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RESUMO

Corréa, A.C.L. Avaliacao da atividade antiinflamatéria da pomada e do extrato
etanolico bruto da Equisetum pyramidale Goldn nas lesGes cutaneas de ratos
normais e diabéticos no processo de reparacao tecidual. Campo Grande; 2009.
[Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Neste estudo foi avaliada a atividade antiinflamatéria no processo de reparacdo
tecidual em feridas cutdneas da Equisetum pyramidale Goldn em duas
apresentacdes em ratos Wistar ndo-diabéticos e diabéticos. Para a avaliacdo
histol6gica utilizou-se os parametros: infiltrado inflamatoério, necrose, hiperemia, e o
processo de reepitelizacdo. Os resultados indicam que ao 3° dia de pOs-operatdrio,
nao houve diferenca significativa nos parametros analisados entre 0os grupos néo-
diabéticos e diabéticos, no 7° dia de pds-operatério os grupos avaliados (controle e
sem tratamento) ndo apresentaram revestimento epitelial apenas uma crosta fibrino
leucocitaria e tecido de granulacdo em franca atividade. J&4 aos 14° dia de poOs-
operatdrio os grupos tratados com a pomada e extrato etandlico bruto de E.
pyramidale tiveram redugcdo no processo de inflamacéo e reepitelizacdo completa e
organizada na derme profunda abundantes fibroblastos, fibras coldgenas espessas e
proliferacdo de vasos em todo tecido conjuntivo. Os resultados, analisados em
conjunto, permitem sugerir que a agao antiinflamatoria destes compostos, esta
relacionada a inibicdo de uma ou mais vias de sinalizagédo intracelular envolvidas
nos efeitos dos mediadores da resposta inflamatéria, sem comprometer
completamente a degranulacdo de mastécitos ou a formacdo de metabdlitos do
acido araquidénico. Em sintese, a pomada e o extrato etandlico, com sua
constituicdo rica em metabdlitos farmacologicamente ativos, tem um importante
efeito antiinflamatorio. Estas caracteristicas, somadas a ampla distribuicdo e facil
cultivo da planta, confirmam sua utilizacdo popular e a colocam como promissora
fonte para o desenvolvimento de alternativas aos antiinflamatérios em uso
atualmente.

Descritores: Cicatrizacdo. Compostos Fendlicos. Diabetes Mellitus. Feridas
Cutaneas.Fitoterapico.



ABSTRACT

Corréa, A.C.L. Evaluation of anti-inflammatory ointment and ethanol extracts of
Equisetum pyramidale Goldner in skin lesions of normal and diabetic rats in
the process of tissue repair. Campo Grande; 2009. [Dissertacdo — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

In this study was evaluated the anti-inflammatory activity in the tissue repair process
in skin wounds of Equisetum pyramidale Goldner in two performances in non-diabetic
and diabetics Wistar rats. For the histological evaluation, we used the following
parameters: inflammatory infiltrate, necrosis, hyperemia, and the process of
reepithelialization. The results indicate that in the 3rd day postoperatively, had no
significative difference in the parameters analyzed between groups non-diabetics and
diabetics, the 7th day after surgery both groups (control and untreated) no showed
epithelial lining only a crust fibrinogen and leucocyte granulation tissue in full activity.
Already the 14th day after surgery the groups treated with ointment and ethanol
crude extract of E. pyramidale was reduction in the inflammation process and
complete reepithelialization organized in the deep dermis and abundant fibroblasts,
collagen fibers and thick vessel proliferation in any tissue. The results, taken
together, may suggest that the antiinflammatory action of these compounds is related
to inhibition of one or more intracellular signaling pathways involved in effects of
mediators of inflammatory response, without compromising full degranulation of mast
cells or the formation of metabolites arachidonic acid. In summary, the ointment and
the ethanol extract, with its rich constitution pharmacologically active metabolites,
have a important anti-inflammatory effect. These characteristics, combined with the
wide distribution and easy to grow plant, confirming its use popular and pose as a
promising source for the development of alternatives to anti-inflammatory drugs in
use today.

Keywords: Cicatrization, Phenolic Compounds, Diabetes Mellitus, Skin Wounds, Herbal
medicine.
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1 INTRODUCAO

A inflamagé@o é uma reagdo complexa envolvendo componentes celulares e
moleculares. E uma resposta inespecifica a uma agressdo especifica. O agente
responsavel pela agressdo pode ter natureza quimica, fisica ou biologica (ZHOU et
al., 2007).

A inflamagé&o aguda em individuos normais é normalmente um mecanismo de
protecdo localizada em resposta a invasao microbiana, trauma/injuria ou estimulo
quimico. Quando a resposta inflamatéria é excessiva e prolongada pode levar as
diversas desordens, que formam as patogéneses mais prevalentes, como as
doencas reumaticas, diabetes, doenca de Alzheimer e aterosclerose (SERHAN &
CHIANG, 2004).

Desta forma, a resposta inflamatoria € um mecanismo que provoca alteragcdes
do sistema vascular, nos componentes liquidos e celulares, visando destruir
(fagocitose e anticorpos), diluir (plasma extravasado) e isolar ou sequestrar (malha
de fibrina) o agente lesivo. E uma reacéo de defesa ao agente agressor, assim como
pode induzir a reparacdo de células do epitélio (reepitelizacdo), do parénquima
(regeneracédo), do estroma (cicatrizacdo) e de tecidos mortos (HERSH et al., 1998;
CONE, 2001).

Sem este sistema de reparo, as infec¢des prosseguiriam desimpedidas, as
feridas nado cicatrizariam, ndo haveria cura e reparo das lesbes e o0s 0Orgaos
danificados poderiam tornar-se lesdes ulceradas permanentes (MADDOX &
SCHWARTZ, 2002). Contudo, uma reacdo inflamatéria prolongada pode levar a
leséo tecidual, a apoptose e necrose (ALLER et al., 2006), a uma disfungdo organica
e morte (SHERWOOD &TOLIVER-KINSKY, 2004; FLOWER &PERRETT]I, 2005).

A magnitude da resposta inflamatoria pode ser determinante em pacientes
portadores diabetes (TRACEY, 2002) uma vez que esta doenca, considerada como
um disturbio crénico que afeta o metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas,
com tendéncia ao desenvolvimento de aterosclerose, microangiopatia, nefropatia e
neuropatia pode levar a uma série de complicagdes crbnicas vasculares devido a
alteracOes da resposta imunoldgica, especialmente reducdo da quimiotaxia e da
fagocitose de neutréfilos, retardando o processo de cicatrizagcdo (ORTOLAN, 2004;
FOSS et al., 2005).



Apesar da predominancia, no arsenal terapéutico, de substancias sintéticas,
ressaltando a classe dos antiinflamatorios, nos ultimos anos tém-se verificado
retomada a valorizagcdo de praticas terapéuticas consideradas por muitos
profissionais de saude como populares ou nao cientificas, inclusive a lenta
reincorporacdo das ervas medicinais como uma opc¢do e/ou complemento
terapéutico (GARROS, 2006).

Neste contexto, a literatura descreve inameras atividades biologicas
relacionadas com 0s compostos encontrados nessas preparacdes tradicionais,
principalmente os compostos fendlicos. Desta forma, o uso terapéutico de plantas
medicinais, vem crescendo ao longo dos anos com grande interesse nas suas
propriedades bioldgicas, principalmente na acédo especifica em doencas crbnicas e
degenerativas (MONTOURO et al., 2005).

As substancias biologicamente ativas presentes nas plantas sdo chamadas
de metabdlitos secundarios, os quais compdem moléculas biologicamente ativas e
podem interferir em varios mecanismos ou mediadores envolvidos no processo
inflamatorio, tais como: metabdlitos do acido araquidénico, peptideos, citocinas,
enzimas (NOS, COX-2, PLA2), producdo de segundos mensageiros (proteina-
quinase, GMPc, AMPc), fatores de transcricdo (NF-kB, AP-1) (CARLSON et al, 1985;
BOUCLIER et al.,1990; VANE, 2000; CALIXTO et al., 2003).

Assim, a consideravel diversidade e complexidade das estruturas quimicas e
a atividade biologica encontrada nos metabdlitos secundarios, predispbem a
identificacdo de protétipos com atividade antiinflamatéria. Nesse contexto, o
interesse pelas plantas medicinais permanece forte, pois permite o desenvolvimento
de novos farmacos para tratamento de diversas doengas, inclusive aquelas que
acometem a pele, considerando que os medicamentos atualmente disponiveis para
o tratamento de varias dermatoses (psoriase, dermatite atOpica, eczemas, etc.),
como os antiinflamatorios n&o-esteroidais, anti-histaminicos, glicocorticéides e
imunossupressores, muitas vezes ndo apresentam a eficacia desejada, além de
promoverem efeitos adversos que limitam seu uso (CLARK, 2002; FIRESTEIN,
2004).

O género Equisetum possui como marcador quimiotaxonémico os flavonoides
(WIEDENFELD; CETTO; AMADOR, 2000), entretanto para E. pyramidale foi

detectado apenas a presenca dos compostos fendlicos (acido feralico), esterdides e



com predominancia dos triterpenos (acido ursolico e acido oleandlico) (MATIAS et
al., 2008b).

Estudos realizados com as partes aéreas desta espécie apontam acgao
cicatrizante em feridas de segunda intencdo em modelos experimentais além da
atividade antioxidante, antimicrobiana e citotoxica (CORREA, 2007; MATIAS et
al.,2008a).

As substancias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes
guimicas, possuem atividade antiinflamatoria comprovada cientificamente. Dentre
elas, destacam-se os esterdides (CECHINEL FILHO, 2000), os compostos fendlicos
(SOARES, 2002), os taninos, os flavonoides, as lignanas, o0s terpenos, as
saponinas, as cumarinas e os alcaldides (COUTINHO et al., 2009).

Os esteredides sendo os mais conhecidos o estigmasterol e 3 -sitosterol, sdo
relatados na literatura devido suas importantes propriedades antiinflamatérias e
guando associados a outros esteroides, sdo efetivos no tratamento da hiperplasia
benigna de prostata (HBP), doenca que atinge acima de 50% dos homens
comunidade superior a 50 anos (CECHINEL FILHO, 2000).

Os compostos fendlicos s&o antioxidantes primarios que agem como
sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reacfes em cadeia. Eles estéo
largamente distribuidos na natureza e sado derivados dos acidos benzodicos e
cinamico, bem como de flavondides (SOARES, 2002).

Com base no exposto e considerando que as consequéncias relacionadas a
diabetes, vém crescendo nos ultimos anos, o presente trabalho vem avaliar a
atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico bruto e da pomada obtidos das partes
aéreas de E. pyramidale no processo de reparacdo tecidual de individuos néo

diabéticos e diabéticos.

2 REVISAO DE LITERATURA



2.1 Processo Inflamatério Agudo

A palavra inflamagé&o, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo,
area em chamas. Descrigbes das caracteristicas clinicas da inflamagdo foram
encontradas em papiros egipcios, datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o
primeiro autor a listar os quatro sinais cardinais da inflamac&o foi Celsius, um
escritor romano do século | d.C., que relatou o aumento no fluxo sanguineo e a
dilatacéo dos pequenos vasos, rubor, a permeabilidade vascular aumentada, tumor,
gue levaria a um aumento na temperatura local, calor, a passagem de células do
sangue circulante e dor local, dolor (ROCHA E SILVA e GARCIA LEME, 2006)

A descricdo moderna da inflamacé&o superficial ndo difere significativamente
da definicdo formulada por Celsius no primeiro século d.C. Hoje, estudos
microscopicos tornaram possivel estabelecer que os sinais clinicos da inflamacéo e
resultado da vasodilatacdo, acumulo de leucécitos, aumento do fluido intersticial e
estimulacao dos terminais nervosos por mediadores (ALLER et al., 2007).

A reacao inflamatéria € uma resposta de defesa do organismo na tentativa de
reparo tecidual. Esta resposta envolve uma série de eventos celulares e liberacéo de
enzimas e mediadores quimicos, dentre eles destacam-se: o Oxido nitrico
(SANCHAYITA; ABRAHAM, 2006; SCHMID-SCHOBEIN, 2006; MARIOTTO et al.,
2007; TSUCHIYA et al., 2007), a mieloperoxidase (ARATANI, 2006; KLEBANOFF,
2005; WINTERBOURN et al.,, 2006; HANSSON et al., 2006) e a adenosina-
deaminase (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005), além das citocinas (MANDERSCHEID
et al., 2004; SCHMID-SCHOBEIN, 2006) e quemocinas (SPEYER et al., 2004;
SCHMID-SCHOBEIN, 2006). Como conseqiiéncia da liberacdo destes mediadores,
ocorre 0 aumento da permeabilidade vascular, a angiogénese e apoptose celular,
além de outros eventos (SCHMID-SCHOBEIN, 2006).

A inflamacéo aguda tem, tipica ou relativamente, curta duracao (horas a dias)
e € caracterizada por vasodilatagdo, exsudacao de fluido rico em proteinas (plasma),
migragdo de células (primariamente neutréfilos) para o sitio lesado e, em alguns
casos, ativacdo da cascata de coagulacdo. Processos patolégicos causados pela
exacerbacdo de quadros inflamatérios agudos estdo entre os maiores desafios de

gerenciamento para anestesistas e profissionais de cuidados intensivos. Sepse,



traumas severos e grandes cirurgias sao exemplos de situagcbes que apresentam o0s
principais componentes inflamatérios agudos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

Os principais mecanismos de defesa do hospedeiro contra microorganismos
sdo os anticorpos (defesa humoral) e os leucdcitos (defesa celular). Estes sao
encontrados normalmente na corrente sanguinea, o que justifica a importancia
atribuida, na inflamacdo aguda, aos fendémenos vasculares. Em situacfes de
homeostase, normalmente as proteinas plasmaticas e as células circulantes estao
contidas no interior dos vasos, em movimento no sentido do fluxo sanguineo. Diante
de um estado inflamatoério, os vasos sanguineos sofrem vérias alteragcdes, com o
objetivo de facilitar a passagem de proteinas plasméticas e células sanguineas da
circulagado para o local da lesé&o ou da infeccéo (KUMAR et al., 2005).

Os principais componentes para o desenvolvimento da inflamagdo sao: (1)
vaso dilatagdo; (2) aumento da permeabilidade vascular; (3) ativagcdo e adesao
celular; (4) e coagulacédo (SAYERS, 2002).

Os sinais da inflamacéo, incluindo eritema e calor, se desenvolvem
rapidamente apos a lesdo, como resultado da vasodilatacdo (SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLER et al, 2006). Uma lesdo significativa produz
resposta vasomotora local que, dentre outros objetivos, tende a recuperar a
homeostase. Vasoconstricdo € um contribuinte priméario a esse fim e € iniciada pela
liberacdo de aminas vasoativas, mas células lesadas que secretam prostaglandinas
também contribuem para essa diminuigcao no calibre dos vasos (ALLER et al., 2006,
POBER e SESA, 2007).

A vasodilatacdo segue a vasoconstricdo inicial que é revertida 10 a 15
minutos apds a lesdo. A transicdo de constricdo para dilatacdo é mediada por
diversos fatores, produtos endoteliais, e fatores derivados de mastécitos como
leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e, particularmente, histamina (HIS)
contribuem para a vasodilatagdo. Ao mesmo tempo, o aumento do calibre do vaso
poderia ocorrer com lesdo de reperfusdo que, por sua vez, causa edema intersticial
(ALLER et al., 2006). Os principais mediadores envolvidos nas altera¢des vasculares
sdo histamina, fator ativador de plaquetas (PAF), prostaglandinas E (PGE2) e
prostaciclinas (PGI2) ou ainda o sistema de cininas (como a bradicinina), fatores do
complemento (C3a e Cba), fatores do sistema de coagulacdo e/ou fibrolitico
(derivados do plasma) (VALDERRAMAS, 2006).



O edema, uma caracteristica fundamental da inflamacdo aguda, é causado
pelo aumento da permeabilidade vascular, que leva ao extravasamento
transvascular de fldido rico em proteinas de alto peso molecular (exsudato) do
compartimento intravascular para o intersticio (KUMAR et al., 2005; ALLER et al.,
2006).

O exsudato inflamatério, o sangue e o tecido necrotico sofrem acdo de
enzimas secretadas por neutréfilos promovendo a liquefagcdo e posterior remocéao
através de vasos linfaticos. As diminutas particulas sélidas remanescentes séo
fagocitadas por macréfagos. Em seguida, fibroblastos e células endoteliais ocupam
a area lesada e proliferam. Dentro de 3 a 5 dias formam um tipo especializado de
tecido denominado tecido de granulagdo (CHANDRASORA, 1993; COTRAN et al.,
2000).

Resultado das acdes de mediadores como HIS, bradicinina (BK), LT,
componentes do complemento, substancia P (SP) e fator ativador de plaquetas
(PAF). Estes fatores alteram intensamente as funcfes de barreira dos pequenos
vasos e aumentam a permeabilidade dos capilares e vénulas a 4gua e proteinas.
Um papel fundamental da mudancga na permeabilidade vascular é facilitar a chegada
de células e fatores soluveis, como anticorpos e proteinas de fase aguda, ao sitio de
leséo tecidual (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLER et al., 2006).

Muitas variaveis podem modificar o processo inflamatério basico, como a
natureza e a intensidade da leséo, o local e o tecido afetado, e a responsividade do
hospedeiro. Entretanto, a inflamacéo aguda, geralmente evolui para um destes trés
resultados finais: resolugdo completa, estado ideal; cicatrizac&o pela substituicdo de
tecido conjuntivo (fibrose); progressdo da resposta tecidual, a cronicidade da
resposta (DE BERNARDIS et al, 1994, FURSTENBERGER et al., 1994; GILROY,
2004; KUMAR et al., 2005).

O acumulo e a ativacdo de leucocitos sdo as maiores desordens
inflamatorias. Existe grande distancia entre o controle de eventos pelo mediador
guimico enddgeno e a resposta do hospedeiro. Estes pequenos sinais quimicos
regulam o trafico de leucdcitos como os sinais cardinais da inflamacé&o séo: eritema,
dor, calor, edema e perda de funcdo da area lesionada. Estes sinais séo
provenientes da dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por
acao de mediadores inflamatérios. Ha o aumento do fluxo sanguineo na area lesada

produzindo calor e eritema. Com aumento da temperatura, as reacdes metabdlicas



ocorrem com maior rapidez e liberam calor adicional. O edema surge com aumento
da permeabilidade (VERGNOLLE, 2008).

Esses efeitos séo estabelecidos por eicosanoides classicos, como as
prostaglandinas e leucotrienos, que exercem importantes fungfes como mediadores
locais e exercem expansivas acOes em reposta de interesse na inflamacéo.
Atualmente, o alcance e o conjunto de mediadores quimicos tém sido identificados
consideravelmente. Esse conjunto inclui novos mediadores, novas citocinas
(interleucina—10, fator de crescimento ), gases (6xido nitrico), como também novas
funcdes para nucleosideos e nucleotideos (SERHAN & CHIANG, 2004).

Os mediadores da inflamagdo, portanto, sdo substancias formadas e
liberadas, concomitante ou sequencialmente, no local da les&o. A origem destes
mediadores pode ser plasmatica (fatores do complemento e bradicinina) ou celular
(histamina, serotonina, prostaglandinas, fator ativador plaquetario (PAF),
leucotrienos, citocinas, etc). Os mediadores estdo envolvidos na génese e
manutencdo dos eventos caracteristicos da reacdo inflamatéria e se ligam a
receptores especificos nas células-alvos podendo, inclusive, estimular a liberacéo de
outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

Além disso, muitos mediadores inflamatorios provocam mudangas ha
excitabilidade do neurdnio. Entre os mediadores envolvidos estdo: histamina,
serotonina, adenosina, bradicinina, citocinas (interleucina—1-beta, interleucina—6),
leucotrienos, nervo de crescimentos neural, prostaglandinas, éxido nitrico e mais
recentemente as serinas proteases. Esses mediadores induzem despolarizagcédo da
membrana, diminuicdo na condutancia da membrana, elevagédo da excitabilidade ou
supressdo da hiperpolarizacdo apés os potenciais de acdo. Os mediadores
inflamatorios provocam ativacdo direta sobre reflexo os nociceptores periféricos,
causando hipersensibilidade imediata (VERGNOLLE, 2008).

Véarios mediadores quimicos conhecidos presente no local lesado podem
estimular os nociceptores e, portanto, promover a dor. Dentre os mediadores
inflamatorios incluidos neste grupo estao a histamina (que também causa prurido) e
a bradicinina (BK). A BK atua através de receptores ligados a proteina G, produzindo
uma variedade de efeitos pro-inflamatorio que inclui vasodilatagdo e edema (MAYER
et al., 2007). A bradicinina também estimula atividade enzimatica da PLA2 ligada a
membrana que, por sua vez, provoca a desesterificacdo da membrana levando a

liberacdo do acido araquidénico livre (acido ecosatetraendico) e a biossintese



subsequente de prostaglandinas (por exemplo, PGE2 e prostaciclinas, PGI2) pela
ciclooxigenase (COX). As prostaglandinas s&o potentes vasodilatadoras e
importantes mediadores na dor inflamatéria (WIENECKE, 2008).

A dor pode resultar de varios fatores, como aumento da presséo, devido ao
edema, sobre tecidos e terminacdes nervosas; de lesdo das fibras nervosas; da
irritacdo toxica produzidas por microorganismos ou extravasamento de substancias
intracelulares de células lesadas e, também por cininas que afetam terminacdes
nervosas. As prostaglandinas intensificam a dor associada a inflamagcdo (ROCHA et
al., 2007).

2.1.1 Mediadores quimicos da inflamacéo

2.1.1.1 Derivados do acido araquidénico

A producéo das prostaglandinas e dos leucotrienos € iniciada com a liberacao
do acido araquiddnico a partir dos fosfolipidios de membrana, uma reacao catalisada
pela fosfolipase A2 (PLA2). A PLA2 é ativada em resposta a varios estimulos, tais
como: acdo da trombina nas plaquetas, do fator do complemento C5a (C5a) nos
neutréfilos, da bradicinina nos fibroblastos, das reacfes antigeno-anticorpo nos
mastoicitos e da lesao celular promovida por diferentes agentes (ROS - espécies
reativas de oxigénio, UV-B, agentes quimicos, etc) (RANG et al., 2007, WANG et al.,
2007). O Acido Araquid6nico uma vez liberado serve de substrato para as duas
isoformas da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2), onde é convertido em
prostaglandinas e tromboxanos (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2, TXA2), e também para
a 5-lipoxigenase (5-LOX), sendo por essa via metabdlica convertido em leucotrienos
(LTB4, LTC4, LTD4, LTE4). Na pele normal, a COX-1 esta distribuida em toda a
epiderme, enquanto a COX-2 se localiza principalmente nos queratinocitos supra-
basais, sendo essa isoforma prontamente induzida frente a um estimulo inflamatoério.
Ambas as enzimas sdo formadas pelo acido araquidénico, o qual é liberado devido a
lesdo tecidual que promove a ativacdo de fosfolipase A2. A expressao aumentada
de COX-2 é associada com varios fatores fisiopatoldgicos, incluindo doencas
inflamatorias e diferentes canceres (HARPER & TYSON-CAPPER, 2008).

A prostaglandina E2 (PGE2) é a principal prostaglandina presente no tecido

cutdneo, onde mddula vérios eventos inflamatérios, como o0 aumento da



permeabilidade vascular e vasodilatacdo, contribuindo assim na formacao do edema
e na adesdo e diapedese dos neutréfilos e mondcitos. No entanto, o trafego dos
linfécitos a partir do limen pos-capilar para o0 espago intersticial jA& € um processo
mediado em parte pelo LTB4 (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; LEE et al.,
2003). As PGE2 e PGD2, por sua vez, induzem a transcricdo de enzimas requeridas
para a sintese de uma outra classe de eicosandides envolvidas na fase de resolucéo
da fase inflamatoria, como as lipoxinas (SERHAN e SAVILL, 2005; HILARIO et al.,
2006).

A via da 5-lipoxigenase (5-LOX) é associada com uma variedade de doengas
inflamatérias incluindo asma, arteriosclerose, artrite reumatoide, dor, cancer e fibrose
hepatica. Muitas classes de inibidores da 5-lipoxigenas foram identificados, mas
apenas uma droga, o zileuton, um inibidor redox da 5-LOX, foi aprovado para uso
clinico (ZWEIFEL et al., 2008).

Os leucotrienos sao potentes mediadores pro-inflamatorios, estimulam
diretamente e indiretamente proliferacédo de fibroblastos e sintese de colageno (WAN
& WU, 2007). Os leucotrienos consistem em diidroxi leucotrieno LTB4 e cistenil
leucotrienos LTC4, LTD4 e LTE4, por acdo de receptores expressos em superficies
de células inflamatérias e em paredes de vasos. Os leucotrienos induzem ativagao
de leucécitos e guimiotaxia com alta e baixa afinidade pelos receptores BLT1 e
BLT2, respectivamente (BACK, 2006).

2.1.1.2 Outros mediadores importantes:

Outros mediadores quimicos também desempenham uma acdo importante
durante processo inflamatério cutdneo como, por exemplo, a histamina. A histamina
atua em muitos processos fisioldgicos celulares, mas também intervém nas reacdes
alérgicas e a inflamagédo, sendo esse um dos principais motivos dos mastocitos
estarem estrategicamente localizados na microvasculatura dos tecidos que estédo em
contato com o meio externo, como a pele, os pulmdes e intestinos. A liberacdo da
histamina ocorre pelo processo de exocitose durante as reacfes inflamatérias ou
alérgicas atraves da interacéo de fatores do sistema complemento (C3a e C5a) e de
antigenos com anticorpos IgE fixados nos mastocitos. Apés a degranulagdo dos
mastdcitos, a histamina atua em receptores especificos (receptores histaminérgicos)

promovendo a constricdo do masculo liso, vasodilatacdo, aumento da
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permeablidade vascular e prurido (RANG et al., 2007; SILVA e CARVALHO, 2004;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

Outros mediadores quimicos como a serotonina, substancia P e neurocinina A
também participam da regulagdo dos processos vasculares, contribuindo assim na
resposta inflamatéria (HOLZER, 1991).

A funcdo coordenada da populacdo celular presente na derme e epiderme
permite que ocorra uma resposta rapida e efetiva frente a variedade de estimulos
gue ocorrem na interface entre o organismo e o meio externo (WILLIAMS e
KUPPER, 1996).

Outro mediador extremamente importante é o éxido nitrico (ON). Ele é um gas
solavel de radical livre que utiliza como substrato a L-arginina, sendo produzido por
plaguetas, polimorfonucleares, macréfagos, fibroblastos, células endoteliais e
gueratinocitos. A sua liberacdo é estimulada por citocinas e produtos bacterianos
(WELLER, 1997; WITTE e BARBUL, 2002). Normalmente, na pele integra, existe
uma producdo constante de ON em baixos niveis, este mecanismo mantém a
integridade imunolégica da pele (WELLER, 1997; ATUESTA, 2001). Porém apdés
uma leséo, dentro de 24 horas observa-se a presenca de ON, com uma expressao
méaxima entre dois e cinco dias, diminuindo durante os proximos dez dias.
Inicialmente, o ON participa da vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
agregacdo plaquetéaria, quimiotaxia em leucécitos e ativam linfécitos T (WITTE e
BARBUL, 2002).

Dependendo da sua concentragc&o nos tecidos o ON pode inibir ou estimular a
proliferacdo celular. Quando em altas concentracdes, o ON liga-se ao superdxido
formando peroxinitrito, um poderoso oxidante que ocasiona citotoxicidade (WELLER,
1997).

Sugere-se que esta acao expligue o efeito bactericida do ON no controle de
infeccbes cutaneas (WELLER, 1997). Por outro lado, a presenca de colonizagao
bacteriana e a infeccdo de feridas cronicas, pelo estimulo constante, induzem a
producéo de grandes quantidades de ON (WITTE e BARBUL 2002).

O ON estimula a reepitelizacdo através da producao de fator de crescimento
epidérmico (EGF) (WELLER 1997; ATUESTA 2001). Adicionalmente, a producgéo de
ON pelos fibroblastos pode ser importante durante os estagios inflamatorios da

cicatrizacdo, aumentando o fluxo sanguineo que facilitaria a nutricdo e a infiltracao



11

celular e, provavelmente, também nos estagios tardios de proliferacdo e

remodelamento, pelo mecanismo de regulacdo negativa da resposta inflamatéria.

2.2 Eventos celulares no processo inflamatorio

O resultado da ativacao de leucécitos para migrarem para o tecido € atuarem
contra agentes nocivos. Isto € uma resposta benéfica “normal” que é essencial para
a sobrevivéncia, além de reparar e curar o tecido. Os eventos celulares envolvem a
adesao de leucécitos a parede do endotélio e subseqiiente migracdo de neutrdfilos
para o interior dos tecidos (SAYERS, 2002).

O recrutamento de neutrdfilos para o tecido lesado é essencial para a
inflamacéo e para a defesa contra a infec¢gdo, mas ao mesmo tempo pode prejudicar
a cura da lesdo. Um mecanismo para a regulacdo dessa dualidade € promovido por
lipidios autacoéides, os quais atuam limitando a ativacéo de leucécitos e promovendo
a resolucéao da inflamacédo (GRONERT, 2008).

O agrupamento de neutrdfilos da circulacdo para o sitio inflamatério envolve
muitos eventos, 0os quais se iniciam com o rolamento ao longo da parede da célula
endotelial mediada predominantemente por L-, P-, e E-selectinas. Em seguida, o0s
neutréfilos sédo ativados por quimiocinas liberadas por células inflamatérias
presentes no endotélio. Isto induz ao aumento de integrinas, cuja funcéo € mediar a
adesao firme de neutrdfilos nas células endoteliais. O ICAM-1 e o VCAM séo
exemplos de célula de adesao (RITTNER et al., 2005).

Os neutréfilos aderem-se ao local da lesdo poucas horas apés ocorrer a
injuria, através de quimiotaxia por mediadores liberados por plaquetas, células
pertencentes ao sistema imune, microrganismos ou ainda devido a ativacdo do
complemento (PRIETO et al.,2003; PARK; BARBUL, 2004; SZPADERSKA;
DIPIETRO, 2005). Além de sua fungao fagocitaria, os neutréfilos possuem acéo pro-
inflamatoria pela liberacdo de citocinas que ativam fibroblastos e queratinécitos.
Caso a ferida ndo esteja severamente infectada, em poucos dias, o0 numero de
neutréfilos diminui devido a fagocitose por macréfagos (MARTIN, 1997; WERNER,;
GROSE 2003).

Depois de um ou dois dias, mondcitos teciduais se infiltram no local da leséo
e se diferenciam em macrofagos que participam e concluem o processo inflamatério,

realizando um debridamento no local da lesdo. O debridamento é facilitado pela
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fagocitose e pela producdo de enzimas como a colagenase e elastase (PARK;
BARBUL, 2004; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2005).

Os macrofagos possuem fungdo essencial na continuidade do processo
cicatricial, por secretarem fatores de crescimento, promovendo ndo so a proliferacéo
celular e sintese protéica, como também a producdo de componentes da matriz
extracelular. Estas células também estimulam a proliferacdo de linfécitos e liberacéo
de citocinas em resposta a antigenos especificos (IBA et al., 2004; SZPADERSKA,
DIPIETRO, 2005). As citocinas liberadas por estas células: Fator de Crescimento
Derivados de Plagueta (PGDF), Fator de Crescimento Transformante (TGF), Fator
de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fatores de
Crescimento de Fibroblastos (FGF), entre outras, provocam o influxo de neutrdfilos,
bem como a migracdo e proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e células
indiferenciadas que comecardo a repopular o sitio da lesdo (RICHES, 1996;
DANTAS, 2000; WERNER; GROSE 2003).

A interleucina-4 (IL-4), citocina secretada por macrofagos, é também
responsavel pela formacao do tecido conjuntivo (por exemplo, producado de colageno
por fibroblastos) fazendo com que fibroblastos e outras células presentes migrem
através das trabéculas de fibrinas presentes na lesdo (MUTSAERS et al., 1997;
BRANSKI et al., 2005).

Os queratindcitos constituem as células envolvidas na primeira linha de
defesa do sistema imune cutaneo devido a producdo de varios mediadores pro-
inflamatoérios, como as citocinas, cuja producdo se mostra consideravelmente
aumentada apos a ativacdo dessas células por diferentes estimulos (WILLIAMS e
KUPPER, 1996). Além dos queratinécitos, outras células residentes na epiderme e
derme, como fibroblastos, células endoteliais, melanécitos e macréfagos também
produzem diversas citocinas mediante um estimulo (KUPPERa, 1990; BURBACH et
al., 2000).

As citocinas sdo mediadores protéicos cujas acdes envolvem o
desenvolvimento da resposta imune celular e humoral, inducdo da inflamacéo,
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como a inducdo da
cicatrizagdo. As citocinas regulam, de forma autécrina e paracrina, a resposta imune
e inflamatdria através da interagdo com receptores especificos presentes nos
gueratindcitos, fibroblastos, células de langerhans, células endoteliais e linfécitos T

infiltrados, promovendo a mobilizacéo de leucécitos a partir do sangue e a ativacao
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de outras células do tecido cutaneo (WILLIAMS e KUPPER, 1996; UCHI et al., 2000;
RANG et al., 2007).

Os queratinécitos produzem uma variedade de citocinas, incluindo as
interleucinas (IL), fatores de crescimento, o fator estimulador de col6nia de
macrofagos-granulécitos e algumas quimiocinas (UCHI et al., 2000). No entanto,
entre todas as citocinas produzidas pelos queratindcitos, somente as primarias (IL-
1a, IL-1-B e TNF-a - fator de necrose tumoral) ativam um numero suficiente de
mecanismos efetores capazes de desencadear uma resposta inflamatoria cutanea
(KUPPERD, 1990).

2.3 Processo de Reparacao Tecidual

A cicatrizacdo de feridas pode acontecer por: primeira intengdo ou uniao
primaria, quando as margens da ferida sdo aproximadas, havendo perda minima de
tecido. Por segunda intencdo ou unido secundaria quando ocorre perda excessiva
de tecido, comprometendo a reparacdo, que se torna mais lenta e por terceira
intencdo ou unido terciaria, quando a ferida ndo € suturada no tempo previsto ou
guando a sutura se rompe e a ferida necessita ser suturada novamente,
comprometendo o processo de cicatrizacédo (VIEIRA, 2006).

O reparo de tecidos pode ocorrer de duas formas: (1) pela regeneracdo com a
recomposicdo da atividade funcional do tecido ou (2) pela cicatrizacdo com
restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da sua atividade funcional
pela formacgao de tecido conjuntivo neoformado-fibrose. Ap6s um trauma ou doenca,
esses processos ocorrem visando limitar os danos e restabelecer a integridade e a
funcao dos tecidos afetados. Inicialmente, a ferida € preenchida por codgulo, fibrinas
e exsudato formando uma crosta que a isola do meio ambiente quase que
imediatamente e sua reestruturacdo constituem mecanismo complexo, em que
varios fatores contribuem para a criagcdo de diversos tipos de cicatrizacdo, como
hipertrofia, atrofia ou normotrofia, da area lesionada (ROCHA JUNIOR, 2006).

A regeneracdao e a cicatrizacdo constituem eventos distintos. Na regeneracéo,
a reposicao tecidual é realizada por meio de células do mesmo tipo das células
perdidas no momento da lesdo; sendo assim, se houver pouca alteragdo do

estroma, a regeneracdo da lesdo sera completa. Na cicatrizacao, entretanto, diante
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de grandes destrui¢cfes teciduais, estes sdo substituidos por um conjuntivo préprio
gue € acicatriz (VIEIRA, 2006).

O reparo é dividido em trés fases: (1) inflamacao, (2) formacao de tecido de
granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e (3) remodelacdo. Estas fases
nao sdo mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo. O reparo completo
de tecidos resulta de reacdes anabdlicas e catabdlicas que tém os leucdcitos um dos
principais participantes. Essas células, além de suas conhecidas atividades imunes,
estdo intimamente envolvidas com as reacdes catabolicas de degradacao de tecidos
pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e também
com as reacgfes anabdlicas de formacdo de tecidos pela producdo de fatores de
crescimento, responsaveis pela recomposicdo da celularidade regional ou
restabelecimento da sua homeostasia pela formacdo da cicatriz (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

A fase inflamatodria inicia-se imediatamente ap0s a lesédo, ocorrendo
vasoconstricdo por cinco a dez minutos. Essa vasoconstriccao inicialmente reflexa
propicia o fechamento dos vasos lesados e favorece a hemostasia. Posteriormente,
as ceélulas endoteliais retraem-se e perdem suas conexdes, aumentando a
permeabilidade vascular e permitindo a passagem de elementos sanguineos para a
ferida como plasma, eritrdcitos e leucdcitos, através do fendmeno de diapedese. Séao
importantes nesta fase os neutrofilos, responsaveis pela digestdo das bactérias e
tecidos desvitalizados e os mondcitos que se transformam em macrofagos e
auxiliam na fagocitose (GUYTON, 1989; VIEIRA, 2006).

Durante a fase proliferativa ocorre a reparacdo do tecido conjuntivo e do
epitélio observam-se o surgimento do tecido de granulacdo, reepitelizacdo e
contracdo da ferida, os quais desempenham papéis importantes na cicatrizacao
normal. O processo de proliferacdo de fibroblastos e a atividade sintética de
colageno sdo denominados de fibroplasia. A fase fibroplasica € caracterizada ainda
por um aumento do numero de fibroblastos, os quais iniciam a sintese e secre¢cao de
componentes da matriz extracelular, como os glicosaminoglicanos e as fibras
colagenas tipo | e lll, associadas a proliferacdo e ao crescimento interno dos
capilares (angiogénese) O fibroblasto surge por volta do segundo e terceiro dia apos
o trauma (RESENDE; PEREIRA; CASTRO; 2005).

A remodelacéo do colageno inicia-se na formacéao do tecido de granulacédo e

mantém se por meses ap0s a reepitelizacdo. As colagenases e outras proteases
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produzidas por macréfagos e células epidérmicas dao direcdo correta as fibras
colagenas difusas. Ha diminuicdo de todos os elementos celulares, inclusive
fibroblastos (VIEIRA, 2006).

Com o crescimento centripeto dos fibroblastos a partir das margens da ferida,
observa-se simultaneamente a ocorréncia da angiogénese. As células endoteliais no
interior dos capilares intactos nas margens da ferida passam através da membrana
basal da parede vascular, mediante a secrecdo de colagenas e do fator ativador do
plasminogénio. Em seguida, essas células migram na direcdo do espa¢co ocupado
pela ferida, utilizando como substrato a matriz extracelular ali presente. Essas
células migratérias diferenciam-se para formar novos tubos capilares, no que resulta
a maior parte da neovascularizacdo que ocorre na ferida, sendo secundaria a
diferenciacdo das células endoteliais migratérias (CARVALHO, 2002; CARDOSO,
2003).

O estimulo responsavel pela angiogénese esta relacionado a liberacdo de
diversos fatores sollveis (peptideos) no local da lesdo. Tais fatores de crescimento
tém potentes propriedades bioldgicas de quimioatracdo e mitogénese demonstradas
através de sistemas experimentais in vitro e ensaios in vivo (FAZIK, 2000; LABRO,
2000).

Como conseqiiéncia de angiogénese, o tecido conjuntivo (agora denominado
tecido de granulacdo) é formado, recebendo esta denominacdo devido a sua
aparéncia granular pela presenca de inumeros capilares (WERNER; GROSE 2003).

O tecido de granulacdo pode ser compreendido como uma matriz friavel de
fribronectina, coldgeno e &cido hialurbnico, onde estd embebida uma densa
populacdo de macréfagos e fibroblastos, associada a vasos sanguineos
neoformados (MUTSAERS et al., 1997). S&do vérios os fatores responsaveis pela
formacdo do tecido de granulagdo. Embora os fatores de crescimento
desempenhem um papel crucial na migracdo e diferenciacdo das células
necessarias a formacéo desse tecido, os macrofagos presentes na ferida e as
plaquetas capturadas no trombo sé&o, provavelmente, os principais contribuintes para
o processo (CARVALHO, 2002).

Os fibroblastos infiltrados na area da lesdo desempenham, nesse momento,
dois papéis significativos: 1) produzir e depositar grande quantidade de elementos
da MEC, principalmente fibras colagenas do tipo | e Ill, que aumentam a forca ténsil

da les&o, contribuindo para o fechamento da lesdo; 2) diferenciar-se em
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miofibroblastos, cuja funcdo primordial é neoformacdo dermal e contracdo das
margens da ferida, alinhando-se a elas e unindo-as (THOMAS et al., 1995, MOULIN
et al., 2000; CARVALHO, 2002; GOMATHI et al., 2003). Os miofibroblastos foram
inicialmente identificados como um fibroblasto modificado que possuia
caracteristicas de uma célula muscular lisa, através de microscopia eletrébnica no
tecido de granulacdo de feridas cicatrizadas (DESMOULIERE; CHAONNIER;
GABBIANE, 2005). A conversao de fibroblastos em miofibroblastos é realizada por
fatores de crescimento como o TGF-bl, expressando _ actina do musculo liso e
tornando-se células musculares lisas capazes de realizar grandes forgas contrateis
(MARTIN, 1997).

2.4 Reepitelizacéo

Se a lesdo é superficial, o evento inicial da reepitelizacdo € a migracdo de
células da epiderme néo danificadas das margens da ferida, e do epitélio de foliculos
pilosos e outras estruturas anexas. Este processo ocorre nas primeiras 24 horas
apos a lesdo, e € um evento dirigido, ndo requerendo um aumento inicial em
proliferacdo celular. Depois que a migracdo comeca, ocorre um aumento da
proliferacao celular epitelial as margens da ferida, fornecendo células adicionais para
a cobertura da leséo. Esta proliferacdo atinge o pico em dois a trés dias, e reflete um
aumento mitético e hiperplasia do epitélio nas margens da ferida (CARVALHO,
2002, EHRLICH; DIEZ, 2003; DEODHAR e RANA, 1997).

Os queratindcitos participam do processo de reepitelizacdo produzindo
fibronectina, colagenas, ativador de plasminogénio, proteases neutras e colageno. A
fibronectina promove a adesao de queratinécitos e os auxiliam na orientacdo durante
a migracdo sobre o tecido de granulacdo. As coldgenas e outras proteases sao
importantes para o debridamento do tecido desvitalizado e abertura de espacos para
a reepitelizacédo (SAARIALHO-KERE et al., 1993).

Os queratinécitos estendem-se em camadas aderidas a lamina basal, e tem
ligacBes intracelulares com a rede citoesquelética de queratina. Esta ligacdo tem
gue ser desfeita para permitir a migragcdo dos queratindcitos. Durante a migracéo
ocorre a expressao de integrinas e ligagcdo com fibronectina e tenascina da matriz
extracelular. A locomocédo dos queratindcitos envolve a contracédo de filamentos de

actina-miosina em um movimento rastejante (SAARIALHO-KERE et al., 1993;
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MARTIN, 1997; SINGER e CLARK 1999; O'TOOLE, 2001). Embora o citoesqueleto
de actina-miosina seja critico para motilidade do queratinécito, poderia ser
presumido que a rede citoesquelética de queratina também participaria deste
mecanismo, provendo suporte e forca durante a migracdo. Foi evidenciado, que
ratos transgénicos deficientes em queratina apresentam reepitelizacdo prejudicada
(WAWERSIK et al., 2001).

As células epiteliais que migram dissecam a ferida, abrindo um espaco para a
reepitelizacdo. Para abrir um caminho pelo coagulo de fibrina ao longo da interface
entre o coagulo de fibrina e a matriz extracelular, o queratinécito tem que dissolver a
barreira de fibrina a sua frente. A principal enzima fibrinolitica € a plasmina, que é
derivada de plasminogénio dentro do proprio coagulo, sendo ativada por ativadores
de plasminogénio. Varias metaloproteinases sdo secretadas pelos queratindcitos na
ferida. As metaloproteinases degradam colageno, o que permite a migracdo dos
gueratinécitos (SAARIALHO-KERE et al., 1994; MARTIN, 1997; VU e WERB 2002).
Apbs 24 a 48 horas da lesdo, células epiteliais a margem da ferida comecam a
proliferar atras das células que estdo migrando. Provavelmente, os estimulos para a
migragéo e proliferagcdo de células epiteliais durante a reepitelizagdo podem ser
desencadeados pela auséncia de células vizinhas a margem da ferida, bem como
pela liberacdo local de fatores de crescimento e expressdo aumentada de seus
receptores (SINGER e CLARK 1999; O'TOOLE, 2001).

O processo de reepitelizacdo € regulado pelos fatores de crescimento EGF,
TGF e KGF. O EGF atua na epiderme estimulando a proliferacdo e migracdo de
queratinécitos (MARTIN, 1997 WERNER; GROSE 2003). O TGF e algumas
citocinas pro-inflamatérias parece estimularem a expressdo de integrinas que
facilitariam a migracédo dos queratindcitos no tecido de granulac&o. Por outro lado o
TGF inibe a proliferagdo de queratinécitos (AMENDT et al., 2002). O KGF apresenta
um papel fundamental na reepitelizagdo, sendo produzido pelos fibroblastos da
derme, e secretado em altas concentragdes nas primeiras 24 horas apos a lesao,
tendo uma maior concentragcdo nas margens da ferida (SHERRAT e DALLON 2002).
O uso tépico de KGF em feridas tem efeitos mitogénicos e migratérios sobre os
gueratinocitos, além de estimular a liberagdo de ativadores de plasminogénio e
metaloproteinases pelos queratinécitos que migram, aumentando a capacidade da
epiderme em dissecar o coagulo. Tal fato pode acelerar a taxa de reepitalizacédo e a

cicatrizacao de feridas. Adicionalmente, ratos que sao tratados com corticosteréides
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e ratos diabéticos, apresentam reepitelizacdo deficiente e possuem baixas
concentracdes de KGF (MARTIN, 1997).

Residuos de foliculos pilosos podem contribuir para a reepitalizagdo, pois as
células do foliculo piloso agem como células epidérmicas da ferida. Em feridas
cutaneas profundas onde o foliculo piloso seja totalmente retirado, o epitélio ndo
regenera pélos; o mesmo também ¢é verdade para as glandulas sudoriparas
perdidas no local da leséo. As feridas n&do regeneram os pélos, ndo por que néao
possa responder a sinais que induzem o crescimento do pélo, mas porque né&o
recebe o sinal. Quando células de papilas dérmicas foram semeadas em ferida,
ocorreu um estimulo para o crescimento de pélos (MARTIN, 1997).

A reepitalizacdo termina quando a superficie da ferida esta coberta por uma
Unica camada de queratinéitos. Uma epiderme extratificada nova encontra-se sob a
lamina basal reestabelecendo as margens dentro da ferida. Células da camada
suprabasal deixam de expressar integrinas e queratinas e sofrem diferenciacdo. Os
sinais que fazem parar a reepitalizacao incluem a inibicdo por contato. Com o inicio
da sintese da lamina basal as metaloproteinases sao inibidas, e novas adesdes de
hemidesmossomas para lamina basal rejuntam. Os Ultimos componentes dos
anexos da epiderme que alcanca maturidade sdo as fibrilas que unem a lamina
basal ao tecido conjuntivo subjacente (MARTIN, 1997).

A queratinizacdo das camadas externas restabelece a funcdo de barreira
normal, impedindo a perda de liquido para 0o meio externo e a absorcdo de
substancias téxicas para o meio interno. O epitélio formado € mais fino e fragil que
os epitélios normais, estando fracamente aderido ao tecido cicatricial subjacente
(POPE, 1996).

2.5 Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus (DM), ou simplesmente diabetes, € causada pela
diminuicdo dos indices de secrecdo de insulina pelas células beta das ilhotas de
Langerhans, presentes no pancreas, ou devido a uma menor acdo hormonal a nivel
periférico, sendo que, esta deficiéncia de insulina, acarreta um grande numero de
distarbios, que afetam a utilizacdo e a disponibilidade de glicose pelos tecidos

insulino-dependentes, situa-se entre as dez principais causas de morte nos paises
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ocidentais e, apesar dos progressos em seu controle clinico, ainda néo foi possivel
controlar de fato suas consequéncias letais (CHICARELLI, 2000; NEGRI, 2005).

Segundo Batista et al. (2006), existem, no Brasil, dois estudos que
demonstram o grau de evolugdo desordenado do diabetes no pais. O primeiro
estudo foi realizado entre os anos de 1987 e 1988, nele foi evidenciada a
prevaléncia em 7,6% dos casos investigados. O segundo trabalho foi realizado em
2001 onde o numero de casos confirmados passou a ser de 14,66%.

Para Coeli et al. (2002) e Spadella et al. (2005), o aumento do numero de
casos de diabetes nos paises subdesenvolvidos é de elevada importancia,
principalmente para a populacdo idosa, devido a sua alta frequéncia, ela pode
acarretar complicacdes macrovasculares (doenca cardiovascular, cerebrovascular e
dos vasos periféricos) e microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia).

No DM, por apresentar uma série de complicagcdes cronicas, 0s pacientes
acometidos por esta doencga procuram tratamentos alternativos e ndo raro, utilizam
plantas medicinais para diminuir o nivel glicémico, “muitas vezes buscando o
conhecimento acumulado na sua heranca cultural familiar, ou indicacbes de
conhecidos” (ALVES, 2007).

As plantas medicinais apresentam beneficios multiplos, como o controle do
metabolismo de carboidratos, através de varios mecanismos como a prevencao e
restauracdo da integridade e funcdo das células [-pancredticas, a atividade
estimulante da liberac&o de insulina, a melhora da captacéo e utilizacéo da glicose e
suas propriedades antioxidantes, fazendo das plantas um excelente alvo para o
desenvolvimento de novos modelos terapéuticos em potencial na prevencédo e no
tratamento das complica¢cfes do diabetes (ROCHA et al., 2006).

Macedo e Ferreira (2004), trabalhando com comunidades da Bacia do Alto
Paraguai e do Vale do Guaporé no Mato Grosso, identificaram 17 espécies utilizadas
no tratamento do diabetes.

Diante destes dados é plenamente justificavel a busca de condutas
terapéuticas mais eficazes, ndo s6 para controlar o metabolismo glicidio, como
também, evitar a progressdo das lesdes crbnicas sobre os vasos, rins, retina e
nervos e que se nao detectado e tratado, apresenta complicacdes, que podem ser
de carater agudo ou crénico. Dentre as complicacbes mais preocupantes esta o
comprometimento do processo de reparacdo tecidual (FELIX et al., 1990;
SPADELLA et al., 2005).
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2.5.1 Diabetes e reparacéo tecidual

Os portadores de diabetes mellitus (DM) sdo em geral reconhecidos como
pacientes mais vulneraveis a uma série de complicacfes de natureza metabolica
e/ou de origem infecciosa, como 0s processos bacterianos, fangicos e virais
(MINELLI et al., 2003).

Frente a esta realidade, varios estudos experimentais tém sido desenvolvidos
na tentativa de melhor compreender os mecanismos fisiopatologicos do diabetes e
suas complicagdes, pois no campo cirurgico, j4 € bem estabelecido que “os
diabéticos cicatrizam mal suas feridas”, e que 50% destes pacientes necessitardo de
algum procedimento cirdrgico durante suas vidas (ORTOLAN et al., 2004).

No processo de cicatrizacdo, o metabolismo normal das proteinas é fator
primordial, pois a insulina age facilitando a entrada de aminoacidos nas células,
independentemente do seu transporte da glicose, bem como atua incorporando
esses aminoacidos as proteinas celulares. A aumentada atividade catabdlica sobre
as proteinas e a diminuicdo da sua sintese condiciona no paciente diabético a
dificuldade de cicatrizacdo, além do fato desses individuos serem muito mais
suscetiveis as infecc¢des, fator este que por si sO dificulta 0 mecanismo reparador
(HIRAOKA, 2007).

Para Foss et al. (2005), além da situacdo metabolica descrita, existem outros
fatores que favorecem o aumento de infecgcdes em diabéticos. S&o eles: as
complicagcBes crbnicas vasculares ou neuroldgicas, as alteracbes da resposta
imunoldgica, especialmente reducédo da quimiotaxia e da fagocitose de neutrofilos.

Loots et al. (1999), estudaram a proliferagao de fibroblastos “in vitro” em 4
pacientes diabéticos ndo insulino dependentes com Ulcera de perna e concluiram
gue um menor namero de fibroblastos na Ulcera é causado pela sua proliferacéo
prejudicada, o que provavelmente contribuiu para uma producdo diminuida de
proteinas da matriz extracelular, prejudicando a reparacéao da ferida. Os resultados
sugerem ainda que, alta concentracdo de glicose pode ser inibidora da proliferacéo
de fibroblastos, havendo também diminuida capacidade proliferativa e morfologia
anormal de fibroblastos.

Carvalho et al. (2006), em analise da influéncia da aplicacdo de laser de baixa
poténcia (HeNe) na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos diabéticos e nao

diabéticos, concluiram que o grupo tratado com laser apresentou média de fibras
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colagenas maiores estatisticamente em relacdo ao grupo nédo tratado tanto para
diabético como para os néo diabéticos, e que o tratamento com laser foi capaz de

influenciar no percentual de colageno na cicatrizacéo das feridas cutaneas.

2.6 Plantas medicinais com atividade anti-inflamatoéria

A utilizac&o das plantas na medicina tradicional é tdo antiga quanto a prépria
humanidade. Tradicionalmente o uso de plantas e a forma na qual sdo utilizadas em
uma doenca é transferida oralmente de geracdo em geracdo em uma comunidade. E
admirdvel que este conjunto de conhecimentos tenha subsistido durante milénios
sem nunca, porém, cair no esquecimento (SAMUELSSON, 2004; SILVA e
CARVALHO, 2004).

Estes tratamentos, desenvolvidos a centenas de geragcbes passadas,
tornaram-se conhecidos como medicina tradicional. A humanidade possui grande
divida para com incontaveis autores andnimos que reuniram informacfes da
medicina Greco-romana, Chinesa e de outros sistemas de medicina tradicional,
assim como grandes escribas e sabios shamans que passaram seus conhecimentos
de forma verbal (KHAN, 2006).

No Brasil, onde existem cerca de 120.000 espécies de plantas superiores, 0S
indigenas usaram e ainda fazem uso de varios vegetais como tratamento para seus
males ou como veneno em suas guerras e cacadas (SARTI e CARVALHO, 2004).

Diante do universo botanico, é possivel a busca de novas drogas com o
estudo de plantas de uso popular consagrado para certa finalidade (AGRA et al.,
2008; BERTUCCI et al., 2008; MARLIERE et al., 2008; VEIGA-JUNIOR, 2008;
JESUS et al., 2009; LEITAO et al., 2009; SANTOS et al., 2009).

Os produtos naturais representam fontes de diversidades moleculares na
descoberta de drogas. Ainda permanece urgente a necessidade para identificar
novos quimiotipos para conduzir o desenvolvimento em varias areas terapéuticas.
Entre o desafio para a tentativa de diversidade de produtos naturais é preciso
permanecer competitivo com substancias sintéticas. Avancos significativos sé&o
realizados para a formacdo de enzimas adaptadas envolvidas na biossintese de
produtos naturais, além de novas estruturas que produzem substituintes néo
naturais (ZHANG et al., 2006).
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Enquanto os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos
terapeuticamente aproveitaveis, o interesse no desenvolvimento de produtos
naturais pela industria farmacéutica tem declinado. Entretanto, os produtos naturais
permanecem biologicamente validados e, como tal, devem proporcionar uma boa
producdo de opcdes terapéuticas. Se os produtos naturais sdo mais uma vez
interesse de extensa descoberta de drogas no mundo, eles precisam ser utilizados
ao alcance de conduzir novos padrbes de producdo terapéutica (QUINN et al.,
2008).

Os produtos naturais tém contribuido fortemente no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas através de seus metabdlitos secundarios. Estes sdo
conhecidos por atuar de forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou
ativar importantes alvos moleculares e celulares, por exemplo: mediadores
inflamatdrios (metabdlitos do acido araquidénico, peptideos, citocinas, aminoacidos
excitatorios, entre outros), sobre a producdo ou acdo de segundos mensageiros
(como GMPc, AMPc, proteinas quinases, etc.), na expressdo e transcricdao de
fatores como AP-1, NF-kB e na expressdo de células pro-inflamatérias como
sintetase do oOxido nitrico (NOS), ciclooxigenase (COX-2), citocinas (IL-B, TNF-q,
etc.), neuropeptideos e proteases (CALIXTO et al., 2003).

Desta forma, nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no
estudo de plantas preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizacao
como fitoterapico seguro e eficaz, tendo em vista que o0 uso popular de uma
determinada planta ndo é suficiente para valida-la como fitoterapico. Deste modo, o
emprego de técnicas modernas de farmacologia, bioquimica, toxicologia e biologia
molecular renovaram o0 interesse na procura de novos medicamentos ou de
protétipos de novos farmacos a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2000)

Os metabdlitos secundarios sdo substancias de baixo peso molecular, de
estrutura complexa, marcante atividade biologica e, contrariamente aos metabdlitos
primérios, séo encontrados em concentragdes relativamente baixas e somente em
determinados grupos de plantas (ALVES, 2001; POSER e MENTZ, 2004).

Atualmente sao conhecidos 140.000 metabdlitos secundarios que apresentam
diversidade de esqueletos e grupamentos funcionais. De acordo com a estrutura
e/ou origem biogénica, os metabdlitos secundarios podem ser divididos em
diferentes grupos, tais como: esteroéides, alcaldides, flavonéides, terpenos, taninos,
cumarinas, lignanas (PHILLIPSON, 1999; STROHL, 2000; VERPOORTE, 2000).



23

Assim sendo, o reino vegetal representa um forte manancial para a investigacao de
novas moléculas e terapias, considerando que dentre as 250.000 espécies
conhecidas somente uma pequena porcentagem (8 a 12%) foi investigada sob o
ponto de vista quimico e, ainda, uma menor fracdo foi submetida a ensaios de
atividade biologica (WILLIAMSON et al., 1996).

O tratamento com plantas medicinais tornou-se extremamente popular. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 88% da
populacdo faz uso de plantas medicinais como tratamento priméario de diversas
doencas, de forma que 6 a 8% das pessoas as utilizam com a finalidade de tratar
patologias relacionadas com a pele (ERNST, 2000; WHO, 2002). Além disso, 30%
dos produtos provenientes da medicina tradicional sdo utilizados no tratamento de
diferentes condi¢cdes dermatoldgicas (SOSA et al., 2002; CAUWENBERGH, 2002).

Plantas que séo utilizadas tradicionalmente na cicatrizagdo, febre, infecgao,
edema ou doencas reumaticas, sdo indicadores da presenca de compostos com
propriedades anti-inflamatdrias e, assim, devem ser investigados e a sua eficécia
comprovada. A evolucdo no entendimento dos aspectos moleculares da
patofisiologia da inflamacdo favoreceu o estabelecimento de novos sistemas de
testes in vitro para a selecdo de diversas substancias que permitem a identificac&o
de novos compostos anti-inflamatérios (CARVALHO, 2004).

Existem varios ensaios in vitro que sao utilizados para testar a atividade anti-
inflamatoria, porém o procedimento de triagem mais comum é a verificagdo da
inibicdo da COX e/ou da 5-LOX. Extratos ou compostos isolados de varias plantas
utilizadas na medicina tradicional demonstraram promover a inibicdo da COX e/ou 5-
LOX, como a Achillea millefolium, Echinacea angustifdlia, Echinacea purpurea,
Hamamelis virginiana, Juniperus communis, Ledum palustre, Polygonum aviculare,
Sanguinaria canadensis e Tanacetum vulgare (BORCHERS et al., 2000).

Outras plantas revertem o processo inflamatorio por atuarem em outros alvos
como, por exemplo, a Glycyrrhiza glabra que, além de inibir a atividade da COX,
também promove a inibicdo da atividade da enzima PLA2, exibindo uma atividade
comparavel a hidrocortisona. Além disso, a Glycyrrhiza glabra também inibe a
formagdo de ROS pelos neutrofilos no sitio inflamado (OHUCHI e TSURUFUJI,
1982; OKIMASU et al., 1983; AKAMATSU et al., 1991).

Plantas ricas em triterpendides sdo usadas em chas e infusdes desde os

primérdios da humanidade devido aos seus efeitos curativos. As plantas que os
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contém sdo conhecidas tradicionalmente por possuir propriedades anti-inflamatorias
e protetoras do sistema vascular, além de atividades antialérgica, analgésica e
antipirética, que foram comprovadas ao longo da metade do século XX (LOPES,
2007).

Muitas plantas que apresentam atividade anti-inflamatéria ja tiveram os
compostos responsaveis por tal atividade isolados e caracterizados, como por
exemplo, os terpenos presentes na Matricaria recutita (0s monoterpenos a-bisabolol
e azuleno), na Caléndula officinalis (os triterpenos taraxasterol e o lupeol), na Arnica
Montana (a lactona sesquiterpénica helenalina), na Glycyrrhiza glabra (o triterpeno
glicirrizina ou &cido glicirrizico), no Rosmarinus officinalis (os triterpenos acido
ursélico, acido oleandlico e acido micromerico), Salvia officinalis (o triterpeno acido
ursolico), na Cordia verbenaceae (o sesquiterpeno a-humuleno), Equisetum
pyramidale goldn (os triterpenos acido ursélico e acido oleandlico) (OKIMASU et al.,
1983; AKAMATSU et al.,, 1991; CARVALHO et al.,, 1991; BLUMENTHAL, 2003;
ALTINIER et al., 2007; FERNANDES et al., 2007; MATIAS et al., 2009a).

No entanto, grande parte das plantas utilizadas na medicina tradicional ainda
nao foi submetida a estudos que comprovem sua eficacia e seguranca e 0 uso
popular ndo é suficiente para valida-las como medicamentos eficazes e seguros.
Afinal, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro xenobidtico
sintético e a preconizacdo ou autorizacdo oficial do seu uso como medicamento,

devem estar fundamentadas em evidéncias experimentais (SIMOES et al., 2000).

2.7 Género Equisetum

No Brasil as espécies do género Equisetum podem ser encontradas em toda
regido central (Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), onde
ocorrem como uma espécie cujo caule delgado apoia sobre outras plantas, podendo
atingir até 12 m de comprimento (CORREA, 1984).

As diversas espécies de cavalinha, do grande grupo das plantas
Criptogamicas, constituem o que se poderia chamar de verdadeiros fosseis vivos, de
um periodo de 325 milhdes de anos. S&o aproximadamente 15 espécies
catalogadas como tal e diversos hibridos compondo o género Equisetum (VEIT et
al., 1995a).
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As plantas do género Equisetum, especialmente as hibridas, apresentam uma
morfologia extremamente varidvel e a sua identificacdo pode ser particularmente
dificil desta forma a espécies deste género sdo apontadas em geral como cavalinha
(VEIT et al., 1995b).

Séo plantas desprovidas de folhas e flores, constituidas basicamente de um
rizoma alongado que emite talos aéreos de cor verde acinzentada, 0s quais s&o
subdivididos por varios n6s em todo o seu comprimento, e que vao reduzindo seu
didmetro da base para o apice. Esses talos, do ponto de vista visual, séo as partes
mais representativas da planta, e podem emitir muitas ramificacdes a partir de cada
no (VEIT et al., 1995a).

As espécies do género em questdo apresentam como principal constituinte os
flavonoides além dos compostos fendlicos, em especial os derivados do acido
cinamico (acido cafeico, acido ferulico, ésteres de acido cafeico, acido tartarico e
acido clorogénico); acidos dicarboxilicos (acido equisetolico), esterdides;
estirilpironas e acucares livres. A presenca dos flavondides, nas partes aéreas,
justifica o grande potencial terapéutico apresentado pela cavalinha, enquanto que
nas raizes predomina os derivados do acido cindmico e estirilpironas (BECKERT et
al., 1997; HUTZIER et al., 1998; WIEDENFELD; CETTO; AMADOR, 2000; SANTOS
JUNIOR, 2005; MIMICA-DUKIC et al., 2008).

Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades farmacolégicas e bioquimicas
destes acidos tem crescido gradativamente, principalmente pela sua atividade anti-
inflamatoria e anticancerigena, com capacidade de reduzir o risco de doencas como
o cancer (DALLA VECHIA et al., 2009)

Ferreira (2001), em estudo quimico, avaliou o potencial antioxidante da
Equisetum arvense utilizando metanol, hexano e acetato de etila como solventes.
Foi verificado que o extrato obtido apresenta compostos bioativos e também a
presenca de substancias sequestradoras dos radicais hidroxilas e superoxidos
(atividade antioxidante). Embora a E. arvense tenha exibido um interessante perfil
farmacologico, foram isolados apenas dois esterdides (B-sitosterol e estigmasterol)
devido a complexidade dos compostos presentes na planta.

Revilla et al. (2002), constatou o efeito hipoglicemiante do extrato aquoso de
E. myriochaetum Schlecht and Cham (Equisetaceae) em pacientes diagnosticados

com diabetes do tipo Il comec¢ou 90 minutos depois da administracdo da decoccéao.
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Os niveis de insulina ndo mudaram significativamente, o que implica mecanismo de
acao diferente ao do hipoglicemiante glibenclamida.

A E. pyramidale (Figura 1), espécie comum na regido de Mato Grosso do Sul,
porém confundida com a Equisetum gigantum, é utilizada na medicina popular como
remineralizante (POTT, POTT, 2000; OLIGOVISK, 2006). Esta espécie vem sendo
utilizada em trabalhos que visam o cultivo e estudos com modelos experimentais no
processo de cicatrizacdo de feridas de segunda intencdo em ratos normais e
diabéticos (OLIGOVISK, 2006; CORREA, 2007).

Figura 1: Partes aéreas de E. pyramidale

Por outro lado, foi isolado das partes aéreas de E. pyramidale
predominantemente os triterpenos (acido ursdlico e acido oleandlico) e, também, os
acidos fendlicos e esterdides (MATIAS, 2008b). Apesar da presenca de compostos
fendlicos e dos triterpenos acidos o extrato etandlico de E. pyramidale apresentou
baixa atividade antioxidante com ICso= 506,4mg/mL em DPPH (MATIAS et al.,
2009a).

Ensaios realizados com Artemia salina com o extrato etandlico de E.
pyramidale nas concentracfes 500, 250, 125, 65,5, 31,2 mg/L causaram total
mortalidade, estes resultados apontam que este extrato tem acdo citotoxica
(MATIAS et al., 2009a).
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O extrato bruto etandlico das partes aéreas da E. pyramidade foi eficaz frente a
Staphylococcus aureus (MATIAS et al.,, 2008b), esta acdo pode estar relacionada
com os triterpenos e compostos fendlicos que atuam como antimicrobianos (SILVA
et al., 2007).

Corréa (2007), concluiu que o uso da pomada a 20% do extrato etandlico das
partes aéreas de E. pyramidale nas lesbes cutaneas de ratos diabéticos apresentou
resultados promissores no processo de reparacao tecidual em relagdo ao grupo

controle solucéo salina.

2.8. Compostos fendlicos, Esterdides e Triterpenoides com atividade anti-
inflamatéria

2.8.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo formados no metabolismo secundario dos
vegetais e possuem funcdes de defesa contra o ataque de pragas. J& em animais e
humanos tem-se observado que sdo capazes de reagir com radicais livres, formando
radicais estaveis. Esse poder de neutralizacdo das estruturas radicalares dos
compostos fendlicos é devido a sua estrutura quimica formada por pelo menos um
anel aromatico com grupamentos hidroxilas (GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos na adaptacdo a condicbes de
estresse ambiental, seja na defesa contra a radiagdo ultravioleta ou agresséo por
patogenos (FARAH; DONAGELO, 2006).

Os acidos fendlicos sdo compostos hidrobenzoicos e hidrocinamicos, que
contém um anel aromatico com pelo menos um grupo hidroxila e com diferentes
grupos funcionais: aldeidos, alcodis ou &cidos; que podem formar ésteres com 0s
acidos organicos ou unir-se a acucares (GONTHIER et al., 2003; NARDINI et al.,
2006).

Vérios efeitos, benéficos a saude tem sido atribuidos a esta classe de
metabodlitos presentes nos alimentos e em subprodutos, estudos realizados
correlacionam aos mesmos, propriedades antioxidantes, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anticarcinogénica (MUNOZ et al., 2007; ABE 2007), doencas

cardiovasculares e outras doencas (SOARES, 2002).



28

O acido ferdlico (Figura 2) e um polifenol natural pertencente a classe dos
acidos hidrocixindmicos, extraido de grdos de alguns cereais como 0 arroz e a
cevada o qual exerce efeito antioxidante, hipotensivo e anti-inflamatorio de acordo
com alguns estudos publicados na literatura (HIRABAYASHI et al., 1995; UCHIDA et
al.,1996; SUZUKI et al., 2002, BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Além da atividade antioxidante e antiinflamatoria (OU et al., 2003) também é
apontado atividade antimicrobiana, anti-trombose e atividades anticancerosa.
Igualmente protege o organismo a doencas coronarias, abaixa o colesterol e
aumenta a viabilidade do esperma. E usado como a matéria- prima para a produc&o
de vanillina e de preservativos, como um agente anti-ruga protegendo a pele (OU;
KWOK, 2004).

Figura 2. Estrutura quimica do acido ferulico — trans (1) e cis (II)

Segundo Fujita et al. (2008) o &cido ferulico pode exercer também um efeito

benéfico na prevencdo da neuropatia diabética em ratos, efeito esse muito mais

exacerbado quando comparado ao do a-tocoferol. De acordo com 0s autores, iSSO

pode ser possivel em funcdo do efeito exercido pelo mesmo na reducdo do stress
oxidativo gerado por este processo.

De maneira em geral, os compostos antioxidantes sdo substancias que
retardam ou previnem significativamente a oxidagcao de lipidios ou outras moléculas
ao inibirem a iniciacdo ou a propagacao da reacdo de oxidacdo em cadeia, aléem de
prevenirem ou repararem danos ocasionados as células pelas espécies reativas de
oxigénio (MOREIRA et al., 2002; CHANWITHEESUK et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Embora outras caracteristicas também contribuam para a atividade

antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres, esta é, geralmente, determinada
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pelo nimero de hidroxilas presentes na molécula. A hidroxila do acido ferdlico
existente na posicao orto com o grupo metoxila, doador de elétrons, € um fator que
aumenta a estabilidade do radical fenoxil e aumenta a eficiéncia antioxidante do
composto. A presenca de uma segunda hidroxila na posi¢céo orto ou para, também
aumenta a atividade antioxidante (CHEN & HO, 1997). O efeito sequestrante do
radical hidroxil parece estar diretamente relacionado aos grupos hidroxil localizados

na posicdo para no anel aromatico (DEGASPARI et al.,2004).

2.8.2 Esterdides

Os esterdides sdo substancias organicas encontradas na natureza que
apresentam grande importancia médica e terapéutica; como anti-inflamatério e
anticoncepcional. Os esterdides mais comuns sdo o colestrerol, B-sitosterol e o
estigmasterol (Figura 3) (OLIVEIRA; BUENO, 1996).

Figura 3. Estrutura quimica do B-Sitosterol (I) e Stigmasterol (II)

2.8.3 Triterpenos

Os acidos ursolico e oleandlico (Figura 4) sé&o triterpenos pentaciclicos
pertencentes as familias ursano e oleano, respectivamente. Podem ser encontrados

em diversas fontes vegetais na forma livre ou como agliconas de saponinas
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terpénicas e apresentam atividade biol6gica marcante quer em modelos in vivo, in
vitro ou ex vivo (RESENDE et al., 2005).

Nas plantas usualmente ocorrem na forma de ésteres os quais podem ser
ambos soluveis (acumulando-se em vacuolos) ou insolaveis (componentes da
parede celular) (MAAS; GALLETTA, 1991).

Estes acidos triterpénicos foram muito investigados no tocante ao seu amplo
espectro de atividades biologicas, onde se destacam as atividades: antiinflamatoria
(LIU, 1995, MARQUEZ et al; 2005), antineoplésica (TOKUDA et al., 1986; PISHA et
al., 1995), antivirética (PAVLOVA et al., 2003), antimicrobiana (SATTAR et al., 1995),
antiparasitaria (LEITE et al., 2001), hepatoprotetora (SARASWAT et al., 1996), e
outras.

De acordo com Varanda et al. (1992), o extrato hidroalcodlico de folhas de
Jacaranda decurrens contém acido ursdélico, triterpeno com significativa atividade
inibitéria de células cancerigenas humanas (HSU et al., 2004; MA et al., 2005). Além
desse triterpeno, Pereira et al. 2007, isolaram de extrato metandlico de folhas de J.
decurrens o acido oleandlico o qual apresenta significativa atividade antiinflamatoria
(LIU, 1995).

Estes acidos apresentam uma baixa ou nenhuma toxicidade, sendo, inclusive,
utilizados como aditivos em bebidas, alimentos e em cosméticos (LEUNG; FOSTER,
1996). E ampla a abordagem farmacoldgica encontrada na literatura sobre o0s
triterpenos acido ursélico (AU) e acido oleandlico (AO) (Figura 4) (DALLA VECHIA et
al., 2009).

b

Figura 4. Estrutura quimica do acido ursalico (I) e acido oleandlico (lI)
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Estudos comprovam que o0 &cido oleandlico inibe as lipases,
glicerolfosfatodesidrogenases, DNA ligases e Kinases AMPc dependentes;
apresenta  atividade anticolesterolémica, antihepatotoxica, antioxidante,
antiinflamatoria, antifingica, antibidtica e inibe o crescimento de tumores e de
patdgenos orais. O acido oleandlico antagoniza ainda a acéo da interleucina 8/C
INC, age contra a psoriase, protege a pele da acao da luz, reverte a resisténcia da
leucemia P388 a vimblastina e possuem efeito antagonista em choques anafilaticos
(KELECOM et al., 2002).

Marquez et al. (2005), concluiram que o &cido oleandlico inibiu a atividade da
enzima fosfolipase A2; apresentou também inibicdo da producdo de nitritos em
macrofagos murinos RAW267-4, mostrando uma potencial atividade antiinflamatoria.
As mesmas atividades foram apresentadas pela fracdo insaponificavel do éleo do
bagaco da azeitona, na qual esse triterpeno esta presente.

Diaz et al.(2000), em ensaio com éacido oleandlico (60,91Mm), mostrou que
este tem um efeito significativo na sintese da prostaglandina E2 (PGE2), com
porcentagens de inibicdo similares ao da indometacina (IC50= 0,95mM).

Com relacdo ao acido ursolico, esse triterpeno também apresenta varias
atividades biolégicas, por exemplo, uma potente atividade inibitoria contra HIV-1
protease (XU et al., 1996; MA et al., 1999). O efeito antiinflamatorio desse triterpeno
(ID50 = 0,14pumol/cm?) foi duas vezes maior que da indometacina (ID50 = 0,26
umol/cm?), um farmaco nao-esteroidal antiinflamatério que foi utilizado como padr&o
de referéncia (BARICEVIC et al., 2005).

O écido ursodlico mostrou atividade antiinflamatéria e antinociceptiva inibindo o
edema induzido por 1% de carragenina e quando foi avaliado pelo teste acido
aceético e no teste da placa quente (TAPONDJOU et al., 2003).

A atividade antinociceptiva apresentada pelo extrato diclorometanico das
partes aéreas de Leonurus sibiricus L. pode estar relacionada com o acido ursoélico
(GRANDO et al., 2006)

Da mesma forma, a atividade antiinflamatoria dos extratos de Salvia officinalis
L. parece ser devida a presenca, nos extratos, do acido ursdlico que apresentou
essa atividade em pele de ratos (MANEZ et al., 1997).

Também foi avaliado o efeito do acido ursdélico na expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), induzida por forbol-12-miristato-13-acetato, em células

mamarias e epiteliais orais humanas. O tratamento com acido ursélico impediu a
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inducao da ciclooxigenase-2 (COX-2) e a sintese da prostaglandina-E2 induzida por
forbol-12-miristato-13-acetato. Esses dados sao importantes para compreender a
atividade antitumoral e antiinflamatéria do acido ursélico (SUB BARAMAIAH et al.,
2000).

Pelo fato da estrutura do acido ursdlico ser um pouco parecida com a
estrutura da dexametasona (59), um glicocorticéide sintético, foi investigada a
atividade antiproliferativa e antiviral desse triterpeno e da dexametasona em células
humanas de cancer cervical associadas ao papilomavirus (HPV). Foi realizado um
ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio para medir a
atividade antiproliferativa e também caracterizar a apoptose, caracterizada pela
fragmentacdo do DNA e pela andlise por citometria de fluxo. Foi investigada a
proteina relacionada a apoptose usando o método Western Blots (YIM et al., 2006)

Apoés o tratamento in vitro, foi usada a reacdo da transcricdo reversa da
cadeia da polimerase (PCR) para a expressao do gene HPV-E6/E7 e foi observada
a atividade antiviral. O &cido ursdlico suprimiu o crescimento de células de
carcinoma cervical. Em contraste com esses resultados, a dexametasona, néo inibiu
a proliferacdo. Esses resultados sugerem que o acido ursolico pode ser um farmaco
uatil no tratamento da neoplasia cervical associada ao HPV (YIM et al., 2006).

Em contraste com esses resultados, a dexametasona, n&o inibiu a
proliferacdo. Esses resultados sugerem que o acido ursélico pode ser um farmaco
util no tratamento da neoplasia cervical associada ao HPV (YIM et al., 2006).

Diante destes dados, podemos dizer que o processo inflamatério esta
associado com uma alta incidéncia de cancer. O processo inflamatério é geralmente
acompanhado de estresse oxidativo, responsével por gerar mutacfes progressivas
levando ao desenvolvimento tumoral. O AU e outros triterpendides comuns em
plantas sdo muito bem conhecidos por sua atividade antiinflamatoria e, sendo assim,
€ possivel que a atividade antitumoral dos mesmos também esteja relacionada as
suas propriedades antiinflamatérias (DALLA VECHIA et al., 2009).

Estudos comprovados a respeito de triterpenos sintéticos derivados do AO e
AU foram testados quanto a modulacéo dos niveis das enzimas iINOS e COX-2 em
macrofagos de camundongos ativados por citocinas inflamatorias, resultando na
diminuicdo da taxa de transcricdo destas duas enzimas. Estas estdo envolvidas na
inflamacéo, tendo papel importante na resposta dos tecidos ao dano e a agentes

infecciosos. Apesar da atividade fisiolégica destas enzimas serem benéfica ao
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organismo, a excessiva expressao delas implica na patogenia de muitas doencas.
Agentes que possam inibir a expressao ou a atividade destas enzimas geralmente
induzidas por citocinas inflamatorias sdo potenciais agentes antiinflamatérios e
guimiopreventivos (SUH et al., 1998; RANG et al., 2007).

Outros estudos promissores sustentam o potencial antitumoral destes dois
triterpenos e seus derivados, a qual vem sendo comprovada por trabalhos na éarea.
Neste contexto, destacam-se as inibicbes da promocdo tumoral in vivo, do
crescimento tumoral em camundongos com tumores implantados, da ativacdo aguda
do antigeno do virus Epstein-Barr da angiogénese in vitro e a inducdo da
diferenciacao celular (DALLA VECHIA et al., 2009).

Tanto o &cido ursdlico quanto o acido oleandlico possuem atividade
anticancer, mostram efeitos benéficos ha hematopoiese imunocompetente em ratos
e diminuem os danos indesejaveis do tecido hematopoético apds a radioterapia
(HSU et al., 1997).

O acido ursdlico apresenta efeito inibitério da proliferacéo da célula do tumor
com a apreensdo da célula—ciclo, e esse efeito € maior que aquele apresentado pelo
acido oleandlico (LI et al., 2002). A atividade antiproliferativa observada nos extratos
brutos de Galianthe brasiliensis pode estar relacionada ao acido ursélico (MOURA et
al., 2006)

A atividade citotdxica do acido oleandlico e do acido ursdlico foi investigada
frente as células de carcinoma nasofaringeo HONE-1, carcinoma epiderméide oral
KB, e carcinoma colorretal HT29. Ambos os triterpenos apresentaram atividade
citotoxica significativa contra essas células com IC50 entre 4,0-9,4uM (CHIANG et
al., 2005). Esses triterpenos também apresentaram citotoxicidade in vitro contra as
linhagens A549 (células de céancer pulmonar), SK-OV-3 (ovério), SK-MEL-2
(melanoma), XF498 (sistema nervoso central) e HCT-15 (célon) (KIM et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato etandlico bruto e da pomada a
base de Equisetum pyramidale Goldn em lesdes cutaneas induzidas em ratos nao-
diabéticos e diabéticos, bem como investigar os possiveis mecanismos envolvidos

na agao antiinflamatdria dessa planta no processo de reparacdo tecidual.

3.2 Especificos

e Avaliar os parametros de inflamacdo (infitrado inflamatério, necrose e

hiperemia) através da analise histologica das lesGes cutaneas.

e Avaliar histologicamente o parametro da reepitelizagdo no processo da

reparacao tecidual.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostra

A amostra foi composta por 48 ratos machos adultos (Rattus norvergicus
albinus), linhagem WISTAR, com peso corpéreo variando entre 250 a 300 gramas,
procedentes do Biotério Central do Campus da Unidade Agréarias da Universidade
Anhanguera - Uniderp, Campo Grande-MS.

Os animais foram mantidos em condicfes de temperatura e luminosidade
natural com acesso a ragcdo granulada especifica para roedores e 4gua a vontade
durante o experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS em reunido de 22 de Junho de 2007,
com protocolo n°. 162/2007.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos distintos: (Grupo 1
e Grupo 2). Sendo 24 animais néo diabéticos (Grupo 1) e 24 animais diabéticos
(Grupo 2). Os grupos foram ainda subdivididos em 4 em funcdo do tratamento nos
periodos de observacdo (3, 7 e 14 dias), com 2 animais em cada subgrupo,

conforme ilustrado no quadro 1.

Quadro 1 - Diviséo dos periodos, grupos e subgrupos de tratamento.

Periodo  Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Total
1 1 1 1 2 2 2 2
Pomada Extrato Veiculo S/Trat. Pomada Extrato Veiculo S/Trat.

3 dias N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 16

7 dias N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 16

14 dias N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 16

48

(o]
»
»
»
(e2]
»
(«2]

Total 6

4.3 Tratamentos:
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e Pomada: foi administrado nas lesdes 0,1g de pomada a base de E.
pyramidale, sendo considerado subgrupo experimental.

e Extrato: foi administrado nas lesdes 0,1g de extrato etandlico bruto de E.
pyramidale, sendo considerado subgrupo experimental.

e Veiculo: foi administrado nas les6es 0,1g de veiculo (lanolina/vaselina),
sendo considerado subgrupo controle.

e Sem tratamento: as lesées ndo receberam tratamento.

4.4. Material Botanico

O material botanico utilizado neste trabalho foi cultivado na Horta de Plantas
Medicinais e cedido pela Profé. Ms. Rosemary Matias Coelho do Campus da

Unidade Agrarias da Universidade Anhanguera - Uniderp, Campo Grande-MS.

4.4.1. Preparo do extrato etanolico bruto e a pomada

As partes aéreas apoés limpeza e secagem em estufa circuladora de ar (40
°C), foram pesadas, trituradas e submetidas a extracdo com etanol (99,5%) em
banho de ultrasson (UNIDQUE®, 1450) seguido de maceracdo por 24 horas. Este
procedimento foi utilizado até esgotamento do material (15 dias). A remocédo do
solvente ocorreu sob vacuo em evaporador rotativo, obtendo-se, o rendimento de
20% do peso (500g).

Este extrato foi codificado como extrato bruto etandlico (Extgon). Parte do
Exteiron foi incorporada no veiculo (vaselina/lanolina na propor¢céo 1:1), para

confeccdo da Pomada a base de Extgion 20%, codificada como Pgion.

4.5 Inducéo ao Diabetes Aloxanico

O experimento foi realizado no Laboratério de Toxicologia e Plantas
Medicinais da Universidade Anhanguera-Uniderp, Campo Grande-MS.

Da amostra inicial de 48 animais foram retirados 24 animais para compor o
Grupo 1 (ratos nao diabéticos), os 24 ratos que sobraram ficaram em jejum prévio

por 24 horas, pois nestas condicdes tornavam-se mais susceptiveis ao diabetes.
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Os animais foram anestesiados com injec&o intraperitoneal de solucdo da
associacéao de Cloridrato de Xilazina 2% e Cloridrato de Cetamina 10%, sendo que
para 100 gramas de peso corporal, foi utilizado 0,2 mL de anestésico.

ApOs anestesia 0s animais foram contidos em decubito dorsal, onde
receberam injecao intravenosa (veia dorsal do pénis) de Aloxana (2, 4, 5, 6, -
Tetraoxypyrimidina; 5 - 6 — Diioxyuracila) — (SIGMA) preparada no momento da
utilizacdo (Figura 5 A e B). Seis horas ap6s a inducdo, os animais foram tratados
com solucédo de glicose (10%), para evitar convulsfes e morte, comuns na fase
hipoglicémica. Ap6s 24 horas, foi retirada a glicose da &gua. Para constatar a
diabetes, realizou-se a primeira leitura da glicemia, retirando-se uma gota de sangue
da veia da cauda colocando sobre fitas reagentes da marca ADVANTAGE Il e a
leitura foi processada em um aparelho GLUCOMETER. Os animais que
apresentaram valores superiores a 250mg/dL de sangue foram separados e

identificados para dar andamento aos grupos experimentais (Figura 5 C).

M‘(‘lu-(‘o e

dvantage

Figura 5— (A e B) Indugdo de diabetes, através de injecdo intravenosa de aloxana (veia dorsal do pénis). C) Controle da

glicemia sanguinea através do Glucometer.
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4.6 Realizacao das feridas cutaneas

Os animais foram anestesiados por injecado intraperitoneal de solucdo da
associacdo de Cloridrato de Xilazina 2% e Cloridrato de Cetamina 10%, na
proporcéo 1:2, em doses de 0,10-0,15 ml/100g de peso corporal.

Apo6s o procedimento anestésico, foi realizada a tricotomia da regido dorsal
superior, utilizando lamina de barbear. Para a demarcacdo da é&rea da lesdo foi
utilizado o paquimetro, confirmado o didmetro de um retangulo de 2,0 x 1,0cm, o
local da incisdo foi marcado com caneta especifica. A pele demarcada foi incisada
com auxilio de bisturi de lamina 19, o tecido foi pincado e retirado com pin¢a dente
de rato. As lesdes foram tratadas conforme os grupos, durante os periodos
estabelecidos (Figura 6). Ap6s os tratamentos, os animais foram recolocados em
gaiolas limpas, sendo um em cada uma, com agua e racao apropriada, a vontade.
No dia final dos periodos estabelecidos, foram identificados, e, posteriormente
submetidos a eutanasia com injecao intraperitoneal letal da associacdo de solugéo
injetavel de Cloridrato de Xilazina 2% e Cloridrato de Cetamina. Apos terem sido
cuidadosamente retirado tecido subcutaneo, as pecas foram imersas em frascos de
vidros herméticos, com paraformoldeido a 4% e encaminhadas para processamento

do material histologico.

Figura 6- A) Tricotomia e area demarcada; B) Execucdo da ferida com auxilio de bisturi N° 19; C) Retirada do tecido; D)

Tratamento das lesbes
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4 .7 Procedimentos Histoldgicos

Os seguimentos destinados a histologia foram identificados e fixados em
solucdo de paraformoldeido 4% por um periodo minimo de 24 horas. Apés este
periodo, foram processadas, desidratadas em alcool etilico e incluidas em parafina,
submetidas a cortes de 5um de espessura, corados pela técnica de rotina
Hematoxilina-Eosina (HE).

As imagens de cada campo foram obtidas a partir do microscopio de luz
Axiolab(Carl Zeiss, objetiva 10x) acoplado a uma camera para captura de imagem
conectada ao micro computador enviadas ao programa especifico de
Processamento e Andlise de Imagem (IMAGELAB), do Laboratério de Pesquisa de
Toxicologia e Plantas Medicinais da UNIDERP/MS. Em seguida foi realizada a leitura
das laminas, observando-se dez campos, quatro campos préoximos a regiao de
transicdo ferida/pele normal, seis campos centrais, em sentido horizontal (Iamina
corrida).

Contou-se a intensidade do infiltrado inflamatoério, extensdo de areas de
necrose e hiperemia, estabelecendo a classificacdo (0) ausente= auséncia de
infiltrado inflamatério/necrose; (1) discreto=escasso numero de células inflamatorias/
pequena area de necrose e hiperemia; (2) moderado=grande namero de células
inflamatérias/ moderada area de necrose e hiperemia; (3) intenso= excessivo
namero de células inflamatoérias/ extensa area de necrose e hiperemia, para
guantificar o processo de reepitelizacao, foi utilizado o mesmo critério. Considerou-
se discreto quando a presenca de determinado item ocupou até 25% da lamina,

moderado de 25% a 50% e intenso acima de 50%.

4.8 Analise Estatistica

As medidas das variaveis foram expressas em média + desvio padrdo. A
magnitude de variacdo entre as variaveis e grupos estudados foi realizada através
do teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, com pos-teste de Student-Newmans-Keuls.

O nivel de decisao estabelecido foi p<0,05.
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5. RESULTADOS

As alteracdes histologicas foram representadas por reacdo inflamatéria
predominantemente neutrofilica, areas de necrose, hiperemia, que variaram de
grupo a grupo, em intensidades diferentes, o que induziu uma analise mais acurada.
A graduacdo da intensidade inflamatoria, as zonas de necrose/hiperemia e
reepitelizacdo obedeceram aos critérios estabelecidos anteriormente na
metodologia.

5.1. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria na reparacéo tecidual

5.1.1 Periodo 3° DPO

a) Subgrupo Experimental Pomada (GIP) e (GlIP): Observa-se area da ferida,
encoberta por crosta e moderado quantidade de material necrotico, que serve como
protecdo para o incipiente tecido de granulacdo. Infiltrado inflamatério moderado,
sendo este menor que no Gll, com predominio de linfocitos e neutréfilos. Ambos
apresentaram auséncia de vasos sanguineos (angiogénese), epitélio ou anexos da
pele (Figura 7).

b) Subgrupo Experimental Extrato Etandlico (GIExt) e (GIIExt): Observa-se area
da ferida, com presenca de crosta, tecido necrético discreto, infiltrado inflamatdrio
moderado com presenca de linfécitos e neutréfilos e presenca de fibroblastos no
tecido conjuntivo, ndo ha evidéncias de vasos sanguineos (angiogénese), epitélio
ou anexos da pele, para ambos os grupos (Figura 7).

c) Subgrupo Veiculo (Controle Positivo) (GIV) e (GlIV): Observa-se presenca
intensa de crosta, formada por tecido necrético superficial rico em fibrina, intensa
reacao inflamatéria aguda, caracterizada pelo predominio de linfécitos e neutrdfilos.
Auséncia de epitélio e anexos da pele (Figura 8).

d) Subgrupo Sem tratamento (Controle Negativo) (GIS/T) e (GIIS/T): Observa-se
area da ferida extremamente ampla coberta por uma crosta espessa com tecido
necrético em maior quantidade que nos demais subgrupos. Infiltrado inflamatério
considerado intenso as células inflamatorias predominantes s&o os linfécitos, nao
havendo diferenca entre o grupo correspondente. O GIl apresentou crosta com
exsudato purulento fétido. O aparecimento de tecido de granulacdo foi semelhante
aos subgrupos experimentais, com a presenca moderada de fibroblastos e auséncia

de epitélio e de vasos sanguineos (Figura 8).
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Figura 7— Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas no 3° DPO 12 coluna (grupo ndo dlabetlco) e 22 coluna (grupo

diabético) GIP e GIIP- Visualisa-se inflamacédo aguda moderada. GIEXT e GIIEXT- Visualisa-se inflamagdo aguda moderada.
HE- 100X.
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Figura 8- Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna G| ndo-diabético) e (22 coluna Gl diabético)

no 3° DPO. GIC e GIIC. Nota-se inflamagéo aguda com intenso infiltrado inflamatério neutrofilico e espessa crosta fibrino-

leucocitaria. GIS/T e GIIS/T. Observa-se nas setas camada com células mononucleares e células polimorfonucleares. HE-

100X.
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5.1.2 Periodo 7° DPO

a) Subgrupo Experimental Pomada (GIP) e (GlIP): Observa-se a area da ferida
com presenca de crosta reduzida, sendo menor para o Gll, infiltrado inflamatorio
moderado, formacdo do tecido de granulacdo foi marcada por intensa proliferacao
de fibroblastos e a presenca de grande quantidade de capilares neoformados,
presenca de pequenos feixes de fibras colagenas. Tecido epitelial moderado, em

fase inicial (Figura 9).

b) Subgrupo Experimental Extrato Etandlico (GIExt) e (GlIExt): Observa-se
reacdo inflamatéria moderada, o infiltrado inflamatério caracterizou-se pelo
predominio de linfécitos e presenca de neutrdéfilos, auséncia de crosta, inflamacéao
foi considerada moderada. A formacao de tecido de granulagdo também apresentou
intensa proliferacdo de fibroblastos e a presenca de capilares neoformados, melhor

organizacao das fibras colagenas (Figura 9).

¢) Subgrupo Veiculo (Controle Positivo)(GIC) e (GIIC): A crosta ainda encontra-se
presente, observando-se, grande quantidade de tecido necrotico, tecido de
granulacdo com predominancia de grande quantidade de neutrdfilos, presenca de
fibroblastos e vasos sanguineos, sendo 0s vasos presentes em menor quantidade
gue nos grupos experimentais. A fibroplasia foi mais moderada, teve-se o inicio da
sintese de colageno. O tecido conjuntivo mostrou-se pouco denso, frouxo e

depositado aleatoriamente (Figura 10).

d) Subgrupo Sem tratamento (Controle Negativo) (GIS/T) e (GIS/T): Houve
presenca de crosta somente no Gl, e a reacao inflamatoéria foi considerada intensa,
com predominio de neutrdfilos, presenca de areas necroticas e hiperémicas. Observa-
se ainda a presenca de fibroblastos e vasos neoformado, sendo presente em maior

guantidade no GIl. Auséncia de tecido epitelial em ambos os grupos (Figura 10).
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Figura 9—Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl ndo-diabético) e (22 coluna GlI diabético)

no 7° DPO. GIP e GIIP, GIS/T e GIIS/T. Visualiza inflamacao moderada, intensa fibroplasia e neovascularizagéo. HE - 100X.

Figura 10-Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl nédo-diabético) e (22 coluna Gl diabético)
no 7° DPO. GIC e GIIC, GIS/T e GIIS/T. Visualiza intensa inflamac&o linfocitica, fibroplasia moderada e neovascularizagdo. HE -
100X.
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5.1.3 Periodo 14° DPO

a) Subgrupo Experimental Pomada (GIP) e (GIIP): Nos animais do grupo Gl e GlI,
houve diminuicdo do processo de inflamacdo. Presenca de grande quantidade de
fibroblastos e finos feixes fibras colagenas, presenca discreta de vasos sanguineos
(Figura 11).

b) Subgrupo Experimental Extrato Etandlico (GIExt) e (GlIExt): Nos animais do
Gl e GllI, houve discreto infiltrado inflamatério, comparando com os animais do
subgrupo pomada, com grande quantidade de fibroblastos e fibras colagenas
dispostos irregularmente, presenca de vasos sanguineos em menor quantidade
(Figura 11).

c) Subgrupo Veiculo (Controle Positivo) (GIC) e (GIIC): Observou-se, ferida com
presenca de infiltrado inflamatorio com presenca de muitas células. No Gl a formacé&o
do tecido de granulagcdo encontrou-se atrasada em relagcdo ao Gll, a presenca de

vasos sanguineos foi presente em ambos os grupos (Figura 12).

d) Subgrupo Sem tratamento (Controle Negativo) (GIS/T) e (GIIS/T): Observa-se
infiltrado inflamatdrio com intensa presenca de células, grande quantidade de vasos
sanguineos nos animais GIl, quando comparados ao GIl. Estes subgrupos
apresentaram processo de reparacdo lento quando comparados aos demais

subgrupos testados (Figura 12).
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Figura 11- Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl ndo-diabético) e (22 coluna Gl diabético)
no 14° DPO. GIP e GIIP, GIEXT e GIIEXT. Visualiza discreto nmero de células inflamatérias. HE - 400X.

no 14° DPO. (C) controle; (S/T) sem tratamento. Visualiza intensa neovascularizagdo, maior numero de células inflamatérias. HE
- 400X.
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5.2 Avaliacdo dos aspectos histopatologicos através de andlise estatistica
5.2.1 Periodo 3° DPO

A tabela 1 resume o0s resultados obtidos na analise dos parametros
inflamatorios, observa-se que os Grupos | e Grupo Il, ndo apresentaram diferenca
significativa, nos aspectos histopatoldgicos dos subgrupos pomada, extrato etandélico
e controle (veiculo), (p>0.05). Logo, comparando o Grupo | e Il, quanto ao aspecto
hiperemia, pode-se afirmar que no primeiro, o valor e significativamente maior que
no Grupo Il, obtendo p= 0.0167 e p=0.0001, respectivamente (Figura 13).

Tabela 1-Resultados da avaliagdo dos parametros inflamatérios entre os grupos
normais e diabéticos, no 3° dia de pds-operatorio. Valores expressos em médias e
desvio padréo.

Aspectos histopatologicos Subgrupos Grupol Grupo2 Valor p
Infiltrado Inflamatorio P 2.0+13 1.6+1.2 0.2793 ns
Ext. 2.0£15 1.6x1.2 0.3104 ns
C 2021 19+1.3 0.6359 ns
S/Trat 2.9+238 3.0£21 0.7049 ns
Necrose P 1.8+1.6 1.4+1.3 0.5075 ns
Ext. 1.0+ 0.9 1.0+1.1 0.3980 ns
C 2.1+ 2.0 14+1.3 0.3302 ns
S/Trat 3.0+x14 24+2.0 0.1441 ns
Hiperemia P 1.6x1.2 1.4+1.0 0.6456 ns
Ext. 1.6+ 1.0 15+1.1 0.6949 ns
C 3.0£1.9 1.6+£1.0 0.0167 el
S/Trat 3.2+15 0.5+ 1.1 0.0001 *rk

P=Pomada. Ext.=Extrato Etanolico Bruto. C=Controle (Veiculo). S/Trat.= sem tratamento. p<0,05(***)

Parametros Inflamatérios

32 DPO
6.0 e
Fkk
5.0
4.0
3.0 mGrupo 1
Grupo 2
2.0 w ]
1.0 l
0.0-
P‘EXT‘C‘SIT P‘EXT‘C‘S/T P‘EXT‘C‘S/T
Infiltrado Inflamatério Necrose Hiperemia \

Figura 13— Grafico com a comparagao dos grupos nos parametros Inflamatorios: Infiltrado Inflamatorio, Necrose e Hiperemia,

no 3° dia de pés-operatorio.
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5.2.2 Periodo 7° DPO

Na analise do 7° DPO, com base nos resultados obtidos foi possivel constatar
gue neste periodo somente 0s subgrupos controle e sem tratamento apresentaram
diferencas significativas nas variaveis: necrose e hiperemia (p<0.05), entre os
grupos nao-diabéticos e diabéticos (Tabela 2 — Figura 14).

Tabela 2—-Resultados da avaliacdo dos parametros inflamatérios entre os grupos
normais e diabéticos, no 7° dia de pés-operatorio. Valores expressos em médias e
desvio padréo.

Aspectos histopatoldgicos Subgrupos Grupol Grupo?2 Valor p
Infiltrado Inflamatério P 2,0+1,3 1,1+0,9 0.0305 ns
Ext. 2,0£1,7 1,6£1,7 0.3577 ns
C 2,2+2,1 1,741,1 0.5979 ns
S/Trat 2,517 2,614 0.7764 ns
Necrose P 1,0+1,1 0,9+0,9 0.8392 ns
Ext. 1,6+1,1 1,241,0 0.1988 ns
C 2,2+1,8 1,1+1.4 0.0398 il
S/Trat 2,4+1,8 1,741 .4 0.2448 ns
Hiperemia P 1,3+1,4 1,1+1,4 0.6073 ns
Ext. 0,8+1,3 0,4+0,7 0.4819 ns
C 1,0£1,4 0,6+0,8 0.6652 ns
S/Trat 2,928 0,5+0,8 0.0022 ekl

P=Pomada. Ext.=Extrato Etanolico Bruto. C=Controle(Veiculo). S/Trat.= sem tratamento. p<0,05(***)

6.0 - Parametros Inflamatérios sk
72 DPO -
5.0 -
*kk
4.0 -
3.0
mGrupo 1
Grupo 2
2.0 - w w P
0.0 +
P‘EXT‘C‘S/T P‘EXT‘C‘SIT P‘EXT C‘S/T
Infiltrado Inflamatério Necrose Hiperemia

Figura 14 — Gréafico com a comparacao entre 0s grupos nos parametros inflamatérios: Infiltrado Inflamatério, Necrose e

Hiperemia, no 7° dia de p6s-operatorio.
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5.2.3 Periodo 14° DPO

No 14° DPO, de acordo com os resultados estatisticos, foi constatada entre os
grupos diferenca significativa na variavel necrose para o subgrupo controle e para o
subgrupo sem tratamento na variavel hiperemia. Nos demais subgrupos testados
nao houve diferenca quando foi aplicada a analise estatistica (Tabela 3 — Figura 15).

Tabela 3- Resultados da avaliagdo dos parametros inflamatérios entre os grupos
normais e diabéticos, no 14° dia de pos-operatério. Valores expressos em médias e
desvio padréo.

Aspectos histopatologicos Subgrupos Grupol Grupo?2 Valor p
Infiltrado Inflamatorio P 1,0£1,6 0,7+1,0 0.8498 ns
Ext. 1,0+1,3 0,6+0,9 0.4017 ns
C 2,0£1,9 1,8+2,0 0.8287 ns
S/Trat 2,425 2,0+2,3 0.4249 ns
Necrose P 1,4+1,8 0,540,9 0.7150 ns
Ext. 1,0+1,2 0,7+1,1 0.4570 ns
C 1,924 0,3+0,6 0.0439 ok
S/Trat 2,3+2,0 2,3+2,0 1.0000 ns
Hiperemia P 0,8+0,9 0,5+0,7 0.3302 ns
Ext. 0,5+0,6 0,4+0,6 0.7972 ns
C 1,0+1,2 0,6+0,8 0.3793 ns
S/Trat 2,0£1,5 0,6+0,7 0.0019 il

P=Pomada. Ext.=Extrato Etanolico Bruto. C=Controle(Veiculo). S/Trat.= sem tratamento. p<0,05(***)

Parametros Inflamatdrios

142DPO
6.0
5.07 Fkk
4.0 -
3.0
B Grupo 1

20 - l a Grupo 2
o gl [[1 T;T[T
0.0

P EXT C‘S/T P‘EXT‘C‘S/T P‘EXT‘C‘S/T

Infiltrado Inflamatério Necrose Hiperemia

Figura 15— Gréafico com a comparagdo entre 0s grupos nos parametros inflamatoérios: Infiltrado Inflamatério, Necrose e

Hiperemia, no 14° dia de pds-operatorio.



5.3. Avaliacéo do processo de Reepitelizacao

5.3.1 Periodo de avaliacdo 3, 7 e 14 dias

A tabela 4 demonstra os
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resultados das meédias do processo de

reepitelizacdo, observa-se no 3° DPO, auséncia de reepitelizacdo, e ao 7° DPO, nao

houve diferencas significativas entre os grupos. Porém ao 14° DPO o0s grupos

apresentaram diferenca significativa para o subgrupo controle, sendo o Gl com

maior reepitelizacdo do que o Gll (p<0.05).

Tabela 4- Resultados da avaliacdo do processo de reepitelizagcdo entre os grupos
normais e diabéticos. Valores expressos em médias e desvio padrao.

Periodo Subgrupos Grupol Grupo?2 Valor p
P 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0
3D Ext. 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0
C 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0
S/Trat 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0
P 2.4+2.7 2.6+2.2 0.5338 ns
7D Ext. 1.6+1.1 2.4+2.0 0.2559 ns
C 1.1+1.4 1.0+1.5 0.5700 ns
S/Trat 0.0+0.0 0.5+1.2 0.1762 ns
P 3.0+2.2 3.0+1.8 0.8711 ns
14D Ext. 1.0+1.2 2.2+2.0 0.6949 ns
C 2.0t1.5 0.6+0.7 0.0017
S/Trat 0.9+1.6 0.9+1.4 0.8498 ns

P=Pomada. Ext.=Extrato Etanolico Bruto. C=Controle(Veiculo). S/Trat.= sem tratamento. p<0,05(***)

6.0

5.0 1

4.0 -

3.0 4

2.0 -

1.0 -

Reepitelizagao

**k %

m Nao-Diabético
Diabético

0.0

P ‘EXT c ‘S/T

3 DIAS

1.

14 DIAS

Figura 16— Grafico com a comparagéo entre 0s grupos nos parametros inflamatérios: Infiltrado Inflamatério, Necrose e

Hiperemia, no 14° dia de pds-operatorio.
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Na avaliacdo microscopica, houve auséncia de reepitelizacdo em todos os
espécimes dos subgrupos testados no 3° DPO. No 7° DPO, observou-se inicio de
reepitelizacdo, onde a proliferacdo epitelial, apesar de ainda encontrar-se incipiente,
foi mais evidente nas feridas dos subgrupos experimentais (pomada e 0 extrato
etandlico bruto). No 14° DPO, o processo de reepitelizacdo foi mais evidente nos
subgrupos experimentais, com camada dérmica e epidérmica. No subgrupo controle
a cicatrizacdo foi completa, porém em um animal do Grupo Il apresentou esse
processo mais lento. Adicionalmente, foi constatada uma maior queratinizagdo nas
feridas do subgrupo experimentais, o que evidencia uma evolugdo mais acelerada
da cicatrizagcdo e recuperacéo funcional nestes dois tratamentos. Nos animais do
subgrupo sem tratamento a proliferacao epitelial foi mais lenta, principalmente os

animais do grupo diabético (Figuras 17 a 20).

Figura 17- - Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl normal) e (22 coluna GllI diabético) no
7° DPO. (P), pomada; (Ext.) extrato etandlico. Nas setas observam-se epitélio em formacéo inicial: Derme (D) tecido conjuntivo
mais organizado e Epiderme (Ep), camada fina de queratinizagé@o superficial(Q). HE- 400x.
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Figura 18- Fotomicrografia de cortes histolégicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl normal) e (22 coluna GlI diabético) no 7°

DPO. GIC e GIIC. Observa-se processo de reepitelizagéo atrasado, GIS/T e GIIS/T ndo completou a reepiteliza¢éo. HE.400X.
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Figura 19- Fotomicrografia de cortes histologicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl normal) e (22 coluna GlI diabético) no 14°
DPO. (P), pomada; (Ext.) extrato etandlico. Observa-se processo de reepitelizacdo completo, camadas bem diferenciadas e
queratizagdo. HE — 100X.
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Figura 20- Fotomicrografia de cortes histologicos das feridas dos grupos (12 coluna Gl normal) e (22 coluna Gll diabético) no 14°
DPO. GIC eGIIC. Observa-se processo de reepitelizagéo lento. GI(S/T e GIIS/T ndo completou reepitelizagdo. HE — 100X.
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6. DISCUSSAO

Vérios estudos com algumas espécies do género Equisetum tém
demonstrado que algumas destas espécies apresentam atividade antiinflamatoéria e
antioxidante (FERREIRA, 2001). O género Equisetum produz os metabdlitos tipicos
da familia Equisetaceae, como: compostos fendlicos (acido ferdlico), esterdides, e
triterpenos (acido ursdlico e acido oleandlico), com varias atividades bioldgicas ja
descritas, tal como atividade fungistatica (LEITE et al.,, 2001), atividade citotoxica
(LEUNG;FOSTER, 2004), atividade antiinflamatéria, analgésica e antipirética
(LOPES, 2007).

No entanto, nenhum estudo avaliou o potencial anti-inflamatério dos
compostos encontrados em nenhuma espécie desse género, incluindo a E.
pyramidale que ja foi investigada no tratamento de lesdes cutaneas limpas de ratos
normais e diabéticos (OLIGOVISK, 2006; CORREA, 2007). Assim, a investigacédo da
atividade anti-inflamatodria da E. pyramidale se faz necesséria para comprovacao da
eficacia desta espécie nas doencas inflamatérias cutédneas, considerando que o0 uso
tradicional néo é suficiente para validar eticamente nenhuma planta medicinal como
um medicamento eficaz e seguro (LAPA et al., 2004).

Além disso, a interacdo dos estudos quimico/farmacoldgicos realizados em
laboratérios com as informacGes provenientes da abordagem etnofarmacoldgica
junto a comunidade que faz uso da flora medicinal, resulta numa estratégia bastante
atil, na investigacdo de novos farmacos a partir de plantas medicinais. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade anti-inflamatéria da E.
pyramidale em processos inflamatorios agudos, utilizando para tal diferentes grupos
de tratamentos.

As lesBes cutaneas induzidas no presente trabalho apresentam acao tépica e
induzem uma inflamacdo local como resultado da producdo de mediadores pro-
inflamatdrios que promovem a vasodilatagdo, infiltragdo de células PMN e
extravasamento de plasma, conduzindo assim a instalacdo dos sinais classicos da
inflamac&o (DE BERNARDIS et al., 1994; FURSTENBERGER et al.,1994).

Assim, os modelos de lesdes cutaneas permitem identificar compostos com
atividade anti-inflamatoéria que possam ser potencialmente Gteis no tratamento de

doencas inflamatérias que acometem a pele, pois promovem condicbes que se
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assemelham com alguns tipos de dermatites observadas em humanos (CARLSON
et al., 1985; BOUCLIER et al.,1990; VANE, 2000).

Essas lesbes consistem num modelo util para a triagem da atividade anti-
inflamatoria de compostos que atuam na fase aguda da inflamac¢&o, bem como em
processos inflamatorios hiperproliferativos (GARROS, 2006). A aplicacao tépica da
pomada, extrato vaselina/lanolina induziu uma resposta inflamatéria cutanea
caracterizada por vasodilatacdo e formacéo de eritema ja no terceiro dia, seguido do
aumento da espessura da crosta como resultado do extravasamento celular que
atinge um pico maximo no 5-6 dias e tende a diminuir, nos préoximos dias. A
aderéncia dos leucécitos PMN na parede dos vasos e a degranulagcao de mastocitos
€ verificada entre a 4° e 6° dias. No entanto, a infiltragcdo méxima de leucécitos
polimorfonucleares no tecido € atingida somente 72 horas apés a aplicacdo tépica
dos tratamentos.

O mecanismo pelo qual os triterpenos exercem seus efeitos no processo de
inflamacédo é decorrente da ativacdo da PKC, bem como da ativacdo seqliencial da
via da MAP quinase, fosfolipase A2, ativagao do AA, inducdo da expressao da COX-
2 e translocacdo/ativacdo da LOX, que por sua vez culmina na sintese e liberacdo
de diversos mediadores pro-inflamatorios responsaveis pela formacdo de edema,
migracdo de leucdcitos para a derme e hiperproliferacdo celular, sendo estas as
caracteristicas da resposta inflamatéria induzida pela aplicacdo tdpica da planta
(MURAKAWA et al., 2006). Assim, compostos capazes de inibir a cascata do AA se
mostram ativos anti-inflamatorios, como efetivamente demonstrado pelos corticoides,
inibidores da PLA2 e inibidores da COX e/ou LOX (GARROS, 2006).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as provaveis atividades anti-
inflamatdrias da Equisetum pyramidale uma vez que os triterpenos encontrados na
composicdo quimica apresentaram ambas as atividades(anti-inflamatérias). Para
isso, utilizamos modelos classicos de avaliagdo farmacolégica envolvendo atividades
antiinflamatérias e antioxidantes. A evolucdo no entendimento dos aspectos
moleculares da patofisiologia da inflamacé&o favoreceu o estabelecimento de novos
sistemas de testes in vitro para a selegdo de diversas substancias que permitem a
identificag@o de novos compostos anti-inflamatorios (CARVALHO, 2004).

Existem varios ensaios in vitro que sao utilizados para testar a atividade anti-
inflamatéria, porém o procedimento de triagem mais comum € a verificacdo da

inibicdo da COX e/ou da 5-LOX, extratos ou compostos isolados de varias plantas
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utilizadas na medicina tradicional demonstraram promover a inibicdo COX e/ou 5-
LOX (BORCHERS et al.,2000).

Nas observagbes macroscopicas, verificou-se que o aumento de volume da
area central e o aspecto irregular das feridas dos animais dos grupos a partir do 7°
dia, foi devido a presenca de crosta fibrino leucocitaria, coincidindo com as
observacdes feitas por (COTRAN, 2000), uma ferida ao sofrer agressdes € isolada
do meio ambiente apos ser preenchida por coagulos, fibrinas e exsudato, formando
uma crosta (EURIDES et al., 1998).

Na avaliagdo microscopica foi possivel constatar que os subgrupos pomada e
extrato etandlico, apresentaram a fase inflamatéria da cicatrizagdo moderada que
prevaleceu no 3° e 7° DPO, sendo caracterizada pela predominancia de neutrdfilos e
uma menor quantidade de linfocitos. Neste periodo, de forma geral, as feridas dos
subgrupos experimentais apresentaram uma inflamacdo mais moderada e um
melhor aspecto macroscopico com menor formacdo de crostas e auséncia de
exsudacdo, até o 14° DPO, gquando comparado aos subgrupos controle e sem
tratamento, que apresentaram maior quantidade de células mononucleares.

A Equisetum pyramidale apresentou atividade anti-inflamatéria nas lesdes e
migracdo celular. Deste modo, sugere-se que a acdo anti-inflamatéria dos
compostos acidos ursélicos e oleandlicos possa ocorrer através de uma interferéncia
na sintese e/ou liberacdo das cininas, prostaglandinas, histamina e serotonina, ou
por agir sobre esses receptores envolvidos na resposta inflamatoria.

O efeito anti-inflamatério foi caracterizado também pela inibicdo da
exsudacdo. Estes resultados estdo de acordo com os estudos previamente
realizados por Goulart et al. (2007), onde demonstraram que as raizes, folhas e
inflorescéncias da Solidago chilensis possuem propriedades antiinflamatérias
inibindo os leucdcitos e a exsudacdo no modelo da pleurisia induzida por diferentes
agentes flogisticos.

Uma vez que foi observada uma diminuicdo significativa na migracédo de
neutréfilos, é importante comentar sobre as moléculas de adesdo que sao as
responsaveis pela quimiotaxia destas células na resposta inflamatéria. Estas
moléculas sdo responsaveis pelo rolamento, adeséo e transmigragao dos leucocitos
(SEELY et al.,, 2003; RUTH et al., 2005; HIETBRINK et al., 2006). Os neutrdfilos
ativados presentes no foco inflamatério contribuem significativamente na liberacéo
de radicais livres, enzimas proteoliticas (BRADLEY et al., 1982; ARNHOLD, 2003) e
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alguns mediadores inflamatérios (LT, PG e elastase humana leucocitéaria) (PRIETO
et al., 2003). Os mediadores liberados pelos neutrofilos séo responsaveis pela
sustentacdo de um processo inflamatorio agudo na placa psoriatica, através da
ativacdo de queratindcitos e linfocitos T (TERUI, 2000). A inflamacdo aguda é uma
resposta rapida frente a diversos agentes ou estimulos que envolvem o
recrutamento e ativacdo de neutréfilos (POBER e SESA, 2007; VERGNOLLE, 2008).

No entanto, quando o estimulo ndo € eliminado o processo inflamatorio
persiste, tornando-se cronico. A principal caracteristica da transicdo do processo
inflamatério agudo para cronico € a mudangca na composicdo do infiltrado
leucocitario, onde os neutréfilos séo substituidos por células mononucleares
fagociticas e linfocitos T (POBER e SESA, 2007). Desta forma, a reducdo da
migracdo de macrdéfagos, neutrdéfilos e linfécitos para o sitio de inflamag¢&o por um
determinado composto é importante para que o quadro clinico da inflamagdo nao
chegue a uma inflamacé&o cronica ou na reversao do processo inflamatorio cronico
(BRADLEY et al., 1982; ARNHOLD, 2003).

Park et al. (2001) e Murakawa et al. (2006), considerando as vias e 0s
mediadores proé-inflamatérios envolvidos na resposta inflamatoria, verificaram que
varios sdo os alvos sobre os quais os compostos presentes nas plantas podem
exercer sua acao farmacoldgica. No entanto, parte da acao antiinflamatéria dessas
plantas também poderia ser decorrente de um efeito inibitério sobre a sintese de
metabolitos do &cido araquiddnico ou bloqueando suas acgdes.

Desta forma, provavelmente, a E. pyramidale apresentou um efeito inibidor
sobre os mediadores da inflamacdo, com efeito benéfico da atividade anti-
inflamatéria dos triterpenos &cidos em especial &cidos ursélico e oleandlico
encontrado na composi¢cao quimica da planta.

Estes dados estdo de acordo com os descritos por Diaz et al. (2000), que
verificaram em modelos experimentais que estes acidos inibem a sintese da
prostaglandina E2, similar ao da indometacina (IC=0,95mM). De acordo com o0s
resultados obtidos, pomada assim como o extrato etandlico; foram efetivos em
diminuir a migracdo leucocitaria, a custa principalmente de neutréfilos, o que
caracteriza inibicdo da resposta inflamatoria aguda (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Suh et al.(1998) e Rang et al.(2007), em estudo realizado com derivados
sintéticos de acido ursdlico e oleandlico, verificaram a diminuicdo da taxa de

transcricdo de duas enzimas relacionadas ao fator de transcri¢cdo, fator nuclear-kB
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(NF-KDb), critico para a indugéo das enzimas iINOS e COX-2. A expressao aumentada
de COX-2 é associada com varios fatores fisiopatoldgicos, incluindo doencas
inflamatorias e diferentes canceres (HARPER & TYSON-CAPPER, 2008).

Estudos tém demonstrado que estes dois acidos apresentam resultados
satisfatérios na diminuicdo do processo inflamatério assim como inibicdo da
expressdo de algumas enzimas associadas a patologia, como o cancer (SUB
BARAMAIAH et al., 2000; TAPONDJOU et al.,, 2003; YIM et al.,, 2006; DALLA
VECHIA et al., 2009).

O processo inflamatério caracteriza-se por quatro sinais classicos: calor,
eritema, edema e dor. Assim, a utilizagcdo do infiltrado inflamatério como parametro
de avaliacdo em lesdes cutaneas, permite avaliar o potencial anti-inflamatério tanto
por via topica quanto sistémica de varios agentes, sejam eles compostos sintéticos,
extratos de plantas ou compostos isolados (YOUNG, 2001;GARROS, 2006). Além
disso, quando o objetivo € o desenvolvimento de medicamentos de uso topico, esse
modelo oferece ainda a vantagem de identificar compostos que apresentam uma
absorcéo cutanea apropriada de forma a atingir concentracdes adequadas na pele
para exercer um efeito farmacolégico (BOUCLIER et al., 1990).

No presente estudo, as médias dos aspectos histopatolégicos das feridas
tratadas com pomada e extrato etandlico de E. pyramidale n&o tiveram diferencas
significativas no 3°, 7° e 14° DPO. Porém os subgrupos controle positivo e negativo
apresentaram diferencas significativas no 3°, 7° e 14° DPO nos aspectos necrose e
hiperemia (Figuras 13,14 e 15).

Adicionalmente, nossos resultados vao ao encontro com dados da literatura
que mostram que a aplicacdo topica de triterpenos resultou em inibicdo de trés
eventos inflamatoérios importantes, ou seja, a formacdo de edema, a migracao de
leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) e a diminuicdo nos niveis de citocina IL-
18 (VIEIRA, 2006).

No exame macroscopico da ferida, observou-se presenca ou auséncia de
crosta, secrecdo, edema, na avaliagcado permitiu monitorar a evolugcdo da cicatrizagao
e a eficiéencia do tratamento usado, estando de acordo com dados descritos na
literatura (PRATA et al.,, 1988; RIBEIRO et al., 1996; EURIDES et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2000). Macroscopicamente, a pele dos animais do subgrupo sem
tratamento (diabéticos) manteve sinais inflamatérios como, edema e hiperemia, que

persistiram até o sétimo dia do processo. Esta permanéncia da fase inflamatéria
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pode estar associada a presenca de crostas e consequente falta da reconstituicdo
da epiderme, podendo facilitar a contaminagdo da ferida (BALBINO et al., 2005),
foram também observados sinais de dor possivelmente, pela presenca de crostas
engrossadas na maioria dos animais.

No entanto, a menor formacao de crostas nos subgrupos pomada e extrato
etandlico, provavelmente, ocorreram pela acdo antiinflamatéria de E. pyramidale.
Outros pesquisadores também observaram uma menor formacéo de crostas quando
aplicaram topicamente uma formulacdo em gel de confrei (Symphytum officinale)
(OLIVEIRA et al., 2000) ou uma pomada formada de um composto vegetal contendo
15 plantas medicinais (BURGER et al., 2003).

No 7° DPO, as crostas foram facilmente removidas, conforme recomendacgéo
de Stadelmann et al. (1988), Eurides et al. (1998) e Oliveira et al. (2000). A crosta,
gue é formada pela desidratacdo do coagulo de fibrina, € essencial para a
hemostasia, para o fechamento temporario da ferida e o controle da contaminacéo
bacteriana (STADELMANN et al., 1988).

Por outro lado, para que ocorra efetivamente a migracdo das células
endoteliais, fibroblastos e queratindcitos através do coagulo de fibrina, € necesséria
a ativacao de enzimas proteoliticas que abre um caminho para estas células. Apesar
de proteger a ferida do meio externo, a crosta interfere com a cicatrizacdo na medida
em que serve de obstaculo a migracéo celular (SAARIALHO-KERE et al., 1993; VU
e WERB, 2000; OVINGTON 2002; VISSE e NAGASE 2003) ela prejudica a
deposicao de colageno e a reepitelizagdo da ferida (STADELMANN et al., 1988).

O tecido de granulacéo foi observado nos dois grupos a partir do 3° DPO com
um aumento significante no 7° DPO, este caracterizou-se pela proliferacao
fibroblastica e pela presenca de capilares neoformados. Os achados encontram-se
de acordo com a descricdo de Singer e Clark (1999), onde por volta do 4° DPO
inicia-se a proliferagcdo de fibroblastos e o brotamento de novos capilares que
constituem o tecido de granulacdo. A fibroplasia foi mais intensa, no 7° DPO, nas
feridas tratadas com pomada e extrato etandlico, possuiam uma maior intensidade
de deposicdo de fibras de colageno, ocasionada pela presenca intensa de
fibroblastos, com aumento crescente na sua deposicdo e melhor organizacao
dessas fibras ao longo da evolugéo da cicatrizagdo no 14° DPO, quando comparado

ao subgrupo controle.
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O colageno é obviamente importante em todas as fases da cicatrizacdo da
ferida sendo fundamental na recuperacao da forca e integridade do tecido cicatricial
(ADZICK, 1999). Durante o periodo de fibroplasia o colageno € produzido de forma
crescente, continuamente, até aproximadamente 21° dia, quando a homeostase é
alcancada e a taxa de degradacdo do colageno equilibra-se com a sua sintese. O
conteudo crescente de colageno na ferida durante a fase fibroblastica correlaciona-
se com a resisténcia crescente da ferida a tensao (STADELMANN et al., 1998).

Isto foi observado no presente estudo, uma vez que as feridas tratadas com a
pomada apresentaram uma maior resisténcia a tensao, e corresponderam as feridas
qgue possuiam uma maior intensidade de fibroplasia e presenca de fibras coldgenas,
possivelmente, o efeito sobre o entrecruzamento das fibras de colageno e sua
organizacao proporcionou feridas mais resistentes (DEODHAR et al., 1997).

Portanto, pode-se presumir que a pomada e o extrato etandlico aumentaram a
deposicdo de colageno e o entrecruzamento de suas fibras com conseqiente
aumento de resisténcia a tensdo no 14°, demonstrando uma cicatrizagcdo superior
em relacdo aos demais subgrupos testados.

No 14° DPO figura 19, processo de reepitelizagdo completo nas feridas
tratadas com a pomada e o extrato etandlico este resultado devem-se também a
acao antioxidante, justificada devido a presenca do acido ferdulico na composicao
guimica da planta, este acido também foi estudado por Ou et al., (2003), onde inibiu
a acao deletérica dos radicais livres evitando dano tecidual.

Neste aspecto, cabe ressaltar o trabalho de Awale et al. (2005) que
demonstraram o efeito inibitério sobre a producéo de 6éxido nitrico. Segundo os
autores, a inibicdo da sintese de 6xido nitrico € benéfica na medida em que reduz os
danos teciduais provocados por esta substancia, quando produzida excessivamente.
Soma-se a isto, a afirmativa de Weller (1997) e Atuesta (2001) de que a integridade
imunologica da pele € mantida pela producédo constante de Oxido nitrico em baixos
niveis, e que esta substancia estimula a proliferacdo celular e a reepitelizacéo.
Porém, inibe esta proliferacdo quando em concentracao elevada.

Portanto, € possivel, que a pomada e o extrato etandlico de E.pyramidale
ocasionaram uma melhor reepitelizacdo por inibir a producéo de 6xido nitrico. Outra
observacdo é o efeito umectante da pomada que evita a perda de agua por
evaporacdo no foco da ferida proporcionando um micro-ambiente mais umido,

favorecendo a reepitelizacao.
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Conforme Ovington (2002), a difus&o intercelular de mediadores, citocinas e
fatores de crescimento s6 podem ocorrer em um micro-ambiente de ferida umido. Um
dos mecanismos pelos os quais curativos umidos em feridas aumentam as taxas de
cicatrizacao, por facilitar a comunicacéo intercelular dentro do foco da ferida. Deodhar
e Rana (1997) afirmam que a movimentacdo de células epidérmicas na ferida é
determinada em parte pelo conteddo de agua. O epitélio busca uma migracdo com
uma umidade critica. Quando a ferida encontra-se desidratada a dissecacdo e
abertura para a migracdo do epitélio é prejudicada, retardando o processo de
cicatrizagao.

Todo processo evidenciado nas feridas dos subgrupos pomada e extrato
etandlico no 14° DPO ocorreu, devido a epiderme espessar-se e as células basais
da borda da ferida aumentarem de tamanho e migrarem para a mesma, nao se
dividindo até ser restaurada a continuidade epidérmica. O estagio final da
reepitelializacdo é a maturagcao das células epidérmicas. Em torno do décimo dia ha
um extrato cérneo, que, comumente, é mais espesso que o da pele sa circunjacente
(YOUNG, 2001).

Na avaliacdo do processo de reepitelizagcdo foi possivel constatar que os
subgrupos pomada e extrato etandlico apresentaram vantagens em relacdo aos
demais, pois as feridas exibiram uma cicatrizacdo superior, onde em todos 0s
animais foi observada cicatrizacdo completa no 14° DPO. Enquanto que no
subgrupo controle e sem tratamento existiam feridas ainda abertas.

Apesar dos resultados positivos dos subgrupos pomada e extrato etandlico,
pode-se observar que os animais do subgrupo sem tratamento, especialmente os
diabéticos apresentaram um atraso no processo de reparacao tecidual, estes dados
foram confirmados em estudos realizados por Carvalho (2002); Loots et al.(1999);
Devlin et al. (1996); em animais diabéticos permitiram os autores concluirem que o
diabetes retarda a reparacdo pela inibicdo de fibroplasia, havendo uma diminuida
mitose dos fibroblastos. De acordo com Chicarelli (2000), ha uma reduzida
densidade da superficie das membranas plasmaticas em células diabéticas que
acabam por alterar a mobilidade e migracdo dos fibroblastos interferindo na
reparacao.

Foi comprovado o efeito antiinflamatério da pomada e do extrato etandlico
bruto, dado a reducéo de exsudacao, infiltracdo de células inflamatérias, em relacao

aos demais subgrupos testados.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusoes:

a) A pomada de E.pyramidale a 20% apresentou efeito positivo sobre a

cicatrizacao de feridas cutaneas de ratos nao-diabéticos e diabéticos.

b) As feridas tratadas com o extrato etandlico e a pomada apresentaram um
fechamento mais rdpido, com menor formacéo de crostas e menor quantidade de

secrecao.

c) O uso do extrato etandlico e da pomada apresentaram um efeito anti-
inflamatorio e estimulou a profiferacdo de tecido de granulacdo, evidenciado
histologicamente pelo aumento da fibroplasia, neovascularizacdo e deposicdo de

fibras coldgenas. Bem como acelerou a reepitelizacédo das feridas.

d) As feridas que receberam tratamento do extrato etandlico e a pomada
apresentaram uma melhor organizacdo das fibras colagenas com conseqlente

aumento da resisténcia a tenséo.

e) Mais estudos sé@o necessarios para avaliar o efeito do Extrato Etandlico de
E.pyramidale sobre a cicatrizacdo de feridas infectadas, bem como esclarecer a
atividade de seus constituintes fitoquimicos sobre os varios componentes do

processo de cicatrizagao.
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