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RESUMO

As lesBescutaneasque acometem os animais sdo frequenia clinica veterinaria.
Plantas com atividades ainmiflamatoéria e cicatrizantes vém sendo pesquisadas como
uma alternativa para tratamento dessas lesdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do 6leo essencial Hgpia sidoidese 6leo fixo @& Caryocar coriaceunsobre a
inflamacé&o topica e a cicatrizagdo cutdanea em modelos experiniantaia Os 0leos
vegetais foram adquiridos comercialmente em Fortaleza, Ceara, e analisados quimica e
microbiologicamente. O efeito sobre a inflamacao téfacavaliado pelo modelo de
edema de orelha induzido por xileno em camundongos, utilizando aplicacéo tépica dos
Oleos vegetais como controles, e dexametasona e indometacina como drogas de
referéncia. Para avaliar a cicatrizacdo, utiliseuo modelo de fetas por excisao
cutanea em ratos e camundongos. Feridas experimentais foram induzidas no dorso dos
animais e tratadas topicamente com unguentos contendo 6leo essehcisiddalese

Oleo fixo deC. coriaceumem suas formulagdes. As analises morfomesridas lesdes

foram realizadas por planimetria digital, e fragmentos de pele foram coletados para
avaliacdes histoldgicas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21. O 6leo essentialsii®idesin

natura rico em timol (70,97%)apresentou efeito edematogénico quangbcado
topicamente na orelha de camundongos, induzindo efeito similar ao xileno (p>0,05), e
mostrou efeito deletério sobre a fase inflamatoria aguda do processo cicatricial. Por
outro lado, o oleo fixo d€. coriaceunfoi capaz de inibir o edema de oreffravocado

pelo xileno em 38,01% e 39,20% apos 15 min e 1 h da aplicacdo do agente flogistico,
respectivamente (p<0,05). Além disso, a aplicacdo tépica do unguento contendo Oleo
fixo de C. coriaceuma 12% acelerou o processo de cicatrizacdo cutanea (p<6,05

qgual foi confirmado pela analise histologica das lesdes. Esses efeitos podem estar
associados aos altos niveis do acido graxo insaturado @&Jal5%) presentes nesse

Oleo. Concluise que o Oleo essencial ldesidoidesin natura pode ser utilizéao como

agente flogistico em modelo de inflamacéo topica. O 6leo fiX0. @@riaceumpor sua

vez, modula a resposta imwieflamatoria e o reparo cutaneo, sugerindo potencial

terapéutico sobre o sistema imune da pele.

Palavraschave:Lippia sidoides Caryocar coriaceumInflamacéo topica. Cicatrizacao.

Sistema imune da pele.



ABSTRACT

The skin lesions that affect animals are common in veterinary practice. Plants with anti
inflammatory and wound healing activities are being researched as one alteforative
treatment of these injuries. The aim of this study was to evaluate the effects of essential
oil of Lippia sidoidesand fixed oil ofCaryocar coriaceunon topical inflammation and

skin wound healing in experimental modats vivo. Vegetable oils were yschased
commercially in Fortaleza, Ceara, and used for étainand microbiological analysi

The effect on topical inflammation was evaluatedxgieneinduced ear edemaodel

in mice, using topical application of vegetable oils as controls, and dexasuathand
indomethacin as reference drug. To evaluate the wound healingx¢ison wound
modelin rats and mice was used. Experimental wounds were created on the back of the
animals and treated topically with ointments containing essentidl. agildoices and

fixed oil C. coriaceumin their formulations. The morphometric analyses of the lesions
were performed by digital planimetry, and skin fragments were collected for
histological evaluation on days 0, 3, 7, 14 and 21. Essential sidoides in nate;

rich in thymol (70.97%), showed edematogenic effect when applied topically in ear of
mice, causing effect similar to xylene (p>0.05), and exhibited a deleterious effect on the
acute inflammatory phase of wound healing process. On the other hand, ifixéd o
coriaceumwas capable to inhibit theyleneinduced ear edema 38.01% and 39.20%

at times 15 min and 1 h after application phlogistic agent, respectively (p <0.05).
Furthermore, the topical administration of fixed @l coriaceumointment 12%
accderated the skin wound healing process (p<0.05), which was confirmed by
histological analysis. These effects may be associated to high levels of unsaturated fatty
acid omega (57.15%) present in this oil. In conclusion, essentialLosidoides in

nature, can be used as phlogistic agent in topical inflammation model. On the other
hand, fixed oil C. coriaceummodulates the immuraflammatory response and

cutaneous repair, suggesting a potential therapeutic implication on immune system skin.

Keywords:Lippia sidoidesCaryocar coriaceumTopical inflammation. Wound healing.

Skin immune system.
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1 INTRODUCAO

A pele representa a principal barreira protetora do organismo, constisgndo
numa adequada superficie de contato com o meio ambiente e desempenhando a funcéo
de defesa contra agentesternos e nocivos (JUNQUEIRACARNEIRO, 2004).
Qualquer interrupcdo na continuidade da pele representa uma ferida, que é
acompanhada por processolanfatorio. Em geral, essa reacdo € autolimitante e sofre
resolucdo, envolvendo remocdo de células mortas, depuracdo de células de resposta
aguda e regeneracao da matriz extracelular, a qual culmina contreaé® tecidual
(MURPHY; WARD, 2006).

Em Medidna Veterinaria, € comum a ocorréncia de diversos processos
inflamatorios e feridas que acometem a pele dos animais, tais como lesfes cutaneas
ocasionadas por infec¢des bacterianas, virais e fungicas, por ectoparagdasanias
sistémicas (PEREIRA «l., 2002), além de acidentes traumaticos a campo causados
por picadas de artrOpodes, plantas cactaceas, estacas e cercas de raadoe fa
(SANTA ROSA, 1996). Nesse contexto, as plantas medicinais tém se mostrado como
uma alternativa terapéutica valiosaga tratamento dessas e de outras lesfes, visando
manter a saude e besgstar dos animais.

A vegetacao da caatinga € um bioma altamente rico que cobre uma vasta area do
Nordeste brasileiro, incluindo o sedrido cearense. Muitas plantas dessa regido sao
amplamente conhecidas e utilizadas na medicina popular e para industrializacdo e
comercializacdo de produtos fitoterapicos. A grande biodiversidade da caatinga constitui
uma de suas maiores riquezas e uma possivel fonte para obtencdo de novas substancias
com finalidade terapéutica, sobretudo no tratamento farmacolégico da inflamacao
associado ou nao a cicatrizacdo de feridas. No entanto, poucos estudos etnobotanicos e
farmacoldgicos tém sido realizados nessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Algumas plantasdo fontes de Oleos essenciais e 0Oleos fixos, importantes na
farmacologia e cosmética. Dentre seus componentes, destacam acidos graxos
insaturados como agentes importantes na modulacdo da resposta imune, participando
como componentes estruturais sgasmbranas biolégicaprecursores de mensageiros
intracelulares dontes geradoras d&TP. Seus produtos atuam em diaeretapasio
processo inflamatério como contracdo vascular, quimiotaxia, ades@racao

transendotelialativacdo e morte celular (B®OSO et al., 2004).
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O interesse pelo uso de preparacdes obtidas a partir de plantas medicinais
disponiveis em iiaeiros, mercados publicos e feiras, de facil acesso a populacao, tem
aumentado o interesse de etnofarmacologistasnéicéuticos, médicos, lBgos e
médicos veterinarios) para validacdo cientifica das propriedades destas plantas,
buscando evitar o uso inadequado e até mesmo prejudicial das mesmas.

Lippia sidoides(alecrimpimenta) é uma planta medicinal, cujo 6leo essencial
tem amplo apoio expenental em termos de atividade antibacteriana, antifingica-e anti
helmintica (MATOS, 2007), além de apresentar potencial gastroprotetor -e anti
inflamatorio tépico quando utilizado em diferentes concentraces (MONTEIRO et al.,
2007). No entanto, ndo ha edbs sobre atividade cicatrizante desse 6leo.

Por outro lado, o 6leo fixo d€aryocar coriaceumpequi), ricos em acidos
graxos insaturados, tem sido utilizado na alimentagcdo e industria cosmética, sendo
indicado na medicina popular por seus efeitos-iaffamatério e cicatrizante, no
tratamento de doencas respiratérias, Ulceras gastricas, dores musculares e reumaticas

(MATOS, 2007). Entretanto, esses efeiasla necessitam de validag&o cientifica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele
2.1.1 Estrutura dapele

A pele é dividida, basicamente, em duas camadas principais, a derme e a
epiderme, separadas por uma fina membrana basal. Esses compartimentosygmr sua
sdo constituidos por vasotipos celularese estruturas especializadaSTRID
TIGELAAR; HAYD AY, 2009), que se encontram esquematgath Figura 1.

Poro Corpascul Glébn,dula
sudoriparo “orpusculo sebacea § Pélo
P. de Meissner;

Camada cornea

Epiderme (queratinizada)

Terminagao
nervosa livre

Derme—| /I 2 3 7 ’ Glandula
RV i / sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 1. Diagrama esquematico da estrutura da pele.
Fonte: BEAR CONNORS; PARADISO2008.

A epiderme é classificada em quatro subcamadas principais (Figura 2), cada uma
apresentando funcdes digts: 1) estrato corneo, que atua como uma grande barreira a
penetracdo de microrganismos e toxinas, além de prevenir a perda de agua; 2) estrato
granuloso, no qual se inicia o processo de cornificacdo, onde as células sofrem apoptose
diferenciandese emcornedcitos; 3) estrato espinhoso, onde os queratinécitos presentes
nessa camada sdo responsaveis pela producdo dos filamentos de queratina
(queratinizacdo) que interagem com o0s desmossomas, e sintese de agentes
antioxidantes, como glutationa redutaseropielase e catalase, além de citocinas e
guimiocinas, detme outros; 4) estrato basatamada mais profunda da epiderme
responsavel pela proliferacdo celular, sendo resistente ao processo apoptotico;(FUCHS
RAGHAVAN, 2002; JUNQUEIRA,CARNEIRO, 2004).
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Bicamada lipidica
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Figura 2. Diagrama esquematico de uma secgéo transversal da epiderme e suas camadas.
Fonte: SEGRE, 200@&daptado).

Histologicamente, a epiderme € constituida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, no qual as células mais abundantes sacabaapi®s,
apresentando também outros tipos celulares como os melandcitos, as células de
Langerhans e as de Merkel. Esses tipos celulares epidérmicos apresentam funcdes pro
inflamatorias e imuneegulatorias. A camada mais profunda € a basal ou gervainati
com elevada atividade mitética, rica em cékifasmico que se dividem para produzir 0s
gueratindcitos da epiderme. Os queratindcitos basais estdo ancorados a membrana basal,
em parte, por hemidesmossomos, que ligam as proteinas da matriz extracefoéar a
rede de filamentos intermediarios intracelulares através de proteinas transmembranosas,
como o colageno XVII. As proteinas filamentosas incluem as queratinas, que sao
conectadas a outras proteinas estruturais, as filagrinas. Os queratindcitoslogesais |
a maturacdo e diferenciacdo bem regulada, desloeandmara cima através das
camadas suprabasal, espinhosa e granulosa da epiderme, formando, mais externamente,
0 estrato cérneo recoberto por um envelope lipoprotéico. Este é constituido
essencialmate por dois compartimentos altamente especializados provenientes, da
exocitose do conteudo lipidico dos corpos lamelares epidérmicos, e da diferenciacdo
terminal dos queratindcitos em cornedcitos, nos quais se observam auséncia das funcdes

nucleares e dagrganelas citoplasmaticas e presenca de filamentos de queratina mais
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espessos (ELIAS; MENON, 1991; JUNQUEIREARNEIRO, 2004; MATHERS
LARREGINA, 2006).

Separando a epiderme da derme subjacent®ntrase a membrana basal,
estrutura altamente organizadanstituida por uma malha de proteinas derivadas tanto
dos queratindcitos epidérmicos quanto dos fibroblastos dérmicos, além de varios tipos
de colageno, lamininas, subunidades de integrinas e proteoglicanos. A derme contém
uma malha de colageno, emborano® compacta que a membrana basal, sendo
composta por fibroblastos dérmicos, além de possuir a maior concentracdo de
imundcitos da pele, particularmente visivel dentro das areas perivasculares. Células
dendriticas dérmicas, mastocitos, mondcitos, macréfagélulas T e células NK
também podem estar presentes, bem como uma estrutura linfoidegafiizada que
poderia assemelhae aos foliculos linféides ou placas de Peyer encontradas no
intestino (SPELLBERG, 2000; STRJDIGELAAR; HAYDAY, 2009).

2.1.2 Apele como barreiramecanica

A pele é a primeira linha inata de defesa contra muitos invasores microbianos. A
epiderme compreende as barreiras: 1) fisicas, que consiste principalmente do estrato
corneo, juncdes intercelulares e proteinas do citoesqu)etpsimicas e bioquimicas,
gue compdem a funcdo antimicrobiana através dos lipidios, acidos, enzimas hidroliticas,
peptideos antimicrobianos e células fagociticas; 3) iradia@tativas, que sao
constituidas pelos componentes humorais e celulares do sistemme da pele
(PROKSCH BRANDNER; JENSEN2008).

O estrato corneo constitese numa barreira de permeabilidade essencial,
oferecendo resisténcia fisicuimica aos patdgenos, agentes ambientais, produtos
guimicos e radiacdo ultravioleta. Sua integridadecoesdo sdo dependentes da
interligacdo dos cornedcitos através de estruturas protéicas intercelulares especializadas,
0S corneodesmossomos, cuja principal proteina constituinte é a corneodesmosina, 0s
guais estdo embebidos em uma matriz extracelulaenichpidios apolares organizados
em bicamadas lamelares, constituidos principalmente por ceramidas, aciedigras
e colesterol (ELIASMENON, 1991; HARDING, 2004). As jun¢@es intercelulares séo
rompidas durante o processo de descamacao, tendoesitmstrado que o sulfato de
colesterol inibe as proteases envolvidas nesse processo (SATO et al., 1998).

As multiplas funcbes protetoras da barreira cutanea sdo amplamente mediadas

pela epiderme, tanto pelos cornedcitos como pela matriz extracelularalxdgéo e
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organizagdo dos lipidios hidrofébicos secretados em bicamadas lamelares séo criticas
para as funcdes de barreira & permeabilidade e antimicrobiana através da manutencdo da
integridade do estrato cdrneo. Desta forma, a maioria das fun¢fes skediefpiderme
localizase no estrato corneo, que limita a colonizagdo por patdogenos devido ao baixo
teor de 4gua, pH acido, presenca de microflora residente normal, bem como lipidios e
peptideos antimicrobianos de superficie. Além disso, o estrato cé@pnesenta outras
funcdes, tais como antioxidante, regulacdo da descamacdo, hidratacdo e ativacao
primaria de citocinas, desencadeando o inicio da inflamacgéo (ELIAS, 2007).

As funcBes protetoras da pele sao frequentemente interligadas e até mesmo co
regulachs. Um aumento de pH no estrato corneo, resultante da ativacdo de proteases
serina, ocasiona reducdo da funcdo homeostatica de barreira a permeabilidade e da
integridade do estrato corneo, da barreira antimicrobiana por favorecer a colonizacéo
por espéciepatogénicas, além do aumento da ativacdo de citocinas e da degradacao de
peptideos antimicrobianos. Em condicdes de estresse elevado, através do aumento dos
niveis de glicocorticéides, e de alteracdes na hidratacdo do estrato cérneo, por exposicao
prolongada a ambientes de alta ou baixa umidade, também pode haver
comprometimento das funcdes de barreira da epiderme (DENDA et al.,, 2000;
HACHEM et al., 2003; ELIAS, 2007).

Injurias externas a epiderme podem provocar inflamacéo por estimular a producéo
de citodnas pelos queratindcitos. ApoOs ruptura aguda da barreira epidérmica, ocorre
aumento na expressdo de interleudindL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF) e
interleucinab (IL-6), os quais sdo potentes mitdgenos epiteliais e estimuladores da sintese
de lipidios. Essas citocinas parecem ser fundamentais para o reparo da barreira cutanea.
No entanto, se a ruptura da barreira € prolongada com aumento cronico na producéo de
citocinas, podera ocorrer um efeito prejudicial sobre a inflamacdo e a préliferac
epidérmica (PROKSCHBRANDNER; JENSEN2008). O inicio da ativacdo de-ILU e
IL-1b ao n2vel do estrato c-rneo parece ocorl
atividade de, no minimo, uma protease serina, a cali€reilzecalizada primariamente
dentro do estrato cdeo (NYLANDERLUNDQVIST; EGELRUD, 1997).

Estudos tém demonstrado que ha um gradiente de ions célcio na epiderme (LEE
et al., 1992). As maiores concentracdes de calcio sdo encontradas na camada granulosa
enquanto no estrato corneoassoncentracdes sao mais baixas devidabaw beor de
agua e ao conteudo lipidico extracelular, que ndo é capaz de dissolver os ions. ApGs

ruptura da barreira, ocorre um influxo de agua e o gradiente de calcio é perdao. Es
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deplecéo de calcio regula a exocitose dos corpos lamelares. Alémaodideas calcio

sdo importantes para regulacdo da sintese de proteinas na epiderme, tais como a
transglutaminasé, bem como para as fungdes das adesOes intercelulares e
diferenciacéo celular epidérmica (PROKS@RANDNER; JENSEN2008).

Peptideos antimiobianos encontrasse em baixos niveis sob condi¢cdes basais.
Quando ocorre ruptura da barreira epidérmica, ha aumento da expressao desses
peptideos, tais como LB7 e RNas€/, que auxiliam na defesa e organizacao estrutural
da matriz extracelular. Os lip@B de superficie, principalmente acidos graxos livres e
esfingosina, além da funcéo estrutural, também apresentam potente atividade contra
bactérias, virus e fungos (BRAFF; DI NARDO; GALL@QO05; ELIAS, 2007).

A presenca de uma microflora residente noa&stcérneo epidérmico possuli
papel essencial na defesa antimicrobiana do epitélio através da competi¢cdo por nicho e
nutrientes com patdégenos invasores e da secrecdo de toxinas, tais como lisozimas e
bacteriocinas.Seu crescimento € favorecido pelo pH acidatédneo e possipapel
critico na manutengédo dessa acidez. Além dissa, regrobiota possui resisténcia aos
peptideos antimicrobianos do estrato corneo, bem como secreta produtos metabdlicos
inibidores, como o0s acidos propidnico e acético, e substamsitimicrobianas
especificas, como penicilina e acido azelaico, que limitam o crescimento de espécies
patogénicas (SPELLBERG, 2000; ELIAS, 2007).

Outras formas de defesa antimicrobiana da pele incluem: atividade fagocitica
dos queratindcitos; atividade daeceptores semelhantes a toll (TLR 2, 4 e 7), secrecéo
de citocinas (IE18, IFND ) e gui miocinas pel as c®l ul as
secrecao de peptideos antimicrobianos-8lZl) pelos mastécitos; producao de lisozimas
e -ddfensinas pelos neutréfilosem como inducéo de respostas Thl pelas células T
circulantes (ELIAS, 2007).

Além disso, na derme, ha presenca de glandulas sudoriparas que secretam acido
lactico e acido urico, e glandulas sebaceas, que produzem triglicerideos e acidos graxos,
0s quais 8o microbicidas (FORTE, 2007).

2.1.3 Sistema imune da pele

Além da barreira mecanica, a pele participa ativamente na defesa do
hospedeiro por sua habilidade de gerar e manter reacfes imunoldgicas e inflamatérias
locais. Muitos antigenos estranhmanetranno corpo através da pele e, assim, muitas

respostas imunoldgicas sao iniciadas nesse tecido (SPELLBERG, 2000).
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A pele contém um sistema imune especializado constituido de linfécitos e
células apresentadoras de antigenos (APC). Os principais tipos selitargstema
imune cuténeo localizados na epiderme sdo queratindcitos, células de Langerhans
epidérmicas e células T intepiteliais. A derme, por sua vez, contém linfécitos T, em
sua maioria perivasculares, células dendriticas dérmicas e macrafsgygniidos
difusamente Isso € basicamente semelhante ao que ocorre no tecido conjuntivo de
outros 6rgdosUPPER FUHLBRIGGE, 2004)Figura 3).

— Queratindcitos

Célula de
Langerhans

| epidérmica

= Linfocito
intra-epidérmico

awioq —'L swuapidg -

~Linfécito T
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infati circulacao X%*Célula‘
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para linfonodo dérmica
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Figura 3. Componentes celulares do sistema imune da pele.
Fonte:ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008.

Os queratin6tos, quando estimulados, sdo capazes de produzir e secretar uma
ampla variedade de citocinas, incluindo interleucinas, fatores de crescimento, fatores
estimuladores de colénias e guimiocinas, que contribuem para rea¢des imunoldgicas
naturais e inflamagaaitinea (UCHI et al., 2000; TUZUN et al., 2007)

As células de Langerhans, localizadas na porcdo suprabasal da epiderme, sdo
as células dendriticas imaturas do sistema imune cutaneo. Essas células formam uma
rede praticamente continyzermitindo-lhescaptuar os antigenos que entratnavés da
pele (BER&R et al., 2006). Quando as células de Langerhans encontram- micro
organismos, elas sdo ativadas pela ligacdo aos reegpemelhantes a toll (TLR)
(MILLER; MODLIN, 2007). As células perdem sua adesividadgapepiderme,
penetrammos vasos linfaticogniciam a expressado receptorde quimiocina CCR7 e

migram para as zonas de células T dos linfonodos de drenagem, em resposta a
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guimiocinas produzidas nessa regido (BEHR®t al., 2006). As células de Langerhan
também maturma para APC eficientes (MATHEREARREGINA, 2006).

Os linfécitos intraepidérmicos constituem cerca de somente 2% dos linfocitos
associados a pele e a maioria € composta de células T. @B8células intra
epidérmicas podem expressar um catgumais restrito de receptores de antigenos que
os linfécitos T da maioria dos tecidos extracutaneos. Em camundongos, muitos

linfécitos intraepidérmicos séo células T que expressam um tipo incomum de receptor

de ant2geno formado ¢pas cadeias 0O e B, m@mai

receptores de antigenos das células T 'C®ACDS. Isso também ocorre com 0s
|l inf-citos no intestino, sugerindo que as
estar excepcionalmente comprometidas com o reconhecimentoicdcorganismos
comumente encontrados nas superficies epiteliais. Entretanto, a especificidade e funcéo
dessa subpopulacéo de células T ainda ndo estéao claramente definidaGRAND;
VASSALLI, 2002 STRID; TIGELAAR; HAYDAY, 2009).

As células dendrite.s dérmicas expressam muito das mesmas moléculas
expressas pelas células de Langerhans com notavel excecao para-égdengerina e
granulos de Birbeck, funcionando também como APC eficiente. Entretanto, apesar de
muitos micreorganismos serem recontiges e internalizados pelas célutdendriticas
dérmicas e células de Langerhaasisda é desconhecido quais @sstpos celulares séo
responsaveis por desencadear a resposta imune subsequente (VALLADEAU
SAELAND, 2005;MATHERS; LARREGINA, 2008§.

Os linfécitos T localizados na derme (células CD&4 CD8), em geral,
expressam marcadores fenotipicos caracteristicos de células ativadas ou de memdéria. Nao
esta claro se essas células ficam permanentemente na derme ou estdo apenas transitando
entre os capilaresanguineos e linfaticos como parte da recirculacdo das células T de
memoéria(KUPPER;FUHLBRIGGE, 2004ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008)

2.2 Mecanismos envolvidos na inflamacéo

A inflamacéo, denominadzahlogosispelos gregos mflammatioem latim, € um
dos mecanismos mais primitivos de defesa do organismo animal a invasdo por micro
organismos patogénicos. Os sinais cardinais da inflamacdo foram descritos na era
classica por Aulus Celsus: rubor (eritema), calor (temperatura elevada), tumor (edema)
e dor. Um ginto sinal, perda da funcéo foi acrescentado por Rudolf Virchow. No

século XVIII, Jonh Hunter verificou a dilatacdo dos vasos sanguineos e Julius Cohnhein
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associou inflamacao a emigracdo de leucdcitos através das paredes da microvasculatura.
No final do €culo XIX, Eli Metchnikoff enfatizou o papel da fagocitose no processo
inflamatoério, enquanto a importancia dos mediadores quimicos foi descrito
posteriormente por Thomas Lewis em 19RMUKRPHY; WARD, 2006).

A inflamacao consiste de um mecanismo de defes®,i sendo definida como
uma resposta biolégica complexa dos tecidos vascularizados a diferentes estimulos, que
auxilia na eliminacdo de agentes estranhos e da inicio ao processo de reparo tecidual. Os
tecidos inflamados podem responder a estimulos mecias como patdgenos, células
lesionadas e injurias quimicas, térmicas ou mecanicas, através da producédo de diferentes
mediadores bioativos, os quais interagem com diversos tipos celulares e moleculares
para amplificar a reacdo flogisticaSSHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005.

A resposta inflamatéria caracteriga por eventos vasculares e celulares, e pode
ser classificada em aguda ou cronica, dependendo da persisténcia da lesdo e severidade
dos sinais clinicos. A reacdo inflamatbaguda é caracterizada pela curta duracéo,
aumento da permeabilidade vascular, exsudacao de fluidos e proteinas plasmaticas e
migracdo de leucdcitos, principalmente neutréfilos. Em geral, essa reacdo €
autolimitante e sofre resolucdo, envolvendo remaigcelulas mortas, depuracédo das
células de resposta aguda e regeneracdo da matriz extracelular. A resposta inflamatoéria
cronica depende ou ndo da resolucédo do processo de fase aguda e, geralmente, possui
longa duracdo. Caracteriza pela persisténcia deacréfagos e linfocitos, além de
angiogénese, proliferacdo de tecido conjuntivo e dano tissular frequentemente
resultandoem reparo excessivo (BAUHMANNGAUDIE, 1994; KUMAR; ABBAS;
FAUSTO,2005 SERHAN; SAVIL, 2005).

2.2.1 Eventos vasculares

Os eventos asculares da resposta inflamatoria ocorrem na microcirculacéo
(BAUHMANN; GAUDIE, 1994). As alteracdes no fluxo e calibre vasculggasinicio
logo apos a injuria e desenvolvesm em velocidades variaveis, conforme a intensidade da
lesdio KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005. Essas alteracbes consistem em
vasoconstricdo arteriolar inicial, com duracdo de segundos, seguida por uma
vasodilatacao e por aumento da permeabilidade vascular, principalmente \eaoudhe
produzich por diversos mediadores, tais como dmsina, serotonina, bradicinina e

prostaglandinas, que mediam a contracdo das células endoteliais, abrindo as juncbes
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intercelulares (RANG et al.,, 2007). Em seguida, ocorre abertura dos esfincteres pré
capilares, aumentando o fluxo sanguineo local, queugacdo calor e eritema. Além

disso, h& saida de ions e pequenas moléculas, como agua, seguida por moléculas maiores,
como albumina e fibrinogénio. A passagem de proteinas para 0 meio extravascular
associada ao aumento da presséao hidrostética local pémmatior efluxo de liquido e seu
acumulo no tecido intersticial, resultand@ flormacdo do edema (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004; MURPHY; WARD, 2006). O exsudato liquido contém uma
variedade de substancias e mediadores, o qual é drenado pelos vasossliefatic
transportado até os linfonodos locais, onde produtos do-migemismo invasor podem

iniciar uma resposta imun@BBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

2.2.2 Eventos celulares

Uma das caracteristicas essenciais da inflamacdo é o acumulo de leucécitos,
particularmente polimorfonucleares, nos tecidos afetados. Essas céglasitam
agentes nocivos, destroem bactérias e outros patdgenos, degradam o tecido necrotico e
antigenos estranhos. Além disso, podem prolongar a inflamacao e induzir leséo tecidual
por liberacdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais toxicos de oxigénio
(HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN,1998).

A saida de liquido para o espaco intersticial resulta na concentracdo de hemacias
no leito vascular e aumento da viscosidade sanguinea, torndiocto sanguineo mais
lento. Em consequéncia disso, ha inversdo na posicdo dos leucécitos em relacdo as
heméacias na Iluz vascular, observasdo orientacdo periférica dos leucdcitos,
principalmente neutrofilos, ao longo do endotélio vascular. Esse progessmmado
marginacao leucocitariikUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005.

Os neutréfilos e mondcitos sédo recrutados do sangue para os locais de infec¢do
por ligacdo a moléculas de adesdo em células endoteliais e por fatores quimioatraentes
produzidos em mposta a rifeccdo (FUHLBRIGGE;WEISHAUPT, 2007). Esse
recrutamento € um processo de multiplas etapas, envolvendo fixacdo dos leucécitos
circulantes a superficie luminal das células epiteliais das vénulasapileres e a
migracdo pela parede dos vasos, sendo cadpa eorquestrada por varios tipos
diferentes de moléculaMURPHY; WARD, 2006). Segund@&BBAS; LICHTMAN;

PILLAI (2008), esse processo pode ser dividido em quatro etapas: rolagem, ativacéo de

integrinas por quimiocinas, adesao estavel e migracao atraeésloi@lio (Figura 4).
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Figura 4. Etapas do processo de recrutamento dos leucocitos durante a inflamacao.
Fonte:ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008.

A rolagem dos leucocitos sobre o endotélio € mediada por selectinas. Em
resposta aos patdégenos e a citocinasdyzidas pelos macrofagos ativados,
principalmente TNFU  e-1, hdLaumento da expressdo das moléculas de ades&o na
superficie das células endoteliais, as chamadas seleciH&ER{VOOD; TOLIVER
KINSKY, 2004). As principais selectinas expressos pelas cétuldeteliais sdo a
selectina P, que é armazgla em granulos citoplasmaticos, sendpidamente
redistribuida a superficie em resposta a produtos microbianos e citocinas, e a selectina
E, que é sintetizada em resposta &l le TNFU, sendo expressa na sujee celular
dentro de uma a duas horas. Os leucdcitos, por sua vez, expressam o0s ligantes
carboidratos para selectinas P e E nas extremidades dos seus microvilos, facilitando
interacBes com moléculas na superficie da célula endotdliZiRPHY; WARD, 2006
FUHLBRIGGE; WEISHAUPT 2007). As interacdes selectiigante de selectina sao
de baixa afinidade, com uma taxa de afastamento rapida, e sédo facilmente rompidas pela
forca de cisalhamento do sangue fluente. Como resultado, os leucocitos repetitivamente
destacanse e ligamse novamente e, assim, rolam ao longo da superficie endotelial
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

O aumento na afinidade das integrinas, presentes na superficie dos leucdcitos, é

mediado por quimiocinas, que s&o citocinas produzidas epostes a produtos
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microbianos e Ik1 e TNFU, cuja fungéo € estimular a quimiotaxia de células. As
qguimiocinas produzidas no local de infec¢do séo transportadas para a superficie luminal
das células endoteliais, onde s&o ligadas por heparan sulfato glicosaminoglicanos, e sao
exibidas em altas coentragdes. Assim, as quimiocinas ligam a receptores
especificos na superficie dos leucécitos em rolagem. Os leucocitos expressam uma
familia de moléculas de adesdao chamadas integrinas, as quais estdo em estado de baixa
afinidade nas células néivadase séo ineficazes para mediar interacdes de adesao. A
sinalizacdo dos receptores a quimiocinas promove aumento na afinidade das integrinas
pelos seus ligantes e agregacdo dessas moléculas de adesdao na membrana, resultando
em maiorligacdo dos leucocitos superficie endotelialOd @MBROSIO; PANINA-
BORDIGNON; SINIGAGLIA, 2003;TIZARD, 2008).

Sendo assim, a adesado estavel dos leucocitos ao endotélio € mediada pelas
integrinas. Paralelamente a ativacdo das integrinas e sua conversao ao estado de alta
afinidade, TNF-U e IL-1 também promovem aumento da expressdo endotelial de
ligantes das integrinas, principalmente VCAM ligante para integrina VLA, e
ICAM-1, ligante para as integrinas LFA e Mael (SERHAN; SAVIL, 2005;
FUHLBRIGGE; WEISHAUPT 2007). As quimiocinaentao atuam sobre os leucocitos
aderentes e estimulam as células a migrar através dos espacos interendoteliais na
direcédo do local de infeccao, caracterizando a transmigracéo endotelial. Outras proteinas
expressas nos leucocitos e nas células endotal@misp CD31, desempenham papel
importante nessa migracdo. Além disso, os leucdécitos produzem enzimas que 0S
capacitam a passar através da parede vascular, e acuseulantecido extravascular
em torno dos patdogenos, onde realizam o processo de fagocA®RASR;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

2.2.3 Mediadores quimicos

Os mediadores quimicos responsaveis pelos eventos inflamatérios podem
originarse do plasma, em formas precursoras que devem ser ativadas, e de células, onde
podem estar armazenados nos granulosadelulares ou serem sintetizados
originalmente em resposta a estimulos. Além disso, podem atuar em um ou varios tipos
celulares, possuir alvos difusos, ou até mesmo apresentar efeitos diversos de acordo
com ostipos de células e tecidoBIURPHY; WARD, 2006). Os principais mediadores

envolvidos na inflamacéo incluem histamina, serotonina bradicinina, metabdlitos do
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acido araquiddnic@AA), citocinas, neuropetideos, 6xido nitrico (NO), espécies reativas
de oxigénio (ROS), dentre outros (RANG et al., 2007).

A histamina e serotonina estdao envolvidas na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular no local da inflamacédo. A histamina é encontrada em basofilos
e plaquetas, mas sua principal fonte sdo os mastdcitos, onde se encefurmgué
nos granulosnastocitarios. A liberacdo desse mediador é desencadeada em resposta a
varios estimulos tais como: lesdo fisica como trauma, frio ou calor; reac6es imunes
envolvendo a ligacdo de complexo antigamticorpo aos mastécitos; fragmentos do
complemento, comosaanafilotoxinas C3a e C5a; neuropeptideos, como a substancia P;
e citocinas como K1 e IL-8. A histamina atua em receptores especificos promovendo a
constricdo do musculo liso, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
prurido. A serotonina € m segundo mediador vasoativo {fioémado presente nas
plaguetas com acdes semelhantes a histan8rERWOOD; TOLIVERKINSKY,,

2004; RANG et al., 2007).

A bradicinina, derivada de cininogénio plasmatico vasoativo, € um mediador
hiperalgésico capaz de ativatiretamente nociceptores, atuando nas respostas
inflamatorias mediadas pela dor. Além disso, esse mediador apresenta efeitos sobre a
permeabilidade vascular, com acdo semelhante a histamina, extravasamento de plasma e
ativacdo de células inflamatorias. @i hiperalgésico ocorre devido a liberacdo de
prostandides induzidos pela bradicinina, que amplifica o processo inflamatorio. No
entanto, sua acdo € curta devido a rapida degradacdo enzirKaidAR; ABBAS;
FAUSTO,2005 MURPHY; WARD, 200§.

As citocims sdo mediadores polipeptidicos liberados por células do sistema
imune como produtos finais da resposta celular a diferentes mensagens recebidas em
sua superficie, que medeiam e regulam reacdes imunoldgicas e inflamatorias.
Apresentam acdo direta sobre reseptores celulares, mas também podem induzir a
formacdo de outras citocinas, constituindo uma cascata de amplificABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Em relacdo ao processo inflamatério, pedanencionar
as citocinas com acao proé ou anflamatorias As primeiras participam das reacdes
inflamatoérias agudas e crbnicas, bem como do processo de reparo. Sado elas
principalmente TNFU  e-1. Aslcitocinas com acéo amiflamatéria inibem algumas
fases da reacdo inflamatoria, tais como inibicdo da proddedquimiocinas eda

resposta das células Thl. &stitima inibicdo é importante para evitar ativacao celular
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inapropriada, caracteristica de certas patologias-imutnes. Como exemplo dessas
citocinas, tense: TGFb , -4]1U-10 e IL.-13 (RANG et al., 200).

A exposicado celular as citocinas primarias (TMF e-1) tesulta na ativagéo de
algumas vias de sinalizacdo, como das proteinas quinases (PKC, PKA) e proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), que culmina na estimulacao da atividade de
alguns &tores de transcri¢cdo nuclear, como o fator de transcricdo nacgar (eNBF e
a proteina ativadord (AP-1). Eses fatores de transcricdo quando ativados induzem a
transcricdo génica de diversas citocinas (JWF -1) IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF,

T GF b luimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas responsaveis pela producdo de
mediadores inflamatérios secundarios, tais como Oxido nitrico sintetase induzida
(iNOS) e ctloxigenase (COX-2) (BARNES; KARIN, 1997; DELHASE 2003;
PASCUAL; GLASS, 2006). Assim, arincipal funcdo do TNRJ)  e-1 é desencadear a
resposta inflamatoria inata e atuar como uma molécwestimulatoria da resposta
imune ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Dentre as citocinas secundarias, dest#cH-8, um potente agente quimiotatico
respamsavel pelo recrutamento de leucécitos, preferencialmente os neutréfilos. Essa
guimiocina estimula o movimento dos leucdcitos e regula a migracdo destes do sangue
para a regido extravasculaFUHLBRIGGE; WEISHAUPT 2007). Assim, a {3
cooperacomaHleTNFFU no processo de infiltra-«o | et
IL-1e TNFU induzem a express«o de mol ®cul as d
necessarias a migracao leucocitaria ao local da [@$a2ARD, 2008.

Os meabolitos do acido araquidénig®A) também desempenham um papel
importante no processo inflamatorio. A producéo das prostaglandinas e dos leucotrienos
€ iniciada com a liberacdo do AA a partir dos fosfolipidios de membrana, uma reacéo
catalisada pela fosfolipase.AEssa enzima ativadaem resposta a varios estimulos, tais
como: acao da trombina nas plaquetas, do fator do complemento C5a nos neutrofilos, da
bradicinina nos fibroblastos, das reagfes antigeicorpo nos mastécitos e da lesao
celular promovida por diversos agentes, cdR®S. Uma vez liberado, AA serve de
substrato para as duas isoformas da enzima cicloxigenase-1GOR0X?2), onde é
convertido em prostaglandingBG) e tromboxangse também para a-lfpoxigenase,
sendo convertido em leucotrienos por essa via metab&®BHNG et al, 2007). Na pele
normal, a COX1 esta distribuida em toda a epiderme, enquanto a-Z&X localiza
principalmente nos queratinécitos suprabasais, sendo essa isoforma prontamente

induzida frente a um estimulo inflamatério (LEE et al., 2003).
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PGE é a principal prostaglandina presente no tecido cutaneo, modulando Vvarios
eventos inflamatoérios, como o aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacéo,
contribuindo assim na formagao do edema e na adeséo e transmigragédo endotelial dos
neutrofilos e madceitos. No entanto, o recrutamento dos linfocitos a partir do limen
pdscapilar para o espaco intersticial € um processo mediado, em parte, pelo leucotrieno
B4, (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004; LEE et al., 2003). Por outro lado, BGE
e PGD induzem a trargicdo de enzimas requeridas para a sintese de outra classe de
eicosanoides envolvidas na resolucdo da fase inflamatéria, como as lipoxinas
(SERHAN; SAVIL, 2005). Além disso, PGBorna a célula neural hipersensivel a
estimulos dolorosos e interage conocibas na geracdo de febre durante processos
infecciosos KUMAR; ABBAS; FAUSTO,2005.

O o6xido nitrico (NO) € um mediador inflamatério sintetizado e liberado por
varios tipos celulares, sendo a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) fundamental para sua
sintee. Existem trés isoformas principais de NOS, sendo duas constitutivas, eNOS,
presente no endotélio e nNOS, presente nos neurbnios, e uma induzivel (iNOS),
expressa nos macrofagos, células de Kupfer, neutrofilos, fibroblastos, muasculo liso
vascular e célutaendoeliais em resposta a estimulos patologicos, sendo a principal
isoforma presente nas reacdes inflamatorias. NO possui acdes principalmente pré
inflamatorias: promove relaxamento da musculatura lisa vascular, causando potente
vasodilatacdo. Esse re@mxento é devido ao aumento do monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) intracelular, induzido pelo NO, o que potencializa a vasodilatacao.
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005 RANG et al., 2007). Todavia, algumas de suas
acOes sdo antnflamatorias, observanese efeito inibitério do NO na migracdo dos
neutrofilos, com diminuicdo da rolagem e adesdo dessas células sobre o endotélio e
inducéo de apoptose nos neutréfilos que conseguem migrar (SECCO et al., 2004).

Os neurdnios sensitivos contribuem para as reacoksnatbrias através da
liberacdo de neuropeptideos. Os principais neuropeptideos envolvidos com o0 processo
inflamatorio sdo: peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), um potente
vasoditalador; substancia P, mediador essencialmente ativo na indigéo
extravasamento de proteinas plasmaticas; e neurocinina A, que atua na liberacdo de
histamina pelos mastoécitos, produzindo contracdo da musculatura lisa e secrecédo de
muco. O processo inflamatério em que ocorre participacdo de neuropeptideos é
chamado d inflamacao neurogénica e esta implicada na patogéleegérias doencas
(RICHARDSON;VASKO, 2002).
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2.3 Mecanismos envolvidos na cicatrizacao

A cicatrizacao de feridas foi descrita no passado remoto. Os médicos no Egito
antigo observaram a cicatrizacdo easos individuais, e cirurgibes em campos de
batalha na Grécia relataram les6es produzidas por espadas e outras armas. A coagulacdo
do sangue foi 0 primeiro evento reconhecido como necessario e 0 pus era visto como
um sinal positivo no processo de cicadgdo. Estudos posteriores sobre infeccdo de
feridas levaram a descoberta de que as células inflamatérias eram os componentes
primarios do processo de reparacgaPHEL; WOODWARD 2006).

Atualmente, o estudo sobre cicatrizacdo de feridas € um processiexmiape
envolve a organizacdo de células e sinais moleculares, englobando proteinas da matriz
extracelular, fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores, que regulam e
modulam o processo de reparadditNDONCA; COUTINHONETTO, 2009).

O processo @l cicatrizacdo € classicamente dividido em trés fases: inflamatoria,
proliferativa e de remodelagem ou maturacdcag$ases ndo ocorrem isoladamente,
elas se sobrepdem de forma continua e temporal (FiguaHE)$H; CLARK 2007).

tj Coagulaciio

Inflamacio

Migracéo / Proliferaciio

Remodel
Plaquetas Neutréfilos € agem / /

-~ G
;7 "\ Macrofages

. _ Fibroblastos

Numero relativo de
células

Z /L
| I NONE . . T L . . T T L T . L ¢/

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias pés-ferida

Figura 5. Fases da catrizacao correlacionadas com a especificidade iroahdar.
Fonte: PARK.BARBUL, 2004 (adaptadh

A cicatrizacdo envolve uma sequéncia de eventos celulares e moleculares

sincronizados para restabelecer o tecido apos inji¥sRK; BARBUL, 2004). Os
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principais tipos celulares e mediadores envolvidos nas fases do processo de cicatrizagao
estdo indicados rBabela 1.

Tabela 1.Principais tipos celulares e mediadores envolvidos na cicatrizacao.

Tipos celulares Principais mediadores Principais efeitos
presentes nderimento liberados desencadeados
TGFb, PDGF (PDGFAA, PDGFAB, Formacao de trombo
Plaguetas PDGFBB, PDGFCC, PDGFDD), plaquetario que tampona a
g PAF, fibrinogénio, fibronectina, leséo e recrutamento de
tromboplastina neutréfilos/mondcitos
Neutréfilos IL-6, IL-8, IL-1, TNFU , CMAF Recrutamento de
TGFb, HGF, MIP, HLE mond@citos/macréfagos
TGFU, _ B,EGFA, IL-6, IL-8,  Quimiotaxia de mondcitos €
Mondcitos/ IL-1, TNFU , RANT EISU, M fibroblastos, proliferacéo de
Macréfagos 1b, MCP-1, HB-EGF, HGF, MIP, fibroblastos, angiogénese ¢
MSP sintese de colageno

(@) FGF1, FGF2, FGF4, FGF?7,

Células residentes FGF10, IP10, MCAF, IL-8, eotaxina, ~
Maturacéo e remodelament

(a) Fibroblastos PLGF, TGFb, Cyr61 da matriz extracelular e
(b) Queratindécitos (b) MCP-1, FGF1, FGF2, TG#H, ANgioganese
(c) Células endoteliais MIP-2, MSP gi09
(c) MCP-1

Fonte: HATANAKA,; CURI, 2007.

O reparo completo dos tecidos resulta de alternancias sucessivas de reacdes
anabodlicas e catabdlicas, tendo os leucdcitos como principais protagonstaséiigas,
além de suas ativadles imunes, estao intimamente envolvidas com as reacdes catabolicas
de degradacédo de tecidos pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e também com as reacdes anabdlicas de formacédo de tecidos pela producéo de
fatores decrecimento. Essefatores sdo responsaveis pela recorgpfosila celularidade

da regidorestabelecimento da hewstasia e formacéo da cicatriz (RICHES, 1996).

2.3.1 Fase inflamatéria

A cicatrizacao inicisse com a hemostasia, que se prolonga por até 15asinut
(BAUM; ARPEY, 2005). Ap6sa ocorréncia da ferida, tem inicio o extravasamento
sanguineo, que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares,
principalmente plaquetas. A resposta imediata é a vasoconstricdo na area lesionada

como tentativa dernitar a hemorragia. Posteriormente, obseawaima vasodilatagéo,
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gue é acompanhada por aumento na permeabilidade capilar. A agregacéo plaquetéria e a
coagulacdo sanguinea geram um tampdao, rico em fibrina, que além de estabelecer a
hemostasia e formar umaarreira contra a invasdo de migx@anismos, organiza

matriz proviséria necesséria para a migracao celular. Essa matriz servira também, como
fonte de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados durante as fases
seguintes doprocesso cicatricla(WERNER; GROSE, 2003 EMING; KRIEG;
DAVIDSON, 2007).

O acido araquidénico da membrana das plaquetas em processo de agregacao, €
convertido em tromboxano ,A forte agonista da agregacdo plaguetaria e potente
vasoconstritor. Outro importante derivado dcacaidonato, que € liberado por
macréfagos e mastécitos, plaguetas e outras células ativadas, € defatgregacéo
plaquetaria (PAF) Ede € um ativador importante de plaquetas e indutor da sua
agregacdo. Como agonistas da agregacédo plaquetéaria, podeitadas também a
noradrenalina e a serotonina (BALBINBEREIRA; CURI,2005; STOCUM, 2006).

As plaquetas, essenciais a formacdo do tampao hemostatico, sdo ativadas e
sofrem degranulagéo induzida pela trombina, secretando varios mediadores bioativos na
area lesada. Dentre &5 mediadores, podemos destacar o fator de crescimento derivado
das plaquetasP(D GF ) , o fator de <cr esei)mena of atroarn s
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
serotonina, bradicinina, prostaglandina e histamina, além de glicoproteinas adesivas
como fibronectina e trobospondina, que sdo importantes constituintes da matriz
extracelular provisoria. A degranulacao plaquetaria também desencadeia a ativacédo da
cascata do complemento com a formacdo de C3a e C5a, que promovem a liberacédo de
histamina dos mastocitos e basEilo(THEORET, 2005; STOCUM, 2006;
MENDONCA; COUTINHONETTO, 2009).0s mediadores liberados pelas plaguetas
ativadas se difundem pela matriz proviséria formando um gradiente quimiotatico que
orienta o recrutamento e a migracao das células envolvidas cotalagas da resposta
inflamatoria BALBINO ; PEREIRA; CURI,2005.

PDGF apresenta propriedades quimiotaticas sobre neutréfilos, macréfagos e
fibroblastos. As moléculas da superfamilia T@Fb também participam ativamente
nessa fase do processo. O TMF apesenta papel central para a infiltracdo de
neutrofilos, sendo secretado por plaguetas, macréfagos e fibroblastos imediatamente
apos a lesdo, além de induzérios tipos celulares a produzirem mais TGE
elevando sua concentracdo no foco inflamatdi@RNER; GROSE2003).
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Os neutrofilos provenientes da circulagédo sao as primeiras células a atingirem a
regido inflamada, sendo predominantes entre o primeiro e segundo dias. Sua funcéo
principal é fagocitar micr@rganismos. A atividade microbicida destadules é
dependente da ativacdo do sistema NADPH oxidase, ou seja, da geracdo de espécies
reativas de oxigénido(rstrespiratorio) e mobilizacdo de cétions nos fagossomos, bem
como da liberacdo de enzimas lisossomais, que auxiliam no combate a infeccao
(HATANAKA; CURI, 2007.

A transmigracdo dos neutréfilos para tecidos lesados é um fenbmeno precoce
do processo de reparo, que ocorre quase imediatamente apdés sinalizacado dos neutrofilos
retidos pelo coagulo, macréfagos residentes e células estr@AaiBINO ; PEREIRA,;

CURI, 2009. A producdo de citocinas pibflamatérias como TN -1 el Il-6

ocorre rapidamente apos a lesdo. TMF e-1 skd.os principais mediadores da resposta
inflamatoria aguda, exercendo papéis importantes na ativacdo de células endoteliais,
induzindo a poducdo de oxido nitrico (NO), assim como aumento da expressao de
moléculas de adeséao, que contribuem para o recrutamento e acimulo de mais fagocitos
na area inflamada (TIZARD, 2008). Dentre os varios efeitosinfl@matorios
atribuidos a IL6, estdo intimmente relacionados ao processo de reparo os efeitos
guimioatrativos sobre neutréfilos na fase mais precoce e, numa etapa mais tardia, a
inducédo mitética de queratinocitos (SATO et al., 1999).

A fase inflamatdria também é modulada por quimiocinas, conrasinas
inflamatorias para macréfagos (MIP), a proteina quimioatraente de macrdfagos
(MCP-1), RANTESe a interleucina (IL-8). MIP integram os eventos inflamatérios e
de reparo tecidual, sendo responsaveis pelo acamulo inicial de masrdfagioco
inflamatério (EFRON;MOLDAWER, 2004; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007.
DIPIETRO et al. (1998) demonstraram em modelo murinico, que a deplecéo de WIP
no processo de cicatrizacdo, reduz, de forma indireta, a atividade angiogénica por
reduzir a chegada de macréfagos ao sitio de reparo.

Os macroéfagos derivados dos monocgas as proximas células a surgirem na
area da leséo, por volta do segundo ao quinto dia, e ao contrario do papel desempenhado
pelos neutrofilos, sdo considerados os elementos mais criticos na inducédo do processo
de reparo PARK; BARBUL, 2004). Além de aukar os neutréfilos na eliminacao de
micro-organismos pela fagocitose, os macrofagos apds fagosit processtps nos
fagossomos, apresentam seus peptideos pelo complexo histocompatibilidade maior as
células T auxiliaresABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Além disso, atuam na
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limpeza da ferida,degradando e eliminando componentes do tecido conjuntivo
danificado, como colageno, elastina e proteoglicanogugrofilos que perderam sua
funcdo, bem como produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosamoaresmas
relacionadas ao reparo, tais como colagenases e matriz de metaloproteases. Os
macréfagos sao fonte de citociragatores de crescimento, tais como PDGFF-BG

VEGF e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que s&o as principais citocinas
envolvidas na formagcdo do tecido de granulacdo na fase subsequente do processo
cicatricial MENDONCA; COUTINHONETTO, 2009). A fase inflamatéria tem
duracéo de 48 a tibras HATANAKA; CURI, 2007).

2.3.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa caracterizge pelos processos de fibroplasia, angiogénese,
deposicdo de matriz extracelular e reepitelizacédotaNase, ocorrem intensa migracao
e proliferacdo celular, princmente de fibroblastos e queratinOCitdSEPHEL;
WOODWARD, 2006).

Inicialmente, a migracdo e ativagcdo de fibroblastos séo intensificadas em
decorréncia da liberagdo de mediadores produzmtiveipalmentepor macrofagos,
destacandse os fatores de crasento como PDGF, TGB e VEGF. Os fibroblastos
séo os principais componentes do tecido de granulacdo e, apos influéncia dos fatores de
crescimento derivados dos macrofagos, séo ativados e migram das bordas para o centro
da ferida. Isto ocorre através datniz provisoria formada e do gradiente quimico de
substancias quimioatraentes (THEORET, 2005; STOCUM, 2GB8)SH; CLARK
2007). Com o aumento do numero de fibroblastos ativados para producéo de colageno no
local, a matriz extracelular comeca a ser stibida por um tecido conmivo mais denso
e elastico. E®s processo é denominado de fibroplasia. Sua eficiéncia é dependente da
ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasosuisaog, ou seja,
neovascularizacdo da regido (HARTLAPP et al, 2001). dugdo da angiogénese
ocorre pela acao direta de fatores de crescimento sobre as células endoteliais e, em parte,
pela baixa tensdo de oxigénio caracteristica no centro da ferida, elevados niveis de acido
lactico e aminas bioativasBALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 MENDONCA,
COUTINHO-NETTO, 2009). Embora essa funcéo tenha sido atribuida, inicialmente, ao
FGF1 ou FGF2, VEGFA foi descrito, posteriormente, como principal regulador da
vasculogénese e angiogénese durante o desenvolvimento do tecido cicatricial
(HOWDIESHELL et al., 2001).
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Por volta do quarto dia, com a fibroplasia e a angiogénese - sgi@aformacao
do tecido de granulacdo, o qual € constituido por macréfagos, fibroblastos, células
inflamatodrias e componentes neovasculares, 0s quais sdo susEegnbaduma matriz
frouxa de fibronectina, acido hialurénico, glicosaminoglac®e colagenos tipos | e Il
Es® tecido € edematoso e caractesegela presenca de muitos espacos vazios, devido
a imaturidade dos vasos, 0s quais sdo exsudativos e sarmrafadlidade BAUM;

ARPEY, 2005;HATANAKA; CURI, 2007).

Nesta etapa, a neovascularizacdo é essencial porque permite a troca de gases e a
nutricdo de células metabolicamente atMvAALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 Sob
estimulo de fatores de crescimento eodéros mediadores, as células endoteliais do
interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar solagenador
do plasminogénioEssas substancias promovem aberturas na membrana basal e permitem
a migracao das células endotaligue, atravessando a parede do vaso e utilizando como
substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida, seguem em direcdo a regido
lesionadaAs células endoteliais migratorias diferenciaene formam, no exterior do vaso,
um broto capilar que,ne seguida, unse ao capilar de onde eram originarias para o
restabeleicnento do fluxo sanguineo (RISAU, 199WERNER; GROSE2003.

A matriz extracelular, que inicialmente era formada essencialmente por
proteinas derivadas das plaquetas e plasma, temosgosicdo modificada. Na fase
inicial do reparo, os fibroblastos passam a depositar grandes quantidades de fibronectina
e acido hialurénico. Posteriormente, ha aumento na producédo de glicosaminoglicanos,
gue serdo, em parte, substituidos por proteina® amtageno, elastina, laminina e
proteases responsaveis pelo remodelamento fisioloBitbRINO ; PEREIRA; CURI,

2005. Durante o amadurecimento fenotipico dos fibroblastos em células produtoras de
coldgeno, o processo de contracdo da ferida alcanca si@g@&f maxima. Isto ocorre
devido a diferenciacdo de alguns fibroblastos das margens das feridas para
miofibroblastos, células com caracteristicas funcionais semelhante as células do
musculo liso (THEORET, 2008EPHEL; WOODWARD 2006).

Os queratindcitostornamse células hiperproliferativas e migratorias que
produzem e secretam componentes da matriz extracelular e polipeptideos sinalizadores,
ao mesmo tempo em que seu citoesqueleto é alterado para a producdo de queratina
(SANTORO; GAUDINO, 2005). O proce® de reepitelizacao inicee imediatamente

apos a lesdo. Em tecidos normais, o potencial mitotico das células epidérmicas da

camada basal encontsae i ni bi do pel o contato existente
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por contatoo. Co m aa, o mmecanismo’ imbitdriadeshpmarece mas | e s
células entram em mitose. Além disso, a ineficiéncia do processo mitdtico destas células
nas etapas iniciais € devido a inexisténcia de substrato adequado na regido da ferida, que
somente é fornecido quando o tkride granulacdo alcanca o nivel da epiderme. A
superficie Umida e oxigenada da ferida é um fator que acelera o processo de migracao
dos queratindcitoBALBINO ; PEREIRA; CURI,2005.

Na fase proliferativa, a sinalizagdo celular é feita por um numero rdaior
mediadores, envolvendo ativacdo, migracdo e inducdo de mitose das células estromais.
Além das atividades quimioatraentes dos membros da superfamilia db TGFe s s e s
exercem efeitos importantes sobre a fibroplasia, deposicdo de matriz extracelular e
angiogénese WERNER; GROSE 2003). S&o mitogénicos para fibroblastos, mas
inibidores da proliferacdo de varias células incluindo os queratinocitos. Além disso, séo
potentes estimuladores da expressao de proteinas da matriz extracelular, induzem a
expressdo de integrinas nos queratinOcitos, necessarias a sua migragao pela matriz
extracelular provisoria rica em fibronectina e participam da diferenciacdo de
miofibroblastos e do proesso de angiogénese (ROBEREBEORN, 1996). Da mesma
forma, PDGF estimula a proliferacdo dos fibroblastos e producéo de endtacelular,

induzindo nestacélulas a mudanca de fenotipo para miofibroblastos, enquantelMCP

além de induzirsintese de colageno, aumenta a expressédo debTGe da mat r i z

metaloproteinaseSVERNER; GROSE2003;BALBINO ; PEREIRA; CURI,2005.

O fator estimulador de colbnias para granulocitos e macrofagosQS
possui papel importante no processo de cicaffiza Em estudos realizada®m
camundongos transgénicos, demonsBeu que GMCSF proporciona melhora
substancial na neovascularizacdo e formacdo do tecido de granulacdo, acelerando o
processo de reepitelizacadlém disso,demonstrotse que ese fatoratua diretamente
sobre as células locais, aumentando o contetdo de citocinaB@de1l na r egi «o0
lesdo (MANNet al, 2001).

Os membros da familia dBGF sdo mitogénicos para varios tipos celulares
presentes no tecido lesado, incluindo fibroblastos e queratindcitos. Dentre eles, aqueles
gue vém demonstrando maior potencialidade attigpacéo no processo de reparo sao
FGF1, FGF2, FGF4, FGF7 e FGF10 (ABRAHAM; KLAGSBRUN, 1996). Os fatores
de crescimento semelhante a insulina (IGF) sdo potentes estimuladores da mitose e
sobrevivéncia de diversos tipos celulares, exercendo sug@etumatravés de ligacdo a

receptores tirosina quinase que se assemelham aos receptores de insulina. Na pele normal,

(
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um pequeno numero de célslexpressa receptores para,|@érém todas as células da
epiderme, além de macréfagos e outras células inflamtpassam a expredsé entre
um e trés dias apoés a lesdo (GARTNBENSON; CALDWELL, 1992).IGF-I aumenta

a expressao das cadeias-piid 1 (l) e préalfa 1 (lll) do procolageno em cultura de
fibroblastos da derme, tendo sido atribuida a sua supess&o, a formacdo de cicatriz
hipertréfica ap6s queimaduras (GAHARY al, 1995).

A maioria dos mediadores envolvidos na fibroplasia como {IAE-8, GM-CFS
e FGF também possuem atividade angiogénica. Além desses, outros sinalizadores,
principalmente mebros da familia do VEGF contribuem para formag&o de novos vasos.
VEGFA ¢é identificado como principal regulador da angiogénese na cicatrizacdo
(HATANAKA; CURI, 2007%. Os macréfagos e 0s queratindcitos da regido em reparo
aumentam de forma significativaeapresséo génica de VE@¥e seus receptores estao
aumentados nos vasos saimgs do tecido de granulacdo (LAUER al, 2000). Além
disso, a neutralizacdo do VE&¥Fpor anticorpos reduziu a angiogénese, a formacéo de
tecido de granulagdo e o acumulo deidbs em regibes que sofreram lesao
(HOWDIESHELL et al, 2001). O fator de crescimento da placenta (PLGF), outro
membro da familia do VEGF, possui participacdo importante na angiogénese. As células
endoteliais dos capilares adjacentes a ferida exprest@#i B 0 aumento da sua
expressao indica importancia funcional. A expressédo do VEGRLGF encontrarse
aumentados durante a migracdo dos queratinocitos (FARLAI, 2000). O fator de
crescimento dos hepatocitos (HGF), além de suas a¢fes angioganitssn participa
da reepitelizacdo (COWIN et al., 2001). Da mesma forma;@@%# estimula migracédo e
proliferacdo das células endoteliais e possui acdo mitogénica sobre queratinécitos
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 200% assim como It6 (SATO et al., 1999).

Membros da familia do EGF compreendem moléculas, cujos efeitos sobre a
reepitelizacdo sdo os mais estudados e caracteristicos. Dentre elas, dsstBCine
TGRU. seg datores de crescimento endogenos, produzidos principalmente por
macrofagos e eosindfilos, sdo considerados importantes reguladores da proliferacdo dos
gueratindcitos no sitio da les88ANTORO;GAUDINO, 2005).

As ativinas e as proteinas morfogecet do tecido conjuntivo (BMP) sédo
membros da familia do TG que participam da reepiteld]
estimular os fibroblastos para expresséo de fatores de crescimento, que paracrinamente
estimulam a proliferacdo dos queratinécitos. Por oatito,lap6s fechamento da ferida,

BMP-6 acumulase por toda a camada suprabasal da nova epiderme formada, sugerindo
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participacdo na diferenciagdo de queratindcitos, levasda cesarem sua atividade
mit6tica (HUBNER et al, 1996; McDONNELLet al, 2001).

Os queratindcitos, assim como outros tipos celulares, podem expressar
receptores ativados por pfetadores de peroxissoma (PPARjue séo fatores de
transcricdo envolvidos na regulacao de diversos aspectos metabdlicos e funcionais de
leucdcitos, fibrobla®s e queratindcitos. Ess receptores também estdo envolvidos nas
di ferentes fases do processo de <cicatri za-
estimulam a migracdo e a diferenciacdo de queratinGcitos, protegeriio apoptose
induzida por citocinas sendo importantes para uma rapida reepitelizacdo do tecido
(FREEDBERG et al., 2001; WHAHLR002).

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo tecido de
granulacéo, a circulacéo é restabelecida pela neovascularizacéo e afatida passa
por regeneragdo. Lentamente, o tecido de granulagédo é enriquecido com mais fibras
colagenas, o que comeca a dar a regido lesada a aparéncia de cicatriz devido ao acumulo
de massa fibrosaA fase proliferativa tem duracdo de 12 a 14 dATANAKA,

CURI, 2007).

2.3.3 Fase de remodelagem

A fase de remodelagem € marcada por maturacédo dos elementos e alteracdes na
matriz extracelular, ocorrendo aumento na deposicdo e reorganizacdo do colageno e
aumento da resisténcia da cicatriz, que adquirerfaioa ténsil. A maioria das células
desaparece, observange apoptose de fibblastos e células endoteligBALBINO;
PEREIRA; CURI,2005 HATANAKA; CURI, 2007%.

A resisténcia de uma cicatriz é dada pela quantidade de colageno depositada e
pela forma com que as fibras estdo organizadas. O remodelamento envolve etapas
sucessivas de producao, digestdo e orientacdo das fibrilas de colageno. Inicialmente, a
deposicdo de colageno € feita de maneira aleatéria, tendo como orientacdo a
organizacao da fibronectine dependente da natureza e direcdo das tensdes aplicadas
ao tecido. Subsequentementesassfibras sdo digeridas, ressintetizadas, rearranjadas
conforme organizacdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas
por ligacdes covalentédBALBINO ; PEREIRA; CURI,2005.

A degradacao do colageno e de outras proteinas da matriz extracelular € efetuada
por uma familia de metaloproteinases da matriz (MPP), que dependem de ions zinc
para sua atividade (SANTOR@AUDINO, 2005). MPP consistem epolagenases
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intersticiais, gelatinases, estromelisinas e metaloproteinases da matriz ligadas a
membrana. Essas enzimas sao produzidas por Vvarios tipos celulares, como macréfagos,
neutrofilos, fibroblastos e queratindcitos, e sua secrecdo é induzidatponidados
estimulos, incluindo fatores de crescimento, como PDGF e FGF, e citocinas, cdmo IL

e TNRU. Por outro Il adop @ porbi@ERHEPel desTG
WOODWARD, 2006; GILL; PARKS, 2008). A expressdo e ativacdo de MMP
promovem a liberacacediatores de crescimento ligados a matriz extracelular, mantendo
constante o estimulo a proliferacdo e migracdo dos queratinécitos, acelerando o
processo de reepitelizagddma vez formadas, MMP ativadas s&o rapidamente inibidas
por uma familia de inibides teciduais especificos das metaloproteinases, que séo
produzidos pela maioria das células mesenquimatosas, impedindo, assim, a acédo
descontrolada dessas proteina&S{M; ARPEY, 2005;GILL; PARKS, 2008).

TGFb ® um mediador com participa-«o0 1 mpo
Embora exercendo efeitos inibitorios sobre a proliferacdo dos queratindcitos, € um
potente estimulador da expressdo de proteinas da matriz aktraeelde integrinas
(ROBERTS;SFOR N, 1996). A express«o de ativina D
24 horas apos a lesdo, permanecendo em concentracoes elevadas ati® @riowdsso
de cicatrizacao (HBNER et al, 1996). Apesar de inibirem a proliferacdo de
gueratindcitos, induzem axgressdo do EGF em fibroblastos, aumentando de forma
consideravel o tecido de granulacdo. Em geral, enquanto ebTGpr o move deposi
do tecido de granulacdo e matriz extracelular, as ativinas induzem de forma mais
pronunciada a deposicao de fibroneceneenascingd (BALBINO; PEREIRA; CURI,

2005.

Nest fase, os eosindfilos aparecem e podem estar relacionados a producéo de
fatores de crescimentdHATANAKA; CURI, 2007%. Apés fechamento da ferida e
eliminacdo dos microrganismos, os linfécitos constituemsubsistema leucocitario
predominante na area da lesdo. Além de efetores imunes, os linfocitos sdo fontes de
fatores de crescimento. Eles sédo atraidos para a regido da ferida em igual niUmero aos
monacitos e, a partir do décimo quarto dia, sdo os leusdgite predominam na regido
(PARK; BARBUL, 2004).

Ao final dest etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas
sofrem regeneracdo limitada e a coloracdo da cicatriz permanece palida, pois a
regeneracdo dos melandcitos é deficiente e asiz&ado hipovascularizadas devido

ao desaparecimento dos neocapilakesta fase ocorre lentamente, podendo durar de
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meses a anos e, mesmo assim, uma cicatriz cutanea completamente madura possui
apenas 70% da resisténcia da pele normal (BALBINNEREIRA; CURI, 2005;
HATANAKA; CURI, 2007%.

2.4 Plantas medicinais

O uso de plantas como fonte de medicamentos foi uma das primeiras
manifestacbes do homem em compreender e utilizar a natureza. As plantas
medicinais sdo matériggimas de origem vegetal utilizadpara aliviar, prevenir ou
curar uma doenca ou para alterar seu processo fisiolégico e patolégico tanto no
homem como n®animais (RATES, 2001; McGAVELOFF, 2008). O conhecimento
tradicional sobre sua utilizagdo vem sendo adquirido pelas comunidadesgyacd®
muitos anos e transmitido verbalmente através das geracdoes (BARBXIAATO;
MOURAQ, 2007).

Com o avango da ciéncia, intensificaraen 0os estudos sobre as plantas
medicinais utilizadas popularmente, relacionando sua composi¢cdo quimica com seus
efeitos, sendo idispensavekua validacao cientifica paeceitacdo desua utilizacdo
(McGAW; ELOFF, 2008).

Atualmente, estimae que 25 a 30% das drogas prescritas mundialmente sao
oriundas de plantas medicinais (RATES, 2001; CALIXTO, 2005)teNasntexto, o
Brasil, particularmente a caatinga nordestina, ganha destaque, pois apresenta grande
biodiversidade de espécies vegetais, 0 que constitui uma de suas maiores riguezas e uma
possivel fonte para obtencdo de novas substancias com finalidade terapéutica
(ALBUQUERQUE et al., 2007). Entretanto, menos de 10% dessa biodiversidade foi
avaliada em relacdo as suas caracteristicas biolégicas e pouco menos de 5% foi
submetida a analise fitoquimica (LUNA et al., 2005).

As atividades biologicas das plantas medicinais fegquentemente atribuidas
aos seus metabdlitos secundarios. Estes sdo produzidos através de rotas biossintéticas
diversas cujos compostos de partida sdo os metabolitos primarios, 0os quais incluem os
carboidratos, proteinas e lipidios, que sdo essenaads gs funcdes vitais da planta
(VEERPORTE, 2000). Os metabolitos secundarios, como moléculas biologicamente
ativas, podem interferir em varios mecanismos ou mediadores envolvidos no processo

inflamatério e cicatricial.
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2.4.1 Plantas medicinais com atidade antiinflamatdéria tépica

Inimeras plantas utilizadas na medicina tradicional demeastrpromover a
inibicdo da resposta inflamatoria topicavivo, sendo que algumas delas ja tiveram os
compostos responsaveis por tal atividade isolados e caradtesiz

O Olearesina deCopaifera duckefcopaiba), cuja composicéo terpenoidal € bem
caracterizada, apresentou atividade -aritamatéria quando aplicado topicamente em
modelo de dermatite induzida por 6leo de créton, onde ha participacdo de mediadores
ohtidos pela via das cicloxigenases. A reducédo do edema foiddpssdente, com
inibicao de 52%, 58% e 62% nas doses utilizadas, sendo semelhante ao efeito produzido
pela dexametasona (CARVALHO et al., 2005). Utilizandeeesiesmo modelo, os
Oleos das semess deHelianthus annuggirassol) eVitis vinifera(uva), ricos em acidos
graxos insaturados 6me@a(linoléico), apresentaram efeito antiedematogénico topico,
sendo esse efeito potencializado quando se associou esses 0leos vegetais aos
triglicerideos decadeia curta, acidos caprico e caprilico (NABAS et al., 2009).

A aplicacao topica do extrato hidedcoolico e fragdes dBerjania erectqcipo-
cinco-folhas) revelaram atividade significativa sobre o processo inflamatorio, causando
uma reducdo dosgependate do edema de orelha induzido por 6leo de créton. Além
disso, houve diminuicdo da atividade da mieloperoxidase tissular, parametro indicativo
do influxo de polimorfonucleares. As frac6es diclorometano, acetato de etila e hexanica
demonstraram inibicdo m#ma de 81%, 78% e 83% para o edema de orelha e 56%,
52% e 69% para atividade da mieloperoxidase, respectivamente (GOMIG et@&)l., 200

O extrato acetato de etila obtido das folhasMiEmecylon eduleapresentou
maior estimulacéo da producéo dellkin vitro, e reducédo do edema de orelha induzido
por EPP (fenilpropionato de etila) em camundongos, o qual foidkysendente. As
concentracdes de 1 mg/orelha (47,8%) e 2 mg/orelha (50,2%) promoveram inibicao
similar aquela produzida pela indometacina (62,4%gx»ametasona (70%) apods 4 horas
da aplicacdo dos extratos (NUALKAEW et al., 2009).

As propriedades animflamatérias dos flavonoides obtidos do extrato butandlico
de Cayaponia tayuydtaiuia) foram avaliadas, utilizanes® modelo de edema de orelha
induzdo por dose unica (inflamac¢do aguda) ou mdultiplas (inflamacéo subcrénica) de
TPA (13acetato de 12-tetradecanoiforbol), com énfase na inducdo de enzimas pro
inflamatorias e mediadores peptidicos. Os flavondides dessa planta inibiram o edema
agudo em 6%, enquanto no modelo subcrénico essa inibicdo foi de 37%. Emitestes

vitro com macroéfagos, a producdo de oxido nitrico foi reduzida (42%), mas ndo houve
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efeitos sobre a produciode TNFF Al ®m di s s o, houve 1nibi-«o
COX-2 em 98% e12%, respectivamente (AQUILA et al., 2009).

Dentre as fragBes do extrato etandlico Egiron multiradiatus que possui
flavondides como principais componentes, a fracdo butandlica mostrou ser mais efetiva
contra o processo inflamatorio. Essa fracdo qaathinistradaralmente na dose de
400 mg/kg, em modelo de edema de orelha induzido por xileno em camundongos,
produziu uma maior inibicdo da resposta inflamatéria (52,94%) quando comparada a
dexametasona (44,12%) (LUO et al., 2008).

Os efeitos antinflamatorios tépicos deHeliopis longipese seus principais
constituintes bioativos foram avaliados pela primeira vez, utilizsedmaodelos de
inflamacédo de orelha induzido por acido araquidénico (AA)asetato de forbol
miristico (PMA). O extrato etandlicda raiz dessa planta aplicado topicamente reduziu
o edema de orelha de maneira ddspendente, sendo o efeito anflamatorio
maximo observado na concentracdo de 3 mg/orelha. Esta inibi¢céo foi de 91,3% e 80,3%
nos modelos do AA e PMA, respectivamentestdtados similares foram observados
para os constituintes afinina e isobutiicanamida (HERNANDEZ et al., 2009).

Os extratos éter de petroleo, cloroférmico e metandlicéd\aiia cornigera
Byrsonimia crassifoliaSweetia panamensesSphagneticola trilbata foram avaliados
por suas propriedades amtflamatorias topicas pelo modelo de dermatite auricular
induzida por Oleo de croton. Todos os extratos inibiram o edema, sendo que o extrato
cloroférmico mostrou maior atividade inibitéria, com valores dg [[dose em que ha
50% de inibicdo do edema) variando de hifcnf (Byrsonimia crassifélipa 183
my/cnt (Sphagneticola trilobatg enquanto a IR da indometacina foi de 98g/cnt
(MALDINI et al., 2009).

A atividade deChrysanthemum indicursobre a resgta inflamatéria aguda e
cronica foi avaliada em modelo de edema de orelha induzido por TPA. A aplicacao
topica do extrato etandlico das flores dessa planta inibiu 0 edema através da reducao da
espessura e peso das orelhas tratadas, bem como do infififladeatorio e outros
indicadores histolégicos, semelhante aos efeitos produzidos pela indometacina. Além
disso, houve reducéo significativa dos niveisddlh e-UTNBem como da at.i
da mieloperoxidase. Esses resultados sugefemindicum como agate anti
inflamatorio em potencial (LEE et al., 2009).

O extrato etandlico ddaphne retusa quando administrado oralmente na

dosagem de 800 mg/kg, mostrou discreto efeito sobre a reducdo do edema de orelha
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induzido por xileno, com inibicdo de 14,7%. Ndaeo, dosagem idéntica das fracoes
acetato de etila e butandlica desse extrato mostraram efeitasflantatorios tdpicos

mais significativos com inibicdo de 43,9% e 36,5%, respectivamenges Efeitos
também foram observados nas fracdes éter delgeted cloreto de metileno (100
mg/kg), mostrando inibicbes de 36,7% e 44,2%, respectivamente (HU et al., 2008).
Utilizando esse mesmo modelo, verifies&l 0 potencial anihflamatério topico de
Pterocephalus hookeriOs extratos aquoso @kg) e etandlio(1 g/kg) dessa planta
administrados por via oral inibiram o edema em 93,77% e 76,47%, respectivamente
(ZHANG et al., 2009). Da mesma forma, o extrato etandlico das folhdsyditaria
sinensisdemonstrou propriedades aitflamatérias ao inibir o edemanduzido por
xileno em camundongos, com taxa de inibicdo de 51% na dosagem de 848 mg/kg, sendo
gue essa inibicao foi dogskependente (ZHOU et al., 2008).

O efeito do extrato hidralcoolico obtido das partes aéreaaslidago chilensis
sobre a inflamacdo agadoram verificados através do edema de orelha induzido pela
fracdo cloroférmica do extratétex de Euphornia milii em ratos. A administracao
topica ou intraperitoneal do extrato & chilensisreduziu a formacédo do edema,
entretanto a via topica foi ngefetiva, produzindo efeito similar a dexametasona. Por
outro lado, as doses testadas (3)5mg/kg) ndo inibiram a formacdo do edema
guando o extrato foi administrado oralmente, sendo equivalente ao edema do grupo
controle negativo tratado com salinaug8riuse a inibicdo da interacdo leucdeito
endotélio como importante mecanismo de acao do extrato (TAMURA et al., 2009).

O extrato aquoso da casca do cauleTadbebuia avellaneda€100mg/kg),
administrado oralmente em camundongmestrou efeito antinflamatorio topico ao
inibir o edema de orelha induzido parido araquidénicomas nao foi capaz de inibir o
edema quando se utilizou 6leo de créton como agente flogistico. Esse extrato suprimiu a
producdo de PGEe de NO, bloqueando a expressdo das enz@@aé62 e iNOS, em
macrofagos ativados por lipopolissacaridtewsitro (BYEON et al, 2008).

A atividade inibitoria do extrato acetato de etila@arcinia hanburyisobre a
inflamacédo aguda foi verificada em modelo de edema de orelha induzido por EPP em
ratos. A aplicacao topica de 1mg/orelha desse extrato inibiu o edema em 93% apo6s 30
minutos da inducdo do processo. Sugeduesse efeito a inibicdo da biossintese das
prostaglandinas (PANTHONE al, 2007).

Estes resultados demonstram possibilidades daagfiio de plantas medicinais e

seus metabdlitos secundarios como agentesrdilatinatorios topicos.
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2.4.2 Plantas medicinais com atividade sobre a cicatrizacao cutanea

Embora a maioria das propriedades terapéuticas de plantas medicinais seja
baseada em lsos populares, muitos estudos cientificos tém sido desenvolvidos no
sentido de investigar e comprovar a atividade cicatrizante dessas plantas, vaglando

Uma alternativa terapéutica na cicatrizacdo cutanea é o uso tépico diasleo
sementes delelianthus annuggirassol) A aplicacdo desse 6leo sobre feridas cutaneas
em carneiros da raga Santa Inés acelerou o processo de cicatnaat@de 21° dia de
tratamento, reduzindo a area r@catrizada e aumentando a contracdo das feridas.
Além disso, o tedo de granulacdo desenvolvee mais rapidamente, assim como a
reepiteelizacao foi mais precoce nas feridas tratddARQUES et al., 2004).

O oOleoresina deCopaifera langsdorffi(copaiba) aplicado topicamente na
concentracdo de 4% acelerou a contragddeddas cutaneas em ratos. No dia 9, essa
contracao foi 84,05% quando comparado com o controle (51,29%). Além disso, a forca
de tensédo nas feridas induzidas por incisdo mosiomaior nos animais tratados
(71,48 g/cm) no dia 5 do experimento. Essesllt@dos podem justificar o uso
tradicional desse 6leo no tratamento de feridas, indicando efeitos benéficos sobre a
cicatrizacdo (PAIVA et al., 2002). Entretanto, o tratamento tépico com 0leG. de
langsdorffi in naturg influenciou de forma negativa oquesso de cicatrizacdo cutanea
de feridas cirargicas em camundongos na presenca de corpo estranho, demonstrando
retardo no processo de reepitelizacdo, permanéncia de crostas e persisténcia das
alteracdes vasculares e inflamatérias (VIEIRA et al., 2008).

As propriedades cicatrizantes d&tryphnodendron barbatimafbarbatiméao),
Calendula officinalis(caléndula) eSymphytum officinaléconfrey) foram avaliadas
macroscopica e histologicamente em modelo de cicatrizagcdo por segunda intencdo em
equinos.S. barbatmanrevelou efeitos favoraveis sobre fibroplasia e retracéo das feridas,
enquantoC. officinalis acelerou a fase inflamatoéria do processo cicatricial. Por outro
lado, S. officinaleapresentou resultados inferiores aqueles observados no grupo controle
tratado com salina fisiologica (MARTINS et al., 2003). Outras espécies de barbatimao
mostraram atividade sobre a reepitelizacdo de feridas cutaneas em ratos. O extrato bruto
liofilizado deS. polyphyllumaplicado topicamente revelou aumento da proliferacdo dos
gueratindcitos apds 4 e 7 dias de tratamento, enquanto Sombovatumessa
proliferacdo foi observada nos dias 7 e 1Gtpdtmmento (LOPES et al., 2005).

A aplicacdo tépica de unguentos contendo extratos das folhkouerdica

charantia(melaode-sdoacaetano) sobre lesées cutaneas em coelhos, demonstrou que o
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extrato hexanico foi mais eficaz, gerando uma rapida ativacdo do processo cicatricial,
que foi avaliado macroscopicamente e pela quantificacdo de pardmetros, como area de
retracdo das feridas, irtflhdo de células mononucleares, fibroblastos e vasos
sanguineos, mostrando o potencial farmacolégico dessa planta sobre a cicatrizacao
cutdnea (VASCONCELOS et al.,, 2007). Em contrapartida, um unguento a base do
extrato etandlico d&/ernonia scorpioidegerva-de-sdasimao) aplicado sobre lesdes
cutdneas em camundongos intensificou a area de necrose na fase aguda da cicatrizagéo.
No entanto, ndo houve inibicdo do recrutamento e estimulacdo das células inflamatorias
e do processo de reparo, havendo formacétecido de granulacdo e reepitelizacao
normais (DALAZEN et al., 2005).

O uso topico do extrato dos frutos dassiflora edulis(maracuja) néo
apresentou, macroscopicamente, efeito significativo sobre a cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos quando coragas ao controle. Entretanto, microscopicamente,
observouse aumento da proliferacéo fibroblastica no 7° dia e maior colagenizagdo no
14° dia de tratamento (GARROS et al., 2006).

Extratos etandlicos e hexanicos de 12 plantas utilizadas na medicinatraldici
da regido sul brasileira como agentes cicatrizantes foram investigadas em varios ensaios
biolégicos, envolvendo acdo de MFB , MAP KJ,, T NISamstase migracio e
proliferacdo de fibroblastos, além de testes de citotoxicidade. Dentre as plantas
avaliadas, os extratos hidrofilicos alinsoga parviflora(picdo brancq) Petiveria
alliacea (guiné) Schinus molle(aroeiinha), Waltheria douradinha(douradinha)e
Xanthium cavanillesiicarrapicho), bem como o extrato lipofilico W douradinha
mostrararsse mais ativos no processo de cicatrizacao (SCHMIDT et al., 2009).

A atividade cicatrizante da raiz denebia densifloa foi avaliada em modelos
de feridas por excisado e incisdo. Varios extratos dessa planta foram testados na forma de
unguentos topicos. O extrato hexanico a 1% revelou efeito cicatrizante mais
significativo, seguido pelo extrato cloroformico. No dia 12,fergdas tratadas com
esses extratos mostraram contracdo de 95,2% e 89,9%, respectivamente, enquanto a
forca de tenséo foi de 47,5 % e 30% para 0s respectivos extratos (AKKOL et al., 2009).

O efeito do tratamento tépico com latex extraido dos fruto€atea papaya
(mamao), na forma de hidrogéis, sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas em
camundongos pelo modelo de queimadura demonstrou aumento significativo do teor de
hidroxiprolina nas feridas quando comparado aos controles, inclusive corgad#o

referéncia sulfadiazina de prata, além de acelerar a contracdo das feridas e reduzir o
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tempo de reepitelizaca&sses resultados podem sustentar o uso tradicional desse latex
no tratamento de queimadu@UJRUNG; SKALKO-BASNET, 2009).

A eficicia do gtrato aquoso obtido das folhas Hantana camaralcamard)
sobre o processo cicatricial foi determinada através de parametros morfolégicos e
bioquimicos.O tratamento tépico de feridas cutaneas com esse extrato em ratos melhorou
a taxa de contracdo dasidfiaxs (98%), aumentou a sintese de colageno (50 mg/g de
tecido) e reduziu o tempo médio de cicatrizacdo (17 dias). Além disso, no dia 10, o estudo
histol6gico revelou maior organizacédo das fibras de colagdibooblastos, mostrando
poucas células inflamatias, enquanto o controle apresentou fibras de colageno
desorganizadas e poucos fibroblastos (NAYAK et al., 2009).

O potencial cicatrizante dos extratos metandlicosidBptelea integrifoliafoi
avaliado através de dois modelos experimentais em ratosnddelo de feridas por
excisédo, os extratos mostraram taxa de cicatrizacao superior a 90% no dia 14, enquanto
no controle essa taxa foi 63%. No modelo por excisédo, os extratos obtidos da casca do
caule mostraram maiores forca de tensdo (4,94 9/rancontéido de hidroxiprolina
(72,22 mg/g), indicando maior deposicao de colageno. Histologicamente, houve reducéo
da area da cicatriz, aumento da proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, queratinizacao
e reepitelizacdo. Esses resultados foednuidos, em p#&e, aos efeitos sinérgicos das
atividades antimicrobiana e antioxidantes dos extratos (REDDY et al., 2008).

Extrato etandlico d€alotropis giganteacelerou o processo de cicatrizacdo em
ratos. Quando aplicado topicamente na forma de unguento a 5% eio ad®@ecisao,
aumentou a contracdo das feridas (98,96%) e reduziu a ameatt& (40,87%) e o
tempo de reepitelizacéo (18 dia@uandoadministrado oralmente nas doses de- 400
mg/kg em modelos de incisdo e espaco morto, aumentou as foteas@alas feridas e
o teor de hidroxiprolina, ndo havendo diferencas entre as dosagens e droga de referéncia
a base de iodpovidine aplicada topicamente (DESHMUKH et al., 2009).

O tratamento tOpico de lesdes cutaneas com extratos aquoso e metandlico de
Mimosapudica na forma de unguentos a 2%, mostrou atividade significativa sobre a
cicatrizacdo em ratos. No dia 16, os animais tratados com extrato metandlico
apresentaram 100% de contracdo das feridas e periodo de reepitelizacdo de 19 dias,
enguanto nos aninmgue receberam extrato aquoso, esses parametros foram de 97,34%
e 22 dias, respectivamente. A forca de tensdo e teor de hidroxiprolina também foram
superiores nesses grupos. Os resultados observados podem estar associados aos

constituintes fendlicos ideifitados nos extratos (KOKANE et al., 2009).
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O extrato etandlico das partes aéreasDamdrophthoe falcataapresentou
potente atividade sobre a cicatrizacdo cutanea em ratos, o qual foi evidenciado através
do aumento das for¢cas de tensdo e contracdo ddasfeAlém disso, a expressédo de
hexosamina e hidroxiprolina no tecido de granulacdo também se mostraram bem
correlacionadas ao padréo ¢rg@al observado (PATTANAYAK;SUNITA, 2008).

O extrato bruto deéArrabidaea chica(crajiru) mostrou potencial cicaante
através da estimulacdo do crescimento de fibroblastos de maneirdegeselente, e
aumento da producéo de colagémeitro e in vivo. A aplicacéo tdpica desse extrato em
feridas cutaneas de ratos reduziu o tamanho da lesédo em 96%, enquant@le contr
salina mostrou taxa de cicatrizacao de apenas 36% (JORGE et al., 2008).

Os efeitos déloe feroxe Aloe arborescen®ram avaliados sobre a cicatrizagéo
topica em ratos e coelhos, utilizars® sucos preparados a partir de suas folhas. Aléem
disso, foran realizados testes de toxicidade cutéanea em peles integra e lesionada. Os
resultados indicaram propriedades terapéuticas das formulagbes em estudo, incluindo
aceleracdo do processo cicatricial, inibicdo seletiva do crescimento de- micro
organismos e auséade efeitos irritantes sobre a pele (JIMAO; JIA, 2008).

Estes resultados demonstram o amplo potencial de plantas medicinais com

atividade cicatrizante para o tratamento de lesdes cutaneas.

2.5Lippia sidoidesCham.

Lippia sidoides Cham. mrtence a dmilia Verbenaceae e é conhecida
popularmente como alecripimenta, alecrirgrande e estrepzavalo (Figura 7). Eima
plantaarbustiva, caducifdlia, ereta, com caule quebradico muito ramificado, propria da
vegetacado do serarido nordestino, comum na caega entre Mossof&N e Tabuleiro
do NorteCE. Apresenta folhas aromaticas e picantes, opostas, simples e pecioladas;
flores muito pequenas, esbranquicadas, reunidas em espigas de eixce dtos
extremamente pequenos, produzindo sementes diminutagaguaente germinam
(LORENZI; MATOS, 2002; MATOS, 2007).

L. sidoidesé uma das plantas selecionadas pelo projeto Farmacias Vivas da
Universidade Federal do Ceara (MATOS, 2002). ApGs sua introducéo nos programas de
fitoterapia social em atencao primariaadide, passou a ser cultivada em varios estados
do Brasil em escala industrial. Pode ser multiplicada por estaquia, tsamdoramos

mais finos. As mudas devem ser protegidas contra dessecacdo durante as primeiras



50

semanas e plantadas ap6s um a dois n@sasespacamento de trés a quatro metros,

evitando excesso de 4gua durante a rega (MATOS, 2007).

Figura 6. Lippia sidoidesCham.
Fonte: LORENZI;MATOS, 2002

Na medicina popular,.. sidoidestem sido recomendada para uso externo, na
forma de infusdo abdlica preparada por maceracdo das folhas em alcool. O cha ou
tintura diluida em agua, por ocasido do uso, tem aplicacédo local em gargarejos, limpeza
de ferimentos, lavagens da pele, couro cabeludo, mucosas e também como desodorante
dos pés e axilas, ativcontra varios tipos de agentes infecciosos. As folhas também
podem ser usadas diretamente como se fossem pastilhas para tratamento de dores de
garganta e inflamacdo das gengivas, e ainda para preparacdo de sabonete liquido
(MATOS, 2002; MATOS et al., 200). As mesmas preparacdes podem ser feitas com

Oleo essencial extraido de suas folhas por hidrodestilacdo (MATOS, 2002)
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O 6leo essencial dé. sidoides com rendimento de até 6%, é constituido
principal ment el aded-caddfileng,l pcbnefb, mirceno, carvacrol,
acompanhados de outros constituintes minoritarios. O timol, potenteséatitio
pertencente ao grupo fenol, é o constituinte mais abundante, podendo seu teor atingir
73,1%. Dentre os componentes fixos vatateis isolados dos extratetandlicos do
caule e folhas e que ndo séo registradas para o 6leo essencial, constam flavondides,
naftoquindides (quinonas), lignanas e outros, que também contribuem para as atividades
biol6gicas dessa planta (MATGS$ al, 2004; GILBERT FERREIRA; ALVES, 2005).

Os usos populares de sidoidestém amplo apoio experimental em termos de
atividade antimicrobiana, sendo timol e carvacrol os principais responsaveis por essa
atividade GILBERT; FERREIRA; ALVES 2005. Neste contexto, é relatada sua
utilizagdocomo antibacteriano, antifingico e anélmintico (MATOS et al., 2004).

Ensaiosin vitro com o 06leo essencial de sidoidesdemonstraram um largo
espectro de inibicdo, abrangendo bactérias Gram positivas e negativas, irstuardce
elas varias espiéss como Clostridium perfrigens Escherichia coli Staphylococcus
aureus, Salmonellap (AGUIAR, MATOS; MOURA, 1984; BARA;VANETTI, 1998;
BERTINI et al., 2005). Alem disso, mostrou reducao significativa do numero de colbnias
de Streptococcus mutapsesent na saliva de humanos (BOTELHO et al., 2009).

O potencial antifungico do 6leo essencial foi demonstrado areosporum
canise Candida spp., com concentracao fungicida minima variando de 9 a 150 mg/L e
1250 a 5000 mg/L, respectivamente. Em relacéo mite® toxicologicos, verificoise
gue a administracdo aguda do 0leo essencial deloidesaté 3g/kg, por via oral, em
camundongos foi desprovida de toxicidade evidente, assim como a administracao oral
desse 6leo (117,95 mg/kg/dia) em ratos por 30mAasinduziu alteracdes histoldgicas,
hematoldgicas e bioquimica séricas significativas (FONTENELLE et al., 2007).

Os efeitos do 6leo essencialldesidoidescontra nematdides gastrointestinais de
ovinos infectados naturalmente foram avaliadosjivo, @ravés da contagem de ovos
por grama de fezes e pela identificacdo e contagem de parasitas adultos no abomaso e
intestino dos animais. Sete dias apés tratamento oral, o 6leo essencial nas doses de 230
e 283 mg/kg e a droga de referéncia ivermectina mastraficacia de 38%, 45,9% e
40,2%, respectivamente. Quatorze dias ap0s o tratamento, essa eficacia foi de 30%,
54% e 39,6%, respectivamente. A necropsia, o 6leo essencial reeetdicaz contra
Haemonchuspp.e Trichostrongyluspp (CAMURCA-VASCONCELQOSet al., 2008).
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O oleo essencial de sidoidese seu hidrolato mostraram agéo larvicida contra o
mosquitoAedes aegyptcausando mortalidade quase instantanea das larvas. O timol foi
identificado como o principio ativo responsavel por essa ac¢do, cau$@féo de
mortalidade larval na menor concentragao testada (0,017%) (CARVALHO et al., 2003).

A atividade contra protozoarios do génemshmanigfoi verificada em extratos
delL. sidoidesobservandee efeito litico superior a 90% em culturaLd®raziliensisem
macrofagos peritoneais de camundongos. O efeito leishmaimcidao foi verificado
para formas promastigotas e amastigotas do parBsiGANHA et al., 1995

O 06leo essencial de. sidoides(0,5%) associado com extrato diéyracrodruon
urundeuva(aroeirado-sertdo), na forma de gelemonstrou atividade astiflamatéria
e antibacteriana em modelo experimental de periodontite. Esse tratamento reduziu a
atividade da mieloperoxidase e inibiu a producdo de-UNFe-1 B Lno t eci do gen
de ratos, bem como preveniu o0 crescimento degpatis orais (BOTELHO et al.,
2007). Colutorios preparados a base do 6leo essenclal sidoidesreduziu a placa
bacteriana e gengivite em humanos, com resultados semelhantes a clorexidina
(BOTELHO et al., 2009) e impediu a progressao da doenca peribéomteées, com
reducdo significativa dos escores clinicos gengivais (GIRAO et al, 2003).

O Oleo essencial mostrou potencial gastroprotetor eirdiamatorio topico
guando utilizado em diferentes concentracdes, provavelmente devido a sua atividade
antioxdante (MONTEIRO et al.,, 2007), aléem de propriedades imunomoduladoras,
suprimindo as respostas imunes humoral e celular (LEITE, 2003).

Os efeitos citotoxicos de componentes isoladads. dgdoidegevelaram eficacia
dessa planta em estudos antitumoraisyitro, contra células leucémicas humanas
(NASCIMENTO et al., 2000). Uma amostra do 6leo essencial dgedoides contendo
predominantemente carvacrol eimeno, apresentou atividade antiespasmadica, além
de propriedades miorelaxantes e caBtimulants (GILBERT; FERREIRA; ALVES
2005. Ressaltsse ainda uma discreta atividade virucigtayitro, observada em 6leos
essenciais de outras espécies do génemia (GARCIA et al., 2003).

Apesar de diversas propriedades terapéuticas comprovadas, nado foram
verificados na literatura relatos que comprovem o efeito cicatrizante do 6leo essencial
de L. sidoides Por outro lado, estudos prévios realizados em nosso laboratorio

demonstraram propriedades irritantes desse 6leo quando utilizadtura
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2.6 CaryocarcoriaceumWittm.

Caryocar coriaceumWittm. é uma espécie arboOrea, pertencente a familia
Caryocaraceae, conhecida popularmente por pequizeiro, e seu fruto, pequi (Figura 8).
Apresenta tronco grosso com até dois metros de circunferéncia e 12 a 15 metros de
altura, revestido de casca escura, com galhos grossos, compridos e inclinados. Tem
folhas opostas com foliolos ovais, veddeentes. As flores com coloracdo amarelo
intenso e estames vermelhos sdo grandes e estao reunidas em cachos terminais. O fruto
(peaqui) é globoso, do tipo drupdide, formado por um epicarpo (casca)-aerdeslado,
gue recobre de um a quatro pirénios, conhecidos como caroc¢os; 0 mesocarpo oleaginoso
divide-se em externo (coridceo carnoso) e interno (parte comestivel aiteamedso ou
polpa), envolvendo o endocarpo lenhoso com espinhos delgados e agudos, sob o qual
esta a améndoa branca ou semente, carnosa e também oleaginosa (Figura 9). O conjunto
mesocarpo interno, endocarpo espinhoso e semente constituem o pirénio ;(SILVA
MEDEIROSFILHO, 2006; MATOS, 2007).

Figura 7. Caryocar coriaceunwittm.
Fonte: OLIVEIRA et al., 2008
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Figura 8. Fruto deCaryocar coriaceunwittm.
Fonte: OLIVEIRA et al., 2008

A area de ocorréncia desta espécie compreende os cerrados do Ceard, Piaui,
Tocantins,sul do Maranhédo e norte da Bahia. Outras espécies que ocorrem no Brasil e
tém 0s mesmos usos desta espécieCsagocar brasiliensisCamb., em Goias e Minas
Gerais,Caryocar villosumPers., 0 pequia, €aryocar glabrum a equirana, prépria da
Amazonia (MATOS, 2007). A maioria das informacdes disponiveis na literatura refere
se a espeéci€. brasiliensis as quais auxiliam na compreensao das caracteristicas e
propriedades d€. coriaceum,em virtude da proximidade genética entre essas duas
espécies (OLIVEIRAet al., 2008).

C. coriaceunmexerce importante papel sé@oonémico na Chapada do Araripe
e sertbes vizinhos do Ceard, Pernambuco e Piaui. A polpa e améndoa do pequi séo
altamente nutritivas e constitsé em valioso recurso alimentar para a populaca@asiess
regi »es. A principal utiliza-«o do fruto ®
Aipequi zadad, em cozidos de carne bovina e f

na producdo de geléias, doces e racdo para animais. Da polpa fermentadaziéoprodu
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um tipo de licor bastante apreciado em algumas regides do pais (OLIVEIRA et al.,
2008). A améndoa € utilizada como ingrediente de farofas e pacgocas, além de ser
consumida salgada como petis@e LIMA et al., 2007).

No periodo da safra, que ocorre renttlezembro e abril, no Ceara, familias
inteiras da regido do Cariri deixam suas casas e sobem a Chapada do Araripe para o
trabalho de coleta dos frutos e extracdo, por fervura em agua, do 6leo de pequi, obtido da
polpa do fruto, para comercializacdo ougppropria alimentacdo. O 6leo é negociado
nas feiras e casas de comércios da regido, sendo adquirido geralmente para fins
medicinais e culinarios. Ao fim da safra, grande quantidade de améndoas (sementes) é
deixada no local ou também submetida a extrded@eo (MATOS, 2007).

Relatase a utilizacdo do 6leo do pequi na industria de cosméticos, para
formulacdes de creme®IANOVSKI et al., 2008),na producdo de sabdes, além de
potencial na producdo de combustiveis (biodiesel) e lubrificantes (OLIVEIRA, et al
2008). Por suas caracteristicas e aroma especial, 0 6leo do pequi despertou interesse de
industrias estrangeiras de chocolates finos, uma das quais mantém area preservada no
Piaui para obtencdo da matéoiama (MATOS, 2007). No entanto, ndo existe igolt
comercial de pequizeiro, e a sua exploracdo €, ainda, puramente extrativista. Sua
madeira, de cor castanfaonarelada, também tem sido empregada para diversos usos,
como berco de moendas, além de aplicacées na construcao civil e naval, em virtude de
suaresisténcia. A casca, por meio de maceracao, produz uma tintura casania
gue é utilizada no tingimento artesanal (OLIVEIRA et al., 2008).

A andlise da composicado quimica@ebrasiliensigevelou que a polpa apresenta
alto teor de umidade (41,50%além de lipidios (33,4%), carboidratos (11,45%), fibras
(10,0%) e proteinas (3,0%). A améndoa, por sua vez é rica em lipidi@dYH]1,
apresentando em sua composicao proteinas (25,27%), carboidratos (8,33%), fibra
alimentar (2,2%) e baixo teor de umida(8,68%) e elevado teor elevado de minerais
representado pelas cinzas (4,0 LIMA et al., 2007).A polpa e semente do pequi
representam apenas 25% do fruto. Embora o epicarpo (casca) represente a maior parte do
pequi (75%), ha poucos estudos sobita @arte do fruto, provavelmente por ser um
residuo rejeitado pela populacdo (ROESLER et al., 2007).

O fruto do pequizeiro apresenta alto teor darotendides (AZEVEDO
MELEIRO; RODRIGUEZAMAYA, 2004), sendo que seu aroma mOSts®U
constituido, quase exdivamente, pelo éster hexanoato de etila (MATOS, 2007). A

polpa do pequi contém cerca de 62% de Oleo comestivel com alto teor de vitaminas A e
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C, enquanto a améndoa fornece, por extracdo com solvente, 42% de 6leo fixo (MATOS,
2007). Na composicao dos Olede polpa e améndoa do pequi, verfssaa presenca de
acidos graxos saturados e insaturados, como o palmitico, oléico, miristico, palmitoléico,
estearico, linoléico, linolénico, dente outros (MARANDRADE; MAIA, 1997;
SEGALL et al., 2006De LIMA et al., 2007).

C. brasiliensigpossui alto contetdo de fendis totais (808quivalentes de acido
géalico/kg e atividade de varredura contra o radical estavel DRP2d{fenil-1-picril
hidrazil) comICso de 9,44nmg/mL e 17,98nmg/mL parao extrato aquoso e etdicd da
casca do frutorespectivamentalemonstrandoassim,excelenteatividade antioxidante
(ROESLER et al., 2007). A caracterizacdo dos componentes bioativos responsaveis por
essa atividade revelou a presenca de potentes antioxidantes, tais comgaicajo
acido quinico, quercetina e quercetti®-arabinose (ROESLER et al., 2008).

O 6leo extraido da polpa e da améndoa do pequi é utilizado na medicina popular
como antinflamatério, no tratamento de gripes, bronquites e infec¢cbes Bronco
pulmonares, drnandese deste modo de grande importancia na farmacopéia popular.
Referese também ao emprego externo do 6leo em curativos de pequenos ferimentos e,
na forma de compressas e massagens, nos casos de dores musculares e reumaticas,
contusbes e em massagefisioterapicas $ILVA; MEDEIROSFILHO, 2006;
MATOS, 2007; OLIVEIRA CARTAXO; SILVA, 2007).

Os efeitos gastroprotetores do 6leo da polpaCdeoriaceum avaliados em
modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol em camgodpnas doses de 200 e
400 mg/lg demonstraram inibicdo da lesdo em 60,5% e 57,0%, respectivamente (LEITE
et al., 2009). Em modelo de Ulcera induzida por aspirina, esse 0leo mostrou inibicdo das
lesbes gastricas em 69,3% e 50,5%, nas respectivas concentracdes. O efeito
gastroprotetor déleo deC. coriaceunocorre, em partes, através de mecanismos que
e nv o | yreceptords, prostaglandinas endégenas, 6xido nitrico e cahasK O
prétratamento dos camundongos com indometacina suprimiu esse (diei®ILVA
QUIRINO et al., 200%

C. brasiliensigem sidorelatada por possui atividade antifingiCsa. oleos fixos
da semente e da améndoa dessa planta mostraram bioatividade elevada em testes de
suscetibilidade in vitro sobre isolados d€ryptococcus neoforman(®ASSOS et al.,

2002). O oleo essencial obtidagisementes, por sua vez, além de inibir 24% das cepas
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de C. neoformangMIC O 2 MlnL), apresentou atividade inibitoria contra cepas
patogénicas dBaracoccidioides brasiliensigvIC: 500 ng/mL) (PASSOS et al., 2003).

Ensaiosin vitro com extrato hidroetandlico das folhas @ brasiliensis
demonstranm  atividade  antibacteriana contra Pseudomonas aerugingsa
Staphylococcus aureuEscherichia colie Enterococcus faecalig\lém disso, o extrato
apresentou efeito leishmanicida, inibindo a proliferacdo de formas promastigotas de
Leishmania amazonenside maneira doseempcdependerds, sendo esse efeito
superior aquele da droga de referéncia glucantime. Ressaltoainda, potencial
antioxidante do extrato, com atividades similares a vitamina C e r(RIABLA-
JUNIORet al.,2006).

O extrato etandlico obtiddas folhas e casca doutadeC. brasiliensismostrou
atividades moluscicida contr&iomphalaria glabrata hospedeiro intermediario
esquissostomose (BEZERRA et al., 2002) e tripananid&/o, reduzindo a parasitemia
do Trypanosoma cruzm camundongos infectados por via ingdgoneal HERZOG
SOARES et al., 2002). O extrato aquoso, por sua vez, apresentopefetor sobre a
clastogenicidade induzida por ciclofosfamig@pvavelmente, devido as propriedades
antioxidantes dessa planta (KHOURI et al., 2007).

Apesar do ample bem conceituado uso populago escassos na literatura
dados sobre as atividades biolégicas do pequizeiro, sobretudo da espécie naZdestina

coriaceumincluindo seu potencial aniflamatoério e cicatrizante.
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3 JUSTIFICATIVA

A utllizacdo de substi&ias que promovam efeitos aimflamatorios e a
cicatrizacdo de feridas, ocasionadas por doeogtmeastraumas ou mecanicamente
induzidas, sdo essenciais para manutencao da saludeesthemnimal. Esses efeite@o
promovidos basicamente pelo w@drogas antiinflamatérias esteréides e nésteroides,
gue podem causar varios efeitos colaterais, ou pelo uso de formulagdes tépicas como
pomadas e cremes antibacterianos e reepitelizantes, que algumas vezes sao pouco eficazes.

A utilizacdode plantas mdicinais e seus subprodutos na medicina popular com
essas potencialidades terapéuticas tem despertado interesse junto a varios pesquisadores. A
variedade de preparagdes fitoterapicas disponiveis comercialmente é relativamente grande,
sendo necesséria alidacdo cientifica dessas preparacfes para evitar o uso indevido de
determinados produtos, que possam ser prejudiciais aos mecanismos de defesa, por serem
irritativos ou estimularem a formacgéo de tecido de granulacéo exuberante.

Apesar de diversas atividesl terapéuticas comprovadas, sdo necessarias
pesquisas que validews efeitosdo 6leo essencial de. sidoidese Oleo fixo deC.
coriaceumsobre a inflamacé&o topica e cicatrizag@rificandose a auséncia adeitos
colateraise, assim, seja possivel indr seususcs para posteriores ensaios cliniams

Medicina Veterinaria.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
O 6leo essencial deppia sidoidesCham.e o Oleo fixo de @ryocar coriaceum
Wittm. possuem atividades afitiflamatoria topica e cicatrizante.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do Oleo essencial Hgpia sidoidese do Oleo fixo de
Caryocar coriaceumsobre a inflamacédo tdpica e a cicatrizacdo cutanea em modelos

experimentaisn vivo.

5.2 Objetivos especificos

Analisar microbiologicarente e determinar a composicao quimica do Oleo

essencial deippia sidoidese do Oleo fixo d&Caryocarcoriaceum

Avaliar, in vivo, os efeitoglo 6leo essencial dappia sidoidese do dOleo fixo de
Caryocarcoriaceumsobre a inflamacéo topica atraves dodelo de edema de orelha

induzido por xileno em camundongos;

Verificar, in vivo, os efeitogdo 6leo essencial ddppia sidoidese do 6leo fixo
de Caryocar coriaceumsobre a cicatrizacdo através do modelo de feridas por excisao

em ratos e camundongos,ligando parametros morfométricos e histolégicos.



61

6 CAPITULO |

ARTIGO

IN VIVO TOPICAL ANTI -INFLAMMATORY AND WOUND HEALING
ACTIVITIES OF THE FIXED OIL OF Caryocar coriaceum/ittm. SEEDS.

(Atividades anti-inflamatdria topica e cicatrizante do 6leo ifxo das sementes de

Caryocar coriaceum/ittm.)

Artigo submetido ao periddico: Journal of Ethnopharmacology

Maria LiduinaM. de Oliveird; Diana C. SNunesPinheird"; Adriana R. Tom& Erika
F. Motd; Islene A. LimaVerdé: Francisco G. M. PinheifpClaudio C. Campelfy
Selene M. de Morais

%Programa de Pé&raduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Estadual do Cear4, Brazil
’Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadual do Ceara, Brazil
‘Departamento de Biologia, Universidade FedeoaCdara, Brazil
dDepartamento de Fisica, Universidade Estadual do Ceara, Brazil

®Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Universidade Estadual do Breaita

*Corresponding author: Tel: +55 85 32270804; Fax: + 55 85 31019860.
E-mail addressdiana@ueceér (D.C.S. Nunesinheiro).


mailto:diana@uece

62

IN VIVO TOPICAL ANTI -INFLAMMATORY AND WOUND HEALING
ACTIVITIES OF THE FIXED OIL OF Caryocar coriaceumittm. SEEDS.

Abstract

Ethnopharmacological relevance: Caryocar coriaceumWittm. (Caryocaraceae),
popularly known as pequi, is important source of food and used in the folk medicine as
wound healing, aninflammatory and for the treatment of diseases of the respiratory
tract, rheumatic and muscular pains and gastric ulcer.

Aim of the sudy: To evaluate the effects of fixed oil &. coriaceum(FOCC) on the
topical inflammation and cutaneous wound healing.

Materials and methods: FOCC was purchased commercially and used in nature on
model of ear edema induced by xylene and ointments fatimos at 6 and 12% on
wound excision model in mice. Skin lesions were evaluated by planimetry and
histological analysis.

Results: FOCC inhibited the ear edema in 38.01 and 39.20% at time 15 min and 1 hour,
respectively, after induction of inflammatiowhen compared to the positive control.
The topical administration of FOCC ointment 12% showed a significantly reduction of
unhealed wound area, with increased percentage of wound contraction (96.54%) on day
7 when compared to the others groups. The resiilsstological evaluation supported

the outcome of excision wound model.

Conclusion: C. coriaceuminhibits the topical inflammation and accelerate cutaneous

wound repair.

Keywords: Caryocar coriaceum pequi, fatty acids, wound healing, topical

inflammaion.

1. Introduction

The genusCaryocarL. comprises 16 species and belongs the Caryocaraceae, a
small family with occurrence in Central and South Ameri€aryocar coriaceum
Wittm. grows naturally in dry plains areas of Northeastern Region of Braaitaagpe

Region, Ceard State. It is a tree, which has a thick trunk about 2 m of diameter and 12 to



63

15 m high, popularly known as pequi, an indigenous word that means your endocarp is
covered by numerous slender thorns (Matos, 2007).

Together with other speés, such asC. villosum and C. brasiliensis, C.
coriaceumis economically exploited by the regional population as an oil source. The oil
content of the pulp and seeds of pequi fruit furnish edible fats of potential commercial
value for cooking, substitatfor butter, cosmetics industriianovski et al., 200&nd
as homemade soaps for washing clothes. In the folk medicine, the fruit pulp and seed
oils of C. coriaceumhave been used as wound healing, -anfitammatory, for the
treatment of diseases ofethespiratory tract, including cough, bronchial affections and
asthma (Matos, 2007) and gastric lesions induced experimentally (Leite et al., 2009; da
Silva Quirino et al., 2009). It also refers to use of oil, in the form of compresses and
massage, for tegment of rheumatic and muscular pains (Matos, 2007). Moreover, the
seed and leaf essential oils of the spe€edbrasiliensiswere previously reported to
have antifungal activity againsCryptococcus neoformanand Paracoccidioides
brasiliensis (Passos teal., 2003) and contains many compounds with antioxidant
properties (Roesler et al., 2008).

The pulp plus seed represents just 25% of the fruit, while the epicarp (peel)
represents resting 75% (da Silva Quirino et al., 2009). The pulp of the pequiafsuit h
approximately 41% of humidity, 33% of lipids, 3% of proteins, 10% of alimentary fiber
and 11% of carbohydrates On the other hand, the endocarp (seed) is rich in lipids
(51.51%) and has 25.27% of proteins, 8.33% of carbohydrates, and 2.2% of fiber, with
low moisture content (8.68%). Both in the pulp and seeds of pequi, may be verified a
predominance of unsaturated fatty acids (UFA), as oleic acid, which is present in higher
concentration (de Lima et al., 2007).

Wound healingcan be modulated by URAwhich exert major functions on
inflammatory responses (Cardoso et al., 20@dund repair is the process that follows
injury to the skin, which is initiates by an inflammatory response and the cells below the
dermis begin to increase collagen productionetathe epithelial tissue is regenerated
(Wilgus, 2008).

In order to evaluate the action spectrunCafyocar coriaceunand validate its
widespread use, pharmacological studies were performed regarding topical

inflammation andskin wound healingn mice, wsing the seed fixed oil of pequi fruit.
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2. Materials and methods
2.1. Plant material

The fixed oil from the seeds o€. coriaceum (FOCC) was purchased
commercially in September 2008, from St. Sebastian Market, a local market in

Fortaleza, Ceara Staterazil.

2.2. Analysis of fixed oilC. coriaceum

The FOCC was used for transesterification reactions according to methodology
described by Lima et al. (2007). The vegetable oil (25 g) was transesterified in the
presence of methanol (7 mL) using KOH (0.25ag) catalyst. The reaction mixtures
were kept under magnetic stirring for 40 min. After separation of glycerol in a
separatory funnel, the top esters layer was washed six times with distilled water to
remove the impurities and then was heated at 110 °@ryorg of esters.

The recovered methyl esters were analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry, using a Shimadzu 5050 G@QWSnstrument under the following
conditionscolumn: W Scientific DBSMS fused silica capillary column (50 m x 0.25
mm); carrier gas: He (1 mL/min); injector temperature: 250 °C; detector temperature:
200 °C; column temperature: i3B0 °C at 4 °C/min and then 250 °C/15 min; mass
spectrum: electronic impact 70 eV. The identification of the constituents was performed
by a computerbased library search, retention indices and visual interpretation of the
mass spectra (Alencar et al., 1984; Adams, 1989).

FOCC microbiological analysis was performed to verify a possible
contamination of this oil. FOCC (0.1 mL) was cultured iatiitive Broth for bacteria
48 h at 35 °C and Potato Dextrose Broth for fungi 72 h at 30 °C. A part of each
suspension (0.1 mL) was spread on Nutritive Agar and Potato Dextrose Agar medium
for bacteria and fungi, respectively, and incubated under the sutia¢ conditions
(Downes and Ito, 2001).

2.3. Animals

Male Swiss albino mice, weighing 2® g, were used for the experiment. They
were individually housed in clean polyethylene cages under standard experimental
conditions of humidity (4815%), temperatre (2325 °C), 12 h light/dark cycle and fed

on normal pellet diet and wated libitum The experimental protocol was approved by
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Ethics Committee for Use of Animals of the State University of Ceara (protocol no.
084755954).

2.4. Topical antrinflammatory activity
2.4.1. Topical inflammation induced by xylene

The inflammatory activity was evaluated by using modetydéneinduced ear
edema in miceccording to Kou et al. (2005) with some modifications. The animals
were randomly allocated to groups @LG5, each group consisting of five animals, as
follows: G1 received only xylene (positive control); G2 received only FOCCGr{30n
nature (negative control); G3 received FOCC in nature r(Bp applied topically
immediately after xylene; G4 and G5 ramd dexamethasone (2.5 mg/kg) and
indomethacin (5 mg/kg) orally for 3 days, respectively. One hour after last oral
treatment of mice, xylene was applied. The edema was induced by topical application of
xylene (50nL) on the inner and outer surfaces of tight ear lobe. The left ear was
considered as control. Fifteen minutes or one hour after induction of inflammation, the
mice were euthanized by overdose of ether anesthesia and both ears were removed.
Circular sections were taken, using a cork borer withameter of 5 mm, and weighed.
The edematous response was measured as the weight difference between the right and
left ears. The antnflammatory activity was expressed as a percentage of the inhibition

of edema in treated mice in comparison to positwetrol mice (Luo et al., 2008).

2.5. Wound healing activity
2.5.1.Excision wound model

Mice were randomly divided into five groups (T1 to T5) of six animals each
group. T1 and T2 were treated with FOCC ointment 6% (v/w) and 12% (v/w),
respectively. T3vas the control group which received solid ointment vehicle (vaseline
and lanolin- 1:2) (Dalazen et al., 2005). T4 was treated with reference drug (5% w/w
clostebol acetate and neomycin sulphate cream) for positive control, and T5 received
0.9% saline fonegative control.

Mice were anesthetized by the open mask method with diethyl ether and their
dorsal surface was shaved with a sterile blade (GurungSkatkoBasnet 2009).
Shaved area was disinfected with povidamdine. Four similar circular woundsene

created by excising the skin with a 5 mm punch biopsy instrument on the dorsal region
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of each mouse at a distance of about 2.5 cm among wounds (Tramontina et al., 2002).
The wounds were left undressed to the open environmenbbselved daily The
treatments were applied topically once a day, starting from the wound induction until

complete healing in enough quantity to cover all wounds.

2.5.2. Planimetry

Planimetry was performed on days 0O, 3, 7 and 14 on anaesthetized animals
(Dalazen et al., 2005)The anesthesia protocol used to create the wounds was
repeated. Contractions, which contribute for wound closure, were studied by tracing
the raw wound. The wound area on each evaluation day was obtained by tracing the
perimeter of the wound onto a sternileece of clear acetate film with a special marking
pen. The wound and one piece of millimeter paper with known areenf) were
digitalized using a scanner. The measuring area was obtained comparing the amount
of pixels inside perimeter and inside theolum area using the mathematic expression:
W, = (KN w)/Nk, where W = wound area, K= known area, W = number of pixels
inside wound area andxN number of pixels inside know area. Thulse tunhealed
wound area and the percentage of wound contractioe vadculated (Gul et al., 2008)

and used for statistical analysis.

2.5.3.Histological evaluation

Skin specimens from different wounds of each mouse were collected on days 3,
7 and 14 immediately after the planimetry was performed. The specimens wdrianfixe
10% neutral buffered formalin, processed and blocked with paraffin:rrise®metre
sections were cut and stained with haematoxgtisin. In every skin section, an area
just beneath the epidermis or crust formation was randomly selected. Thetbedter,
consecutive areas moving towards the deep dermis were selected. The tissues were
gualitatively assessed under the light microscope at x400 magnification and graded as
absent {), mild (+), moderate (++) and severe (+++) for epidermal or dermal re
moceling. Reepithelization, ulceration and necrosis in epidermis; congestion, edema,
fibroblast  proliferation, mononuclear and polymorphonuclear cells and
neovascularization in dermis were analyzed to score the epidermal or dermal re
modeling (Akkol et al.2009). All histological sections were blindly evaluated by the

same investigator.
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2.6. Statistical analysis

Data were initially submitted to ShapiWilk and Bartlett tests to confirm
normal distribution and homogeneity of variance, respectively. Intwbaf edema (%),
unhealed wound area and wound contraction presented both requirements for ANOVA,
which was carried out using GLM procedure of SAS (1999), followed by SNK test for
comparison of means. Ear weight differences between treated aitckataugroups at
different times (topical inflammation test) did not show homocedasticity and then were
compared by nonparametric Krusk&hllis test. Differences were considered to be
significant when P<0.05 and results were expressed meant standard erromef mea
(S.E.M).

3. Results

Chemical analysis of FOCC is displayed in Table 1. The main constituents were
methyl oleate (57.15%) and methyl hexadecanoate (35.53%), which are fatty acid
methylesters of oleic acid and palmiacid respectively.

In relation tothe microbiological analysis of FOCC, there was no growth for
bacteria and fungi, confirming the good quality of oil.

The results of the acute model of inflammation, presented in Table 2, showed
that the FOCC significantly inhibited the ear ede@CC attimes 15 min or 1 lafter
induction of inflammationmeduced the edema in 38.01 and 39.208¢pectively, when
compared to the positive contrddexamethasonend indomethacin, the reference
drugs, showed a 94.57 and 90.95% of inhibitory effect at timaifh5and inhibition of
edema of 92.0 and 86.40% at time 1 h after inductionflaimmation, respectively.

In the model of healing, wounds appeared clean and free of exudate throughout
the study in all groups. The granulation tissue formation, in all growps easily
noticeable at wound edges on day 3. All wounds reduced in size in parallel to wound
healing. The effect of the FOCC on the wound healing in mice is shown in Table 3. On
day 3, the smallest unhealed area was verified in the groups T2 andhTpendentage
of wound contraction of 48.63% and 52.33%, respectively. On day 7, the percentage of
wound contraction was significantly higher in the group T2 (96.54%) when compared to
others groups that showed similar results. On day 14, all wounds wesed cénd
completely reepithelialized.

Following histological examination, evaluated and scored results were

summarized and presented in Table 4. For demonstrating of wound healing process,
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illustrative figures (Figs. -R) were also adde@®n day 3, the gnaps T2 and T4 showed

a higher reepithelialization capacity when compared to the other groups. On day 7,
athough wound still no were completely healed, it was verified presence-of re
epithelialization and ausence of ulceration in all groWsnerally, tle main activity
verified was the proliferation of fibroblasts on day 7, while the angiogenesis was intense
in all groups, except to group T5 (negative control), on day 14. It was observed that
neither the treatments induced congestion and necrosis ondiedwareas during
period of the study.

4. Discussion and conclusion

The fatty acids composition of FOCC indicated the presence of oleic (57.15%),
palmitic (35.53%), stearic (4.0%) and linoleic (2.38%) acids. In other studies, the main
components o€. villosumoil were oleic (29.5%) and palmitic (33.5%) acids (Marx et
al., 1997) andC. brasiliensisoil were oleic (51.7%), palmitic (44.2%) and linoleic
(4.43%) acids (Segall et al., 2006). The fatty acid composition is important in terms of
both the functioal and nutritional characteristics of the oils.

Fatty acids have important roles in immune and inflammatory responses (Cabral,
2005). They are fuels for generation of energy; components of cell membrane
phospholipids; covalent modifiers of protein strueturegulators of gene expression;
precursors for synthesis of bioactive lipid mediators such a source of second messenger
molecules and substrates for the synthesis of molecules as prostaglandins, thomboxanes,
leukotrienes and lipoxins (Calder, 2007).

The topical application ofFOCC was capable of reducing inflammation in
xyleneinduced ear acute edenfi@able 2). The xylene is a flogistic agent, promoter
neurogenic inflammation that act on target cells in the periphery such as mast cells,
immune cells, andvascular smooth muscle producing inflammation, which is
characterized by redness and warmth, swelling, and hypersensitivity. The inflammatory
symptoms result from the release of substances from primary sensory nerve terminals
(Richardson and Vasko, 2002 others models of topical inflammation, the pulp and
seed fixed oils ofC. coriaceumpresented significant inhibitory activity of ear edema
induced by croton oil (Saraiva et al., 2008) and arachidonic acid (Saraiva et al., 2009).
This results may be aihuted the presence of UBAn this oil.

In this present study, we evaluated the effect of FOCC on cutaneous wound

healing. The topical administration of FOCC ointment 12% accelerate the wound repair,
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which wasconfirmed by histological analysis (TableaBd 4). On the other hand, the
ointment vehicle presented similar activity in relation to reference drug treatment.
Lanolin has been related exert a positive effect on wound healing process (Martins et
al., 2005). Our results suggest that the effect of E@@ the wound healing should be
associated to high levels ofUFA in this oil, which may be either due to their
individual or additive effects to others UBAresent in it. Recentlyda Silva Quirino et

al. (2009 showed that pulp oil of. coriaceumincreased contraction of wound when
compared with the control group.

Wound repair is a complex, integrated series of biochemical, cellular and
physiological process. There are three stages this process: inflammation, proliferation
and remodeling. In the immatory phase, polymorphonuclear leukocytes and
lymphocytes are attracted by soluble mediators that will facilitate adhesion to the
endothelium and transmigration and play a key role by secreting cytokines and a great
variety of growth factors. The prédrative phase is characterized by angiogenesis,
collagen deposition, epithelialization and wound contraction, while the remodeling
phase is characterized by remodel of collagen and others extracellular matrix proteins to
form mature scar tissue (Wilgu)@3).

Monounsatured and polyunsaturated fatty acids are present in plasma
membranes, which are capable of stimulating cellular proliferation and angiogenesis,
thus exert an important role in the process of healing. Cardoso et al. (2004) observed that
the pbpical administration of linolenic (8) and linoleic (r6) acids essential and oleic (n
9) acid nonessential fatty acids modulate the closure of surgically induced skin wounds.
It was observed that @ fatty acids induced faster wound closure when condpare 3,

n-6 and control. However, the usén-3 (McDaniel et al., 2008and r6 (Pereira et al.,
2008) fatty acid may increase pirdlammatory cytokines production in wounds sites,
stimulating the cutaneous wound healing process.

In conclusion, fixed b C. coriaceuminhibit the topical inflammation and
accelerate cutaneous wound repair. These data validate its widespread use and suggest a

potential therapeutic inligation on immune system skin.
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Table 1. Percentage composition of the fixed oil Gf coriaceumobtaned by gas

chromatography/mass spectrometry.

Constituents

Yield (%)
Methyl esters Fatty acid
Methyl hexadecanoate Palmiticacid (C16:0) 35.53
Methyl linoleate Linoleic acid (C18:2) 2.38
Methyl oleate Oleic acid (C18:1) 57.15
Methyl stearate Stearc acid (C18:0) 4.00

Methyl 11-eicosenoate

11-Eicosenoic acid (C20:1) 0.93
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Table 2. Topical antiinflammatory activity of C. coriaceumfixed oil (FOCC) in

xyleneinduced ear edema in mice at 15 min or 1 h after induction of inflammation.

15 min 1h

Treatment

Edema (mg) Inhibition (%) Edema (mg) Inhibition (%)
Xylene G1) 4.42+0.50 - 2.50+0.52 -
FOCC G2) 0.14+0.05 - 0.20+0.07 -
Xylene + FOCCG3)  2.74+0.48 38.01+9.68  1.52+0.3%  39.20+12.77
Dexamethasone34) 0.24+0.08 94.57+1.24  0.20+0.18  92.00+4.90
Indomethacin G5) 0.40+0.16 90.95+2.26 0.34%0.09  86.40+3.58

Results are expressed as mean = S.E.M. (n=5).

Different small letters within the same column indicate significant difference among groups

(P<0.05). Different capital letters thin the same line indicate significant difference among

times P<0.05).
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Table 3. Effects ofC. coriaceumfixed oil (FOCC)on wound contraction by excision
wound model.

Unhealed wound area (mrf) and wound contraction (%)

Day FOCC 6% FOCC 12 % Vehicle Reference Saline 0.9%
(T1) (T2) (T3) (T4) (T5)
0 27.52+2.67 28.65+2.65 28.75+3.52 30.92+2.96 26.57+2.45

17.35+2.39° 14.63+2.08° 18.02+1.74  17.07+1.8%" 12.63+1.28
(37.11+3.54}  (48.63+8.49}  (36.95+5.48) (44.72+4.51)° (52.33+4.18)

2.58+088 0.97+0.32 3.28+1.59 3.67+1.15 3.12+0.76
(90.67+2.86}  (96.54+1.42  (88.61+5.28) (88.04+3.73}  (88.10+3.47%
0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
(100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0)

Results are expressed as mean = S.E.M.)(n=6

Different small letters within the same line indicate significant difference of unhealed wound

area among group$€0.05). Different capital letters within the same line indicate significant
difference of wound contraction among groups{.05).
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Table 4. Histological evaluation of wound healing process in different groups of

treatment per biopsy day.

Treatment groups

Wound healing process

per biopsy day Ed PMN  MNC FP NV RE U
Day 3

FOCC 6% T1) ++ 4+ - +++ - - +
FOCC 12%T?2) + ++ - +++ - -+ -+
Vehicle (T3) ++ ++ - ++ . . +
ReferenceT4) + ++ ++ ++ - -+ -+
Saline 0.9%(T5) ++ + ++ ++ - - +
Day 7

FOCC 6% T1) - - + o+ ++ + -

FOCC 12%T2) - - + ot ++ + ]

Vehicle (T3) - - + +++ ++ + .

ReferenceT4) - - + ++ +++ + -

Saline 0.9%(T5) - -1+ +++ +++ ++ + -

Day 14

FOCC 6% T1) - - [+ ++ +++ + -

FOCC 12%T2) - ; J+ ++ it + _

Vehicle (T3) - - -+ ++ F++ + )

ReferenceT4) - - + ++ +++ + -

Saline 0.9%(T5) - - -+ +++ ++ + -

Haemataylin and eosin stained sections were scored as mild (+), moderate (++) and severe

(+++) for epidermal and/or dermal-modeling. Reepithelialization and ulceration were scored

as present (+) and absert Ed: edema; PMN: polymorphonuclear cells; MNGmonuclear

cells; FP: fibroblast proliferation;

ulceration.

NV: neovascularization; RE:epéhelialization; U:
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Figure 1. Microscopic view othematoxylin and eosin stained sectiofisvound tissues
on day 7. (I)Saline 0.9%(T5): (a) Epithelium; (b)Fibroblast; (c) New capillaries
vessels; (d) hair follicle. (1) Solid ointmerthicle (T3): (a) Epithelium with keratin;
(b) Mononuclear cells(c) Formation hair follicle. (IlI) FOCC ointment 6%d1): (a)
Stratified epithelium with keratin; (b) Fibrobkt; (c) New capillaries vessels. (IV)
FOCC ointment 12%T2): (a) Reepitelized epidermis with keratin; (b) New capillaries
vessels; (c) Rerganization hair follicle; (d) dermal papillae.aghnification 108.
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Figure 2. Microscopic view ofhematoxyin and eosin stained sectioh wound tissue
on day 7 treated with reference ointm€md). Arrows pointing several new capillaries

vesselsMagnification 106.
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INFLAMACAO INDUZIDA POR OLEO ESSENCIAL DE Lippia sidoidesCham.
(Verbenaceag: PROPOSTA DE NOVO MODELO EXPERIMENTAL

RESUMO

Objetivouse avaliar o efeito do 6leo essencial (OE)Lgwpia sidoidesCham. sobre a
inflamag&o aguda em modelos experimerntaigvo. Para avaliar ofeito do OE dd..
sidoidessobre ainflamacaotépica, utilizouse o modelo de edema de orelha induzido

por xileno ou OE de&. sidoidesin naturaem camundongos, usando dexametasona e
indometacina como drogas de referéncia.aimais receberam o agerlogistico (25

eL) nas partes interna e externa da orelh
recebeu nenhum tratamento. Quinze minutos ou uma hora apoés inducéo da inflamacéo,
os animais foram eutanasiados e fragmentos de cada orelha foram cadegpadados.

A diferenca de peso entre os fragmentos representou o efeito induzido pelos
tratamentos. Para avaliar feio0 do OE dd.. sidoidessobre ecicatrizacdo, utilizotse o

modelo de feridas por excisdo cutanea em ratos. Apos anestesia, uma ifendiazfda

no dorso de cada animal. Os grupos testes receberam unguentos a G&selelo
sidoides veiculo do unguento, droga de referéncia e salina @Q8%ratamentos foram
realizados diariamente durante 21 dias consecutidss.areasdas lesdes fam
mensuradas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 por planimetria digital. QEstidesn natura
apresentou efeito edematogénico quando aplicado topicamente na orelha de
camundongos e foi pridflamatério no modelo de inflamacéo induzida por xileno.
Dexametasoa e indometacina inibiram o processo inflamatério provocado pelo OE de
L. sidoides ndo diferindo entre os tempos de avaliacdo. OE. dgdoidesaumentou o

edema e a exsudacado das feridas na fase inflamatoria do processo cicatricial. O grupo
tratado apesis com veiculo do unguento apresentou maior contracdo das feridas no dia
7, sendo similares entre todos 0s grupos nos outros dias. Estes resultados sugerem o uso
do OE delL. sidoidesin natura como agente flogistico em um novo modelo de

inflamacéao tépica.

PALAVRAS -CHAVE: Lippia sidoides inflamacédo topica, cicatrizacdo, modelo

experimental.
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ABSTRACT

It was evaluated the effect of essential oil (EO)Lgfpia sidoidesCham. on acute
inflammation in experimental models vivo. To evaluate the effect ofE of L.
sidoideson topical inflammation, the chosen model was the ear edema in mice induced
by xylene or EO ot.. sidoidesin nature with dexamethasone and indomethacin as the
reference drugs. The animals were treated with phlogistic agergL(26n theinner

and outer surfaces of the right ear lobe, while the left ear was not treated. Fifteen
minutes or one hour after induction of inflammation, the mice were euthanized and both
ears were removed and weighed. The weight difference between the righft asadde
represented the effect induced by the treatments. To evaluate the effect of LEO of
sidoideson wound healing, the chosen model was thes®n woundin rats. After
anesthesia, a skin wound was induced on the dorsum of each animal. Test greups we
treated with OE oL. sidoidesointment, vehicle ointment, drug reference and 0.9%
saline. Treatments were performed daily for 21 consecutive days. The lesion areas were
measured on days 0, 3, 7, 14 and 21 by digital planimetry. HO ssfloidesin naure
showed edematogenic effect when applied topically in ear of mice and it was pro
inflammatory in the model of inflammation induced by xylene. Dexamethasone and
indomethacin inhibited the inflammatory process induced by EQ sidoidesand did

not differ between times. EO &f sidoidesncreased edema and exudate wounds in the
inflammatory phase of wound healing. The group treated with vehicle ointment showed
higher wound contraction on day 7, which was similar among all groups on other days.
These reslts suggest the use of EOlafsidoidesin nature as phlogistic agent in a new

topical inflammation model.
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