifico ou diretamente com a membrana célular,
desencadeando a reacdo de fase aguda, morte de microrganismos patogénicos e
regulacdo da resposta imune. A atividade do complemento ocorre em forma de cascata,
onde peptideos sdo gerados por multiplos passos enzimaticos (BARRINGTON, 2001).

A etapa critica da elaboracdo da fun¢do biolégica do complemento € a ativagdo
do componente c3 (mais abundante). A clivagem de c3 pode ocorrer através de trés
mecanismos: o classico, pela fixagao de c; ao anticorpo (IgM ou IgG) combinado com
antigeno; o alternativo, pela presenca de moléculas na superficie do micrébio
(endotoxinas ou LPS), complexos de polissacarideos, veneno de cobra e outras
substancias na auséncia do anticorpo; e o da lecitina, em que a lecitina ligada a manose
no plasma se liga a carboidratos no micrébio e ativa c¢; diretamente (LISZEWSKI,
1996).

Qualquer mecanismo que esteja envolvido nas etapas de ativacdo do
complemento depende da enzima ativa chamada C; convertase, a qual transforma C; em
dois fragmentos distintos: Cs, € Csp. As fracdes Cs, e Cs, aumentam a permeabilidade
vascular, contraem o musculo liso e estimulam a degranulagdo dos mastécitos. Cs, €
uma das principais fontes da atividade quimiotdxica gerada no soro tratado com
complexos imunes ou endotoxinas. E um quimioatrator extremamente potente para
leucécitos polimorfonucleares, mondcitos e macréfagos que se acumulam e sao ativados
no local da inflamacdao (ROBBINS; COTRAN, 2007).

Além do sistema complemento, existem algumas aminas vasoativas que agem
como mediadores quimicos na inflamagdo. Dentre elas, destacam-se a histamina e a
serotonina (NATHAN, 1997).

A histamina deriva da descarboxilacdo da histidina pela enzima l-histidina
descarboxilase. A maior parte da histamina é armazenada em mastdcitos e basdfilos,
sendo encontrada também nas plaquetas. Exerce vdrias atividades bioldgicas, incluindo
constricilo do miusculo liso, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
depressao da quimiotaxia dos leucdcitos, bloqueio das fungdes dos linfécitos T e maior
depressio da liberacdo de histamina pelos mastdcitos e baséfilos. E liberada por
degranulacdo de mastdcitos a estimulos como: dano fisico, trauma, reacdo imunolédgica
envolvendo ligagdes de antibidticos com mastdcitos, anafilotoxinas (Cs, e Cs,),
proteinas liberadoras de histamina dos leucécitos, neuropeptideos e citoquinas (IL-1 e

IL-8) (REPKA-RAMIREZ; BARANIUK, 2002).



Embora existam vdrios antagonistas dos receptores h; da histamina, eles sdo
uteis apenas no tratamento dos fendmenos vasculares da fase transitdria inicial da
inflamacdo. Dentre eles, podem-se destacar os anti-histaminicos H; utilizados
amplamente no tratamento das desordens alérgicas. Sao agentes mais eficazes em
aliviar os sintomas de rinite e conjuntivite sazonal (p. ex., espirros, rinorréia e prurido
dos olhos, nariz e garganta). Na asma bronquica, tém efeitos benéficos limitados e ndao
sdo uteis como tratamento isolado. Sao adjuvantes uteis a epinefrina no tratamento de
anafilaxia sistémica ou angioedema grave. Certas dermatoses alérgicas, como urticéria
aguda, respondem favoravelmente aos antagonistas H;, que ajudam a aliviar o prurido
na dermatite atépica ou na dermatite de contato, mas nio t€m efeito no exantema. A
urticdria crénica responde menos, porém algum beneficio pode ocorrer, especialmente
quando combinados com antagonistas H, (LEURS et al., 2002).

Os efeitos colaterais sdo mais proeminentes com os anti-histaminicos H; de
primeira geracdo (difenidramina, clorfeniramina, doxepina e hidroxizina), que cruzam a
barreira hematoencefélica e causam sedacdo. Alguns dos antagonistas do receptor H; de
primeira geracdo também tém propriedades anticolinérgicas, que podem ser
responsaveis por sintomas como secura da boca e das passagens respiratorias, retencao
de urina, frequéncia urindria e disdria. Os farmacos de segunda geragdo (cetirizina,
loratadina, desloratadina e fexofenadina) sdo geralmente desprovidos desses efeitos
colaterais porque nao penetram no SNC e ndo tém propriedades antimuscarinicas
(GELFAND et al., 2004).

A serotonina é produzida pela descarboxilagdo de 5-hidroxitriptofano. Mais de
90% das reservas corporais de serotonina sd@o encontradas no trato gastrointestinal e no
sistema nervoso central; o restante esta presente nos granulos dentro das plaquetas. Age
aumentando a permeabilidade vascular, a resposta quimiotdxica dos leucécitos e o
crescimento in vitro de fibroblastos. Produz vasodilatagdo e, ainda, estimula a formacgao
de coldgeno (WAXLER; RABITO, 2003).

Outro sistema que gera peptideos vasoativos € o sistema cinina. Através da acao
de proteases especificas denominadas calicreinas, o sistema renina gera peptideos
vasoativos das proteinas do plasma, chamados de cininogénios. A ativagdo do sistema
cinina resulta na liberacdo de bradicinina, um nonopeptideo vasoativo. A bradicinina
aumenta a permeabilidade vascular e causa contracdo do miusculo liso, dilatacdo dos
vasos sanguineos e dor quando injetada na pele. Esses efeitos sdo similares aos da

histamina. A cascata da cinina € realizada pela ativacdo do fator Hageman (fator XII da
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via intrinseca da coagulacdo) sob contato com superficies negativamente carregadas,
como coligeno e membranas basais. Um fragmento do fator XII (ativador da pré-
calicreina) € produzido e, no plasma, a pré-calicreina é convertida a uma forma
proteolitica que ativa a enzima calicreina, a qual cliva a bradicinina, liberando entdo o

peptideo cininogénio (WAXLER; RABITO, 2003).

2.1.2 Sistema de coagulacio

O sistema de coagulagdo e inflamacdo sdo processos intimamente conectados. O
sistema de coagulacdo € dividido em duas vias convergentes, resultando na ativagdo da
trombina e formacao da fibrina.

A via de coagulagdo envolve uma série de proteinas plasmdticas, que sao
ativadas pelo fator Hageman (fator XII), uma proteina sintetizada pelo figado que
circula. na forma inativa até encontrar coligeno, membrana basal ou ativacdo
plaquetaria. O fator XII sofre mudanga conformacional (tornando-se fator Xlla),
expondo um centro ativo serina, que pode clivar substratos de proteinas e ativar uma
variedade de sistemas mediadores (KAPLAN, 1997).

A trombina protease proporciona uma ligacdo entre o sistema de coagulacio e o
de inflamacao. A ativacdo do sistema de coagulacdo resulta na ativacdo de trombina
(fator IIA) do precursor protrombina (fator II). A trombina € a enzima que cliva
fibrinogénio circulante soluvel para gerar um codgulo de fibrina insoluvel e constitui a
principal protease de coagulacdo. Ela se liga aos chamados receptores de proteases
ativados (RPAS), pois se ligam a serina proteases tripsina-like, além da trombina. Estes
receptores sdo grupos de proteinas G transmembranas expressas nas plaquetas, células
do misculo liso e endotelial e outros tipos celulares (COUGHLIN, 2000).

Ao mesmo tempo, o fator XII induz a coagulacdo e também pode ativar o
sistema fibrinolitico. Essa cascata contrabalanca a coagulacdo de fibrina. O sistema

fibrinolitico contribui para o fendmeno vascular de inflamacgao de diversas formas.

2.1.3 Metabolitos do acido araquidonico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas)

e fator de ativacio plaquetaria

Quando a célula é ativada por diversos estimulos, sua membrana lipidica é

rapidamente remodelada para gerar mediadores de lipideos biologicamente ativos, que
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servem como um sinal intercélular ou extracélular da inflamagdao e homeostase. Esses
mediadores lipidicos sdo autacoides ou hormonios, que sdo formados rapidamente, exercem
seus efeitos locais e sdo destruidos enzimaticamente ou decaem espontaneamente.

O é4cido araquidénico (AA) é um &4cido graxo poli-insaturado contendo 20
carbonos (4cido 5,8,11,14 — eicosatetraenoico), que € derivado de fonte da dieta ou pela
conversdo do dcido graxo essencial, dcido linoleico. Normalmente ele € hidrolisado na
membrana fosfolipidica pela acdo da fosfolipase A,, que aumenta a concentracdo de
ions célcio no citoplasma e ativa vdrias quinases em resposta a estimulos externos
(MURAKAMI; KUDO, 2003). Os metabdlitos do AA, também chamados eicosanoides,
sdo sintetizados por duas principais classes de enzima: as cicloxigenases (prostaglan-
dinas e tomboxanos) e as lipoxigenases (leucotrienos e lipoxinas).

Os eicosanoides se ligam a receptores da proteina G em diversos tipos de células
e podem mediar toda a etapa de inflamacao.

Eles podem ser encontrados em exsudatos inflamatérios e sua sintese €
aumentada no local da inflamagdo. Agentes estruturalmente distintos que suprimem a
atividade da cicloxigenase, como aspirina, anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) e
inibidores da COX-2, reduzem a inflamacao in vivo (FLOWER, 2003).

A cicloxigenase existe na forma de duas isoenzimas: a cicloxigenase 1 (COX-1)
e a cicloxigenase 2 (COX-2). Essas isoenzimas sdo necessdrias para a producdo de
prostaglandinas (RYAN; GODSON, 2010). As prostaglandinas sdo divididas em seis
estruturas distintas, as PGD, PGE, PGF, PGG, PGH e PGI e por numerosos subgrupos,
que indicam o numero de duplas ligagdes no composto (RYAN; GODSON, 2010). Os
mais importantes sao a PGE,, PGD,, PGF,,, PGI, (prostaciclina) e TXA, (tromboxano).
Algumas dessas enzimas t€m distribui¢ao restrita nos tecidos. Por exemplo, as plaquetas
contém a enzima tromboxano sintetase, e, consequentemente, TXA, € o maior produto
dessas células e poderoso agente agregador plaquetdrio e vasoconstritor, porém ¢é
instavel e rapidamente convertido em sua forma inativa TXB,; (RYAN; GODSON,
2010).

O endotélio vascular processa também prostaciclina sintase para a formagdo de
prostaciclina (PGI,) e seu produto final estivel PGF;,. A prostaciclina é um
vasodilatador, um potente inibidor de agregacdo plaquetéria, e também potencializa o
aumento da permeabilidade e efeitos quimiotdticos de outros mediadores (RYAN;

GODSON, 2010).



As prostaglandinas também estdo envolvidas na patogénese da dor e febre, na
inflamacdo. A PGE, € hiperalgésica e torna a pele hipersensivel a estimulos dolorosos.
Isso promove aumento da concentracdo de histamina e bradicinina e, consequente-
mente, de citoquinas, induzindo a febre durante infec¢des. PGD, é o principal
metabolito da via cicloxigenase nos mastdcitos, seguido de PGE, e PGF;4, que causam
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade das veias pds-capilares, potencializando a
formacdo do edema (RYAN; GODSON, 2010).

Existe um grande interesse na enzima COX-2, devido a sua indug¢do por uma
variedade de estimulos inflamatdrios e estd ausente na maioria dos tecidos. J4 a COX-1
€ produzida em resposta ao estimulo inflamatério, sendo expressa na maioria dos
tecidos. Essa diferenca pode explicar a funcdo da COX-1 na producio de
prostaglandinas, que estdo envolvidas na inflamag¢do e possuem também fungdo
homeostética (balango eletrolitico e de fluidos, protecio no trato gastrointestinal),
porém a COX-2 estimula a producdo de prostaglandinas que estdo envolvidas apenas
nas reacdes inflamatérias (RYAN; GODSON, 2010).

A enzima predominante nos neutréfilos € a 5-lipoxigenase (5-LO). Seu produto
principal, o 5-HETE, que é quimiotatico para neutr6filos, € convertido em leucotrienos
(CHU; PRATICO, 2009). O LTB, é o agente quimiotético potente e ativador da fungio
do neutrdfilo responsdvel pela agregacdao e aderéncia de leucécitos para o endotélio
venoso. Os leucotrienos LTC4, LTD4 e LTE4 causam vasoconstricio e bronco-
espasmos. Eles regulam sua acdo pela ligacdo a receptores cisteina leucotrieno 1
(CYSLTI1) e CYSLT?2, sendo importantes na patogénese da asma bronquica (CHU;
PRATICO, 2009).

As lipoxinas sdo também produtos gerados do dcido araquiddnico. Leucdcitos
(neutréfilos) produzem intermedidrios na sintese da lipoxina, e estes sdo convertidos em
lipoxina na plaqueta, interagindo com leucdcitos. As lipoxinas A4 € B4 (LXA4 e LXB4)
sdo geradas pela acdo de 1-2-lipoxigenase de neutréfilos derivada de LTA, (CHU;
PRATICO, 2009).

A principal acdo das lipoxinas € inibir o recrutamento de leucdcitos e
componentes celulares da inflamagdo. Elas inibem a quimiotaxia dos neutréfilos e a
adesdo ao endotélio. Uma nova classe de mediadores derivados do AA, chamados de
resorvinas, foi identificada em animais experimentais tratados com aspirina (SERHAN,

2002).



Esses mediadores inibem o recrutamento de leucdcitos e ativam, em parte, a
inibicdo da produgdo de citoquinas. Assim, a agdo anti-inflamatéria da aspirina €
atribuida a sua habilidade de inibir as cicloxigenases e também estimular a produgao de
resorvinas (CHU; PRATICO, 2009).

Em 1971, Henson demonstrou que um fator soldvel liberado de leucdcitos
causava agregacao das plaquetas (HENSON, 1971). Aissa e colaboradores caracteri-
zaram o fator como um lipideo polar e o denominaram fator de ativacao das plaquetas
(AISSA et al., 1996). O fator de ativacdo plaquetdaria (PAF) é um outro mediador
bioativo derivado de fosfolipidio ligado ao glicerol e a acido graxo de cadeia longa
(AISSA et al., 1996).

Tal como os eicosanoides, o PAF ndo é armazenado nas células, e sim
sintetizado em resposta a estimulos. O PAF ¢ sintetizado por plaquetas, neutréfilos,
mondcitos, mastdcitos, eosindfilos, células mesangiais renais, células medulares renais e
células do endotélio vascular. Entre as principais propriedades farmacoldgicas, o PAF é
um potente dilatador da maioria dos leitos vasculares. O estimulo por PAF faz com que
os leucdcitos polimorfonucleares se agreguem, liberem leucotrienos e enzimas

lisossomicas e gerem superoxido (CHU; PRATICO, 2009).

2.1.4 Inflamacao aguda

A inflamacdo aguda € uma resposta rdpida aos agentes agressores, enviando
mediadores de defesa, como leucdcitos e proteinas plasmadticas, para o local da injuria.
A inflamacao aguda possui trés grandes caracteristicas: alteragdes no calibre vascular,
que levam ao aumento do fluxo sanguineo; mudanca na estrutura microvascular, que
permite que as proteinas do plasma e os leucécitos deixem a circulacdo; e emigracao
dos leucdcitos da microcirculag@o, seu acimulo no foco da injuria e sua ativagdo para
eliminar o agente agressor (HENSON, 1971).

Alguns estimulos s@o peculiares a inflamacao aguda, como infecc¢ao (bacteriana,
viral e parasitoldgica), toxinas microbianas, trauma, agentes quimicos e fisicos (queima-
dura, irradiacdo), necrose tecidual, corpo estranho, reagdo imunoldgica (hiper-sensibili-
dade), mudancas vasculares e outras (AISSA et al., 1996).

As mudangas no fluxo vascular e no calibre comecam logo apds a injtria e
podem chegar a diversos niveis, dependendo da severidade da injdria. As mudancas

ocorrem na seguinte ordem (AISSA et al., 1996):
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A) Vasodilatagdo: a mais rdpida manifestacio da inflamacdo aguda. A
vasodilatacdo envolve as arteriolas e resulta numa abertura de novos capilares na érea.
Também hd um aumento no fluxo sanguineo, que causa calor e vermelhidio. E induzida
pela acao de diversos mediadores, como histamina e 6xido nitrico, no musculo vascular
liso.

B) Aumento da permeabilidade microvascular, com extravasamento de fluido
proteico no tecido extravascular.

C) A perda de fluidos resulta na concentracdo de células vermelhas nos
pequenos vasos e aumento de viscosidade sanguinea = estase.

D) A estase agrupa leucdcitos (neutréfilos) acumulados em todo o endotélio
vascular.

O principal marcador da inflamacdo aguda € o aumento da permeabilidade
vascular, deixando escapar fluidos ricos em proteina (exsudato) para dentro do tecido
extravascular.

O endotélio se torna mais poroso na inflamacgdo devido a formacdo de fendas
endoteliais nas veias, provocada pela histamina, bradicinina, leucotrienos, substancia P,
neuropeptidio e diversos outros mediadores quimicos. Ocorre rapidamente e tem poucos
minutos de duracdo. A injuria diretamente no endotélio resulta em necrose da célula
endotelial e destacamento desta (LENTSCH; WARD, 2000).

A injuria endotelial € mediada por leucécitos. Os leucdcitos aderem ao
endotélio, de forma relativamente rdpida na inflamacdo aguda, e ativam enzimas
proteoliticas e espécies de oxigénio toxico, que causam injuria endotelial, abrindo
fendas, resultando em aumento da permeabilidade. Na inflamacdo aguda, essa forma de
injuria € restrita aos sitios vasculares (vénulas capilares glomerulares e pulmonares;
AISSA et al., 1996).

Durante o reparo, novos vasos sdo formados. Esse processo é chamado de

angiogénese (AISSA et al., 1996).

2.1.5 Extravasamento de leucdcitos e fagocitose

A principal funcdo da inflamacdo € enviar leucécitos para o local atingido e
ativa-los para desempenhar seu papel de defesa. Entretanto, a defesa potencial dos
leucécitos também induz danos teciduais e prolonga a inflamag¢ao (CICCHETTI et al.,

2002).
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Os leucdcitos percorrem um caminho desde o limen do vaso até o tecido
intersticial obedecendo a uma sequéncia de eventos, como a adesdo ao endotélio;
transmigracao para dentro do endotélio (diapedese); e migracao para o tecido intersticial
através de estimulos quimiotaticos (CICCHETTI er al., 2002).

A adesdo e transmigracdo do leucdcito dos vasos sanguineos para dentro dos
tecidos € regulada pela ligacdo de moléculas de adesdo complementar encontradas na
superficie do endotélio e mediadores quimicos (quimioatratores) e citoquinas. Os
receptores envolvidos nessa adesdo s@o selectinas, imunoglobinas, integrinas e
glicoproteinas mucina-like (MULLER, 2001).

Existem diversas selectinas, como e-selectina (CD62E), p-selectina (CD62P) e 1
selectina (CD62L) (REYNOLDS et al., 2009).

As moléculas da familia das imunoglobulinas incluem duas moléculas de adesao
endotelial: ICAN-1 (intercellular adhesion molecule 1) e VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule 1). Ambas atuam como ligantes para integrinas encontradas nos
leucécitos. As integrinas sdo glicoproteinas transmembranas heterodiméricas feitas por
ligacdes a e B, que s@o expressas por muitos tipos de células e ligam-se a ligantes nas
células endoteliais, outros leucécitos e matriz extracélular (REYNOLDS et al., 2009).

O primeiro evento no recrutamento leucocitario € a indugcdo de moléculas de
adesdo na célula endotelial. Mediadores como a histamina, trombina e PAF estimulam a
redistribuicdo da p-selectina de seu estoque intracélular nos granulos para a superficie
célular. Macréfagos teciduais, mastdcitos e células endoteliais respondem contra
agentes danosos pela secrecdo das citoquinas TNF, IL-1 e quimiocinas. TNF e IL-1
agem na célula endotelial da vénula capilar adjacente a infec¢do e induzem a expressao
de diversas moléculas de adesdo. Em uma a duas horas as células endoteliais comegam
a expressar e-selectina (REYNOLDS et al., 2009).

TNF e IL-1 também induzem expressdo endotelial de ligantes para integrinas,
como VCAM-1 (ligante para integrina VLA-4) e ICAM-1 (ligante para integrina LFA-1
e MAC-1 (REYNOLDS et al., 2009).

Na transmigracdo ou diapedese, as quimiocinas agem permitindo a aderéncia de
leucdcitos, estimulando-os a migrarem para os espagos interendoteliais, de acordo com
o gradiente de concentracdo quimica, o local da injuria ou infec¢do (REYNOLDS et al.,
2009).

Certamente moléculas homofilicas de adesdo presentes nas jungdes

intercelulares do endotélio estdo envolvidas na migracdo de leucdcitos. Uma dessas
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moléculas € uma imunoglobulina chamada pecam-1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule) ou ca31 (MULLER, 2001).

O tipo de emigracdo leucocitdria varia de acordo com o tempo de resposta
inflamatéria e com o tipo de estimulo. Na maioria das formas de inflamagao aguda, os
neutr6filos predominam no infiltrado inflamatério durante as primeiras 6 a 24 horas. Os
neutr6filos sdo mais numerosos no sangue, respondem mais rapidamente as quimiocinas
e aderem mais firmemente as moléculas de adesdo, que sdo rapidamente induzidas por
células endoteliais, como p e e-selectinas. Além disso, apds entrarem nos tecidos, os
neutréfilos tém vida curta (24 a 48 h) (REYNOLDS et al., 2009).

Apés o extravasamento, os leucdcitos emigram para os tecidos em dire¢do a
injuria, por um processo chamado quimiotaxia (locomogao orientada de acordo com o
gradiente quimico). Os granulécitos, mondcitos e linfocitos respondem ao estimulo
quimiotético com velocidades distintas. Substancias exdgenas e endogenas podem atuar
como quimioatratores. O mais comum agente exdgeno sdo os produtos bacterianos.
Alguns destes sdo peptideos contendo n-formil-metionina como aminodacido terminal,
outros sdo lipideos (REYNOLDS et al., 2009).

Os quimioatratores enddgenos sdo componentes do sistema complemento,
particularmente Cs,; produtos da via lipoxigenase, como leucotrieno Bs (LTB4) e
citoquinas, particularmente da familia quimiocina (IL-8) (CICCHETTI et al., 2002).

Nem todas as respostas sdo conhecidas, porém diversos passos e segundo
mensageiros sdo conhecidos no processo de reconhecimento pelos leucdcitos desses
agentes quimicos (JONES, 2000; CICCHETTTI et al., 2002). O sinal € iniciado por
receptores na superficie da membrana, como a GPCRS (g-protein coupled receptors),
resultando no recrutamento de proteina G e ativagdo de diversas moléculas efetoras,
incluindo fosfolipase C (PLC) e fosfoinositol-3quinase (FI3K). Essas duas agem na
membrana de fosfolipideos inositol para gerar segundo mensageiro de lipideos, que
aumentam a concentragdo de cdlcio no citosol e ativam pequenas GTPases, as quais
induzem a polimerizagdo de actina as margens da célula (JONES, 2000; CICCHETTTI et
al., 2002).

Micrébios, produtos de células necrdticas, complexo antigeno-anticorpo e
citoquinas induzem um ndmero de respostas aos leucdcitos que fazem parte da defesa
destes (neutréfilos e macréfagos). As respostas funcionais induzidas pela ativacdo de
leucécitos sdo: produgdo de metabdlitos do dcido araquiddnico dos fosfolipideos, como

uma resposta a ativacao da fosfolipase A,, pelo aumento intracélular de cdlcio e outros
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sinais; degranulacdo e secre¢cdo de enzimas lisossomais e ativagdo de explosdao
oxidativa; secrec@o de citoquinas, as quais amplificam e regulam reacdes inflamatoérias
— a ativagdo de macréfagos € o “carro-chefe” das citoquinas, que estdo envolvidas na
inflamacdo; e modulacao de moléculas de adesao de leucécitos por diferentes citoquinas
e integrinas (JONES, 2000; CICCHETTI et al., 2002).

Alguns receptores de leucdcitos estdo envolvidos nesses processos, como
(JONES, 2000; CICCHETTI et al., 2002):

a) TLRS (toll-like receptors), essenciais para resposta célular contra endotoxinas
bacterianas (LPS, lipopolissacarideos) e outras proteoglicanas bacterianas.

b) Receptores de fagdcitos, que promovem opsonizagdo de micrébios:
antibidticos, proteinas complementares (Cs) e lecitinas.

Ap6s todo esse processo, ocorre a fagocitose. A fagocitose e a liberagdao de
enzimas por neutréfilos e macréfagos sdo responsdveis pela eliminacdo de agentes
danosos e constituem os dois maiores beneficios derivados da acumulacio de leucdcitos
no foco inflamatério.

A fagocitose envolve trés etapas distintas (JONES, 2000; CICCHETTI et al.,
2002):

a) Reconhecimento e aderéncia da particula que sera “ingerida” pelo leucdcito: é
iniciado pelo reconhecimento de particulas por receptores expressos na superficie do
leucécito. Receptores de manose e receptores “scavenger” sdo dois importantes
receptores no processo de ingestdo de microbios. As integrinas de macréfagos, como a
MAC-1 (CDy 5/ CD3g), também se ligam a micrébios para fagocita-los.

b) Digestao formando um vacuolo fagocitario. Apds a ligacdo com os receptores
dos leucdcitos, inicia-se o processo de fagocitose das particulas. Durante a ingestdo,
uma extensao do citoplasma emite pseudépodos para envolver a particula a ser ingerida.
A membrana deste vacuolo fagocitario se funde com a membrana de um granulo
lisossomal, formando entdo um fagolisossomo.

¢) Degradacdo ou eliminacdo do material ingerido. Etapa de eliminacdo do
agente infeccioso ou célula necrética através de enzimas lisossomais por mecanismos
oxigénio-dependente.

Esse dtltimo processo também pode ocorrer por mecanismos o0xigénio-
independente, pela acdo de substancias nos granulos dos leucdcitos, como BTI
(bactericidal permeability increasing protein), uma proteina catidnica granulo-

associado, que causa ativacao de fosfolipase, degradacdo de fosfolipideos e aumenta a
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permeabilidade na membrana do microrganismo; lisozimas que hidrolisam a ligacdo do
acido muranico n-acetil- glicosamina encontrados em todas as bactérias; lactoferrinas,
uma proteina com ligacdo ferro presente em especificos granulos e granulos de
neutréfilos que contém muitas enzimas, como a elastase, que também contribui para
eliminar os microrganismos (JONES, 2000; CICCHETTI et al., 2002).

Outro mecanismo de eliminacdo microbiana foi identificado mais recentemente,
envolvendo a producdo de 6xido nitrico (NO). O NO € um mediador com diferentes
funcdes celulares, tendo importante papel na inflamacdo. E sintetizado pelas células
endoteliais, leucdcitos e sinovidcitos via oxidag¢do da arginina por grupos sintetases, que
sdo ativadas por citocinas (IL-1, TNF-a) e lipopolissacarideos (NATHAN, 1997).

Quando a producdo de NO nos neutréfilos € induzida por endotoxinas, aumenta
a producao de TNF-a pelos préprios neutréfilos, havendo assim uma autoestimulagdo.
O oxido nitrico pode ser liberado em resposta a quimioatraentes, como peptideos
formilados e PAF, e aumenta a quimiotaxia para os neutr6filos. Reage com o ferro e
grupos tidis, levando provavelmente a lise intracélular do patdgeno (NATHAN, 1997).

Em situa¢do normal, os produtos da inflamacao produzem pequena ou nenhuma
destruicao no tecido dos hospedeiros, porque os agentes agressores sdo rapidamente
removidos e a producdo de mediadores da inflamagdo é atenuada. Se a resposta
inflamatéria for direcionada contra o préprio organismo, nao efetiva na remocdo do
agente agressor ou nio efetivamente regulada, os tecidos sdo destruidos pela ativagcao
cronica dos leucécitos. E importante notar que os mediadores derivados dos leucdcitos
que participam da defesa do hospedeiro sdao os mesmos envolvidos na destrui¢cdo dos

tecidos nas doencas inflamatoérias (NATHAN, 1997).

2.1.6 Lesao tecidual por oxidacao

Os mediadores oxidantes primdrios de citotoxidade sdo H,O, e HOCI, capazes
de oxidar uma variedade importante de substincias bioldgicas. Varias enzimas e
importantes compostos bioldgicos requerem, para sua atividade, grupos sulfidricos
livres. A oxidagdo destes grupos pode contribuir com a citotoxidade. Os oxidantes
derivados dos fagdcitos também causam descarboxila¢do, desaminacdo e clivagem de
proteinas. A peroxidagdo lipidica estd envolvida na lesdo da membrana (BABIOR,

2003).
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Os radicais de oxigénio podem ser gerados pela célula endotelial submetida a
isquemia ou hipoxemia e subsequente processo de reperfusdo e oxigenacdo. Esses
radicais podem causar lesdo vascular e aumentar a expressao da selectina P e nas células
endoteliais, resultando na aderéncia dos neutréfilos. Essa € uma potente causa de dano

vascular (BABIOR, 2003).

2.1.7 Lesao tecidual por acao proteolitica

A matriz extracélular é composta por uma complexa mistura de coldgeno,
elastina, proteoglicanos e glicoproteinas, localizada abaixo do epitélio envolvendo as
células do tecido conjuntivo. Essas proteinas sdo essenciais para manter a integridade
tecidual. A dissolucdo dessa matriz € um importante mecanismo de dano tecidual e
doencas inflamatérias (SEVERINI, 2002).

Quando os neutréfilos estdo ativados e as endotoxinas na superficie célular nao
podem ser ingeridas, liberam o contetido dos lisossomas e radicais t6xicos no meio
extracélular. As proteases derivadas dos neutréfilos, como a elastina e captesina G,
podem causar severo dano tecidual, tendo sua acdo potencializada por HOCI1, e ser
neutralizadas por uma ripida e irreversivel formacdo de complexos com antiproteases
plasmadticas. Outras proteases, como as colagenases e gelatinases, sdo liberadas dos
neutréfilos na forma inativa, ativadas ap6s oxidacao por HOCI1 e, assim, potencializam

a atividade da elastase (SEVERINI, 2002).

2.1.8 Padrao morfolégico da inflamac¢ao aguda

Existem algumas caracteristicas peculiares na inflamac¢ao aguda que resultam em
padroes morfoldgicos distintos, como inflamag¢do serosa, inflamagdo fibrinosa,
inflamacao purulenta e ulceras (FERREIRA et al., 2006).

A inflamacdo serosa é derivada de fluidos do plasma ou secrecdo de células
mesenteliais oriundas do peritdonio, pleura e cavidades pericardias (FERREIRA et al.,
2006).

A inflamacdo fibrinosa € resultado do aumento da permeabilidade vascular, em
que moléculas grandes, como fibrinogénio, passam a barreira vascular e a fibrina
formada € depositada no espago extracélular. O exsudato fibrinoso aparece quando o

vazamento vascular € grande ou hd estimulo procoagulante no intersticio (células
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cancerosas). Um exsudato fibrinoso € caracteristico de inflamacdo na superficie das
cavidades do corpo, como meninges, pericardio e pleura. Histologicamente, as fibrinas
aparecem como uma rede eicosanofilica e, as vezes, como um codgulo amorfo.
Exsudatos fibrinosos podem ser removidos por fibrindlise e, ou, ingeridos por
macréfagos (FERREIRA et al., 2006).

Na inflamag¢do purulenta hd grande producdo de pus ou exsudato purulento,
constituido de neutrdfilos, células necréticas, fluido, edema e bactérias piogénicas. Um
exemplo comum de uma inflamagao aguda purulenta € a apendicite aguda. O abscesso €
formado em tecidos que sofreram inflamacgdo purulenta (FERREIRA et al., 2006).

As ulceras s@o caracterizadas por um local defeituoso ou extravasamento da
superficie de um 6rgao ou tecido. Sdo produzidas por exposi¢do de um tecido necrético
inflamatério. E comumente encontrada em necrose inflamatéria da mucosa da boca,
estdmago, intestino ou trato gastrointestinal e inflamac¢do cutanea (FERREIRA et al.,

2006).

2.1.9 Resultados da inflamacao aguda

Apd6s a inflamagdo aguda, pode ocorrer a neutralizacio ou decaimento
espontaneo de mediadores quimicos, com a volta da permeabilidade vascular normal,
término da infiltracdo de leucdcitos, morte dos neutrdfilos e, finalmente, remogao dos
fluidos de edema, leucdcitos, agentes danosos e substdncias necréticas do local afetado
(FERREIRA et al., 2006).

Outra caracteristica que pode ocorrer apds a destruicdo substancial do tecido € a
fibrose, quando o dano inflamatério envolve tecido que estd incapaz de regenerar, ou
quando hd abundante exsudato de fibrina. Quando o exsudato fibroso no tecido ou
cavidade serosa nao pode ser dissolvido (pleura, peritonio) adequadamente, o tecido
conectivo cresce na area do exsudato, convertendo este em uma massa de tecido fibroso
— processo conhecido como organizacdo. Em muitas infeccdes piogé€nicas ha intensa
infiltracdo de neutrdfilos, tecido liquefeito e formagdo de pus. O tecido destruido é
recomposto e reposto por fibrose (FERREIRA et al., 2006).

Quando a resposta da inflamac¢@o aguda ndo € suficiente, devido a persisténcia
do agente danoso, pode ocorrer progressao da resposta tecidual a inflamacdo crdnica

(FERREIRA et al., 2006).
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2.1.10 Inflamacao cronica

A inflamagdo crdnica tem duragdo prolongada, na qual sua ativacdo promove
simultaneamente destrui¢do tecidual e tentativa de reparacdo. Esse tipo de inflamacao é
a causa da injudria tecidual de algumas doencas, como artrite reumatoide, aterosclerose,
tuberculose e doencas cronicas do pulmdo (FERREIRA et al., 2006).

Uma das causas da infec¢c@o cronica pode ser a infec¢do persistente de alguns
microrganismos, como Tubercles bacillus, Treponema pallidum, virus, fungos e
parasitas. A resposta inflamatéria leva a um padrdo especifico, chamado de reacdo
granulomatosa (MAJNO, 1998).

A prolongada exposi¢do a agentes téxicos exdgenos, como, por exemplo,
particulas de silica (quando inaladas por um periodo longo de tempo), resulta em uma
inflamacao nos pulmdes chamada de silicose (FERREIRA et al., 2006).

A autoimunidade também pode ser um fator que leva a infec¢do cronica. Sob
certas condicoes, as reagdes imunoldgicas se desenvolvem contra seu proprio tecido,
produzindo uma doenga autoimune. Nesta doenga, autoantigenos invocam uma reagao
imunoldgica propria, que resulta em inflamacdo e danos teciduais cronicos, como artrite
reumatoide e lipus eritematoso (MAJNO, 1998).

Morfologicamente, em comparacdo a inflamacdo aguda, que € manifestada por
mudancas vasculares, edema e infiltracdo de neutrdfilos, a inflamacdo crdnica
caracteriza-se pela infiltracdo por células mononucleares, o que inclui macréfagos,
linfécitos e células plasmaticas, destruicao tecidual induzida por agentes agressores ou
células inflamatérias e a reposicdo do tecido afetado pelo tecido conjuntivo,
acompanhada da proliferacdo de vasos sanguineos pequenos (angiogénese) e fibrose

(LUSCINSKAS; GILBRONE, 1996).

2.1.11 Efeitos sistémicos na inflamacao

Alguns efeitos sist€micos sdo caracteristicos de um processo inflamatério. Entre
eles, pode-se observar a presenca de febre, dor, aumento da pressdo sanguinea,
sonoléncia, mal estar e outros.

A febre é caracterizada pela elevacdo da temperatura corporal, principalmente
quando a inflamacdo estd associada 2 infec¢do. E produzida em resposta a substincias

chamadas pirogénios, que agem estimulando a sintese de prostaglandinas nas células
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vasculares e perivasculares do hipotdlamo. Substancias bacterianas, como lipopolissaca-
rideos (LPS), estimulam leucécitos a liberar citoquinas, como IL-1 e TNF, que
aumentam as enzimas cicloxigenase, as quais convertem &cido araquiddnico em
prostaglandinas; no cérebro, estas estimulam a produg¢do de neurotransmissores, 0S
quais levam ao aumento da temperatura (DINARELLO, 1999).

A dor que acompanha a inflamag@o e a lesdo tecidual provavelmente resulta da
estimulagdo local das fibras de dor e do aumento da sensibilidade (hiperalgesia), em
parte devido a excitabilidade aumentada dos neurdnios centrais da medula espinhal.
Eles sdo particularmente eficazes nas situacdes em que a inflamacdo tiver produzido a
sensibilizacdo dos receptores da dor aos estimulos mecanicos ou quimicos normalmente
indolores. A bradicinina e as citoquinas, como TNF-a, IL-1 e IL-8, também parecem
ser particularmente importantes para a producao da dor na inflamacdo (DINARELLO,
1999).

As proteinas plasmdticas também estdo envolvidas no processo inflamatério e
s30, em sua maioria, sintetizadas no figado. As trés principais proteinas sao a proteina C
reativa (PCR), fibrinogénio e proteina A do soro (SAA). Elas podem se ligar a parede

célular do microrganismo e agir opsonizando e fixando complemento (RIDKER, 2003).

2.2 Cicatrizacao

2.2.1 Tipo de feridas

Segundo Mandelbaum et al. (2003), a perda tecidual pode atingir a derme
completa ou incompletamente, sendo denominada ferida de espessura parcial; a
reparagdo faz-se pela reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele
adjacente ndo acometida, ou ferida de espessura total, atingindo todo o 6rgao, chegando
ao tecido célular subcutaneo, onde a epitelizacdo acontece apenas nas margens da ferida

(MANDELBAUM et al., 2003).

2.2.2 Mecanismo de regeneracao tecidual

Alguns animais, como os anfibios, podem regenerar suas caudas, membros,
retinas, mandibulas e até partes do coracdo. Essa capacidade € atribuida a dois fatores: a

capacidade de células quiescentes retornarem ao ciclo célular, como miotubos
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cardiacos, e a eficiéncia de células-tronco em se diferenciarem na drea da injdria. Essa
capacidade de regeneracdo de todo o tecido e Orgdos foi perdida nos mamiferos
(TANAKA, 2003).

Os mamiferos reconstituem a capacidade funcional de um 6rgdo sem
necessariamente reconstruir sua anatomia original. Essa regeneracdo inadequada é
atribuida a uma ripida resposta de fibroproliferacdo e formagdo de cicatriz apés um
corte.

A epiderme é um epitélio multiestratificado, formado por camadas de células
achatadas (epitélio pavimentoso) justapostas. A camada de células mais interna,
denominada epitélio germinativo ou basal, € constituida por células que se multiplicam
continuamente em direcdo a superficie. As outras camadas sdo constituidas de células
cada vez mais diferenciadas, que, com o crescimento basal, vao ficando cada vez mais
periféricas, até sua descamacdo. A medida que envelhecem, as células epidérmicas
tornam-se achatadas e produzem uma proteina resistente € impermeédvel — a queratina.
As células mais superficiais, com depdsitos de queratina, morrem e passam a constituir
uma camada resistente ao atrito e altamente impermedvel a d4gua, denominada camada
queratinizada ou cornea. Na epiderme ndo existem vasos sanguineos (VILELA et al.
2008).

A derme, localizada imediatamente sob a epiderme, € um tecido conjuntivo que
contém fibras proteicas, vasos sanguineos, terminagdes nervosas, Orgaos sensoriais e
glandulas. As principais células da derme sdo os fibroblastos, responsdveis pela
producdo de fibras e de uma substincia gelatinosa, amorfa, na qual os elementos
dérmicos estdo mergulhados. Na derme encontram-se, ainda, o musculo eretor do pelo,
fibras elésticas, fibras coldgenas, vasos sanguineos e nervos. O tecido subcutaneo ou
hipoderme, camada de tecido conjuntivo frouxo localizado sob a derme, € rico em fibras
e em adipdcitos (VILELA et al., 2008).

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares, que interagem para que ocorra a repavimentacdo e
reconstru¢do do tecido (MANDELBAUM et al., 2003). Esse evento € um processo
dindmico, que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos, os quais se comportam de
forma harmoniosa a fim de garantir a restauracdo tissular (MANDELBAUM et al.,
2003).

O processo de cicatrizacdo envolve mecanismos enziméaticos responsaveis pela

recuperagdo de elementos estruturais, como os constituintes do citoesqueleto,
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membranas e paredes celulares, e de moléculas de alta complexidade, como proteinas,
RNAs, DNA e o processo de reparo de tecidos, que pode se fazer pela regeneragdo, com
a recomposi¢do da atividade funcional do tecido ou pela cicatrizacdo, com
restabelecimento da hemostasia do tecido, com perda da sua atividade funcional pela
formacao de cicatriz fibrética (BALBINO et al., 2005).

Danos tissulares de qualquer natureza (fisica, quimica ou bioldgica)
desencadeiam a ativagdo de células nervosas, estomacais, vasculares e circulatérias por
estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica, feita por estruturas das células rompidas,
fragmentos dos elementos inertes dos tecidos (coldgenos, elastinas, fibronectinas e
outros), proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos e por acdo de mediadores
inflamatérios pré-formados (liberados principalmente pelos granulos das plaquetas,
mastdcitos e terminagdes nervosas periféricas) ou neossintetizados como eicosanoides e
fator de agregacao plaquetdria (PAF) (BALBINO et al., 2005).

Peerschke e colaboradores, em 2008, descrevem que ocorre a ativacdo da cascata
de coagulacdo, que faz com que o coldgeno exposto faca aderéncia na superficie interna
e externa dos vasos sanguineos (PEERSCHKE et al., 2008). Sao liberadas substancias
vasoativas, quimiostéticas e fatores plaquetdrios. Ocorre a formacdo de trombo, que,
juntamente com os eritrocitos, formam o codgulo que contém o sangramento. Os
principais fatores de crescimento plaquetdrio presentes sdao PF4, que estimula a
migracdo das células inflamatérias, e prostaglandinas, que atraem os mondcitos,
neutréfilos e fibroblastos. Esses eventos sdo chamados de fase hemorrdgica, ocorrendo
nas primeiras horas apos a lesdo (PEERSCHKE et al., 2008).

De acordo com Peerschke et al. (2008), o processo de reparo que se segue pode
ser dividido da seguinte forma:

a) Fase inflamatdria: fase de ocorréncia dos sinais clinicos da inflamagao aguda
de dor, calor, rubor e edema. Os macréfagos e granuldcitos, chegando ao local afetado,
liberam enzimas proteoliticas (as colagenases, elastases e hidrolases 4cidas), que,
juntamente com a grande concentracdo de leucdcitos polimorfonucleares, lisam os
codgulos e promovem a decomposicdo do tecido necrosado e a limpeza local da lesdo.
As proteases atuam no remodelamento da matriz extracélular. A histamina, liberada
inicialmente, as prostaglandinas, liberadas mais tarde, aumentam a sensacdo dolorosa e
provém vasodilatacdo, com extravasamento de plasma. Substancias vasoativas e fatores

de crescimento liberados atuardo nas fases subsequentes, desde o desbridamento da
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ferida, angiogénese, proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais € a migracdao
célular. Essa fase tem duracao de 48 a 72 horas.

b) Fase proliferativa ou de epitelizacdo: ocorre nos primeiros 12 a 14 dias ap6s a
lesdo. O desenvolvimento do tecido de granulagdo e a reconstituicio da matriz
extracélular ocorrem devido a predominancia de fibroblastos, com deposicdo de
coldgeno, fibronectinas e outros componentes proteicos, formando intensa rede vascular
e migracdo dos queratindcitos, visando a promocdo da contracdo tecidual e da
epitelizacao.

c) Fase de maturacdo ou fibroplasia ou remodelamento: tem inicio
aproximadamente apds 14 dias e pode durar por dois ou mais anos. Ocorre diminui¢do
progressiva da vascularizacdo e dos fibroblastos, aumento da forca ténsil e
reorganizacdo das fibras de coldgeno pela colagenase. Pode haver defeitos cicatriciais,
como queloides, cicatrizes hipertroficas ou muito finas, fridveis e hipercromicas.

O coldgeno € a proteina mais comum no mundo animal. Ele é composto por trés
a-polipeptideos tripla hélice. Existem cerca de 30 tipos diferentes de coldgeno,
codificados por 41 genes dispersados em 14 cromossomos (MYLLYHARIJU;
KIVIRIKKO, 2001).

O colageno fibrilar € sintetizado como protocoldgenos, uma molécula precursora
derivada de pré-procolageno. O pré-coldgeno € secretado da célula e cliva protease para
formar a unidade bésica da fibra. A fibra de coldgeno é associada com a oxidacdo de
lisina especifica e residuos hidroxilisina pela enzima extracélular lisiloxidase,
estabilizando a forga ténsil do coldgeno (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2001).

A vitamina C € importante para a hidroxilacdo de pro-coldgeno. Defeitos
genéticos na producdo de coldgeno causam muitas sindromes (MYLLYHARIJU;
KIVIRIKKO, 2001).

Tecidos como vasos sanguineos, pele, dtero e pulmdo necessitam de elasticidade
para suas funcdes. A habilidade desses Orgdos € proveniente de fibras elasticas
(MILEWICZ et al., 2000). Essas fibras podem se esticar diversas vezes e retornar ao
tamanho original apds aplicacdo da tensdo. Morfologicamente, as fibras eldsticas
consistem em elastinas rodeadas por microfibrilas constituidas por fibrilinas

(MILEWICZ et al., 2000).
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2.2.3 Fatores locais e sistémicos que influenciam a reconstituicao da ferida

Dentre os fatores sistémicos que podem influenciar na reconstitui¢do de uma
ferida, pode-se citar a nutri¢do, na qual uma deficiéncia proteica, ou vitaminica, inibe a
sintese de coldgeno e retarda o reparo (PEERSCHKE et al., 2008).

Doencas como diabetes melito, varizes e arteriosclerose também retardam a
drenagem venosa (PEERSCHKE et al., 2008).

Hormonios como os glicocorticoides sdo anti-inflamatérios que alteram varios
componentes da inflamacdo, podendo agir na inibicdo da sintese de coldgeno
(MYLLYHARIJU; KIVIRIKKO, 2001).

Os fatores locais também podem influenciar na reconstituicao das feridas, como
tamanho, infec¢des persistentes, movimentos bruscos, podendo abrir a ferida, ou corpos
estranhos (MYLLYHARIJU; KIVIRIKKO, 2001).

A formacgdo excessiva de componentes do processo de reparacao pode também
complicar esse processo. A acumulacdo de coldgeno em excesso pode aumentar a
cicatrizagdo, formando a chamada cicatriz hipertréfica. Se o tecido cicatrizado crescer
em cima da ferida original e, entdo, regredir, tem-se a queloide. A queloide aparece em
individuos predispostos e naqueles de pele mais escura. O mecanismo de formacgdo de
queloide ainda € desconhecido (TOMASEK et al., 2002).

Quando ocorre a persisténcia do estimulo inicial para fibrose ou
desenvolvimento de reagcdes imunoldgicas ou autoimunes, chamamos de fibrose. Nesta
doenca, as interacgdes linfocito-mondcito promovem a sintese e a secre¢do de fatores de
crescimento e citoquinas fibrinogénicas, enzimas proteoliticas e outras moléculas

biologicamente ativas (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2001).

2.2.4 Parametros sanguineos envolvidos na inflamacao

Diversos parametros sanguineos estdo envolvidos nos processos inflamatdrios,
podendo-se destacar calcio, proteinas, principalmente albumina, ferro, aminotransferases
(TGO e TGP) e gamaglutamiltranspeptidase (yGT).

O calcio existente no plasma humano normal apresenta-se sob trés formas
distintas: a) célcio ligado a proteinas plasmdticas, principalmente na forma de Ca**
ligado especialmente a albumina; b) cdlcio livre (ionizado), forma biologicamente ativa

(45 a 50% do total), que € mantida em niveis constantes por um complexo sistema de
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controle envolvendo o paratormdnio (PTH) e a 1,25 (OH), D (GAW et al., 2001). No
sistema neuromuscular, o célcio ionizado facilita a condu¢do nervosa, a contracio € o
relaxamento muscular. A redug@o da concentracdo de cdlcio ionizado causa aumento da
excitabilidade neuromuscular e tetania. O aumento da concentragdo reduz a
excitabilidade neuromuscular; c) cdlcio complexado: € constituido por uma variedade
de anions, como citrato, fosfato, lactato, bicarbonato e outros ions (GAW et al., 2001).

Virios compostos estdo envolvidos na regulagdo do célcio plasmético. Os dois
principais controladores da homeostase do célcio sdao o paratormdnio (PTH) e a
vitamina D (GAW et al., 2001).

As variagdes nos teores de calcemia sdo detectadas pelo receptor cdlcio-sensivel
(CaSR) um receptor 7 — transmembrana ligado a proteina G. A unido do cdlcio ao CaSR
induz a ativacdo da fosfolipase C e a inibicdo da secre¢cdo de PTH. Por outro lado,
redugdes no cdlcio estimulam as células principais da glandula paratireoide a secretarem
PTH (GAW et al., 2001).

Outro hormonio que regula a concentragao de célcio ionizado no sangue € a
calcitonina (CT). A secre¢do aumenta em resposta a elevacdes do célcio ionizado e
diminui com redugdes nos teores sanguineos deste ion (GAW et al., 2001).

A hipocalcemia geralmente vem acompanhada da hipoalbuminemia, ja que uma
fracdo de cdlcio plasmatico se encontra ligada a albumina. Na 4cidose, a protonizacao
de albumina reduz sua capacidade de ligacdo ao cdlcio, elevando o teor de calcio
jonizado (Ca®*) sem alteracdo do célcio total. Assim, a hiperventilacio com alcalose
respiratéria pode reduzir o Ca** plasmatico, com o desenvolvimento de tetania (GAW et
al., 2001).

Outro parametro sanguineo envolvido na inflamagao sao as proteinas totais. As
funcdes das proteinas plasmaéticas incluem transporte, manutencdo de pressao oncética,
tamponamento de alteracdes de pH, imunidade humoral, atividade enzimatica,
coagulacdo e resposta de fase aguda (GAW et al., 2001).

A maioria das proteinas plasmaéticas € sintetizada no figado, enquanto algumas
sao produzidas em outros locais, como as imunoglobulinas, pelos linfécitos, as
apolipoproteinas, pelos enterdcitos, € a Pp-microglobulina, em vdrios locais do corpo
(GAW et al., 2001).

Normalmente, a concentragdo de proteinas totais no plasma de humano estd em
torno de 7 g/dl, e aproximadamente 250 g de proteinas sao encontrados no compartimento

vascular.
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A hipoproteinemia estd relacionada com diversos fatores patologicos, como o
aumento do volume plasmaético (pela cirrose, hemodiluicdo por intoxicacdo hidrica);
perda renal; perda de proteinas pela pele (queimaduras); gota; distirbios da sintese
proteica; edema; dermatite esfoliativa; doenga de Crohn; tlcera péptica; entre outros
(GAW et al., 2001).

A albumina representa cerca de 60% das proteinas presentes no plasma humano.
E sintetizada, fundamentalmente, pelas células do parénquima hepético, pela ingestio
proteica (MOTTA, 2009).

A sintese é aumentada quando ocorre perda, como na sindrome nefrdtica, e
reduzida por citocinas inflamatérias (MOTTA, 2009).

A albumina exerce importantes funcdes, como a regulacdo osmoética, o
transporte e o armazenamento de dcidos graxos, fosfolipideos, fons metalicos, aminoaci-
dos, hormoénios e farmacos (MOTTA, 2009).

A hipoalbuminemia pode ser promovida, entre outros fatores, pela perda
proteica extravascular. Em condi¢des normais, menos de 10% da albumina total é
perdida no intestino. Quando associada a infec¢des intestinais, a hipoalbuminemia
aumenta devido a fatores periféricos, que inibem a sintese da albumina por mecanismos
similares aos encontrados nas queimaduras, nos traumatismos e nas infeccdes
(MOTTA, 2009).

A pele € o principal local de armazenamento de albumina extravascular.
Constitui um pool para manter os teores de albumina plasmdtica. As queimaduras
resultam na perda direta de albumina, comprometendo o fluxo sanguineo hepético por
reducdo do volume e por fatores inibidores liberados nos locais das lesdes, como fator
de necrose tumoral, interleucina-1 e interleucina-6 (MOTTA, 2009).

Em avaliagdes laboratoriais, as elevacdes de proteina C reativa sugerem
processos inflamatdrios que contribuem para a hipoalbuminemia (MOTTA, 2009).

Qualquer anormalidade nas proteinas totais indicard a ocorréncia de algum fator
responsavel, seja ele patoldgico, fisioldégico ou de qualquer outra origem. O estudo do
equilibrio hidrico de um animal pode ser avaliado utilizando a estimativa do total de
proteinas totais. Essa prova, juntamente com a determinacdo do volume globular e, ou,
hemoglobina, tem valor na determinacdo da auséncia ou presenca de desidratacdo. Pode
ser utilizada na avalia¢do do estado nutricional. Pode-se observar altera¢do nos valores
de proteinas totais, em associacdo com hepatopatias e nefropatias, que auxiliam tanto no

diagnéstico como no prognodstico. A diminui¢do nos valores séricos das proteinas
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plasmaticas, ou seja, hipoproteinemia, € advinda de ingestdo inadequada de nutrientes e
perda excessiva de proteinas, resultantes de queimaduras, feridas, proteindria ou
aumento na degradacdo proteica por gliconeogénese; hd alguma evidéncia do

decréscimo de proteinas com a gravidez e lactagdao (COLES; NAIDOO, 1987).

O ferro € um elemento metalico presente no heme da hemoglobina, na
mioglobina, transferrina, ferrritina e nas porfirinas. Esse também é considerado um
parametro sanguineo para inflamac¢do (MOTTA, 2009).

O ferro hémico € absorvido como tal pelas células intestinais. O ferro ingerido
estd na forma férrica (Fe3+) e deve ser transformado na forma ferrosa (Fez+) para ser
absorvido. O ferro passa para circulacdo ligado a uma proteina transportadora,
denominada transferrina. Esta glicoproteina, sintetizada no figado, transporta e cede o
ferro aos eritroblastos da medula dssea ou a outros tecidos, onde ficara armazenado.

A deficiéncia de ferro é encontrada particularmente em criancas, mulheres
jovens e idosos. O ferro sérico reflete, principalmente, a quantidade de ferro ligado a
transferrina. Os processos mais comuns de diminui¢do do ferro sdo: anemias da caréncia
de ferro; ciclo menstrual; infeccdes agudas; processos inflamatdrios, entre outros
(MOTTA, 20009).

A capacidade de ligacdo de ferro a transferrina (CLFT) € uma medida usada para
determinar a concentracdo maxima de ferro que as proteinas séricas, principalmente a
transferrina, podem ligar. A CLFT sérica estd reduzida nas desordens inflamatoérias
(MOTTA, 20009).

Outro parametro sanguineo comumente analisado em processos inflamatorios
sao as aminotransferases. As enzimas aspartato-aminotransferase (AST ou TGO) e
alanina-aminotransferase (ALT ou TGP) exercem papéis centrais tanto na sintese como
na degradagdo de aminodcidos (MOTTA, 2009).

As aminotransferases estdo amplamente distribuidas nos tecidos, principalmente
figado e musculo esquelético. Aumentos das aminotransferases podem ser devido a
doencas hepatobiliares, hepatites, cirrose, mononucleose infecciosa, infarto do
miocardio, embolia pulmonar, pancreatite, gangrena, esmagamento muscular,
inflamacao dos ductos biliares e infeccao por parasitas (MOTTA, 2009).

A y-glutamiltranspeptidase (y-GT), outro parametro sanguineo importante na
inflamacdo, estd envolvida no transporte de aminodcidos e peptideos através das

membranas celulares, na sintese proteica e na regulacdo dos niveis de glutationa
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tecidual. A y-GT € encontrada no figado, nas vias biliares, rins, intestinos, prostata,
pancreas, pulmdes, cérebro e coragcdo (MOTTA, 2009).

O aumento desta enzima pode ser causado por doengas hepdticas, hepatites
infecciosas, neoplasias, esteatose hepdtica, farmacos, fibrose cistica, cancer prostatico e

outros (MOTTA, 2009).

2.3 Plantas utilizadas nas formulacoes

2.3.1 Marcela (Achyrocline satureioides (LAM) D.c.)

Achyrocline satureioides (Lam.) D.c., popularmente conhecida como ‘‘marcela’’
ou ‘‘macela’’, € uma erva medicinal pertencente a familia Asteraceae distribuida por
toda a América do Sul, principalmente Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil
(DESMARCHELIER et al., 1998). Infusdes de inflorescéncias de Achyrocline
satureioides sdo utilizadas comumente na medicina popular brasileira como digestivo,
antiespasmadico, anti-inflamatério, agente hipoglicémico e como redutor dos niveis de
colesterol sanguineo (SIMOES et al., 1998).

Kadarian e colaboradores (2002) observaram em andlises fitoquimicas a
presenca de flavonoides, derivados cafedlicos, cumarinas, 6leos essenciais e terpenos.
Também foram isolados dois polissacarideos pécticos com atividade imunoldgica e
sesquiterpenos € monoterpenos.

Os flavonoides, principalmente o grupo dos polifendis, podem ser encontrados
em frutas, vegetais, cereias, flores, chd e vinho (SCHROETER et al., 2002). Esses
compostos podem prevenir injurias oxidativas de vérias formas: prevenindo a formagao
de radicais livres, quelando fons metdlicos e inibindo a atividade de diversas enzimas,
como lipoxigenase, cicloxigenase, xantina oxidase, fosfolipase A2 e proteina quinase,
importantes nas reagdes inflamatorias (RATTY; DAS, 1988). Devido a grande
importancia dos flavonoides como protetores de células contra diferentes tipos de
agentes quimicos, inclusive estresse oxidativo, plantas com altas concentracdes desses
compostos sdo de grande interesse para pesquisadores.

Estudos da composi¢do quimica demonstraram que o extrato etandlico das
inflorescéncias da marcela tem como principais constituintes os flavonoides quercetina,

3-o-metilquercetina e luteolina. No mesmo estudo, andlises por cromatografia em
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camada delgada (CCD) de Achyrocline satureioides revelaram a presenca das agliconas
livres luteolina, quercetina e 3-o-metilquercetina (ARREDONDO et al., 2004).

Investigacdes farmacoldgicas de extratos etandlicos de inflorescéncias de
Achyrocline satureioides indicaram que esses flavonoides tém grande importancia nos
mecanismos e atividades anti-inflamatdrias quando administrados intraperitonealmente
(SIMOES et al., 1998).

Morquio et al. (2005) constataram que a presenca desses flavonoides em
protetores solares protegeu a pele contra a agressdo oxidativa dos raios UV. Outro
estudo avaliou a atividade antivirftica de extratos padronizados de Achyrocline
satureioides para o virus da herpes em cultura de células (BETTEGA et al., 2004). De
forma similar, estudos fitoquimicos confirmaram a presenga de dcido cafeico,
clorogénico e isoclorogénico (FERRARO et al., 1981; SIMOES, 1984).

As propriedades bioquimicas de flavonoides e do acido cafeico tém atraido
muitos pesquisadores da biologia e da medicina. Os flavonoides sdo descritos como
sequestradores do anion superoxido, de hidroxilas, de radicais peroxi e como inibidores
de enzimas-chave na respiracdo mitocondrial. Eles também sao conhecidos como
inibidores da oxidacdo de proteinas de baixa densidade. A quercitina € um dos
principais flavonoides presentes na marcela e foi descrita como inibidora da
peroxidacdo lipidica através de sequestradores de espécies reativas ao oxigénio e
quelante de fons metdlicos — responsdveis pela geracdo das espécies reativas ao
oxigénio (OHSHIMA et al., 1998; DI CARLO et al., 1999; YAMAMOTO et al., 1999;
HARBONE, WILLIAMS, 2000; ISHIGE et al., 2001).

Outro estudo constatou que tanto o extrato aquoso quanto o metandlico de
marcela reduziram a produgcdo de substancias reativas ao &acido tiobarbitdrico em
homogeneizados de figado de ratos (DESMARCHELIER et al., 1998). Em estudo
epidemiolégico com dietas de antioxidantes na incidéncia de doengas neurodegene-
rativas, Arredondo et al. (2004) concluiram que os flavonoides quercetina e luteolina,
contidos na infusdo de Achyrocline satureioides, foram responsaveis pelo efeito citopro-
tetor. O resultado obtido por esses pesquisadores sugere que o extrato de marcela possui
significante capacidade para carrear radicais livres.

Recentemente, um novo composto, denominado “achyrofuran”, foi isolado e
descrito por apresentar atividade hipoglicemiante em experimento utilizando ratos com

diabetes tipo 2 (CARNEY et al., 2002).
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2.3.2 Assa-peixe (Vernonia polyanthes Less.)

Tipicamente brasileiro, esse arbusto cresce espontaneamente em toda a regido
Sudeste, além dos Estados da Bahia, Mato Grosso e Parana. Nas terras onde cresce,
recebeu vdrias denominagdes, como ‘“‘assa-peixe”, cambard-guassu, cambard-branco e
chimarrita. Arbusto de pequena estatura, de 3 a 4 m, pertencente a familia Asteraceae,
Vernonia polyanthes € uma planta utilizada amplamente na medicina tradicional
brasileira para o tratamento de maldria e febre (ROSSATO, 1996). Multiplica-se com
facilidade em terrenos de pastagem e solos pouco férteis, nas beiras de estradas, nos
lugares abertos, sendo, por isso, considerada planta daninha nas culturas perenes
(ROSSATO, 1996).

A espécie é considerada como fornecedora de bom mel, sendo procurada pelas
abelhas, tanto pelo néctar, como pelo pélen (WIESE; KOPPENHOFER, 1983). Suas
folhas sdo empregadas na medicina popular em casos de gripes, resfriados, tosses,
bronquite, contusdes, hemorroidas e infec¢des do ttero (ANDREAO, 1999).

Pesquisas fitoquimicas com extratos de Vernonia polyanthes relatam a presenca
de diversos triterpenos e lactonas sesquiterpénicas, entre os quais estio tridecapentai-
neno, D-germacreno, biciclogermacreno, alfa-humuleno, acetato de lupeila, stigmasterol
e hirsutinolideo. Diversos terpenoides, incluindo carbenoxoleno, dcido oleandlico, 4cido
ursélico e esterdis presentes nesta planta, t€ém sido associados a atividade antitlcera in
vivo. Parece que os mecanismos de acdo dessas substancias estdo ligados ao aumento de
fatores defensivos da mucosa géstrica, como o estimulo na sintese de mucinas e também
a manutencdo em altos niveis de prostaglandinas e na mucosa gdstrica
(BARBASTEFANO et al., 2007).

Estudos fitoquimicos qualitativos do extrato hidroalcodlico revelaram a presenca
de hirsutinolideos (ligninas) e lactonas e que podem exercer atividade relaxante sobre
células do musculo liso no trato respiratério. Esse efeito sobre a musculatura lisa e de
resisténcia vascular pode explicar a resposta hipotensiva observada ap6s administra¢ao
oral cronica em ratos do extrato de Vernonia polyanthes (SILVEIRA et al., 2003).

Outros estudos fitoquimicos previamente realizados nas partes aéreas da planta
demonstraram alta presenca de sequiterpenos, triterpenos e principalmente flavonoides
(BOHLMANN et al., 1981). Nesse estudo foi testado os extratos metandlico e
cloroférmico da planta quanto ao seu efeito antiulcerogé€nico. Foi constatado que ambos

os extratos tiveram efeitos sob as ulceras, diminuindo os produtos da inflamacao,

28



sobretudo os relacionados ao dcido araquidonico. Além disso, os terpenos contidos na
fracdo apolar do extrato cloroférmico de Vernonia polyanthes protegeram a mucosa
gastrica em pequenas doses do composto (BARBASTEFANO et al., 2007).

Pesquisas realizadas com extratos de Vernonia polyanthes demonstraram efeitos
na infeccdo e taxa de depurag@o urindria, nos sintomas gastrointestinais e respiratorios,
inclusive efeitos analgésicos e miorrelaxantes (FRUTUOSO et al., 1994; ADEBOYE et
al., 1994; COSTA-NETO, OLIVEIRA, 2000).

2.3.3 Tanchagem (Plantago major L.)

A tanchagem pertence a familia das Plantaginaceae, que compreende muitas
espécies, cinco das quais sdo comestiveis: Plantago major L., Plantago australis Lam.,
var hirtella (Hbk) Banhn, Plantago guilheminiana Desc., Plantago catharinea Desc. e
Plantago tomentosa Engl. No Brasil, sdo conhecidas vulgarmente como lingua-de-vaca,
plantagem, tanchagem ou tansagem (LORENZI; MATOS, 2002).

Plantago major € origindria da Europa, porém adaptou-se muito bem no Brasil e
pode ser encontrada em solos de quase todo o Pafs. E uma planta vivaz, perene, ereta,
acaule, que cresce entre 20 e 30 cm de altura. Folhas dispostas em roseta basal, com
peciolo longo e lamina membranicea com nervuras bem destacadas. Flores muito
pequenas, dispostas em inflorescéncias espigadas eretas sobre haste floral de 20 a 30 cm
de comprimento. Estas transformam-se em frutos (sementes), que sdo facilmente
colhidas, raspando-se entre os dedos toda a inflorescéncia (LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas de tanchagem desenvolvem-se melhor em solos arenosos, ricos em
matéria organica e com boa umidade (FONT QUER, 1993).

O uso de P. major no tratamento de feridas € tradicionalmente conhecido. Em
1244, Henrik Harpestreng, da Dinamarca, descreveu em um herbarium, ‘“Harpestreng
Herbarum”, que a planta poderia curar todo tipo de ferimento. E sabido que os Vikings
ja usavam as folhas da tanchagem para curar ferimentos, descrito no Volsuga Saga
(NIELSEN, 1969).

Estudos com extratos aquosos de Plantago major administrados por via oral em
camundongos e ratos demonstraram inibi¢do de sintese de prostaglandinas — importante
fator na inflamacao (SAMUELSEN, 2000). Extratos alcodlicos da folha de Plantago

major também inibiram o desenvolvimento de edemas nas patas de ratos, injetados com
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carragenina, através da inibi¢do da atividade da cicloxigenase (SHIPOCHLIEV et al.
1981).

Um estudo etnofarmacoldgico recente mostrou a dimensao do uso de P. major
em todo o mundo e para varias doencas. Dentre as indicacdes para afeccdes da pele,
podem-se destacar o seu emprego no tratamento de abscessos, acne, processos
inflamatoérios, picada de abelha, queimaduras, leishmaniose cutanea, como desinfetante
das feridas, emoliente em exantema e cicatrizante. No tocante a problemas respiratérios,
¢ indicado como expectorante para resfriados, doengas pulmonares, asma e bronquite.
Quanto a problemas digestivos, € indicado para constipacdo, diarreia, aftas e ulcera; a
problemas no sistema urogenital, para infec¢des do trato urindrio e vaginites; a
problemas circulatérios, para diabetes, edema, hemorroidas; para hipertensao, como
diurético. As indicagdes em relagdo ao sistema nervoso sdo ainda como analgésico,
antipirético, hipnético e estimulante. Outras indicacdes ainda constam, como
antineoplésico, antimaldrico, anti-helmintico, contraceptivo, para picada de cobras e
abortivo (SAMUELSEN, 2000).

No Brasil é considerada diurética, antidiarréica, expectorante, hemostitica e
cicatrizante, sendo empregada contra infec¢des das vias respiratérias superiores,
bronquite cronica e como auxiliar no tratamento de ulceras pépticas. Adicionalmente,
tem efeito depurativo do sangue. O gargarejo de seu cha tem efeito contra amidalite,
faringite, estomatite, entre outros, alem de ser desintoxicante das vias respiratorias de
fumantes. Na sua composi¢cdo estdo presentes flavonoides, esteroides, mucilagens,
taninos, saponinas, dcidos organicos e alcaloides (LORENZI; MATOS, 2002).

Os lipideos sao extraidos das sementes; 64,8% deles sdo constituidos de dcidos
graxos insaturados, um &4cido saturado; o 4cido araquidico € isolado somente das
sementes de P.major, ndo sendo encontrado em outras espécies de Plantago
(LORENZI; MATOS, 2002).

Das folhas frescas de P. major pode-se extrair até 0,18% de lipideos, e nestes
sao encontrados principalmente os 4cidos graxos insaturados linolénico (18:3 ou W2),
acido palmitico (16:0) e um &cido graxo saturado. Na cera das folhas encontram-se
principalmente 4cidos triterpénicos livres, os dcidos oleanoico e ursdlico e hidrocarbo-
netos alifaticos contendo entre 27 e 33 dtomos de carbono (LORENZI; MATOS, 2002).

Diversos flavonoides foram isolados da P. major. Entre estes estdo a luteolina 7-
glicose, hispidulina 7-glicoronil, luteolina 7-diglicose, apigenina 7-glicose, nepetina 7-

glicose, luteolina 6-hidroxi, 4’-metoxi 7-galactose, plantaginina, homeoplantaginina,
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baicaleina, e a hispidulina, além de outros, que ndo tiveram suas estruturas elucidadas
(SAMUELSEN, 2000).

Muitos flavonoides possuem atividade antioxidante, sendo exemplos destes
encontrados na P. major a baicaleina, hispidulina e plantaginina. Dois destes, a
baicaleina e a hispidulina, possuem atividade anti-inflamatéria, comprovada para a
baicaleina, pela inibicdo da formacdo do edema de pata de rato provocada pela
administracdo de carragenina, 12-lipoxigenase e LPS. J4 a hispidulina mostrou-se
inibidora da 5-lipoxigenase, e a baicaleina, hepatoprotetora contra lesdes induzidas por
CCl14 em ratos (SAMUELSEN, 2000).

Nas sementes encontram-se alguns agucares, como a glicose, frutose, xilose e
ramnose e sucrose, € um trissacarideo denominado planteose. As folhas possuem
polissacarideos com atividades biologicas, dos quais dois, a galactoarabinan e a
galactan, sdo utilizados no tratamento de ulceras e conhecidos como “plantaglicideo”.
Um outro polissacarideo, denominado PMII, possui a capacidade de ativar o sistema
complemento pela via cléssica, atuando profilaticamente contra infec¢des causadas por
Streptococcus pneumoniae em camundongos (SAMUELSEN, 2000).

Foram isolados de diferentes tipos de extrato o etil e o metil éster do acido
cafeico, os dcidos clorogénico e neoclorogénico, além do plantamajosideo e o
acetosideo, também denominado verbascosideo. O plantamajosideo produziu agdo
antioxidante inibitéria sobre o edema de orelha de camundongos, induzido por 4cido
araquidonico. O acetosideo apresentou atividade antioxidante, inibiu ainda a aldose
redutase e a formacgdo de acido 5-hidroxi-eicosa-tetra-enoico (5-HETE) e possui outros
efeitos, como antibacteriano, imunossupressor, analgésico e anti-hipertensivo
(SAMUELSEN, 2000).

Denominados principios amargos, o principal composto dessa classe encontrado
na P. major é a aucubina. Sua concentracdo varia muito com as estacdes, atingindo
maior concentracdo durante o més de junho. Ela possui atividade anti-inflamatéria
comprovada pela inibicdo do edema de orelha de camundongos induzido pela aplicacao
de TPA (acetato de 12-o-tetradecanoilforbol), e possui também atividade espasmolitica
sobre a concentragdo uterina induzida por acetilcolina em ratas; € um antidoto para
envenenamento por cogumelos amanita (o-amanitina), hepatoprotetora contra danos
causados pelo CC14e possui ainda acao antiviral contra virus da hepatite B. A genina da
aucubina possui atividade antimicrobiana contra bactérias e bolores (SAMUELSEN,

2000).
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As folhas frescas de P.major contém teores variados de vitamina C e
carotenoides (B-caroteno, principalmente), dependendo da idade da planta. Contém
ainda pequenas quantidades de acido oxdlico, nitratos e 4cido erucico. Terpenos foram
isolados da cera das folhas de P. major, constituido na sua maioria de triterpenos, sendo
os principais os dcidos oleandlico, ursélico e 18b-glicirretinico, além do sitosterol. Os
acidos ursolico e oleadlico inibiram a cicloxigenase 1 e 2 em estudos realizados in vitro,
tendo como mais efetivo o primeiro. Possuem ainda efeito hepatoprotetor e anti-
hiperlipidemia (SAMUELSEN, 2000).

O mecanismo pelo qual os terpenos de P.major exercem o efeito anti-
inflamatério ndo € totalmente esclarecido, porém sabe-se que envolve a inibicdo da
liberacdo de histamina pelos mastécitos, inibicdo da enzima proteolitica elastase e
inibicao da atividade do sistema complemento (SAMUELSEN, 2000).

A atividade anti-inflamatéria foi demonstrada pelo método experimental de
edema de pata de rato induzido por carragenina, em que o tratamento por via oral com o
extrato causou inibicdo. No edema provocado por dextrana, o extrato nao foi efetivo.
Esses dados sugerem que o mecanismo esteja relacionado com a inibicao da sintese de
prostaglandinas (bloqueio de cicloxigenase) e ndo com a atividade histaminérgica. A
inibicdo na formagdo de exsudato e na mobilizacdo de leucdcitos induzida pela
aplicacdo de carragenina intraperitoneal indica ainda que o mecanismo de acdo estd
relacionado aos mesmos desencadeados pelos anti-inflamatérios nao esteroidais (CHOU
et al., 2003).

A atividade analgésica foi demonstrada para o extrato aquoso, por meio da
inibicdo das contor¢des abdominais induzidas pela aplicacdo de &cido acético no
peritonio, semelhante ao realizado pelos AINES. O extrato ndo teve efeito no teste de
tail flick (nocicep¢do térmica manifesta por reflexo de retirada da cauda de
camundongos), o que indica que ele ndo tem a¢do analgésica semelhante a dos opioides

(CHOU et al., 2003).

2.3.4 Canfora (Cinnamomum camphora)

Cinnamomum camphora Sieb, popularmente conhecida como canfora, ¢ uma arvore
pertencente a familia Lauraceae e ao género Cinnamomum, nativa de algumas regioes
do extremo oriente, particularmente de Taiwan, Japdo e China meridional (CHOI,

1997). A canfora produz uma substancia branca, cristalina, com forte odor
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caracteristico, obtido a partir da seiva. A extragdo € feita pela oxidacdo do pineno, parte
principal da esséncia de terebentina. Apresenta-se em grandes massas brancas, grano-
cristalinas, translicidas, de cheiro particular penetrante e de um sabor um tanto amargo.
E pouco soluvel na dgua, dissolvendo-se facilmente no dlcool, éter e demais solventes
organicos (CHOI, 1997).

Conhecida desde a antiguidade, a canfora € utilizada como incenso e no preparo
de medicamentos. Dentre os principais tratamentos na medicina tradicional, ela se
destaca por sua acdo anti-inflamatéria, como no tratamento de reumatismo, torcao,
bronquite, asma, indigestio e dores musculares. A canfora tambem é efetiva no
tratamento de gripes e resfriados (CHOI, 1997).

A inflamagdo aguda ou cronica € mediada por uma série de substincias quimicas
e células imunolégicas. Para isso, os macr6fagos desempenham papel importante no
fendmeno imunopatolégico como a produ¢do de citoquinas pré-inflamatérias e
mediadores inflamatdrios (espécies reativas ao oxigénio, 6xido nitrico e prostaglandina
E2). Em condicdes inflamatérias, as células imunes sdo estimuladas por sinais de
ativacdo de adesdao molecular de forma a facilitar a migracao de substancias para tecidos
inflamados. Além disso, estimulos inflamatdrios, como lipopolissacarideos e citoquinas
pro-inflamatorias, ativam células imunoldgicas a regular os estdgios da inflamacao.
Esses marcadores sdao importantes no desenvolvimento de novas drogas anti-
inflamatdrias e exploracdo de mecanismos moleculares anti-inflamatérios de uma droga
potencial. Este € o caso de um estudo com Cinnamomum camphora, que € tradicional-
mente utilizado na medicina para o tratamento de doencas relacionadas a inflamacao,
como reumatismo, bronquite, asma, indigestdo e dores musculares. Nesse estudo,
observou-se o efeito modulador da Cinamomum camphora nos processos celulares
inflamatérios examinados, para que se pudesse entender seus mecanismos anti-inflama-
térios potenciais dentro dos limites de concentracdes farmacoldgicas ndo citotéxicas
(LEE et al., 2006).

Eigler et al. (1997) demonstraram que substancias quimicas presentes na planta
canfora t€ém mudltiplas atividades bioldgicas em processos inflamatérios cronicos e
artrite reumatoide e regulam a produc¢do de citoquinas IL1 B, IL-6 e TNF-a. Estas s@o
conhecidas como citoquinas pré-inflamatérias (EIGLER et al., 1997).

De acordo com estudos fitoquimicos, foi observado que a canfora continha
alcaloides e 6leos essenciais, como o canfor (MIYAZAWA et al., 2001), e proteinas

que inativam ribossomos tipo I, como cinnamomina e canforina (HE; LIU, 2003).
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He e Liu relatam os efeitos da cinamomina, uma glicoproteina presente no
extrato da cinfora e nas sementes maduras e que exibe efeitos sobre as proteinas
inativadoras do ribossomo (RIPS) (HE; LIU, 2003). Estas sdo proteinas inativadoras do
ribossomo, um grupo de proteinas téxicas que podem inativar irreversivelmente
ribossomos e entdo inibir a sintese proteica. Muitos RIPS contém a RNA N-glicosidase,
que pode remover uma adenina dos loops altamente conservados (domino sarcina
ricina) do RNA, mais largamente encontrados de ribossomos eucaridticos. Esse dominio
€ responsdvel pela interacao de fatores de alongamento com ribossomos (XU; LIU,
2000). A cinamomina pode também clivar ligagdes n-glicosidicas e liberar a base
adenina de AMP, ADP, dAMP e adenosina e, ainda, retirar a adenina de moléculas do
DNA. Isso se correlaciona com proteina da seguinte forma: ocorre a formacao do gene -

--- DNA------ RNA ------ proteina (HE; LIU, 2003).

2.3.5 Balsamo-do-peru (Myroxylon peruiferum)

O balsamo-do-peru é um Oleo-resina extraido pela incisdo ou queimadura da
superficie das cascas do tronco da espécie Myroxylon peruiferum L.F., constituindo-se
de um liquido xaroposo, limpido, de coloragdo pardo-negra, com odor agradavel e
aromético, lembrando a baunilha e o benjoim, além de apresentar sabor amargo e acre.
Esta espécie € uma arvore que mede de 4 a 20 m de altura, possuindo casca cinzentao-
clara ou pardo-amarelada, integra e rugosa (RIZZINI; MORS, 1995). Alguns nomes
pelos quais € conhecido popularmente sdo: o6leo-bdlsamo, bdalsamo-de-tolu, pau-
balsamo, balsamo-indico-seco, balsamo-de-cartagena, resina-de-tolu, balsamo-toluano,
balsamo-da-américa, balsamo-de-cheiro-eterno, balsamo-de-sdo-tomaz, balsamo-do-

peru, balsamo-de-sdo-salvador, benjoim-do-norte, opobalsamo, 6leo-vermelho, coroiba,

resina-de-tabu (RIZZINI; MORS, 1995).

No Brasil, sua distribui¢do inclui uma vasta gama de regides de floresta do pafs,
muito comum nos Estados da Bahia, Parand e Mato Grosso (RIZZINI; MORS, 1995). E
usado na medicina popular como anti-inflamatério e expectorante peitoral em casos de
asma, bronquite asmatica, cistite, doenca pulmonar, dor de cabeca, ferida externa, fraqueza,
garganta, tosse e vias aéreas (RIZZINI; MORS, 1995). E também empregado para
aromatizar chocolate, como sucedaneo da baunilha, e na perfumaria, onde os perfumes
adotam notas balsamicas e vaniladas. Quanto em contato com a derme, comporta-se como

rubefasciente, dermoprotetor, antisséptico, escabicida e vulnerario, sendo aplicado sob a
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forma de solucdes alcodlicas. Também sdo preparados supositorios para os casos de
hemorroidas (RIZZINI; MORS, 1995).

Quimicamente, o bdlsamo € uma mistura de dcidos, principalmente os dcidos
benzoico e cindmico e benzoato de benzila. Além disso, em sua fra¢do resinosa contém
monoterpenoides, sesquiterpenoides, dlcoois e fenilpropanoides, sesquiterpenoides,
alcoois e derivados de fenilpropanoides (OLIVEIRA et al., 1978; MARANDUBA et
al.,, 1979). E irritante das mucosas quando administrado por via oral, recomendando-se
assim o uso topico. Contudo, até mesmo o uso tépico pode originar uma dermatite de
contato, sendo o acido benzoico o componente toxico majoritirio (OLIVEIRA et al.,
1978).

O composto bioativo foi identificado como uma isoflavona denominada
cabreuvina. Este composto foi obtido pela metilacdo da 3,4,7-tri-hidroxi isoflavona. A
cabreuvina é o composto mais importante do extrato de M. peruiferum, com atividade

antibidtica contra H. pylori (OHSAKI et al., 1999).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar os efeitos farmacoldgicos curativos de formulacdes de fitoderivados
contendo plantas medicinais (assa-peixe, bdlsamo-do-peru, canfora, marcela e

tanchagem) em coelhos com feridas induzidas por 4cido cloridrico.

3.2 Objetivos especificos

a) Induzir feridas em coelhos da raga Nova Zelandia com administracdo cutanea
de 4cido cloridrico.

b) Tratar as feridas produzidas em coelhos com formulacdes de fitoderivados
contendo plantas medicinais (assa-peixe, bdlsamo-do-peru, canfora, marcela e
tanchagem) em diferentes concentracdes.

c¢) Avaliar os dados hematolégicos dos animais, apds tratamento com diferentes
concentracdes das formulagdes de fitoderivados contendo plantas medicinais (assa-
peixe, balsamo-do-peru, canfora, marcela e tanchagem).

d) Avaliar as laminas histolégicas das peles feridas e tratadas com as

formulagdes contendo as plantas medicinais estudadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das espécies vegetais

As partes aéreas floridas das espécies vegetais foram gentilmente cedidas da fazenda
em Brumadinho/MG do sr. Dario Moreira Dinis para o desenvolvimento do projeto e
requerimento de patente pelo laboratério Biofdarmacos/UFV. Essas plantas eram
utilizadas por sr. Dario na comunidade onde morava para o tratamento de feridas
cutaneas. Exsicatas representativa dos materiais botanicos foram depositadas no

Herbario da Universidade Federal de Vigosa.

4.2 Preparacio dos geis e cremes

O extrato utilizado nos ensaios foi preparado, pelo método de percolacdo,
segundo processo A da Farmacopeia Brasileira IV edicdo (1988), usando solugdao
hidroalcodlica a 30%. O extrato foi evaporado inicialmente em rotaevaporador e
posteriormente em banho-maria com temperatura inferior a 60 °C até consisténcia
pastosa, com rendimento de aproximadamente 0,22 g/mL de cada extrato (Figura 1).

Com o extrato de cada espécie vegetal foram preparados geis e cremes (Tabelas 1

e2).
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Figura 1 — Aparéncia do extrato hidroalcodlico das folhas de Plantago major.

Tabela 1 — Formulagdo de gel, segundo a Farmacopeia Brasileira IV edicao (1988)

Carbopol 940° 0,65% (p/v)
Solugdo de NaOH 10% qgspH6,5-7,0
Propilenoglicol 5 mL (v/v)
Metilparabeno 0,2% (p/v)
Extrato glic6lico Concentracdo desejada
Agua deionizada qsp 100 mL

Tabela 2 — Formulagdo de creme segundo a Farmacopeia Brasileira IV edi¢do (1988)

Lanette N® 15%
Cetiol V* 3%
Oleo mineral 2%
Propilenoglicol 5%
Nipagin® 0,15%
Nipazol 0,05%
Extrato hidroalcodlico Concentracdo desejada
Agua destilada 100%

Foram preparados cremes do extrato de marcela numa concentracao final de 3%.
Para a formulacdo contendo tanchagem, foram obtidos cremes nas concentrac¢des finais
respectivas de 1, 2 e 4%. Ja para as formulagdes com assa-peixe, foram manipulados
cremes nas concentracdes de 1, 2 e 3%, respectivamente. O creme contendo o extrato de
balsamo foi preparado apenas em uma tnica concentragao de 1%.

As formulacdes contendo a mistura de quatro e cinco fitoderivados foram
preparadas a partir de extratos hidroalcodlicos 30% de cada fitoderivado. Para a mistura
de quatro fitoderivados, suas concentracdes finais foram, respectivamente, de 2,5, 3 e
10%. Ja para a formulacdo contendo cinco fitoderivados, as concentracdes finais foram

de1le10%.
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O Acheflan® (alfa-humuleno) foi o medicamento fitoterdpico controle do
experimento. Esse medicamento foi desenvolvido pela Unicamp como primeiro anti-
inflamatério feito com base no extrato de uma planta nativa brasileira: a erva-baleeira
(Cordia verbenacea). Em forma de creme, o Acheflan® possui propriedades anti-

inflamatorias topicas (MEDEIROS et al., 2007).
4.3 Animais

Os animais utilizados foram fornecidos pelo setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Utilizaram-se

42 coelhos da raca Nova Zelandia, albinos, com idade de 55 dias (Figura 2).

Figura 2 — Coelho da raga Nova Zelandia.

Durante o experimento, os coelhos foram mantidos na drea experimental do
Laboratério de Biofdrmacos da UFV. Os animais foram distribuidos em gaiolas
individuais, com fornecimento de dgua ad libitum e 120 g de ragao comercial Purina por
dia. Apds a adaptacdo de cinco dias, os mesmos foram divididos em cinco grupos

aleatoriamente, de forma que cada grupo tivesse seis animais.
4.4 Inducao da ferida

Para inducdo das tlceras dérmicas (feridas), os animais foram anestesiados com a

associacio de tiletamina e zolazepam (zoletil 50%), dosagem de 30 mg.kg”, por via
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intramuscular. Cerca de 15 minutos depois da aplicacdo do anestésico, os animais
tiveram uma area depilada de 5 cm’ na regido dorso-cervical, o que limitou o acesso do
animal a drea de indugdo e/ou tratamento. Apds a depilacdo (Figura 3), foi aplicada
uniformemente uma solu¢do de HCI 2N 1 mL/cm? (JORGE; DANTAS, 2003). Esse

procedimento foi realizado num intervalo de 24 horas durante cinco dias.

Figura 3 — Area depilada de 5 cm” na regido dorso-cervical.

4.5 Organizacao dos grupos experimentais

Ap6s a indugdo da ferida, os animais foram separados aleatoriamente em grupos
experimentais. Cada grupo foi composto por seis animais.

A frequéncia do tratamento, o veiculo utilizado (gel ou creme) e a divisdao dos
grupos foram estabelecidos de acordo com as Tabelas 3 e 4.

Ap6s cinco dias de indugdo da ferida, o tratamento dos grupos foi iniciado,
sendo aplicadas quantidades padronizadas por marcacdo na espatula (suficiente para
cobrir, uniformemente, a ferida por completo) dos geis sobre as feridas, duas vezes ao
dia. O experimento teve duracdo de 30 dias, com posterior sacrificio dos animais
utilizando associacio de tiletamina e zolazepam (Zoletil 50®), na dosagem de

30 mg.kg™”, por via intra-venosa (BERNATCHEZ et al., 1998).
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Tabela 3 — Grupos de coelhos utilizados no teste de avaliacdo da atividade cicatrizante
tratados com géis de extratos hidroalcodlicos de fitoderivados contendo
marcela, tanchagem, balsamo-do-peru e assa-peixe (quatro fitoderivados) e
géis de extratos hidroalcodlicos de fitoderivados contendo marcela,
tanchagem, balsamo-do-peru, assa-peixe e canfora (cinco fitoderivados)

Grupos Tratamento Dose
Gl Ragdo -
G2 Racdo + ferida -
G3 Racgdo + ferida + gel FE4 2,5% 2/dia
G4 Ragdo + ferida + gel FE4 3,0% 2/dia
G6 Ragdo + ferida + gel FE4 10% 2/dia
G5 Ragdo + ferida + gel FES 10% 2/dia
G7 Racgdo + ferida + gel FES 1% 2/dia

FE4 2,5% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de
quatro plantas 3%; FE4 10% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 10%; FES 10% = fitoderivado
com extrato de cinco plantas 10%; e FES 1% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.

Tabela 4 — Grupos de coelhos utilizados no teste de avaliagdo da atividade cicatrizante
de cremes dos extratos hidroalcodlicos marcela 3%, tanchagem 1, 2 e 4%,
assa-peixe 1, 2 e 3%, balsamo 1% e Acheflan®

Grupos Tratamento Dose
Gl Ragdo -
G2 Ragdo + ferida -
G3 Racdo + ferida + marcela 3% creme 2/dia
G4 Ragdo + ferida + tanchagem 1% creme 2/dia
G5 Racdo + ferida + tanchagem 2% creme 2/dia
G6 Ragdo + ferida + tanchagem 4% creme 2/dia
G7 Racgdo + ferida + assa-peixe 1% creme 2/dia
G8 Racdo + ferida + assa-peixe 2% creme 2/dia
G9 Ragdo + ferida + assa-peixe 3% creme 2/dia
G10 Racdo + ferida + balsamo 1% creme 2/dia
Gl1 Ragdo + ferida + acheflan 2/dia

4.6 Dosagens de parametros sanguineos

Amostras de 5 mL de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca em tubos
heparinizados e centrifugadas a 7.100 xg durante 15 minutos.

Os parametros sanguineos protefnas totais, célcio, ferro, TGO (AST), TGP
(ALT), YGT e albumina foram dosados utilizando-se o ALIZE (equipamento automético

de andlises bioquimicas).
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4.7 Analise histologica

Ao término dos experimentos foram retiradas amostras de pele de todos os
animais. Cada parte de pele de cada animal foi armazenada em pote de vidro individual
contendo solu¢do de formol MERCK a 10% e foram realizadas as confec¢Oes das
laminas. As peles foram cortadas em fragmentos de 2 cm e desidratadas em banhos
sucessivos em uma série crescente de alcoois (70%, 80%, 90% e alcool absoluto)
ficando em repouso durante uma hora. Para completar a desidratacdo, as peles foram
retornadas ao dlcool absoluto por mais meia hora. Para diafanizacdo, os tecidos (peles)
foram mergulhados em Xilol 100% (dois banhos de 30 minutos). Em seguida,
procedeu-se a inclusdo das peles em parafina liquida 58 a 60 °C por quatro horas.
Concluida a inclusdo, os blocos foram mantidos em uma placa de gelo, para solidificar.
Os cortes obtidos em micrétomo, com lamina de aco na espessura de 5 pm, foram
corados com hematoxilina-eosina. Para isso, o material primeiramente foi desparafinado
em Xilol 100% (cinco minutos), hidratado em uma série crescente de alcool absoluto a
90% por 5 minutos e lavado em élcool. Em seguida, os tecidos foram corados com
hematoxilina por um minuto. Para coloracao em eosina (20 segundos), as laminas foram
previamente lavadas em H,O (cinco minutos), diferenciadas rapidamente em HC1 1% e
banhadas em dlcool 90%. Finalmente, gotejou-se uma gota de bdlsamo-do-canadé para
aderir a laminula. As andlises das laminas foram realizadas em microscépio (Labomed®

1500) acoplado a camera fotografica, para andlise e diagndstico das laminas.

4.8 Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA, seguido pelos testes de Tukey e

Dunnet.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos parametros sanguineos das feridas tratadas com formulacdes de

fitoderivados compostas

Junto com a avalia¢do do processo de cicatrizagdo, foi realizada as dosagens de

alguns parametros sanguineos e andlise histopatolégica da pele dos coelhos.

Tabela 5 — Valores médios de proteinas totais e albumina em soro sanguineo de coelhos
tratados com gel do fitoderivado contendo extrato de quatro plantas nas
concentragoes de 2,5, 3 e 10% e do fitoderivado contendo extrato de cinco
plantas nas concentragdes 1 e 10% em trés doses por 30 dias, comparados
com os do grupo sem ferida (G1)

Proteina (mg/dL) Albumina (g/ dL)
Tratamentos
Média c %V ar. Média c %V ar.
Gl ragdo 86,6 +0,81 A 0,0 4,4 +0,04 A 0,0
G2 ragdo + ferida 73,5 +198B -15,2 4,3 +0,09 A -0,8
G3 ragao + ferida + FE4 2,5% 65,8 +198 B -24,0 4,1 +0,09 A -5,2
G4 ragdo + ferida + FE4 3% 66,0 +1,98B -23,8 4,1 +0,09 A -6,8
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 70,1 +198 B -19,0 43 +0,09 A -2,0
G6 ragdo + ferida + FE5 10% 63,5 +198B -26,6 3,9 +0,09B -10,7
G7 ragdo + ferida + FE5 1% 66,5 +198 B -23,2 4,1 +0,09 A -6,1
G8 ragdo + ferida + Acheflan® 66,8 +1,98B 229 3,4 +0,09 B -21,2

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significincia do grupo sem ferida (G1). FE4 2,5%
= fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas
3%; FE4 10%: = fitoderivado com extrato de quatro plantas 10%; FES 10% = fitoderivado com extrato de
cinco plantas 10%; e FE5 1% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.
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De acordo com os resultados, observou-se que todos os tratamentos foram
estatisticamente significativos quando comparados com o grupo 1 no que se refere a
proteinas. O grupo 6, tratado com cinco plantas a 10%, teve a maior reducao (26,6%)
em proteinas totais (Tabela 5).

Pode-se dizer que aparentemente nenhuma substancia presente nas formulagdes
influenciou os parametros proteina total e albumina, uma vez que estas encontram-se
diminuidas no processo inflamatério. Geralmente, em processos inflamatorios, proteinas
totais e albumina apresentam niveis baixos (GAW et al., 1999). Os parametros proteina
e albumina estdo intimamente relacionados, j4 que a albumina representa cerca de 60%
das proteinas totais. Os outros 40% s@o imunoglobulinas, apolipoproteinas e [3,-
microglobulinas (MOTTA, 2009).

Durante os processos inflamatérios hd aumento na atividade de colagenase
elastase, entre outras proteases que hidrolisam proteinas teciduais. E possivel que
alguma substincia participante dos processos de reconstituicdo do coldgeno requeira
mais proteina da corrente sanguinea para os tecidos (SAMUELSEN, 2000).

As folhas de tanchagem contém dcidos triterpénicos, acido oleandlico e acido
urséOlico. Além disso, alcaloides indicaina e plantagonina, e diversos flavonoides, como
7-apigeninaglicosidase, baicaleina, hispidulina, 7-glicuronoide, homoplantagenina,
luteolina, nepetina, plantaginina, escutelareina e iridoidesglicosideos, asperulosideo,
aucubina, catapol, gardosideo, 4cido geniposidico, majorosideo, 10-actosimajorosideo,
10-hidroximajorosideo e melitosideo. Todos esses compostos em sinergismo
apresentam efeitos anti-inflamatdrios e sobre atividades enzimaticas, entre outros
(SAMUELSEN, 2000). A aucubina, um dos iridoides, exibe atividade anti-inflamatoéria
e espasmolitica e serve como antidoto para venenos de cogumelo (SAMUELSEN, 2000).

Os flavonoides 3-O-metilquercetina e luteolina, presentes em extratos
hidroalcodlicos de marcela, tém papel importante sobre a atividade anti-inflamatdria.
Esses compostos apresentam atividade anti-inflamatéria e diferentes efeitos sobre
proteinas e enzimas (POLYDORO et al., 2004).

A canfora possui alcaloides, 6leos essenciais, proteinas cinamomina e canforina, que
inativam ribossomos tipo II (HE; LIU, 2003). Eigler et al. (1997) demonstraram que
substancias quimicas presentes na planta canfora, como cinamomina e canforina, t€ém
multiplas atividades bioldgicas em processos inflamatoérios cronicos e artrite reumatoide
e regulam a producdo de citoquinas IL1 B, IL-6 e TN a. Estas sao conhecidas como

citoquinas pro-inflamatorias.
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He e Liu (2003) relatam os efeitos da cinamomina, uma glicoproteina presente
no extrato da canfora e nas sementes maduras que exibe efeitos sobre as proteinas
inativadoras de ribossomo (RIPS). Estas formam um grupo de proteinas toxicas, que
podem inativar irreversivelmente ribossomos e inibir a sintese proteica. Muitos RIPS
conttm a RNA N-glicosidase, que pode remover uma adenina dos loops altamente
conservados do RNA, mais largamente encontrados em ribossomos eucariéticos. Esse
dominio é responsavel pela interacao de fatores de alongamento com ribossomos (XU;
LIU, 2000). Dai, possivelmente se explicar a reduc¢do das proteinas nos coelhos tratados
com as formulacdes contendo os fitoderivados nas diferentes concentragdes.

O assa-peixe presente na formulacdo testada neste estudo possui triterpenoides,
como carbenoxoleno, acido oleandlico, acido ursdlico e esterdis. Essas substincias tém
sido associadas a atividade antitlcera in vivo. Parece que os mecanismos de a¢do estdao
ligados ao aumento dos fatores defensivos da mucosa géstrica, como o estimulo na
sintese de mucinas e também a manutencdo em altos niveis de prostaglandinas e na
mucosa géstrica (BARBASTEFANO et al., 2007).

Com relagdo a albumina, observou-se que o grupo tratado com Acheflan® foi o
que apresentou a maior redu¢do desse parametro, seguido do grupo 6.

Um dos objetivos da dosagem de albumina € pesquisar a quantidade de
substancias que ela pode transportar no plasma. Se ela se encontra reduzida no plasma,
provavelmente uma menor quantidade de substancias serd transportada. A sintese de
albumina geralmente € reduzida por citocinas inflamatérias (MOTTA, 2009). A pele é o
principal local de armazenamento de albumina extravascular. Ela se constitui em um
pool para manter os teores de albumina plasmatica. As lesdes ou queimaduras resultam
na perda direta de albumina, comprometendo o fluxo sanguineo (GAW et al., 2001).
Aparentemente, nenhuma das substincias conseguiu minimizar essa perda de albumina
pela lesdo nos coelhos. Além disso, como os niveis de proteinas também estdo
diminuidos, a albumina também se comporta da mesma forma (GAW et al., 2001).

A hipoalbuminemia nem sempre € identificada, pois os processos hemostéticos
operam no sentido de minimizar as alteracdes na sua concentracio plasmatica. Pode ser
consequéncia de absor¢cdo deficiente de proteinas, sintese deficiente de albumina,
excessiva degeneracdo proteica ou perda de albumina (COLES; NAIDOO, 1987).

A hipoalbuminemia pode alterar o metabolismo de outras substancias devido ao

papel da albumina como transportador, além de causar queda da pressao osmoética do
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plasma e levar a ascite — geralmente quando a concentracdo de albumina cai para menos
de 20 g/L (GONZALEZ et al., 2002).

A albumina pode estar diminuida no dano hepatico cronico, no déficit alimentar
de fontes proteicas, no parasitismo gastrointestinal, doenca renal (sindrome nefrotica,
glomerulonefrite cronica, diabetes), na sindrome da ma absorcdo, em hemorragias e na
sobre-hidratagio (GONZALEZ et al., 2002).

No processo de cicatrizacao, diversas proteinas tém sua concentragdo plasmatica
aumentada ou diminuida. Essa resposta é estimulada pela liberagcdao de citocinas, como
interleucina 1 e 6 e o fator de necrose tumoral, e pelo aumento das concentracdes dos
hormonios cortisol e glucagon. As principais proteinas da fase de cicatrizacdo que estao
aumentadas sdo as inibidoras de proteases (o-antitripsina e op-macroglobulina),
proteinas da coagulacdo (fibrinogénio, protrombina, fator VIII e plasminogénio),
proteinas do complemento (C;, C,, B, C;, C4, Cs, Cs¢ e C;INH), haptoglobina,
ceruloplasmina, proteina C-reativa e proteina amiloide A do soro. As proteinas que se
apresentam diminuidas nessa fase sdo properdina, albumina, HDL e LDL (GAW et al.,
2001). Essa diminuicdo também pode ser confirmada nos resultados das dosagens

plasmaticas de albumina e proteinas totais dos coelhos tratados com os fitoderivados.

Tabela 6 — Valores médios de proteinas totais e albumina em soro sanguineo de coelhos
tratados com fitoderivado contendo extrato de 4 plantas nas concentracdes
de 2,5%, 3% e 10% e com fitoderivado contendo extrato de 5 plantas nas
concentracdes de 1% e 10% em trés doses por 30 dias, em comparagdo com
o grupo nao tratado (G2)

Proteina (mg/dL) Albumina (g/dL)
Tratamentos
Média c %Var. Média c % Var.
Gl ragdo 86,6 +0,81B +17,9 44 +0,12 A +0,8
G2 ragdo + ferida 73,5 +401 A 0,0 4,3 +0,16 A 0,0
G3 ragao + ferida + FE4 2,5% 65,8 +409A -104 4,1 +0,22 A -4.4
G4 ragdo + ferida + FE4 3% 66,0 +6,81A -10,2 4,1 +0,31 A -6,1
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 70,1 +1,62A 45 4,3 +0,14 A -1,3
G6 ragdo + ferida + FES 10% 63,5 +502B -13,5 3,9 +0,37B -10,0
G7 ragdo + ferida + FE5 1% 66,5 +6,82A 95 41 +0,30 A -5,4
G8 ragdo + ferida + Acheflan® 66,8 +6,83 A 9,1 3,4 +0,39B -20,6

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G2). FE4 2,5%
= fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas
3%; FE4 10% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 10%; FE5 10% = fitoderivado com extrato de
cinco plantas 10%; e FE5 1% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.

46



Da mesma forma que na Tabela 5, na Tabela 6 todos os grupos apresentaram
redugdes nos parametros proteina e albumina se comparados com o grupo ndo tratado
(G2). No grupo G6, contendo fitoderivado com extrato de cinco plantas (10%),
observou-se a maior redug¢do de proteina sanguinea. Possivelmente a cinamomina,
presente na canfora que faz parte da formulacdo contendo o fitoderivado do extrato de
cinco plantas, pode estar aumentando a producdo de citoquinas inflamatérias, e estas,
por sua vez, estdo inibindo a sintese de albumina.

As principais proteinas plasmdticas s3o a albumina, as globulinas e o
fibrinogénio. Elas estdo envolvidas em multiplas fungdes, como a manutencdo da
pressdo osmotica e viscosidade do sangue, o transporte de nutrientes, metabdlitos,
hormonios e produtos de excre¢do, a regulacdo do pH sanguineo e a participagdo na
coagulacdo sanguinea. As proteinas sanguineas sao sintetizadas principalmente pelo
figado, e a taxa de sintese estd diretamente relacionada com estado nutricional do
animal, especialmente com os niveis de proteina e de vitamina A, € com a
funcionalidade hepética (GONZALEZ et al., 2002).

Proteinas totais e suas fracdes assumem extraordindria importancia clinica, uma
vez que a concentragdo proteica total no plasma é responsdvel pela sua pressdao
coloidosmdtica e as variacOes observadas nas diversas fragcdes podem refletir doengas
especificas e trazer valiosos subsidios para o seu diagnéstico (MILLER et al., 1999).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 7, os niveis de ferro dos
animais dos grupos 3, 5, 6 e 7 aumentaram depois de tratados com as formulagdes,
quando comparados ao grupo normal. Isso demonstra que as substancias presentes nas
formulacdes podem estar aumentando a capacidade de ligacdo de ferro a proteinas,
permitindo sua maior ligacdo aos grupos Heme da hemoglobina. Isso pode promover
maior oxigenacao nos tecidos, favorecendo o processo de cicatrizagao.

A capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF), que também ¢ utilizada para
avaliar o ferro circulante, diminui na inflamagdao (PAIVA et al., 2000). Diversas
proteinas encontram-se ligadas a ferro nos tecidos, como, por exemplo, hemoglobina,
ferritina, hemociderina, mioglobina e varias proteinas contendo grupo Heme, dentre as
quais destacam-se as enzimas metabolizadoras de drogas (PAIVA et al., 2000).

Geralmente, mudangas na concentragdo de albumina do soro em pacientes,
produzem mudangas na concentragdo total de célcio (GAW et al., 2001). Os niveis
baixos de cdlcio observados na Tabela7 foram acompanhados da diminui¢do da

albumina, porque a fragdo de célcio ligada a albumina também diminui. Contudo, ndo
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Tabela 7 — Valores médios de ferro e cdlcio em soro sanguineo de coelhos tratados com
o gel do fitoderivado contendo extrato de quatro plantas nas concentragdes
de 2,5, 3 e 10% e do fitoderivado contendo extrato de cinco plantas nas
concentracoes de 1 e 10% em trés doses por 30 dias, em comparacdo com o

grupo sem ferida (G1)
Ferro (ng/dL) Calcio (mg/dL)
Tratamentos
Média c % Var. Média c Y Var.
G1 ragdo 157,5 +2305A 0,0 15,7 + 1,46A 0,0
G2 ragdo + ferida 120,2 + 18,83 B -23,7 12,1 +0,38B -22,6
G3 ragdo + ferida + FE4 2,5% 193,0 +25,09B +22,6 10,7 +0,34B -31,5
G4 ragio + ferida + FE4 3% 1654 +683 A +5,0 10,8 +0,57B -314
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 200,0 +32,773B +27,0 10,8 +0,52B -31,4
G6 ragio + ferida + FE5 10% 190,8 +11,81 B +21,1 10,5 +0,50B -32,9
G7 ragdo + ferida + FES 1% 229.4 +6,65 B +45,6 10,2 +0,51B -35,1
G8 ragdo + ferida + Acheflan® 1244 +19,01 B 21,0 13.3 +1,10B -15,0

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo o. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G1). FE4 2,5%
= fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas
3%; FE4 10% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 10%; FE5 10% = fitoderivado com extrato de
cinco plantas 10%; e FE5 1%: fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.

se pode afirmar que houve hipocalcemia, pois o célcio livre pode estar normal. Isso
pode indicar que algum componente da formulagdo que esteja favorecendo a
reconstituicdo do tecido epitelial promova a utilizagdo de calcio do sangue para os
tecidos, diminuindo sua concentra¢cdo no plasma.

Observou-se que as maiores redugdes de célcio ocorreram nos grupos 6 € 7. De
40 a 50% do calcio plasmético estd sob a forma soldvel, ionizada, ao passo que 40 a
45% dele esta ligado a proteina, principalmente a albumina, e a outras proteinas
plasmdticas. O restante (5%) forma complexo com elementos inorganicos nao
ionizados, de acordo com o pH do sangue. O célcio plasmético é fundamental para a
coagulacao sanguinea. Ele também € necessdrio para a permeabilidade de membranas, a
excitabilidade neuromuscular, a transmissdo dos impulsos nervosos e a ativacao de
determinados sistemas enzimdticos. A reducdo do cdlcio sanguineo aumenta a
irritabilidade do tecido nervoso (GAW et al., 2001).

Durante o tratamento, todos os grupos tiveram seus niveis de cdlcio
diminuidos. Estudos realizados por Samuelsen (2000) indicaram que o assa-peixe &
indicado na dissolucdo de sais de cdlcio, sendo usado em litiases e no tratamento de

infeccdo urindria. Portanto, substancias contidas nesse extrato podem aumentar a

eliminacdo de cdlcio em algumas patologias.
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Na Tabela 8, os resultados demonstram que os grupos tratados tiveram os niveis
de ferro aumentados quando comparados ao do grupo doente, em todos os tratamentos.
Entretanto, o grupo 7 foi o que apresentou a maior percentagem de aumento. O
incremento da concentracdo de ferro na circulagdo sanguinea significa uma resposta a

inflamac¢do com o aumento da ferritina (GAW et al., 2001).

Tabela 8 — Valores médios de ferro e cdlcio em soro sanguineo de coelhos tratados com
gel do fitoderivado contendo extrato de quatro plantas nas concentracdes de
2,5, 3 e 10% e do fitoderivado contendo extrato de cinco plantas nas
concentracoes de 1 e 10% em trés doses por 30 dias, em compara¢do com o
grupo nao tratado (G2)

Ferro (ug/dL) Calcio (mg/dL)
Tratamentos
Média c % Var. Média c Y% Var.
G1 ragdo 157,5 +3,09B +31,1 15,7 +1,46B  +29,1
G2 ragdo + ferida 120,2 +7,58 A 0,0 12,1 +0,38 A 0,0
G3 ragdo + ferida + FE4 2,5% 193,0 +758B +60,6 10,7 +0,34A -115
G4 ragido + ferida + FE4 3% 1654 +758B +37,6 10,8 +0,57A -114
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 200,0 +758B +664 10,8 +0,52 A -11,4
G6 ragio + ferida + FE5 10% 190,8 +758B +58,8 10,5 +0,50A -134
G7 ragdo + ferida + FES 1% 229.4 +7,58B +909 10,2 +0,51 A -16,1

G8 ragdo + ferida + Acheflan® 1244 +758A + 35 13,3 +1,10 A +9,7

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G2). FE4 2,5%
= fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas
3%; FE4 10% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 10%; FE5 10% = fitoderivado com extrato de
cinco plantas 10%; e FE5 1%: fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.

A ferritina é uma proteina globular que se localiza essencialmente no figado. E a
mais importante proteina de reserva do ferro, sendo encontrada em todas as células,
especialmente naquelas envolvidas na sintese de compostos férricos e no metabolismo e
na reserva do ferro. A ferritina € uma reserva rapidamente disponivel e s6 € dosada
quando estd ligada ao ferro. Contudo, por fazer parte do grupo de proteinas de fase
aguda, a ferritina se eleva em resposta a infec¢des, traumatismos e inflamacdes agudas
(THEIL, 2003).

Provavelmente, nenhuma substancia presente nos fitoderivados afetou os niveis
de ferro no sentido de diminuir esse paradmetro.

Na Tabela 9 observa-se que houve aumento na atividade da enzima TGP em
todos os grupos tratados quando comparados ao grupo normal, e esses valores foram
estatisticamente significativos. O grupo 8 tratado com Acheflan teve aumento de

146,5% na atividade desta enzima, e o grupo 5, aumento de 123,5%. O incremento nos
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Tabela 9 — Valores médios de TGP, GGT e TGO em soro sanguineo de coelhos tratados com gel do fitoderivado contendo extrato de quatro
plantas nas concentracdes de 2,5, 3 e 10% e do fitoderivado contendo extrato de cinco plantas nas concentracdes de 1 e 10% em trés
doses por 30 dias, em comparagdo com o grupo sem ferida (G1)

TGP (U/L) vGT (U/L) TGO (U/L)
Tratamentos
Média c % Var. Média c % Var. Média c Y Var.
G1 ragdo 66,0 +279 A 0,0 14,7 +1,01 A 0,0 1134 A +521 A 0,0
G2 ragio + ferida 113,8 +10,11B +72,4 43,0 +8,47B +192,1 154,1 A +51,00 A +35,9
G3 ragdo + ferida + FE4 2,5% 114,0 +10,18 B +72,7 13,8 +3,66 A -6,0 227,8 A +118,11 A +100,9
G4 ragio + ferida + FE4 3% 117,5 +1522B +78,0 12,5 +243 A -15,1 200,83 A +10591 A +77,1
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 147,5 +28,57B +123,5 16,2 +232 A +9,8 194,7 A +38,73 A  +71,7
G6 ragdo + ferida + FE5 10% 143,7 +29,90 B +117,7 13,3 +1,37 A -9.4 179,8 A +52,03A  +58,6
G7 ragido + ferida + FE5 1% 123,8 +1543B +87,6 14,5 +1,05A -1,5 1182 A +585A +4,2
G8 ragio + ferida + Acheflan® 162,7 +31,01 B +146,5 30,8 +991 A +250,0 203,7 A +108,00 A  +79,6

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do
grupo sem ferida (G1). FE4 2,5% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 3%; FE4 10% = fitoderivado com
extrato de quatro plantas 10%; FE5 10% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 10%; e FES 1% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.
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niveis de TGO sdo observados em doencas hepatobiliares, hepatites, cirrose,
mononucleoses infecciosas, infarto do miocédrdio, embolia pumonar, pancreatite,
gangrena e processos inflamatérios (GAW et al., 2001).

A ALT, anteriormente denominada TGP (MEYER et al., 1995), € uma enzima
que catalisa a transferéncia do grupamento amina de um aminodcido para um cetodcido.
Estudos realizados por Cadarian e colaboradores demonstraram que extratos de marcela
(Achyrocline satureioides) na dose de 300 mg por quilo, por via oral, provocaram
aumento na atividade de ALT e AST (TGP e TGO). Os autores parecem atribuir essa
acdo aos flavonoides presentes nesse extrato (KADARIAN et al., 2002). Essa planta faz
parte da formulacdo dos fitoderivados testados no experimento. Possivelmente, as
substancias contidas no extrato de marcela podem elevar os niveis de TGO e TGP no
sangue dos coelhos tratados.

Com relagdo a atividade da yGT, observou-se que apenas os grupos 2 e 8
tiveram os niveis dela aumentados. E possivel que algum componente da formulagio
contendo os fitoderivados esteja diminuindo a producdo desta enzima, reduzindo os
niveis de yGT no sangue dos coelhos.

Os niveis de TGO (AST) foram aumentados em todos os animais tratados,
comparando-os com o grupo normal. O TGO € encontrado em altas concentracdes no
citoplasma e nas mitocondrias das células do figado, rins, pancreas, musculos
esquelético e cardiaco e também nos eritrécitos. Nao € um indicador altamente
especifico de dano ao figado (GAW et al., 2001). Provavelmente nenhuma substincia
presente na formulacdo deve exercer qualquer efeito sobre os niveis de TGO nos
coelhos tratados.

De acordo com os resultados da Tabela 10, observou-se que os grupos 8, 5 e 6
apresentaram maior aumento na atividade da TGP; no entanto, todos os tratamentos
reduziram a atividade da yGT, com exce¢do do grupo 8, que aumentou em 252,9% a
atividade desta enzima. A gama glutamiltransferase (yGT) estd presente,
principalmente, nas células epiteliais dos ductos renais e biliares (COLES; NAIDOO,
1987). A elevagcao de sua atividade sérica estd relacionada com doengas hepaticas,
especialmente aquelas que afetam o sistema de ductos biliares (COLES; NAIDOO,
1987).

Com relacio a TGO, todos os tratamentos aumentaram a atividade desse

parametro, com excecao do grupo 7, que reduziu em 23,3%.
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Tabela 10 — Valores médios de TGP, GGT e TGO em soro sanguineo de coelhos tratados com gel do fitoderivado contendo extrato de quatro
plantas nas concentragdes de 2,5, 3 e 10% e do fitoderivado contendo extrato de cinco plantas nas concentragdes de 1 e 10% em trés
doses por 30 dias, em compara¢do com o grupo nao tratado (G2)

TGP (U/L) vGT (U/L) TGO (U/L)
Tratamentos

Média X % Var. Média c Y Var. Média c Y Var.
G1 ragdo 66,0 +279B -42,0 14,7 +1,01B -65,8 113,4 +521 A -26,4
G2 ragio + ferida 113,8 +10,11 A 0,0 43,0 +8,47 A 0,0 154,1 +51,00 A 0,0
G3 ragdo + ferida + FE4 2,5% 114,0 +10,18 A 0,2 13,8 +3,66 B -67,8 227,8 +118,11 A +47.,8
G4 ragio + ferida + FE4 3% 117,5 +1522 A +3,3 12,5 +243B -70,9 200,8 +105,91 A +30,3
G5 ragdo + ferida + FE4 10% 147,5 +28,57B +29,6 16,2 +232B -62,4 194,7 +38,73 A +26,3
G6 ragdo + ferida + FE5 10% 143,7 +29,90 B +26,2 13,3 +1,37B -69,0 179,8 +52,03 A +16,7
G7 ragido + ferida + FE5 1% 123,8 +1543 A +8.,8 14,5 +1,05B -66,3 118,2 +585A -23,3
G8 ragdo + ferida + Acheflan® 162,7 +31,01 B +43,0 151,8 +991B +252,9 203,7 +108,00 A +32,2

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do
grupo ndo tratado (G2). FE4 2,5% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 2,5%; FE4 3% = fitoderivado com extrato de quatro plantas 3%; FE4 10% = fitoderivado com
extrato de quatro plantas 10%; FE5 10%: fitoderivado com extrato de cinco plantas 10%; e FES 1% = fitoderivado com extrato de cinco plantas 1%.
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A AST, anteriormente denominada TGO (MEYER et al., 1995), € uma enzima
que catalisa a transaminacgdo reversivel da L-aspartato e a-cetoglutarato a oxalacetato e
glutamato. Suas mais elevadas concentracdes estdo localizadas nas células musculares
esqueléticas e nos hepatdcitos (MEYER et al., 1995).

A AST € uma enzima citoplasmdtica e mitocondrial presente em vdrios tecidos,
como figado, musculo esquelético e cardiaco (MEYER et al, 1995). Os mesmos
autores salientam que em todas as espécies domésticas a atividade de AST ¢ alta no
figado; portanto, na lesdo hepdtica aguda ou cronica a atividade sérica de AST estd

elevada.

5.2 Andlise dos parametros hematoldgicos das feridas tratadas com as formulac¢oes

de fitoderivados simples

De acordo com os resultados da Tabela 11, todos os grupos apresentaram
reducgdo nos valores medidos de proteinas. Nao se pode afirmar que as plantas foram as
responsaveis por essa reducdo, pois isso pode ter ocorrido devido a hidrélise das
proteinas quando os animais foram submetidos as feridas.

Com relacdo a albumina, pequenas redugdes sdo consideradas importantes, uma
vez que estas podem estar ligadas, transportando compostos bioativos presentes nas
formulacdes. Estatisticamente, nenhuma das substancias conseguiu minimizar essa
perda de albumina pela lesdao nos coelhos, se comparadas as do grupo normal. Além
disso, como os niveis de proteinas também estdo diminuidos, a albumina também teve
seus niveis reduzidos.

Conforme os resultados obtidos na Tabela 12, os grupos G8” e G9’, contendo em
sua féormula assa-peixe (30%) na concentracdo de 2 e 3% respectivamente, aumentaram
os niveis de proteinas, em comparacdo com o grupo doente. Isso demonstra que a
formulacdo contendo assa-peixe (2 e 3%), isolado das outras plantas (Tabela 12), pode
conter substancias que favorecam o aumento dos niveis de proteinas totais no sangue.

Esse aumento ndo € observado na Tabela 6, mesmo contendo assa-peixe na sua
formulacdo. Provavelmente, alguma substincia, presente na formulacdo dos fitoderi-
vados compostos, pode estar inibindo a substincia ativa do assa-peixe quando este se

encontra associado a outros fitoderivados (Tabela 6).
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Tabela 11 — Valores médios de proteinas totais e albumina em soro sanguineo de coelhos tratados com creme contendo fitoderivados simples em
diferentes concentracOes. Tratamento em trés doses durante 30 dias, comparadas com o grupo sem ferida (G1)

Proteina (mg/dL) Albumina (g/ dL)
Tratamentos
Média c % Var. Média c % Var.
Gl racdo 86,6 +5,02 A 0,0 4,4 +0,12 A 0,0
G2 ragdo + ferida 71,2 +4,01 A -17.8 43 +0,16 A 2,3
G3’racdo + ferida + marcela (30%) 3% creme 63,2 +7.82 A 27,0 4,0 + 0,54 A 9,1
G4’racdo + ferida + tanchagem 1% creme 66,5 +17,56 A -23,2 4,3 +0,21 A 2,3
G5’racdo + ferida + tanchagem (30%) 2% creme 64,9 +6,01 A -25,1 3,8 +0,96 A -13,6
G6’ragdo + ferida + tanchagem 4% creme 70,0 +399 A -19,2 4,0 +0,39 A 9,1
G7’racdo + ferida + assa-peixe (30%) 1% creme 64,0 +191A -26,1 4,1 +0,52 A -6,8
G8’ragdo + ferida + assa-peixe (30%) 2% creme 72,5 +733 A -12,8 4,3 +0,57 A 2.3
G9’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 3% creme 72,3 +7,33A -16,5 3,7 +1,19A -15,9
G10’ ragdo + ferida + balsamo (30%) 1% creme 69,8 +10,84 A -194 4,3 +0,36 A 2.3
G171’ ragdo + ferida + Acheflan® 66,8 +751 A -22.9 34 + 1,12 A =227

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica);n = seis animais por grupo: Obs.: letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significincia do
grupo sem ferida (G1).
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Tabela 12 — Valores médios de proteinas totais e albumina em soro sanguineo de
coelhos tratados com gel do fitoderivado (2,5%, 3% e 10%) contendo
extratos de marcela, tanchagem, assa-peixe e balsamo e do fitoderivado
(1% e 10%) contendo extratos de marcela, tanchagem, assa-peixe, balsamo
e canfora, em trés doses por 30 dias, comparadas com o grupo ndo tratado

(G2)
Proteina (mg/dL) Albumina (g/ dL)
Tratamentos
Média c %Var. Média c %Var.
G1 ragdo 86,6 +5,02A +21,6 4,4 +0,12 A +2,3
G2 ragdo + ferida 71,2 +4,01 A 0,0 4,3 +0,16 A 0,0
G3’ racdo + ferida + marcela (30%) 3% creme 63,2 +782A -11,2 4,0 +0,54 A -7,0
G4’ racdo + ferida + tanchagem 1% creme 66,5 =x1756A -6,6 4,3 +0,21 A 0,0
G5’ racdo + ferida + tanchagem (30%) 2% creme 64,9 +6,01 A -8,8 3,8 +0,96 A -11,6
G6’ racdo + ferida + tanchagem 4% creme 70,0 +3,99 A -1,7 4,0 +0,39 A -7,0

G7’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 1% creme 64,0 +191 A -10,1 4,1 +0,52 A -4,7
G8’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 2% creme 72,5 +733A +1,8 4,3 +0,57 A 0,0
G9’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 3% creme 72,3 +733A +1,5 3,7 +1,19A -14,0
G10’ ragdo + ferida + balsamo (30%) 1% creme 69,8 +10,84 A -2,0 4,3 +0,36 A 0,0
G11’ ragdo + ferida + acheflan 66,8 +751 A -6,2 3,4 +1,12 A -21,0

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G2).

Apesar das variacdes nos niveis de albumina encontradas na Tabela 12, esses
resultados ndo foram estatisticamente significativos.

Observa-se na Tabela 13 que as formula¢des contendo tanchagem (G5’e G6’) e
assa-peixe (G8’e G9’) nas maiores concentracdes apresentaram grande reducao de célcio.

O célcio esta relacionado ao processo de coagulacdo sanguinea. Numa lesao
tecidual, o cdlcio pode estar sendo solicitado pelas plaquetas para o processo de
coagulacdo sanguinea. Possivelmente, algum componente presente na formulagdo dos
fitoderivados pode estar facilitando a cicatrizagcdo, utilizando mais cdlcio. Isso pode
explicar um dos motivos pelos quais os niveis de célcio dos grupos com feridas estdao
reduzidos nas Tabelas 13 e 14.

Além disso, proteinas como coldgeno se ligam ao calcio (BOGGIO et al., 2009).
Durante a formacdo de feridas a hidrélise de coldgeno e elastina aumenta, devido a
maior atividade da colagenase e elastase (BOGGIO er al, 2009). Logo, menor

quantidade de calcio € demandada por essas proteinas.
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Tabela 13 — Valores médios de cdlcio em soro sanguineo de coelhos tratados com creme
contendo fitoderivados simples em diferentes concentracdes. Tratamento
em trés doses durante 30 dias, em comparacdo com o grupo sem ferida

(GD)
Tratamentos R

Gl1 racdo 15,7 £0,25 A 0,0

G2 ragdo + ferida 11,3 0,38 A -28,0
G3’ racdo + ferida + marcela (30%) 3% creme 43 +348 B -72,6
G4’ racdo + ferida + tanchagem 1% creme 4,1 £4,37B -73.,9
G5’ ragdo + ferida + tanchagem (30%) 2% creme 2,5 £293B -78,0
G6’ racdo + ferida + tanchagem 4% creme 20 £3,50B -87,3
G7’ ragdo + ferida + assa-peixe (30%) 1% creme 5,7 £4,54 B -63,7
G8’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 2% creme 1,5 £2,89B -90,4
G9’ racdo + ferida + assa-peixe (30%) 3% creme 1,0 £1,01B -93,6
G10’ ragdo + ferida + balsamo (30%) 1% creme 3,5 £+232B -71,7
G11’ ragdo + ferida + acheflan 13,3 +£0,30 A -15,3

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significincia do grupo sem ferida (G1).

Tabela 14 — Valores médios de calcio em soro sanguineo de coelhos tratados com creme
contendo fitoderivados simples em diferentes concentracdoes. Tratamento
em trés doses durante 30 dias, em compara¢do com o grupo nio tratado

(G2)
Tratamentos Célcio (mg/dL)

Média c %V ar.
Gl ragdo 15,7 +0,25 A + 39,0
G2 ragdo + ferida 11,3 +0,38 A 0,0
G3’ racdo + ferida + marcela 3% creme 4,3 +348B -61,9
G4’ racdo + ferida + tanchagem 1% creme 4,1 +4,37B -73,9
G5’ ragdo + ferida + tanchagem 2% creme 2,5 +293B -77,9
G6’ racdo + ferida + tanchagem 4% creme 2,0 +350B -87,3
G7’ ragdo + ferida + assa-peixe 1% creme 5,7 +4,54 B -63,7
G8’ racdo + ferida + assa-peixe 2% creme 1,5 +2,89B -90,4
G9’ racdo + ferida + assa-peixe 3% creme 1,0 +1,01B 91,2
G10’ ragdo + ferida + balsamo 1% creme 3,5 +232B -69,0
G171’ ragdo + ferida + acheflan 13,3 +0,30 A -15,3

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo doente ndo tratado (G2).

56



Nas Tabelas 15 e 16 € possivel observar que todos os grupos apresentaram
aumento significativo nas atividades de TGP, yGT e TGO. Isso pode indicar que as
substancias presentes em cada fitoderivado analisado tinham uma agdo farmacoldgica,
aumentando a producdo dessas enzimas na corrente sanguinea. Da mesma forma que os
niveis dessas enzimas apresentaram elevacdes no tratamento utilizando mistura dos
fitoderivados (Tabelas 9 e 10), nas Tabelas 15 e 16 também houve esse aumento,
demonstrando que, possivelmente, cada fitoderivado isoladamente testado foi capaz de

produzir um efeito nos niveis enzimaticos (TGP, yGT e TGO) no sangue dos coelhos.
5.3 Analise histopatolégica da pele dos coelhos

Para avalia¢do do processo de cicatrizagdo, foram analisadas 1aminas com cortes
histolégicos de pele da regido da ferida. As laminas foram confeccionadas a partir de
corte transversal da epiderme dos coelhos, com 5 um de espessura, e coradas com
hematoxilina-eosina.

No grupo normal, sem ferida (Figura 4), observou-se epiderme (a) constituida
por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, com graus de diferenciacao dos
queratindcitos. A derme (b) é formada de tecido conjuntivo, onde se distinguem duas
camadas sem limites precisos: papilar e reticular. Ainda na derme, estdo presentes
glandulas sudoriparas, sebéceas e foliculos pilosos.

No grupo com ferida, ndo tratado (Figura 5), observou-se grande nimero de
hemdicias e aumento de neutréfilos; presenca de edema significativo, infiltrado
inflamatério misto, ocasionais focos de hemorragia e vasos hiperemiados; presenca do
tecido de granulacdo com fibrose, ectasia capilar e infiltrado inflamatério mononuclear
difuso. E possivel observar também uma desorganizagio da queratina (a) na parte mais
externa (Figura 5(A)).

No grupo com ferida, tratado com o fitoderivado contendo 4 plantas 2,5% G3;
(Figura 6 (A), observou-se grande grande nimero de hemécias, aumento de neutréfilos
e perda expressiva de queratina (a).

Na Figura 6 (B), grupo com ferida tratado pela formulacao com o fitoderivado
contendo quatro plantas 3%, observou-se a presenca do tecido de granulagcdo com fibrose,
ectasia capilar e infiltrado inflamatério mononuclear difuso. Foi possivel observar a
presenca de grande quantidade de queratina (b) provavelmente pela rapida reconstituicao da
ferida, possivelmente devido ao aumento da concentracdo da formulagdo, se comparada

com a Figura 6 (A).

57



Tabela 15 — Valores médios de TGP, GGT e TGO em soro sanguineo de coelhos tratados com creme contendo fitoderivados simples em
diferentes concentragdes. Tratamento em trés doses durante 30 dias, em comparacdo com o grupo sem ferida (G1)

TGP (U/L) vGT (U/L) TGO (U/L)
Tratamentos

Média c % Var. Média c % Var. Média c % Var.
Gl ragdo 135,7 +512A 0,0 8.8 +0,90 A 0,0 1134 +521 A 0,0
G2 ragdo + ferida 152,3 +56,1 A +12,2 13,3 +6,02B +51,1 154,1 +51,0 A +35,9
G3’ racdo + ferida + marcela 3% creme 188.5 +7535B +38,9 21,8 +11,44 A +147,7 230,0 +117,1 A +102,8
G4’ racdo + ferida + tanchagem 1% creme 190,3 +139,65B +40,2 29,0 +14,46 A +229,5 118,1 +587A +4,1
G5’ ragdo + ferida + tanchagem 2% creme 220,7 +7290B +62,6 17,7 +575 A +101,1 201,5 +1059 A +77,7
G6’ racdo + ferida + tanchagem 4% creme 162,7 +4985B +19,9 16,2 +10,70 A +84,1 199,1 +1050A +75,6
G7’ racdo + ferida + assa-peixe 1% creme 142,2 +5329B +4,8 17,5 +7,82A +98.,9 117,8 +585A +3,8
G8’ ragdo + ferida + assa-peixe 2% creme 207,2 +7,20B +50,7 30,8 +991 A +250,0 193,4 +37.1 A +70,5
G9’ racdo + ferida + assa-peixe 3% creme 175,8 + 65,52 B +29.,5 46,2 +5433B +425,0 195,0 +38,7A +71,9
G10’ ragdo + ferida + balsamo 1% creme 2322 + 140,23 B +71,1 27,7 +18,09 A +214,8 179,9 +520A +58,6
G171’ ragdo + ferida + acheflan 162,7 +4985B +19,9 30,8 +991 A +250,0 108,0 +108,0 A -4,8

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do
grupo sem ferida (G1).
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Tabela 16 — Valores médios de TGP, GGT e TGO em soro sanguineo de coelhos tratados com creme contendo fitoderivados simples em
diferentes concentragdes. Tratamento em trés doses durante 30 dias, em comparagdo com o grupo nao tratado (G2)

TGP (U/L) vGT (U/L) TGO (U/L)
Tratamentos
Média c % Var. Média c % Var. Média c % Var.
Gl ragdo 135,7 +512A -10,9 8.8 +0,90 A -33.8 113,4 +521 A -26,4
G2 ragdo + ferida 152,3 +56,1 A 0,0 13,3 +6,02B 0,0 154,1 +51,0 A 0,0
G3 ragéo + ferida + marcela 3% creme 188,5 +7535B +23,8 21,8 +11,44 A +63,9 230,0 +117,1A +49,2
G4 ragdo + ferida + tanchagem 1% creme 190,3 + 139,65 B +25,0 29,0 + 14,46 A +118,0 118,1 +587A 23,4
G5 racgdo + ferida + tanchagem 2% creme 220,7 +7290B +45,0 17,7 +575 A +33,1 201,5 +1059 A +30,8
G6 ragdo + ferida + tanchagem 4% creme 162,7 +4985B +6,8 16,2 +10,70 A +21,8 199,1 +1050A +29,2
G7 ragdo + ferida + assa-peixe 1% creme 1422 +5329B -6,6 17,5 +7,82 A +31,6 117,8 +5,85A -23,6
G8 ragdo + ferida + assa-peixe 2% creme 207,2 +720B +36,0 30,8 +991 A +131,6 193.4 +37,1 A +25.5
G9 ragdo + ferida + assa-peixe 3% creme 175,8 +65,52B +15,4 46,2 +5433 B +247,3 195,0 +38,7A +26.5
G10 racdo + ferida + balsamo 1% creme 2322 +140,23 B +52,4 27,7 + 18,09 A +108,3 179,9 +52,0A +16,7
G11 racdo + ferida + acheflan 162,7 +4985B +6,8 30,8 +991 A +131,6 108,0 +108,0 A -29.,9

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do
grupo ndo tratado (G2).
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Figura 4 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo normal (G1). (A) aumento
10X; e (B) aumento de 40X.

Figura 5 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo com ferida, ndo tratado
(G2). (A) aumento de 10X; e (B) aumento de 40X.
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Figura 6 (A) — Fotomicrografia de epider- Figura 6B — Fotomicrografia de epiderme
me de coelhos com ferida tratados com de coelhos com ferida tratados com o
o fitoderivado contendo quatro plantas fitoderivado contendo quatro plantas 3%
2,5% (G3). Aumento de 10X. (G4). Aumento de 10X.

Figura 6 (C) — Fotomicrografia de epiderme
de coelhos com ferida tratados com o fito-
derivado contendo quatro plantas 10% (G5).
Aumento de 10X.

Na Figura 6 (C), grupo com ferida tratado pela formulacdo com o fitoderivado
contendo quatro plantas 10%, observou-se a presenga do tecido de granulacdo com
fibrose, ectasia capilar e infiltrado inflamatério mononuclear difuso. Foi possivel
observar também a reconstituicio da queratina mais aderida a epiderme (c),
demonstrando possivelmente uma reconstituicdo mais rdpida, se comparada a das
Figuras 6 (A) e 6 (B).

Na Figura 7 (A), grupo com ferida tratado pela formula¢do com o fitoderivado
contendo cinco plantas 10%, observou-se a presenca do tecido de granulagdo com
fibrose, ectasia capilar e infiltrado inflamatério mononuclear difuso. Constatou-se grande

quantidade de queratina mais préxima a epiderme (a), demonstrando que a formulacdo
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Figura 7 (A) — Fotomicrografia de epider- Figura 7 (B) — Fotomicrografia de epider-
me de coelhos com ferida tratados com  me de coelhos com ferida tratados com o
o fitoderivado contendo cinco plantas fitoderivado contendo cinco plantas 1%
10% (G6). Aumento de 10X. (G7). Aumento de 10X.

com o fitoderivado contendo cinco plantas numa concentracdo mais elevada conseguiu
reconstituir a queratina mais rapidamente e de maneira mais ordenada que as outras
concentracoes. Provavelmente a canfora, presente apenas na formulacdo com o
fitoderivado contendo cinco plantas, pode estar ajudando no processo de remodelamento
da ferida e, assim, numa melhor reconstitui¢do.

Na Figura 7 (B), grupo com ferida tratado pela formulacdo com o fitoderivado
contendo cinco plantas 1%, observou-se a presenca do tecido de granulagdo com
fibrose, ectasia capilar e infiltrado inflamatério mononuclear difuso. A baixa
concentracdo da formulagdo com o fitoderivado contendo cinco plantas 1% foi capaz de
produzir queratina, ainda que de forma desordenada (b). Isso pode estar relacionado
com a presenca da canfora na formulagao.

Na Figura 8, representativa do grupo 8, tratado com Acheflan®, observou-se
predominio de fibras coldgenas em detrimento do elemento célular na derme, fibras
coldgenas adjacentes ao epitélio e alguns leucécitos esparsos. No epitélio, verificou-se
maior formacdo de fibras coldgenas e algumas células mononucleadas difusamente
distribuidas, bem como hiperceratose, inimeros vasos congestos e focos de infiltrado
inflamatério distribuidos na derme. A queratina estava aderida a epiderme de forma
desordenada (a).

Na Figura 9, grupo com ferida tratado pela formulacdo com creme de marcela
3%, observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, ectasia capilar e
infiltrado inflamatério mononuclear difuso. Também é possivel observar a formacao de

queratinas, ainda que escassas € mais concentradas na epiderme (a).
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v\a B

Figura 8 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo
com ferida, tratado com Acheflan® (G8). Aumento
de 10X.

Na Figura 10 (A), grupo com ferida tratado pela formulacdo com creme de
tanchagem 1%, observou-se a presenca do tecido de granulacdao com fibrose, focos de
hemorragia, areas de necrose, varios vasos sanguineos hiper-hemiados e pequena
quantidade de queratina de forma desordenada (a).

Na Figura 10 (B), grupo com ferida tratado pela formulacdo com creme de
tanchagem 2%, foram observados tecido de granulacdo com fibrose, focos de
hemorragia, dreas de necrose, varios vasos sanguineos hiper-hemiados e um pequeno
aumento na quantidade de queratina de forma mais organizada (b), se comparada a da
Figura 16.

Na Figura 10 (C), grupo com ferida tratado pela formulagdo com creme
tanchagem 4%, observou-se a presenca do tecido de granulacdao com fibrose, focos de
hemorragia, dreas de necrose, vdrios vasos sanguineos hiper-hemiados e aumento na
quantidade de queratina (c) se comparada a das Figuras 10 (A) e 10 (B). Isso pode estar
relacionado ao aumento na concentragdo da formulag¢do contendo tanchagem (4%).

Na Figura 11 (A), grupo com ferida tratado pela formulagcao de assa-peixe 1%,
observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, focos de hemorragia, areas
de necrose, varios vasos sanguineos hiper-hemiados e presenca de queratina de forma
desordenada (a).

Na Figura 11 (B), grupo com ferida tratado pela formulacao com assa-peixe 2%,
foram observados tecido de granulacdo com fibrose, focos de hemorragia, areas de

necrose, varios vasos sanguineos hiper-hemiados e aumento da quantidade de queratina
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B

Figura 9 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do
grupo com ferida, tratado com creme de

marcela 3% (G3’). (A) aumento de 10X; e (B)
aumento de 40X.

Figura 10 (A) — Fotomicrografia de epi- Figura 10 (B) — Fotomicrografia de epider-
derme de coelhos do grupo de coelhos me de coelhos com ferida tratados com
com ferida tratados com tanchagem 1% tanchagem 2% (G5’). Aumento de 10X.
(G4’). (A) aumento 10X; e (B) aumento
de de 40X.

64



C

Figura 10 (C) — Fotomicrografia de epiderme
de coelhos com ferida tratados com tan-
chagem 4% (G6’). Aumento de 10X.

(b) de forma mais organizada do que na Figura 11A e 11C. Isso pode estar relacionado
ao aumento na concentracao da formulacio contendo assa-peixe.

Na Figura 11 (C), grupo com ferida tratado pela formulacao de assa-peixe 3%,
verificou-se a presenca de tecido de granulacdao com fibrose, focos de hemorragia, dreas
de necrose, vérios vasos sanguineos hiper-hemiados, bem como de queratina de forma
desordenada (c). Isso pode estar relacionado com o aumento da concentragdo da
formulacao contendo assa-peixe, possivelmente pela produgcdo de um efeito téxico da

planta para os tecidos.

Figura 11 (A) — Fotomicrografia de epider- Figura 11 (B) — Fotomicrografia de epiderme
me de coelhos com ferida tratados com de coelhos com ferida tratados com assa-
assa-peixe 1% (G7’). Aumento de 10X. peixe 2% (G8’). Aumento de 10X.
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Figura 11 (C) — Fotomicrografia de epiderme
de coelhos com ferida tratados com assa-
peixe 3% (G9’).

Na Figura 12, grupo com ferida tratado pela formulacdo de balsamo 1%,
observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, focos de hemorragia, areas
de necrose, vérios vasos sanguineos hiper-hemiados, bem como de queratina préxima a

epiderme (a).
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Figura 12 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos
com ferida tratados com bélsamo 1% (G10’). (A)
aumento de 10X; e (B) aumento de 40X.
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6. CONCLUSAO

Na andlise hematoldgica, conclui-se que o tratamento com o fitoderivado
contendo cinco plantas 10% (grupo G6) foi o que apresentou aumento na concentragao
de proteina e albumina, elevacdo considerdvel na concentracdo de ferro e provocou a
mais alta redu¢do no nivel de cdlcio. Possivelmente essa concentra¢ido pode estar sendo
téxica para célula. Nesse tratamento também houve um aumento considerdvel em TGP
e TGO e reducdo em GGT.

Nas formulagdes contendo as plantas isoladamente, as redugdes nas proteinas
foram menores que naquelas contendo quatro ou cinco extratos de plantas; no entanto,
os niveis de célcio apresentaram grande reducao.

A formulacdo do fitoderivado contendo quatro plantas 3% teve melhor efeito
anti-inflamatério. No tratamento com a formula¢do de fitoderivado contendo cinco
plantas, os melhores resultados foram obtidos com o extrato a 10%, mostrados através
da histologia.

A formulacdo de marcela 3% apresentou histologicamente melhor efeito anti-
inflamatoério (menor presenca de células mortas). Em todas as fotomicrografias,
observou-se que as plantas isoladamente ndo tiveram o mesmo efeito anti-inflamatério
que a formulagao de fitoderivados contendo quatro ou cinco plantas. Isso pode sugerir a
ocorréncia de um sinergismo entre as substancias presentes nas plantas, as quais, em

conjunto, promovem maior efeito terapéutico.
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CAPITULO 2

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E CICATRIZANTE DO FLAVONOIDE
HESPERIDINA EM FERIDAS DE COELHOS

1. INTRODUCAO

z

A inflamagcdo € um complexo de alteracdes sequenciais no tecido e ocorre em
resposta a lesdo. Ela costuma ter trés fases: inflamacdo aguda, resposta imune e
inflamacdo cronica. A inflamacdo aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; é
mediada pela liberacdo de substancias como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta
imune. Essas substancias, em especial a histamina, aumentam o fluxo sanguineo local e
também a permeabilidade dos capilares venosos, o que permite que grandes quantidades
de liquido e de proteina sejam transportadas da circulacdo para os tecidos, resultando
em edema localizado (KATZUNG, 1998).

A resposta imune aparece quando as células imunologicamente competentes sao
ativadas em resposta a organismos estranhos ou substancias antigénicas e liberadas
durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica. A inflamacdo cronica envolve a
liberacdo de diversos mediadores que ndo sdo proeminentes na resposta imune, entre 0s
quais estdo o interferon e interleucinas. Uma das condi¢des mais importantes, associada
a esses mediadores, € a artrite reumatoide, em que a inflamacao cronica resulta em dor e
destruicao do osso e da cartilagem (GUYTON; HALL, 1997). Muitos dos efeitos anti-
inflamatérios e cardiovasculares propostos por flavonoides e compostos fendlicos

interferem no metabolismo final do araquidonato. Os produtos da acdo das enzimas
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cicloxigenase e lipoxigenase sdo as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,
também denominados eicosanoides. Esses compostos sdo agentes homeostaticos,
envolvidos na manuten¢do da integridade dos sistemas inflamatério, cardiovascular e
renal. O desequilibrio na homeostase de leucotrienos pode resultar em respostas
inflamatérias com distirbios respiratérios, como asma e rinite alérgica, artrite e
desordens inflamatérias no intestino. Similarmente, um desequilibrio na sintese de
prostaglandinas pode levar a doencas cardiovasculares e renais, resultando em
aterosclerose e derrames (FORMICA; REGELSON, 1995; HARBORNE; WILLIAMS,
2000.).

O 4cido araquidonico € um constituinte dos fosfolipideos de membrana e, por isso, a
sintese dos eicosanoides inicia-se com a liberacdo desse 4cido graxo, através de
hidrdlise, catalisada por fosfolipases especificas (GUYTON; HALL, 1997). Virios
efeitos bioldgicos tém sido atribuidos aos flavonoides, visto que sdo capazes, por
exemplo, de inibir a peroxidacdo de lipideos e a agregacdo de plaquetas, bem como de
ativar sistemas de enzimas, incluindo cicloxigenases e lipoxigenases.

Grande parte dos efeitos bioldgicos protetores dos flavonoides pode ser atribuida as
suas habilidades sequestradoras de radicais livres e sua capacidade de transferir elétrons
para radicais livres através da formacao de radicais fenoxil de baixa reatividade (ZHOU,
ZENG, 1991; COTELLE et al., 1992; FERRALI et al., 1997, ARORA et al., 1998).
Outra propriedade importante de alguns flavonoides € a de quelar metais de transi¢do,
como o ferro, suprimindo a geracdo de radicais hidroxila por meio da reacdo de Fenton
(ARORA et al., 1998). Flavonoides também podem inibir a lipoperoxidacdo através da
restri¢ao do acesso de oxidantes as membranas (VERSTRAETEN et al., 2003).

Um estudo avaliou a capacidade antioxidante de diferentes compostos, entre eles
a hesperidina, naringina, naringenina, quercetina e rutina, frente aos danos causados
pelo alcaloide apomorfina, utilizando como sistema bioldgico células eucaridticas da
levedura S. cerevisiae (SOARES et al., 2005).

A investigacdo dos efeitos anti-inflamatérios da hesperidina torna-se importante
no presente estudo, ja que existem poucas pesquisas realizadas com o composto para

esse efeito farmacoldgico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Flavonoides

Os flavonoides foram descobertos em 1930 por Szent-Gyorgy (prémio Nobel),
que extraiu a citrina da casca do limdo, possuindo esta substincia a capacidade de
regulacdo da permeabilidade dos capilares. Assim, essa classe de produtos naturais foi
inicialmente denominada de vitamina P (de permeabilidade) e também de vitamina C,,
visto que algumas das substincias apresentavam propriedades semelhantes as da
vitamina C. Contudo, dada a ndo confirmagdo dessas substiancias como vitaminas, essa
classificacdo foi abandonada em 1950 (MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Sdao compostos polifendlicos de origem bio-sintética, com 0 mesmo nicleo
fundamental: um esqueleto benzopiramico. De acordo com as caracteristicas estruturais
os dividem em flavonas, flavononas, dihidroflavonois, chalconas, antocianosideos,
isoflavonoides e derivados flavonoicos. Alguns autores preferem separar os derivados
flavonicos em antocianosideos e isoflavonoides e, assim, conservar o nome flavonoide
para o resto dos grupos. Trata-se de metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no
reino vegetal. Até o momento ja foram descritas mais de 8.000 moléculas pertencentes a
esse grupo, entretanto anualmente novas estruturas t€ém sido identificadas (SETCHELL,;
CASSIDY, 1999).

Esses compostos podem ser definidos como uma classe de metabdlitos
secundérios de plantas, que derivam da condensacdo de uma molécula de &4cido

cindmico com trés grupos malonil-CoA (YILMAZ; TOLEDO, 2004).
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Os flavonoides sdo pigmentos naturais presentes nos vegetais e desempenham
um papel fundamental na prote¢do contra agentes oxidantes, como, por exemplo, raios
ultravioleta, poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes nos alimentos, entre
outros, e atuam também como agentes terapéuticos num elevado nimero de patologias,
como arteriosclerose e cancer (MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Em meados dos anos de 1980 ressurgiu o interesse por essas substancias,
empregando-se algumas de origem semissintética, obtidas a partir de flavonoides
contidos em frutas citricas (WANG, 2000). Assim, foram introduzidos na terapéutica
compostos como diosmina, hidrosmina, troxrrutina, hesperidina-metil-chalcona, etc.,
indicados para o tratamento de insuficiéncias venosas causadoras de varizes,
hemorroidas e outras patologias vasculares (WANG, 2000).

Pesquisas também descrevem outras atividades dos flavonoides citricos em
modelos experimentais € humanos, que incluem anticarcinogénicos, anti-hipertensivos,
antiaterogénicos, antivirais e antialérgicos. Muitos desses efeitos resultam da modulagdo
na formacao de espécies reativas ao oxigénio (ERO). Virios tipos de flavonoides sao
estudados, a fim de diminuir a producdo de EROs, inibir enzimas associadas a formacgao
de EROs: NADPH oxidase e mieoloperoxidase (EDWARDS, 1996). Essas atividades
antioxidantes dos flavonoides devem-se a sua capacidade de inibir o dcido araquiddnico
liberado pela membrana, inibir cicloxigenase e lipoxigenase, inibir proteina quinases e
diminuir a liberagao de enzimas quinase dos lisossomos (SARTOR et al., 2002).

Um importante contribuidor para as reagdes anti-inflamatdrias sdo os neutréfilos
polimorfonucleares (NPMs), pois estdo envolvidos na formagdo das citoquinas, na
producdo das enzimas lisossomais e formagao dos EROs na cadeia respiratéria. Quando
os NPMs sdo recrutados aos tecidos inflamatdrios fagocitarios, uma cadeia de reacdes
metabodlicas comeca nos receptores de membrana da bactéria e outros patégenos,
seguidos pela ativacdo de proteina quinase C e indu¢do de NADPH oxidase para reduzir
o oxigénio em radicais superoxidos, na qual dentro das células ird metabolizar outros
EROs. A apoptose de neutr6filos € modulada por diversos fatores, como
lipopolissacarideos de bactérias ou TNF-a, que atuam nas proteinas envolvidas na
eliminacdo de células mortas (AKGUL et al., 2001).

Estudos demonstraram que plantas contendo flavonoides tém um papel
proapoptético em células humanas, animais e cancerosas. Liu et al. (2005) afirmaram
que a atividade antioxidante da quercetina deve ser responsdvel pela diminuicdo da

atividade antiapoptética de lipopolissacarideos nos NPMs. Em outro estudo, Kuntz et
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al. (1999) testaram varios flavonoides quanto as suas habilidades de induzir apoptose
em células de cincer de c6lon e descobriram que a flavona baicaleina e o flavonoide
mircetina sdo capazes de induzir apoptose.

Os flavonoides constituem um dos maiores grupos de fitonutrientes que
apresentam efeitos benéficos a saide. Sabe-se que o suco de laranja natural possui
quantidades aprecidveis desses compostos, como os flavonoides citricos (quercetina,
luteolina, mircetina, apigenina e rutina) ou as flavononas (hesperidina, naringenina e
naringina), além da vitamina C, que apresentam a¢do antioxidante, vasoprotetora e
hipocolesterolémica (ERLUND, 2004; RISO et al.,, 2005; USDA, 2006). Muitas das
propriedades dos flavonoides citricos podem estar relacionadas a habilidade de seus
compostos inibirem enzimas que estdo envolvidas na ativagao célular. Estudos, in vitro,
demonstraram a capacidade dessas substiancias de modificar a atividade de sistemas
enzimdaticos em mamiferos, como quinases, fosfoquinases, atpase, lipoxigenase,

cicloxigenase e fosfodiesterases (LE MARCHEND, 2002).

2.2 Efeito de flavonoides sobre o metabolismo do acido araquidonico

Virios efeitos biologicos tém sido atribuidos aos flavonoides, visto que sdo
capazes, por exemplo, de inibir a peroxidacdo de lipideos e a agregacao de plaquetas e
de ativar sistemas de enzimas, incluindo cicloxigenases e lipoxigenases. Esses efeitos
sdo devido a sua capacidade de remover radicais livres e de quelar cations divalentes
(BRODY, 1994).

Pesquisas realizadas por Lale e Herbert (1996) demonstraram que os flavonoides
daidzeina, daidzina, pseudobaptigenina, karangina, himokiflavona e silibina
apresentaram habilidade em inibir a atividade procoagulante de mondcitos humanos. A
producdo deles é estimulada por endotoxina e interleucina e € possivel realizar tais
estudos in vitro. O fator tissular de coagulacdo sanguinea € uma glicoproteina, que
inicia a coagulagdo sanguinea por formar um complexo com os fatores VII e VIla. Em
condi¢des normais, as células endoteliais € mondcitos nao expressam atividade do fator
tissular, embora este expresse a atividade da trombomodulina, que acelera a ativacao de
trombina catalisada pela proteina C, contribuindo, assim, para as propriedades
anticoagulantes do endotélio. Em algumas situacdes patoldgicas, quando o endotélio ou

os mondcitos sdo expostos a mediadores inflamatdrios, eles podem adquirir

propriedades pré-coagulantes. Quando as células sdo estimuladas por compostos
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inflamatérios, como endotoxina ou interleucina, podem alterar as propriedades
antitrombdticas do endotélio, por reduzir a expressao do fator tissular e a regulacdo da
trombomodulina, promovendo a coagulacdo sanguinea e trombose.

Flavonoides afetam uma grande variedade de enzimas, possuem atividade
antioxidante, quelam alguns cdtions metélicos, afetam a fosforilacio de proteinas
celulares, apresentam efeito inibitério na agregacdo plaquetdria e nas fungdes dos
leucécitos e possuem efeito protetor sobre as células endoteliais, o que sugere que sao
substancias de grande interesse no desenvolvimento de inibidores e nas interacdes entre
o sangue e as paredes dos vasos, que estdo intimamente relacionadas com o processo de
trombose (KATZUNG, 1998).

Além disso, investigagdes bioquimicas dos mecanismos da acdo dos flavonoides
tétm mostrado que esses compostos inibem uma ampla variedade de sistemas
enzimaticos. O 4cido araquidonico é um importante dcido graxo que serve como
precursor de prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, 0s quais sdo
potentes mediadores intracelulares, que controlam uma variedade de processos
complexos no organismo. No passo intermedidrio da formagdo desses compostos,
prostaglandina endoperéxidos (PGH2 e PGG) sdao formados pela acdo da enzima
prostaglandina endoperoxido sintetase, uma enzima com atividade de cicloxigenase
(produzindo PGG?2 a partir de acido araquidonico) e peroxidase (produzindo PGH2 a
partir de PGG2). Durante a atividade de peroxidase, radicais livres e organicos sio
produzidos, os quais ddo origem a formacdo de intermedidrios reativos de oxigé€nio e
peroxidacdo lipidica patoldgica (GALVEZ et al., 1995).

A propriedade apresentada pelos flavonoides em inibir tanto a via da
cicloxigenase quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato pode
contribuir para propriedades anti-inflamatdrias.

Além disso, estudos tém mostrado que flavonoides aumentam a permeabilidade
capilar e exercem efeito inibitério na exsudacdo de proteinas e migracdo dc leucdcitos.
Flavonoides sao conhecidos por mostrar propriedades antioxidantes, incluindo
eliminacdo de radicais livres e prevenindo peroxidacdo de lipideos (LANDOLFI et al.,
1984). Sabe-se que a peroxidacgdo lipidica estd intimamente relacionada com processos
inflamatérios. A atividade antioxidante das antocianinas cianidina 3-O- B-n-glicosil-
cianidina e cianidina foi testada por Tsudat et al. (1994), que usaram auto-oxidac¢do do
acido linoleico, lipossomos, membranas de eritrocitos de coelho e sistemas

microssomais de figado de rato. Essas substancias apresentaram atividade antioxidante
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em todos os sistemas avaliados. Os dados sugeriram que esses compostos podem
exercer importante papel na peroxidagdo de membranas celulares, induzidas por radicais
de oxigénio, ativos em sistemas vivos.

Motilva et al. (1994) estudaram o efeito protetor do flavonoide naringenina
sobre lesdes de mucosa géstrica, produzidas por etanol, e o envolvimento de
prostaglandinas enddgenas com tais lesdes. As prostaglandinas parecem preservar a
integridade microvascular e reduzir a subjacente congestao dos vasos sanguineos.

Entretanto, nem todos os eicosanoides exercem efeito protetor sobre a mucosa
géstrica. Os leucotrienos, potentes vasoconstritores, sdo gerados pela mucosa géstrica e
tém sido ali identificados, particularmente, apds o aparecimento de lesdes causadas por
etanol. Os leucotrienos exercem varios efeitos bioldgicos, como efeito vasoconstritor,
que pode contribuir para o seu papel como mediador de lesdes e isquemia dos tecidos
(HOMMAM et al., 2000).

Pesquisas recentes tém mostrado que inibi¢cdo da sintese de leucotrienos foi
acompanhada por diminuicdo de lesdes da mucosa géstrica em diferentes modelos
experimentais, incluindo ulceras gastricas, induzidas por etanol. Flavonoides podem
interferir na producdo de metabdlitos do acido araquidonico, por meio da inibi¢do da
enzima lipoxigenase, e reduzir a concentracdo de leucotrienos em diferentes sistemas
bioldgicos. O efeito de protecao da mucosa géstrica, exercida pela naringenina, pode ser
devido a regulacdo da liberagcdo de substdncias vasoativas, como o0s leucotrienos.
Ademais, radicais livres podem estar envolvidos na patogénese de lesdes agudas da
mucosa gastrica. Vdérios estudos tém mostrado que a naringenina atua como
antioxidante, inibindo peroxidacao lipidica (KAWAGUCHI et al., 2004).

Os flavonoides extraidos de frutos citricos (nobiletina) apresentaram efeito de
supressdo, na producdo, e na expressio do gene responsdvel pela sintese de
metaloproteinase 9/gelatinase em fibroblastos de coelhos (ISIHIWA et al., 2000). Os
acidos graxos poli-insaturados, presentes nas membranas das células, podem ser
oxidados por peroxidacdo enzimdtica ou auto-oxidativa, mediante reacdes que
envolvam radicais livres. Um excesso de radicais livres pode levar a reagdo em cadeia
incontrolada e a peroxidacdo lipidica, resultando em patologias, que incluem
aterosclerose e cancer. A peroxidacdo lipidica ocorre em trés estdgios: iniciacao,
propagacdo e terminagdo. No estigio de iniciagdo da peroxidacdo lipidica, ocorre
interacdo do dcido graxo insaturado com o oxigénio, formando um radical lipidico. No

estdgio de propagacdo, o radical lipidico reage com oxigénio molecular, formando o
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radical peroxila, que pode atacar outra molécula de lipideo, formando mais radicais
livres. No estdgio de terminagdo, os radicais livres reagem com antioxidantes, formando
produtos inertes. A peroxidagdo lipidica pode ser suspensa por inativacdo enzimaética
dos radicais livres pelos antioxidantes, que inibem o estdgio de iniciag¢ao e, ou, aceleram
o estdgio de terminagdo (COOK; SAMMAN, 1996).

Pesquisas tétm demonstrado que os flavonoides inibem a peroxidagao lipidica, in
vitro, no estigio de iniciacdo, por atuar como antioxidante, eliminando anion
superdxido e radicais hidroxilas. Tem sido proposto que flavonoides interrompem a
reacdo em cadeia dos radicais livres, doando atomos de hidrogénio ao radical peroxila,
formando um radical de flavonoide. O radical flavonoide, entdo, reage com o radical
livre, terminando, assim, a propaga¢ao da reagdo em cadeia (COOK; SAMMAN, 1996).

Estudo realizado para avaliar o efeito de quercetina, rutina e cianidol sobre a
peroxidacdo lipidica n3o enzimdtica demonstrou uma correlagdo positiva entre a
atividade antitrombocitica dos flavonoides e a sua propriedade antioxidante. Os
resultados mostraram, também, que esses compostos inibem a atividade da
lipoxigenase, cicloxigenase e da fosfolipase A2 (PELZER et al., 1998; GRYGLEWSKI
etal., 1987).

Galvez et al. (1995) avaliaram a atividade antiperoxidativa de varios flavonoides
sobre a peroxidacdo de membrana de células de figado de rato induzidas pelo sistema
ndo enzimdtico (sistema &4cido ascorbico-Fe2+) e pelo sistema enzimdtico (4cido
araquidonico). Todos os flavonoides testados foram capazes de inibir a peroxidagdo
lipidica induzida pelos dois sistemas (GALVEZ et al., 1995). Com relacio a
peroxidacdo lipidica induzida pelo sistema dcido ascérbico-Fe®*, os flavonoides que
apresentaram melhores resultados na inibicdo da peroxidacdo lipidica, em ordem
decrescente, foram: epicatequina, luteolina, quercetina, catequina, delfinidina,
kaempferol, apigenina e naringenina. Entretanto, quando a peroxidagdo lipidica foi
induzida por 4cido araquidonico, os flavonoides que mostraram melhores resultados, em
ordem decrescente, foram: delfinidina, epicatequina, catequina, kaempferol, quercetina,
luteonina, naringenina e apigenina.

O efeito anti-inflamatdrio de flavonoides, incluindo aqueles encontrados no cha,
¢ explicado, em parte, pelo seu efeito inibitério sobre o metabolismo do &cido
araquidonico. Os constituintes do chd, responsdveis pelas propriedades anti-
inflamatoérias e fortalecimento de capilares, incluem as catequinas e a rutina. Estudos

mostraram que os flavonoides quercetina e catequina inibiram trés aspectos da funcdo
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de neutréfilos humanos in vitro, que sdo considerados por contribuirem para o processo
inflamatoério: a liberacdo de enzimas lisossomais, a resposta a quimioluminescéncia e a
producdo de radicais livres (TUBURG et al., 1997; O’REILLY et al., 2000). A
atividade plaquetdria estd aumentada em pacientes com fatores de riscos coronarianos,
como elevado nivel de colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade), hipertensao,
diabetes, consumo de cigarro. Os flavonoides quercetina e miricetina apresentaram forte
efeito inibidor da agregacdo de plaquetas humanas, induzidos por dcido araquidonico e
ADP (adenosina difosfato), mas ndo foram efetivos, quando a agregacao plaquetaria foi
induzida por coldgeno. Em um modelo de agregacido in vitro, quercetina e rutina foram
capazes de dispersar trombos plaquetdrios pré-formados, que foram aderidos ao
endotélio da aorta de coelho (HOMMAM et al., 2000).

O efeito antioxidante dos flavonoides parece estar relacionado, neste estudo,
com sua acdo antitrombodtica. A aclo antitromboética e vasoprotetora de quercetina,
rutina e outros flavonoides tem sido atribuida a sua habilidade de ligar-se a membrana
de plaquetas e eliminar radicais livres. Por sua acdo antioxidante, os flavonoides
restabelecem a biossintese e acdo de prostaciclina endotelial e fator de relaxamento
derivado do endotélio, os quais sdo inibidos pelos radicais livres (LALE; HERBERT,
1996). Um dos mais potentes mecanismos, pelo qual os flavonoides inibem a agregacao
plaquetaria, ¢ mediar o aumento dos niveis de AMPc (adenosina de monofostato
ciclico) plaquetério através da estimulacdo da atividade da enzima adenilatociclase ou
por inibicdo da fosfodiesterase do AMPc (COOK; SAMMAN, 1996). Estudos tém
mostrado que algumas flavonas atuam como um agente antiagregante, inibindo a
atividade da enzima cicloxigenase de plaquetas humanas. Landolfi et al. (1984)
descreveram o efeito de varios flavonoides sobre a agregacdo plaquetdria, bem como
sobre adenosina3’, 5’-monofosfato ciclico e metabolismo do &acido araquidénico. As
flavonas crisina, apigenina e fioretina inibiram a agregacdo plaquetdria, por inibirem a
via da cicloxigenase. A inibi¢do da cicloxigenase pode ser devida a um aumento do
AMPc. Em adicdo, crisina e apigenina reduziram o AMPc plaquetdrio em resposta a
PGI2, efeito, provavelmente, mediado pela inibicao da adenilatociclase. Contudo, os
flavonoides mircetina e quercetina aumentaram o AMPc plaquetdrio — aumento este
induzido por PGI2 (prostaglandina). A potencializacdo do efeito da PGI2 sobre os
niveis de AMPc pela quercetina pode ser devido a inibi¢ao da fosfodiesterase. O efeito
oposto, exercido por diferentes flavonoides sobre a resposta do AMPc, induzida por

PGI2, pode ser em decorréncia da inibicdo preferencial da fosfodiesterase ou adenilato
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ciclase. E possivel sugerir que a inibi¢do da cicloxigenase desempenha um papel
importante sobre o efeito da inibicdo da agregacdo plaquetdria exercido pelos
flavonoides apigenina, crisina e floretina — inibi¢do devida a um aumento do AMPc
(COOK; SAMMAN, 1996).

Outra acdo dos flavonoides estd relacionada com a liberagdo de dacido
araquidonico dos fosfolipideos, presentes nas membranas celulares, por acdo da
fosfolipase A2. Alguns trabalhos tém mostrado que a quercetina inibe a fosfolipase A2
de leucécitos, em coelhos e humanos (LANDOLFI et al., 1984). Os flavonoides inibem,
também, a sintese de eicosanoides por meio da inibi¢cdo da atividade das enzimas
lipoxigenase e cicloxigenase, bem como pela inibicao da peroxidacdo ndo enzimética de
acidos graxos, poli-insaturados, que também atuam na ativagdo dessas oxigenases
(KINSELLA, 1991).

As antocianinas, um dos tipos de flavonoides, também possuem eficdcia anti-
inflamatodria, e o seu consumo tem demonstrado acdo farmacoldgica em artrites e gotas.
Essas antocianinas foram testadas, assim como suas agliconas, cianidinas por sua
habilidade em inibir a enzima prostaglandina endoperéxido de hidrogénio sintase 1 e 2
(WANG et al., 1999).

Pesquisas t€ém demonstrado que flavonoides ligados a grupos prenila também
apresentam efeito inibidor sobre as enzimas cicloxigenase e lipoxigenase,
demonstrando, assim, seu mecanismo de acdo como anti-inflamatério (CHI et al.,
2001).

Também os efeitos de flavonoides e lignanas, presentes em Saiboku-to, uma
planta da medicina chinesa, demonstraram a¢@o sobre inibicdo da asma e liberacdo de
leucotrienos (HOMMAM et al., 2000). O flavondide quercetina exibe efeito sobre o
endotélio, liberacdo de prostaciclinas e ativadores do plasminogénio em culturas de
células endoteliais humanas (ZHAO et al., 1999). O flavonoide gnafahina (flavonol
produzido pela planta Helichrysum picardii) tem efeito inibidor sobre a geracdo de
eicosanoides de leucécitos (PUERTAR et al., 1999). Plantas como Tanacetium
parthenium e T. vulgare possuem flavonoides com acdo anti-inflamatéria (WILLIAMS
et al., 1999). Também a planta Scutellaria radix possui o flavonoide wogonina, que atua
na supressdo da cicloxigenase 2 e na inducdo da sintese da oxidonitricossintase em
culturas de células (CHI et al., 2001).

Flavonoides, como a apigenina e a quercetina, exibem atividade anti-

inflamatéria e apresentam inibicdo no crescimento de fibroblastos em concentragdes
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variando de 0,01 a 100 mg/mL. Durante os processos inflamatérios, os fibroblastos tém
papel importante na granulacdo e formagao do tecido e interagem com o sistema imune.
A inibicdo de crescimento de fibroblastos por flavonoides, como, por exemplo, a

apigenina, pode ser benéfica para o tratamento de injurias (KOGANOV et al., 1999).

2.3 Composto em estudo: hesperidina

A hesperidina, encontrada quase que exclusivamente nos sucos citricos, reduz o
colesterol e os triglicérides do plasma, inibe a taxa de oxidacdo da LDL e o crescimento
da placa ateromatosa, tanto em animais experimentais como no ser humano
(MONFORTE et al., 1995; COOK, SAMMAN, 1996; KUROWSKA et al., 2000a, b).

Os compostos fendlicos de origem vegetal tém sido alvo de muitas pesquisas
atuais por causa de suas acdes bioldgicas associadas a prevenc¢do de doengas e com
potencial curativo. Foram descritas propriedades anticarcinogénicas, antimutagénicas,
antiaterogénicas, mas também inibidoras da digestdo e absor¢do de certos nutrientes,
bem como sua eficiéncia em converter os nutrientes absorvidos em metabolitos ativos
(AMEER et al., 1996; MATSUMOTO, 2004). Entre eles, os flavonoides citricos ou
flavanonas sdo apontados como redutores da hipercolesterolemia, hipertensao,
obesidade e processos inflamatérios (KUROWSKA et al., 2000b; MANTHEY, 2001;
KUROWSKA; MANTHEY, 2004; FUJIOKA, 2007).

A ingestdo média de flavonas/flavononas € de cerca de 25 mg/dia em muitos
paises da Europa, com variagdes em funcdo dos hébitos alimentares. O consumo de
flavonoides pela populagdo do Estado de Sdo Paulo foi estimado em cerca de 60 a
106 mg/dia, representado por alimentos comuns na dieta brasileira tipica (ARABBI et
al., 2004).

As laranjas e seus sucos sdo boas fontes desses flavonoides e contém cerca de
40 mg/100g do alimento, porém perdas considerdveis ocorrem com a remog¢ao da casca,
antes do consumo ou no processo industrial (ALIMENTOS..., 2001).

Em geral, as concentracdes de flavonoides nos alimentos processados sdo
aproximadamente 50% menores do que nos produtos frescos e sua absorcdo é mais
eficiente quando se encontram conjugados com a glicose (ANDALAUER et al., 1998;
WISEMAN, 1999). De modo geral, os flavonoides podem ocorrer em sua forma livre
(aglicona) ou entdo conjugada a agucares (glicosideos). Nos alimentos, esses compostos

estdo na forma glicosidica, e, apds serem ingeridos e chegarem ao intestino grosso, a
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molécula de acucar € degradada e os flavonoides passam para a forma aglicona. Os
aclicares mais comuns conjugados aos flavonoides sdo: glicose, galactose, ramnose,
xilose e arabinose, e, menos frequentemente, alguns dissacarideos (LEE er al., 1999;
HARBORNE, WILLIAMS, 2000; KIM et al., 2003). Mais de 80 espécies de agucares
tém sido descritas como ligadas aos flavonoides (LIU, 2004). A grande variedade de
compostos pode ser explicada pelas modificagdes estruturais na composi¢ao bdsica da
molécula, como reagdes de hidroxilagdo, metilacao, acilacado, glicosilagdo, entre outras.
A glicosilagdo pode ocorrer nos grupos hidroxilas, ligando o flavonoide a molécula de
acucar através de um atomo de oxigénio, ou diretamente no nucleo do flavonoide,
através de um atomo de carbono (AMEER er al., 1996; LEE et al., 1999; KIM et al.,
2003; YAMADA et al., 2006).

Os flavonoides das frutas citricas hesperidina (Figura 1) e naringina sao
resistentes ao suco gastrico do estdmago, sendo absorvidos no trato gastrintestinal
(AMEER et al.,, 1996; HOLLMAN, KATAN, 1997, KUROWSKA et al,, 2000a,b),
apds deglicosilagdo por enzimas de bactérias intestinais (HAVSTEEN, 1983). A baixa
solubilidade da hesperidina em 4gua dificulta sua absor¢ao, que € menor que 0,01%;
entretanto, um derivado da hesperidina, a glicosil hesperidina (g-hesperidin), €
marcadamente mais solivel em dgua que a hesperidina (YAMADA et al, 2006).
Alguns tipos de flavonoides podem ser dissolvidos em carboximetil celulose sédica ou
em propileno glicol para elevar sua absor¢ao no organismo (YAMADA et al., 2006).

Previamente, outros autores reportaram que o metabodlito hesperitina (Figura 1),
da hesperidina, inibe a HMG-COA redutase e reduz a concentragdo plasmatica do

colesterol em ratos (LEE et al., 1999; KIM et al., 2003).

Hesperitina

Fonte: Kim et al. (2003).

Figura 1 — Estrutura quimica da hesperitina.

A andlise dos produtos de excrecdo urindria, apds a ingestdo de flavanonas

isoladas (naringina e hesperidina), de suco de laranja ou grapefruit, evidenciou a
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presenca de metabdlitos desses compostos na urina, comprovando sua absor¢do pelo
organismo (AMEER et al., 1996). Foi verificada ainda uma variacdo considerdvel na
taxa de absor¢ao entre os individuos, possivelmente devido as diferencas da agdo da
microflora gastrintestinal na deglicosilagao das flavanonas (ERLUND, 2004). Alguns
estudos tém mostrado que as concentragdes plasmdticas maximas de hesperitina e
naringenina variam apds o consumo de sucos citricos (ERLUND, 2004). Apds a
ingestdo de cerca de 500 ml de suco de laranja, essas concentracdes variaram entre 0,46
+ 0,07 umol/l e 2,20 £ 1,58 umol/l para hesperitina, e de 0,06 £ 0,02 umol/l a 0,64 +
0,40 pmol/l para a naringenina (ERLUND, 2004). No entanto, ainda ndo foi observado
o actimulo de flavanonas no plasma (ERLUND, 2004). O tempo de meia-vida
plasmdtica desses compostos € de cerca de uma a duas horas apds a ingestdo, e a
excre¢do urindria € dose-dependente, isto €, proporcional a ingestdo de flavanonas.
ApOs 24 horas da ingestdo, as flavanonas sdo quase totalmente eliminadas pela urina,
indicando que esses compostos ndo atuam como biomarcadores de ingestdo em longo
prazo (ERLUND, 2004).

No intestino delgado, a absorcdo dos flavonoides parece ocorrer através da
especificidade das enzimas intestinais pela molécula de acucar ligada ao composto
(ERLUND, 2004). Sabe-se que os flavonoides conjugados sdo levados pelo sistema
porta dos enterdcitos ao figado, onde sofrem outras reacdes, como metilagio, sulfatacio
e glicuronidacdo, resultando numa variedade de formas conjugadas. Os flavonoides
conjugados podem ser excretados pela bile (HOLLMAM; KATAN, 1997; LIU, 2004).

Estudos avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes compostos, entre eles
a hesperidina, naringina, naringenina, quercetina e rutina, frente aos danos causados
pelo alcaloide apomorfina, utilizando como sistema bioldgico células eucaridticas da
levedura S. cerevisiae (SOARES et al., 2005).

Pesquisas com o modelo de infecciao por endotoxina de Salmonella typhimurium
intraperitoneal, comparado com o efeito dos antibidticos fosfomicina e imipenem,
constataram que o pré-tratamento com hesperidina foi capaz de reduzir tanto as LPS
quanto a producao de TNF-a e o choque téxico (KAWAGUCHI et al., 2004).

Em estudos realizados por Garner e colaboradores utilizando o medicamento
Daflon 500®, que contém 90% p/p de diosmina e 10% p/p de hesperidina, usado
clinicamente no tratamento da insuficiéncia venosa cronica e de desordens da
hemorroida, a diosmina foi incorporada com carbono 14 e foram analisadas suas

concentragdes na urina e nas fezes em estudos farmacocinéticos (GARNER et al., 2002).

90



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os possiveis efeitos do flavonoide hesperidina em coelhos com feridas

induzidas por 4cido.

3.2 Objetivos especificos

1. Induzir feridas em coelhos da raga Nova Zelandia com administracdo cutanea
de 4cido cloridrico.

2. Tratar as feridas com as formulacdes contendo o flavonoide hesperidina nos
grupos especificos.

3. Avaliar os dados hematoldgicos dos animais, apds tratamento com diferentes
administracdes de hesperidina por dia.

4. Avaliar as laminas histolégicas das peles feridas e tratadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacao do extrato glicélico de hesperidina

O extrato utilizado nos ensaios foi preparado, pelo método de percolacdo,
segundo processo A da Farmacopéia Brasileira IV edicdo (1988), usando solugdao
glicélica 30%. O extrato foi evaporado inicialmente em rotaecvaporador e posterior-
mente em banho-maria com temperatura inferior a 60 °C até consisténcia pastosa, com
rendimento de aproximadamente 0,30 g/mL.

O Acheflan® (alfa-humuleno) foi o medicamento fitoterdpico controle do
experimento. Esse medicamento foi desenvolvido pela Unicamp como primeiro anti-
inflamatério feito com base no extrato de uma planta nativa brasileira, a erva-baleeira
(Cordia verbenacea). Em forma de creme, o Acheflan® possui propriedades anti-

inflamatodrias topicas (MEDEIROS, 2007).

4.2 Animais

Os animais utilizados foram fornecidos pelo setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Utilizaram-se
42 coelhos da raca Nova Zelandia, albinos, com idade de 55 dias (Figura 2).

Durante o experimento, os coelhos foram mantidos na drea experimental do
Laboratério de Biofdrmacos da UFV. Os animais foram distribuidos em gaiolas

individuais, com fornecimento de dgua ad libitum e 120 g de racdo comercial purina por
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Figura 2 — Coelho da raga Nova Zelandia.

dia. Ap6s a adaptacdo de cinco dias, eles foram divididos em cinco grupos aleatéria-

mente, de forma que cada grupo tivesse seis animais.

4.3 Inducio da ferida

Para a inducdo das ulceras dérmicas (feridas), os animais foram anestesiados
com a associa¢do de tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50), na dosagem de 30 mg kg™,
por via intramuscular. Cerca de 15 minutos depois da aplicacdo do anestésico, 0s
animais tiveram uma érea depilada de 5 cm” na regido dorso-cervical, o que limitou o
seu acesso a area de inducdo e/ou tratamento. Apds a depilacao (Figura 3), foi aplicada
uniformemente uma solu¢do de HCI 2N 1 mL/cm? (JORGE; DANTAS, 2003). Esse

procedimento foi realizado num intervalo de 24 horas, durante cinco dias.

Figura 3 — Area depilada de 5 cm” na regido dorso-cervical.
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4.4 Organizacao dos grupos experimentais

A frequéncia do tratamento, os tipos de pomada e a divisdo dos grupos foram

estabelecidos da seguinte forma (Tabela 1).

Tabela 1 — Grupos, tratamentos e doses aplicadas nas feridas dos coelhos

Grupos Tratamento Dose
Gl Racgao -
G2 Ragdo + tlcera -
G3 Ragdo + tlcera + extrato glic6lico de hesperidina 30% 1/dia
G4 Racgdo + tlcera + extrato glic6lico de hesperidina 30% 2/dia
G5 Ragdo + tlcera + extrato glic6lico de hesperidina 30% 3/dia

Apo6s cinco dias de indugdo da ferida, o tratamento dos grupos foi iniciado,
sendo aplicadas quantidades padronizadas por marcacdo na espdtula (suficiente para
cobrir, uniformemente, a ferida por completo) dos geis sobre as feridas, duas vezes ao
dia. O experimento teve duragdo de 30 dias, com posterior sacrificio dos animais,
utilizando associacdo de tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50), na dosagem de 30 mg kg’

por via intravenosa.

4.5 Dosagens de parametros sanguineos

Amostras de 5 mL de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca em tubos
heparinizados e centrifugadas a 7.100 xg durante 15 minutos.

Os parametros sanguineos protefnas totais, célcio, ferro, TGO (AST), TGP
(ALT), YGT e albumina foram dosados utilizando-se o ALIZE (equipamento automatico

de andlises bioquimicas).

4.6 Analise histologica

Ao término dos experimentos foram retiradas amostras de pele de todos os
animais. Cada parte de pele de cada animal foi armazenada em pote de vidro individual
contendo solucdo de formol Merck a 10% e foram realizadas as confeccdes das laminas.

As peles foram cortadas em fragmentos de 2 cm e desidratadas em banhos sucessivos
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em uma série crescente de dlcoois (70, 80, 90% e édlcool absoluto), ficando em repouso
durante uma hora, respectivamente. Para completar a desidratacdo, as peles foram
retornadas ao dlcool absoluto por mais meia hora. Para diafanizacdo, os tecidos (peles)
foram mergulhados em Xilol 100% (dois banhos de 30 minutos). Em seguida,
submeteu-se a inclusdo das peles em parafina liquida 58 a 60 °C por quatro horas.
Concluida a inclusdo, os blocos foram mantidos em uma placa de gelo para solidificar.
Os cortes obtidos em micrétomo, com lamina de agco na espessura de 5 um foram
corados com hematoxilina-eosina. Para isso, o material primeiramente foi desparafinado
em Xilol 100% (cinco minutos), hidratado em uma série crescente de dlcool absoluto a
90% por cinco minutos e lavado em dlcool. Em seguida, os tecidos foram corados com
hematoxilina por um minuto. Para coloracdo em eosina (20 segundos) as laminas foram
previamente lavadas em H,O (5 minutos), diferenciadas rapidamente em HCl 1% e
banhadas em dlcool 90%. Finalmente, gotejou-se uma gota de bdlsamo-do-canad4, para
aderir a laminula. As andlises das laminas foram realizadas em microscépio (Labomed®

1500) acoplado a camera fotografica, para andlise e diagndstico das laminas.

4.7 Analise estatistica dos resultados

Os dados plasméticos bioquimicos foram analisados por teste de Dunnett e

Tukey separadamente. Os dados hematol6gicos foram analisados apenas por Dunnett.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da hesperidina nos parametros hematolégicos dos coelhos tratados

De acordo com os resultados da Tabela 2, observou-se que para o paradmetro
proteina total os valores ndo foram estatisticamente significativos. O grupo 5 tratado

com a dose 3 teve reducdo de 4,80% em proteinas totais.

Tabela 2 — Valores médios de proteina e albumina em soro sanguineos de coelhos
tratados com gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias, compara-
dos com os do grupo sem ferida (G1)

Proteina (mg/dL) Albumina (g/dL)
Tratamentos

Média c %Var. Média c %Var.
G1 ragdo 71,2 2,24 A +0,0 5,56 0,12 A 0,0
G2 ragdo+ ferida 73,1 448 A +2,6 5,95 023 A +6,5
G3 ragdo+ ferida + hesperidina (dose 1) 72,6 448 A +1,9 6,03 0,23 A +8,1
G4 ragdo+ ferida + hesperidina (dose 2) 72,2 448 A +1,4 5,91 0,23 A +5,8
G5 ragdo+ ferida + hesperidina (dose 3) 67,8 448 A -4,8 7,00 0,23 B +25,4
G6 ragdo+ ferida +acheflan 66,8 4,48 A -6,2 3,40 0,23 B -39,1

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo sem ferida (G1). Dose 1 =
uma vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; e Dose 3 = trés vezes ao dia.

Estudos experimentais realizados por Kawaguchi et al. (2004) demonstram
atividades inibitérias da hesperidina na inflamacgdo, efeito hipotensor, analgesia,

inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase e eficdcia antiapoptética. Alguns desses efeitos
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estdo relacionados com efeitos de proteinas. Esse mesmo pesquisador determinou que a
heperidina promove redu¢do dos niveis do fator alfa de necrose tumoral e um grupo de
proteinas cromossomais (HMGB-1), alta mobilidade de proteinas cromossomais,
decréscimo de células apoptéticas e normaliza¢do dos fatores de coagulacdo sanguinea,
bem como do tempo de protrombina e nimero de plaquetas durante uma infeccdo e
inflamacao (KAWAGUCHI et al., 2004). Essa € mais uma correlagdo do efeito desses
flavonoides em algumas proteinas.

Em estudos realizados por Garner e colaboradores (2002) utilizando o
medicamento Daflon 500, que contém 90% p/p de diosmina e 10% p/p de hesperidina,
usado clinicamente no tratamento da insuficiéncia venosa croOnica e hemorroida, a
diosmina foi incorporada com carbono 14 e foram analisadas suas concentra¢des na
urina e nas fezes em estudos farmacocinéticos (GARNER et al., 2002).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que o grupo 5, tratado com
hesperidina dose 3, teve maior aumento de albumina (+25,37%). Essa proteina
transportadora de nutrientes e dcido graxo principalmente, bem como de medicamentos
e compostos bioativos, tem sua concentracdo aumentada quando precisa transportar
maior quantidade de compostos bioativos. E importante lembrar, no entanto, que

grandes aumentos na sua concentracdo poderdo modificar a osmolaridade do sangue.

Tabela 3 — Valores médios de proteina e albumina em soro sanguineo de coelhos
tratados com gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias,
comparados com os do grupo nao tratado (G2)

Proteina (mg/dL) Albumina (g/dL)
Tratamentos

Média c % Var. Média c %Var.
G1 ragdo 71,2 2,24 A 2,5 5,56 0,12 A -6,1
G2 ragdo + ferida 73,1 4,48 A 0,0 5,95 0,23 A 0,0
G3 ragdo + ferida + hesperidina (dose 1) 72,6 4,48 A -0,7 6,03 0,23 A +1,5
G4 ragdo + ferida + hesperidina (dose 2) 72,2 4,48 A -1,1 591 0,23 A -0,6
G5 ragdo + ferida +hesperidina (dose 3) 67,8 4,48 A -7,2 7,00 0,23 B +17,7
G6 ragdo + ferida + acheflan 66,8 4,48 A -8,6 3,40 0,23 B -42.8

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo doente (G2). Dose 1 = uma
vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; e Dose 3 = trés vezes ao dia.

Os niveis de proteinas totais e, consequentemente, de albumina podem se
encontrar aumentados na artrite reumatoide, no lipus, em neoplasmas, queimaduras

extensas, infarto do miocardio e diabetes (MOTTA, 2003).
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De acordo com os resultados da Tabela 3, observa-se que para o parametro
proteina total os valores ndo foram estatisticamente significativos. Estes valores foram
comparados aos do grupo com tlcera nao tratada (G1), pelo teste de Dunnett. O grupo 5
tratado com a dose 3 teve uma reducao de 7,2% em proteinas totais.

Observou-se que o grupo 35, tratado com hesperidina dose 3, teve maior aumento
de albumina (+17,7%). Essa proteina, transportadora de nutrientes e sobretudo de dcido
graxo, bem como de medicamentos e compostos bioativos, tem sua concentracdo
aumentada quando precisa transportar maior quantidade de compostos bioativos. E
importante lembrar, no entanto, que grandes aumentos na sua concentracdo poderao
modificar a osmolaridade do sangue.

Virios flavonoides, entre eles a hesperidina, narigenina e naringina, possuem
potente acdo antioxidante (HALLIWELL, 1994). Essa acdo € importante em um
processo inflamatdrio, uma vez que dentre os mediadores pré-inflamatérios forma-se o
acido nitrico em grandes quantidades, que geram vdrias lipases de radicais livres,

levando a alteragdes teciduais.

Tabela 4 — Valores médios de TGP e yGT em soro sanguineo de coelhos tratados com
gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias comparados com os do
grupo sem ferida (G1)

TGP(U/L) vGT (U/L)
Tratamentos
Média c %Var. Média c %Var.
Gl ragao 135,7 45 A 0,0 9,3 0,40 A 0,0
G2 racao+ ferida 152,3 9,05A +123 13,3 0,81 B +42.5

G3 ragdo+ ferida +hesperidina (dose 1)  213,7 9,05B +57,5 11,9 0,81 A +28,1
G4 racdo+ ferida +hesperidina (dose 2) 143,0 9,05 A +5,4 13,7 0,81 B +47,0
G5 ragdo+ ferida +hesperidina (dose 3) 197,3 9,05B +45,5 11,2 0,81 A +20,4
G6 ragdo+ ferida +acheflan 162,7 9,05 A +19,9 15,8 0,81 B +53,3

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo sem ferida (G1). Dose 1 =
uma vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; Dose 3 = trés vezes ao dia.

Na Tabela 4, verifica-se que os grupos 3 e 5 tiveram os maiores aumentos na
atividade da TGP. Em lesdes teciduais ocorre hidrdlise de proteinas teciduais, como
coldgeno e elastina, catalisada pelas enzimas colagenase e elastase; havendo portanto,
maior disponibilidade de aminodcidos, a atividade da enzima deve aumentar para

metabolizar os aminodcidos. As comparacdes foram feitas com o grupo normal.
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De acordo com os resultados obtidos com yGT na mesma tabela, observa-se que
o grupo 2 com feridas ndo tratadas apresentou aumento consideravel na atividade dessa
enzima, e esse valor foi significativo em relagdo ao grupo 1. Pode-se deduzir que
durante o periodo em que o animal apresenta feridas ocorre maior protedlise;
consequente-mente, mais aminodcidos livres estdo disponiveis para que essa enzima 0s
transporte para o interior da célula. O grupo 5 apresentou aumento na atividade de yGT
bem menor (+20,43) que o dos demais grupos; isso pode ser um indicativo de que nessa
dose o flavonoide hesperidina tenha proporcionado aumento na sintese proteica, o que
favorece a cicatrizagdo. Durante a cicatrizagdo, coldgeno e elastina sdo sintetizados em

maior quantidade.

Tabela 5 — Valores médios de TGP e yGT em soro sanguineo de coelhos tratados com
gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias, comparados com os do
grupo ndo tratado (G2)

TGP (U/L) vGT (U/L)
Tratamentos

Média c %Var. Meédia c % Var.
Gl racdo 135,7 45A -10,9 9,3 040B  -29,8
G2 racao+ ferida 152,3 9,05 A 0,0 13,3 081 A 0,0
G3 racdo+ ferida +hesperidina (dose 1) 213,7 9,05B +40,3 11,9 0,81 A -10,1
G4 ragao+ ferida +hesperidina (dose 2) 143,0 9,05 A -6,1 13,7 0,81 A +3,1
G5 racdo+ ferida +hesperidina (dose 3) 197.,3 9,05B +29,5 11,2 0,81 A -15,5
G6 ragdo+ ferida +acheflan 162,7 9,05 A +6,8 15,8 0,81B  +15,7

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais nio
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G2). Dose 1 =
uma vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; € Dose 3 = trés vezes ao dia.

As transaminases sdo enzimas que catalisam a transferase reversivel de um
grupo alfa-amino de um aminodcido para um alfacetodcido, com a formacdo de novos
alfacetoacidos. Em lesdes dos hepatdcitos e na hepatite aguda ocorrem aumentos na
atividade dessa enzima. Qualquer lesdo tecidual provoca aumento dessas enzimas no
sangue. A atividade delas também € aumentada no infarto do miocardio e em
traumatismos musculares (LIMA et al., 2005).

Conforme os resultados obtidos na Tabela 5, os grupos 3 e 5 tiveram os maiores
aumentos na atividade da TGP. Em lesoes teciduais ocorre hidrélise de proteinas, como
coldgeno e elastina, catalisada pelas enzimas colagenase e elastase; assim, havendo
maior disponibilidade de aminodcidos, a atividade da enzima deve aumentar para

metabolizar os aminoécidos. As comparagdes foram feitas com o grupo 1 de feridas ndo

tratadas.
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De acordo com os resultados obtidos com YGT na mesma tabela, observa-se que
o grupo 2 com feridas ndo tratadas teve um aumento considerdvel na atividade dessa
enzima, e esse valor foi significativo em relagdo ao grupo 1. Pode-se deduzir que
durante o periodo em que o animal apresenta feridas ocorre maior protedlise;
consequen-temente, mais aminodcidos livres estdo disponiveis para que essa enzima 0s
transporte para o interior da célula. O grupo 4 apresentou aumento na atividade de yGT
bem maior que o dos demais grupos; isso pode ser indicativo de que nessa dose o
flavonoide hespe-ridina tenha proporcionado aumento na sintese proteica, o que
favorece a cicatrizacao.

O aumento de yGT pode significar aumento no transporte de aminoécidos. Ela é
uma enzima indicadora sensivel de doencas hepaticas, sendo seus niveis frequentemente
elevados nas disfungdes.

O aumento de cdlcio plasmatico nos animais feridos pode ser atribuido a perda
tecidual para o plasma, ocasionada pela lesdo do tecido (LIMA et al., 2005).

Na Tabela 6, os valores obtidos para cédlcio ndao foram estatisticamente
significativos, embora o grupo com feridas tenha apresentado a maior percentagem de
reducdo desse parametro (-4,87%); o grupo 5, tratado com a dose 3 de hesperidina, teve
uma reducdo menor (-2,66%). E importante lembrar que o furnover do cilcio, visto que
ele participa do metabolismo do tecido dsseo, tecido nervoso, tecido muscular, entre
outros, € também muitas enzimas do ciclo de Krebs tem como cofator calcio.

A elevacgdo dos niveis plasmaticos de ferro pode ser observada em hemolises em
lesdes teciduais, levando a mioglobina muscular a perder ferro para o sangue. Isso
ocorre também na hemocromatose primdria, envenenamento agudo por ferro dano
hepatico agudo e anemia hemolitica (LIMA et al., 2005).

De acordo com os resultados obtidos para o parametro ferro (Tabela 6), observa-
se que o grupo 4 tratado com a dose 2 foi o que apresentou maior percentagem desse
parametro (+20,4%), sendo inferior apenas ao grupo 2. O ferro faz parte da molécula da
hemoglobina, mioglobina, proteinas transportadoras dos gases oxigénio e gas carbonico;
portanto, quando o nivel de ferro aumenta na circulacdo, a oxigenagao dos tecidos é
menor, o que favorece a proliferacdo de microrganismos anaerébios. Também proteinas
contendo grupo HEME sdo afetadas na auséncia de ferro, alterando a cadeia

respiratoria.
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Tabela 6 — Valores médios de cdlcio e ferro em soro sanguineo de coelhos tratados com
gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias, comparados com os do

grupo sem ferida (G1)
Calcio (mg/dL) Ferro (ug/Dl)
Tratamentos

Média c %Var. Meédia c % Var.
Gl racdo 11,3 45A 0,0 2343 5,64 A 0,0
G2 racdo+ ferida 10,7 9,05 A -4.9 288,6 11,27B  +23,2
G3 racdo+ ferida +hesperidina (dose 1) 10,9 9,05 A -3,5 2709 1127 A +15,6
G4 ragao+ ferida +hesperidina (dose 2) 10,8 9,05 A 4,1 282,1 11,27B +20,4
G5 racdo+ ferida +hesperidina (dose 3) 11,0 9,05 A 2,7 2332 11,27 A -0,5
G6 ragdo+ ferida +acheflan 13,3 9,05B +17,9 1244 11,27B  -46,9

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo sem ferida (G1). Dose 1 =
uma vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; Dose 3 = trés vezes ao dia.

Na Tabela 7, os valores obtidos para cdlcio e ferro ndo foram estatisticamente
significativos. Mesmo havendo uma variag¢do entre o grupo 1 e 6 para o parametro ferro,

nao foi suficiente para a comparacao estatistica.

Tabela 7 — Valores médios de cdlcio e ferro em soro sanguineo de coelhos tratados com
gel contendo hesperidina em trés doses por 21 dias, comparados com os do
grupo nao tratado (G2)

Calcio (mg/dL) Ferro (ug/dL)
Tratamentos
Média c %Var. Mdédia c %Var.
Gl ragdo 11,3 45 A +5,1 2343 5,64 B -18.8
G2 racao+ ferida 10,7 9,05 A 0,0 2886 1127 A 0,0

G3 ragdo+ ferida +hesperidina (dose 1) 10,9 9,05 A +1,4 270,9 11,27 A -6,1
G4 racdo+ ferida +hesperidina (dose 2) 10,8 9,05 A +0,8 282,1 11,27 A 2.3
G5 ragdo+ ferida +hesperidina (dose 3) 11,0 9,05 A +2,3 233,2 11,27 B -19,2
G6 ragdo+ ferida +acheflan 13,3 9,05B +23,9 1244 11,27 B -56,9

Acheflan® (fitoterdpico da Aché/Phytomédica); n = seis animais por grupo. Obs.: Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo ndo tratado (G2). Dose 1 =
uma vez ao dia; Dose 2 = duas vezes ao dia; e Dose 3 = trés vezes ao dia.

5.2 Analise histolégica das feridas

No grupo normal, sem ferida (Figura 4), observou-se epiderme constituida por
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado com diferentes graus de diferenciacao

dos queratindcitos. A derme € formada de tecido conjuntivo, onde se distinguem duas
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camadas, sem limites precisos: papilar e reticular. Ainda na derme, estdo presentes

glandulas sudoriparas, sebéceas e foliculos pilosos.

Figura 4 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo normal (G1). (A) aumento
de 10X; e (B) aumento de 40X. Seta preta: epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado.

No grupo com ferida, ndo tratado (Figura 5), observou-se grande nimero de
hemadcias e aumento de neutréfilos. Houve edema significativo, infiltrado inflamatério
misto, ocasionais focos de hemorragia e vasos hiperemiados; presenca do tecido de
granulacdo com fibrose, ectasia capilar e infiltrado inflamatdrio mononuclear difuso;
denso infiltrado inflamatério na periferia da lesdo, varios vasos sanguineos
hiperemiados contendo hemadcias em seu interior, fibras coldgenas escassas, tecido de
granulacdo em grande quantidade; infiltrado inflamatério predominantemente
polimorfonuclear; grandes focos de hemorragia e necrose; e presenca de queratina
proxima a epiderme de forma desorganizada.

Na Figura 6, grupo com ferida tratado pela formulacido de hesperidina (dose 1),

observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, ectasia capilar e infiltrado
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inflamatério mononuclear difuso; e presenca de pequena quantidade de queratina mais

proxima a epiderme.

Figura 5 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo doente sem tratamento
(G2). (A) aumento de 10X; e (B) aumento de 40X. Seta preta: queratina de
forma desorganizada.

Na Figura 7, grupo com ferida tratado pela formulacdo de hesperidina (dose 2),
observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, ectasia capilar e infiltrado
inflamatério mononuclear difuso; presenca de grande quantidade de queratina, porém de
forma desorganizada.

Na Figura 8, grupo com ferida tratado pela formulacdo de hesperidina (dose 3),
observou-se a presenca do tecido de granulacdo com fibrose, ectasia capilar e infiltrado
inflamatério mononuclear difuso; e presenca de grande quantidade de queratina mais
proxima a epiderme, demonstrando que a formulagdo na dose 3, numa concentragdo
mais elevada, conseguiu reconstituir a queratina mais rapidamente e de maneira mais

ordenada que as outras concentragcdes. Provavelmente, essa dosagem seria o suficiente
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para ajudar no processo de remodelamento da ferida e, assim, proporciona melhor

reconstituicao.

Figura 6 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo (G3), tratados pela
formulacao de hesperidina na dose 1. (A) aumento de 10X; e B = aumento de
40X. Setas pretas = queratina escassa e mais aderida a epiderme.

Na Figura 9, representativa do grupo 6, tratado com Acheflan®, observou-se
predominio de fibras coldgenas em detrimento do elemento célular na derme, fibras
coldgenas adjacentes ao epitélio e alguns leucécitos esparsos. No epitélio, verificou-se
maior formacdo de fibras coldgenas e algumas células mononucleadas difusamente

distribuidas.
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Figura 7 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo (G4), tratados pela
formulagdo de hesperidina na dose 2. (A) aumento de 10X; e B = aumento de
40X. Setas pretas = grande quantidade de queratina de forma desorganizada.
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Figura 8 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo (GS5), tratados pela
formulacao de hesperidina na dose 3. (A) aumento de 10X; e (B) aumento de
40X. Seta preta = reconstituicao da queratina de forma ordenada.
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Figura 9 — Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo (G6), tratados pela
formulagdo contendo Acheflan®.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitiram aprofundar a avaliacdo da eficdcia das
diferentes concentragdes dos extratos glicélicos de hesperidina.

Ocorreram pequenas variagdes nos niveis de proteina total e albumina,
podendo-se concluir que apenas o grupo 6 reduziu os niveis plasmaticos de albumina.

Quanto as atividades de TGP e GGT, houve variacdes dentro da normalidade nas
diferentes doses, demonstrando que, como a hidrélise de proteinas foi menor, a
atividade dessas enzimas, que catalisam aminodcidos, foi menor.

Quanto a andlise histoldgica, houve maior organizacdo das fibras coldgenas da
derme dos animais submetidos ao tratamento com o extrato do flavonoide hesperidina,
porém os melhores resultados foram expressos pela dose 3 (trés vezes ao dia), por
proporcionar melhor formacao da epiderme e diferenca na quantidade de queratina de
forma ordenada visualmente melhor. Provavelmente, essa dosagem seria o suficiente
para ajudar no processo de remodelamento da ferida e, assim, proporciona melhor

reconstituicao.
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