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RESUMO

As lesBes cutdneas que acometem o0s animais sdo frequentes na clinica veterinaria.
Plantas com atividades anti-inflamatdria e cicatrizantes vém sendo pesquisadas como
uma alternativa para tratamento dessas lesdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar 0s
efeitos do 6leo essencial de Lippia sidoides e 6leo fixo de Caryocar coriaceum sobre a
inflamac&o topica e a cicatrizacdo cutdnea em modelos experimentais in vivo. Os 6leos
vegetais foram adquiridos comercialmente em Fortaleza, Ceara, e analisados quimica e
microbiologicamente. O efeito sobre a inflamagdo topica foi avaliado pelo modelo de
edema de orelha induzido por xileno em camundongos, utilizando aplicagdo tépica dos
6leos vegetais como controles, e dexametasona e indometacina como drogas de
referéncia. Para avaliar a cicatrizagdo, utilizou-se o modelo de feridas por excisao
cutanea em ratos e camundongos. Feridas experimentais foram induzidas no dorso dos
animais e tratadas topicamente com unguentos contendo 0leo essencial de L. sidoides e
Oleo fixo de C. coriaceum em suas formulacfes. As analises morfométricas das lesdes
foram realizadas por planimetria digital, e fragmentos de pele foram coletados para
avaliacOes histoldgicas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21. O o6leo essencial de L. sidoides in
natura, rico em timol (70,97%), apresentou efeito edematogénico quando aplicado
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 6leo fixo de C. coriaceum foi capaz de inibir o edema de orelha provocado
pelo xileno em 38,01% e 39,20% apds 15 min e 1 h da aplicacdo do agente flogistico,
respectivamente (p<0,05). Além disso, a aplicacdo topica do unguento contendo Oleo
fixo de C. coriaceum a 12% acelerou o processo de cicatrizacdo cutanea (p<0,05), o
qual foi confirmado pela analise histologica das lesdes. Esses efeitos podem estar
associados aos altos niveis do acido graxo insaturado 6mega-9 (57,15%) presentes nesse
6leo. Conclui-se que o 6leo essencial de L. sidoides, in natura, pode ser utilizado como
agente flogistico em modelo de inflamacéo tépica. O 6leo fixo de C. coriaceum, por sua
vez, modula a resposta imune-inflamatéria e o reparo cutaneo, sugerindo potencial

terapéutico sobre o sistema imune da pele.

Palavras-chave: Lippia sidoides. Caryocar coriaceum. Inflamacéo topica. Cicatrizacéo.

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 alternative for
treatment of these injuries. The aim of this study was to evaluate the effects of essential
oil of Lippia sidoides and fixed oil of Caryocar coriaceum on topical inflammation and
skin wound healing in experimental models in vivo. Vegetable oils were purchased
commercially in Fortaleza, Ceard, and used for chemical and microbiological analysis.
The effect on topical inflammation was evaluated by xylene-induced ear edema model
in mice, using topical application of vegetable oils as controls, and dexamethasone and
indomethacin as reference drug. To evaluate the wound healing, the excision wound
model in rats and mice was used. Experimental wounds were created on the back of the
animals and treated topically with ointments containing essential oil L. sidoides and
fixed oil C. coriaceum in 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 oil L. sidoides in nature,
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, fixed oil C.
coriaceum was capable to inhibit the xylene-induced ear edema in 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 oil C. coriaceum ointment 12%
accelerated 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-9 (57.15%) present in this oil. In conclusion, essential oil L. sidoides, in
nature, can be used as phlogistic agent in topical inflammation model. On the other
hand, fixed oil C. coriaceum modulates the immune-inflammatory response and

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

Keywords: Lippia sidoides. Caryocar coriaceum. Topical inflammation. Wound healing.

Skin immune system.
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1 INTRODUCAO

A pele representa a principal barreira protetora do organismo, constituindo-se
numa adequada superficie de contato com o0 meio ambiente e desempenhando a funcéo
de defesa contra agentes externos e nocivos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
Qualquer interrup¢do na continuidade da pele representa uma ferida, que é
acompanhada por processo inflamatério. Em geral, essa reacdao € autolimitante e sofre
resolucdo, envolvendo remocdo de células mortas, depuracdo de células de resposta
aguda e regeneracdo da matriz extracelular, a qual culmina com a cicatrizagéo tecidual
(MURPHY; WARD, 2006).

Em Medicina Veterinaria, € comum a ocorréncia de diversos processos
inflamatorios e feridas que acometem a pele dos animais, tais como lesdes cutaneas
ocasionadas por infeccdes bacterianas, virais e fungicas, por ectoparasitas ou patologias
sistémicas (PEREIRA et al., 2002), aléem de acidentes traumaticos a campo causados
por picadas de artropodes, plantas cactaceas, estacas e cercas de arame farpado
(SANTA ROSA, 1996). Nesse contexto, as plantas medicinais tém se mostrado como
uma alternativa terapéutica valiosa para o tratamento dessas e de outras lesdes, visando
manter a saude e bem-estar dos animais.

A vegetacdo da caatinga € um bioma altamente rico que cobre uma vasta area do
Nordeste brasileiro, incluindo o semi-arido 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 farmacologico da inflamacao
associado ou ndo a cicatrizacdo de feridas. No entanto, poucos estudos etnobotanicos e
farmacologicos tém sido realizados nessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Algumas plantas sdo fontes de Oleos essenciais e dleos fixos, importantes na
farmacologia e cosmética. Dentre seus componentes, destacam-se 0s acidos graxos
insaturados como agentes importantes na modulacdo da resposta imune, participando
como componentes estruturais das membranas bioldgicas, precursores de mensageiros
intracelulares e fontes geradoras de ATP. Seus produtos atuam em diversas etapas do
processo inflamatério como contracdo vascular, quimiotaxia, adesdo, migracdo
transendotelial, ativacdo e morte celular (CARDOSO et al., 2004).
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O interesse pelo uso de preparacdes obtidas a partir de plantas medicinais
disponiveis em raizeiros, mercados publicos e feiras, de facil acesso a populacdo, tem
aumentado o interesse de etnofarmacologistas (farmacéuticos, médicos, bidlogos e
médicos veterinarios) para validacdo cientifica das propriedades destas plantas,
buscando evitar o uso inadequado e até mesmo prejudicial das mesmas.

Lippia sidoides (alecrim-pimenta) é uma planta medicinal, cujo 6leo essencial
tem amplo apoio experimental em termos de atividade antibacteriana, antiflngica e anti-
helmintica (MATOS, 2007), além de apresentar potencial gastroprotetor e anti-
inflamatorio topico quando utilizado em diferentes concentracbes (MONTEIRO et al.,
2007). No entanto, ndo ha estudos sobre atividade cicatrizante desse 0leo.

Por outro lado, o 6leo fixo de Caryocar coriaceum (pequi), ricos em acidos
graxos insaturados, tem sido utilizado na alimentacdo e industria cosmética, sendo
indicado na medicina popular por seus efeitos anti-inflamatério e cicatrizante, no
tratamento de doengas respiratdrias, Ulceras gastricas, dores musculares e reumaticas

(MATOS, 2007). Entretanto, esses efeitos ainda necessitam de validagdo cientifica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele
2.1.1 Estrutura da pele

A pele é dividida, basicamente, em duas camadas principais, a derme e a
epiderme, separadas por uma fina membrana basal. Esses compartimentos, por sua vez,
sdo constituidos por varios tipos celulares e estruturas especializadas (STRID;
TIGELAAR; HAYDAY, 2009), que se encontram esquematizadas na Figura 1.

Poro Corpuseul Glébn,dula
sudoriparo “orpusculo sebacea /
P. de Meissner;

Epiderme

Camada cornea
(queratinizada)

Terminagao
nervosa livre

Derme—{ | & ’ Glandula
RV AP sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 1. Diagrama esquematico da estrutura da pele.
Fonte: BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008.

A epiderme é classificada em quatro subcamadas principais (Figura 2), cada uma
apresentando funcdes distintas: 1) estrato corneo, que atua como uma grande barreira a
penetracdo de micro-organismos 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
diferenciando-se em cornedcitos; 3) estrato espinhoso, onde 0s queratindcitos presentes
nessa camada sdo responsaveis pela producdo dos filamentos de queratina
(queratinizacdo) que interagem com o0s desmossomas, e sintese de agentes
antioxidantes, como glutationa redutase, peroxidase e catalase, além de citocinas e
quimiocinas, dentre outros; 4) estrato basal, camada mais profunda da epiderme
responsavel pela proliferacdo celular, sendo resistente ao processo apoptotico (FUCHS;
RAGHAVAN, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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Figura 2. Diagrama esquematico de uma secgéo transversal da epiderme e suas camadas.
Fonte: SEGRE, 2006 (adaptado).

Histologicamente, a epiderme € constituida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, no qual as células mais abundantes s@o 0s queratindcitos,
apresentando também outros tipos celulares como os melandcitos, as celulas de
Langerhans e as de Merkel. Esses tipos celulares epidérmicos apresentam fungdes pro-
inflamatdrias e imune-regulatorias. A camada mais profunda é a basal ou germinativa,
com elevada atividade mitética, rica em células-tronco que se dividem para produzir 0s
queratindcitos da epiderme. Os queratindcitos basais estdo ancorados a membrana basal,
em parte, por hemidesmossomos, que ligam as proteinas da matriz extracelular a uma
rede de filamentos intermediarios intracelulares através de proteinas transmembranosas,
como o coldgeno XVII. As proteinas filamentosas incluem as queratinas, que sao
conectadas a outras proteinas estruturais, as filagrinas. Os queratindcitos basais iniciam
a maturacdo e diferenciacdo bem regulada, deslocando-se para cima através das
camadas suprabasal, espinhosa e granulosa da epiderme, formando, mais externamente,
0 estrato corneo recoberto por um envelope lipoprotéico. Este € constituido
essencialmente por dois compartimentos altamente especializados provenientes, da
exocitose do contetddo lipidico dos corpos lamelares epidérmicos, e da diferenciacdo
terminal dos queratindcitos em cornedcitos, nos quais se observam auséncia das funcoes

nucleares e das organelas citoplasméticas e presenca de filamentos de queratina mais
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espessos (ELIAS; MENON, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MATHERS;
LARREGINA, 2006).

Separando a epiderme da derme subjacente encontra-se a membrana basal,
estrutura altamente organizada constituida por uma malha de proteinas derivadas tanto
dos queratindcitos epidérmicos quanto dos fibroblastos dérmicos, além de varios tipos
de colégeno, lamininas, subunidades de integrinas e proteoglicanos. A derme contém
uma malha de colageno, embora menos 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, mastdcitos, mondcitos, macréfagos, células T e células NK
também podem estar presentes, bem como uma estrutura linféide ndo-organizada que
poderia assemelhar-se aos foliculos linfoides ou placas de Peyer encontradas no
intestino (SPELLBERG, 2000; STRID; TIGELAAR; HAYDAY, 2009).

2.1.2 A pele como barreira mecéanica

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
cdrneo, juncdes intercelulares e proteinas do citoesqueleto; 2) quimicas e bioguimicas,
que compdem a fungédo antimicrobiana através dos lipidios, acidos, enzimas hidroliticas,
peptideos antimicrobianos e células fagociticas; 3) imune-adaptativas, que sao
constituidas pelos componentes humorais e celulares do sistema imune da pele
(PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008).

O estrato corneo constitui-se numa barreira de permeabilidade essencial,
oferecendo resisténcia fisico-quimica aos patdgenos, agentes ambientais, produtos
quimicos e radiacdo ultravioleta. Sua integridade e coesdo sdo dependentes da
interligacdo dos cornedcitos através de estruturas protéicas intercelulares especializadas,
0s corneodesmossomos, cuja principal proteina constituinte é a corneodesmosina, 0s
quais estdo embebidos em uma matriz extracelular rica em lipidios apolares organizados
em bicamadas lamelares, constituidos principalmente por ceramidas, acidos graxos livres
e colesterol (ELIAS; MENON, 1991; HARDING, 2004). As juncdes intercelulares sdo
rompidas durante o processo de descamacdo, tendo sido demonstrado que o sulfato de
colesterol inibe as proteases envolvidas nesse processo (SATO et al., 1998).

As mdltiplas funcbes protetoras da barreira cutanea sdo amplamente mediadas

pela epiderme, tanto pelos cornedcitos como pela matriz extracelular. A localizacéo e
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organizacdo dos lipidios hidrofébicos secretados em bicamadas lamelares sdo criticas
para as funcbes de barreira a permeabilidade e antimicrobiana através da manutencao da
integridade do estrato cdrneo. Desta forma, a maioria das funcdes de defesa da epiderme
localiza-se no estrato cdrneo, que limita a colonizacdo por patdgenos devido ao baixo
teor de &gua, pH &cido, presenca de microflora residente normal, bem como lipidios e
peptideos antimicrobianos de superficie. Além disso, o estrato cdrneo apresenta outras
funcbes, tais como antioxidante, regulacdo da descamacdo, hidratacdo e ativacao
primaria de citocinas, desencadeando o inicio da inflamacéo (ELIAS, 2007).

As funcbes protetoras da pele sdo frequentemente interligadas e até mesmo co-
reguladas. 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 colonizagédo
por espécies patogénicas, além do aumento da ativacao de citocinas e da degradacéo de
peptideos antimicrobianos. Em condicdes de estresse elevado, através do aumento dos
niveis de glicocorticdides, e de alteracdes na hidratacdo do estrato corneo, por exposicao
prolongada a ambientes de alta ou baixa umidade, também pode haver
comprometimento das funcGes de barreira da epiderme (DENDA et al., 2000;
HACHEM et al., 2003; ELIAS, 2007).

Injurias externas a epiderme podem provocar inflamacgéo por estimular a producéo
de citocinas pelos queratinocitos. Apds ruptura aguda da barreira epidérmica, ocorre
aumento na expressao de interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-6 (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 é prolongada com aumento cronico na producdo de
citocinas, poderd ocorrer um efeito prejudicial sobre a inflamacdo e a proliferacao
epidérmica (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008). O inicio da ativacdo de IL-1a ¢
IL-1PB ao nivel do estrato corneo parece ocorrer através do aumento de pH induzido pela
atividade de, no minimo, uma protease serina, a calicreina-7, localizada primariamente
dentro do estrato corneo (NYLANDER-LUNDQVIST; EGELRUD, 1997).

Estudos tém demonstrado que hd um gradiente de ions célcio na epiderme (LEE
et al., 1992). As maiores concentracfes de calcio sao encontradas na camada granulosa,
enquanto no estrato corneo essas concentracdes sao mais baixas devido ao baixo teor de
agua e ao contetdo lipidico extracelular, que ndo é capaz de dissolver os ions. ApOs

ruptura da barreira, ocorre um influxo de agua e o gradiente de calcio é perdido. Essa
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deplecdo de calcio regula a exocitose dos corpos lamelares. Além disso, os ions calcio
sdo importantes para regulagdo da sintese de proteinas na epiderme, tais como a
transglutaminase-1, bem como para as fungGes das adesbes intercelulares e
diferenciacéo celular epidérmica (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008).

Peptideos antimicrobianos encontram-se em baixos niveis sob condicdes basais.
Quando ocorre ruptura da barreira epidérmica, hd aumento da expressdo desses
peptideos, tais como LL-37 e RNase-7, que auxiliam na defesa e organizacdo estrutural
da matriz extracelular. Os lipidios de superficie, principalmente acidos graxos livres e
esfingosina, além da funcdo estrutural, também apresentam potente atividade contra
bactérias, virus e fungos (BRAFF; DI NARDO; GALLO, 2005; ELIAS, 2007).

A presenca de uma microflora residente no estrato cdrneo epidérmico possui
papel essencial na defesa antimicrobiana do epitélio atraves da competi¢do por nicho e
nutrientes com patdgenos invasores e da secrecdo de toxinas, tais como lisozimas e
bacteriocinas. Seu crescimento é favorecido pelo pH &cido cutdneo e possui papel
critico na manutencé@o dessa acidez. Além disso, essa microbiota possui resisténcia aos
peptideos antimicrobianos do estrato corneo, bem como secreta produtos metabdlicos
inibidores, como o0s acidos propidnico e acético, e substancias antimicrobianas
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 dos receptores semelhantes a toll (TLR 2, 4 e 7), secre¢édo
de citocinas (IL-18, IFN-y) e quimiocinas pelas células dendriticas epidérmicas;
secrecdo de peptideos antimicrobianos (LL-37) pelos mastdcitos; producéo de lisozimas
¢ a-defensinas pelos neutréfilos, bem como inducdo de respostas Thl pelas células T
circulantes (ELIAS, 2007).

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

2.1.3 Sistema imune da pele

Além da barreira mecéanica, a pele participa ativamente na defesa do
hospedeiro por sua habilidade de gerar e manter reacdes imunoldgicas e inflamatérias
locais. Muitos antigenos estranhos penetram no corpo através da pele e, assim, muitas

respostas imunoldgicas sdo iniciadas nesse tecido (SPELLBERG, 2000).
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A pele contém um sistema imune especializado constituido de linfdcitos e
celulas apresentadoras de antigenos (APC). Os principais tipos celulares do sistema
imune cutaneo localizados na epiderme sdo queratindcitos, células de Langerhans
epidérmicas e células T intra-epiteliais. A derme, por sua vez, contém linfocitos T, em
sua maioria perivasculares, células dendriticas dérmicas e macrofagos distribuidos
difusamente. Isso € basicamente semelhante ao que ocorre no tecido conjuntivo de
outros 6rgdos (KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004) (Figura 3).

— Queratindcitos

_+ Célula de

| Langerhans

| epidérmica

—- Linfocito
intra-epidérmico

awioq —'L swuapidg -

~Linfécito T
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Figura 3. Componentes celulares do sistema imune da pele.
Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008.

Os queratindcitos, quando estimulados, sdo capazes de produzir e secretar uma
ampla variedade de citocinas, incluindo interleucinas, fatores de crescimento, fatores
estimuladores de colbnias e quimiocinas, que contribuem para reacdes imunologicas
naturais e inflamacéo cutanea (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 cuténeo. Essas células formam uma
rede praticamente continua, permitindo-lhes capturar os antigenos que entram através da
pele (BERGER et al., 2006). Quando as células de Langerhans encontram micro-
organismos, elas sdo ativadas pela ligacdo aos receptores semelhantes a toll (TLR)
(MILLER; MODLIN, 2007). As células perdem sua adesividade para epiderme,
penetram nos vasos linfaticos, iniciam a expressdo do receptor de quimiocina CCR7 e

migram para as zonas de células T dos linfonodos de drenagem, em resposta a
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quimiocinas produzidas nessa regido (BERGER et al., 2006). As células de Langerhans
também maturam para APC eficientes (MATHERS; LARREGINA, 2006).

Os linfocitos intra-epidérmicos constituem cerca de somente 2% dos linfécitos
associados a pele e a maioria ¢ composta de células T CD8". As células intra-
epidérmicas podem expressar um conjunto mais restrito de receptores de antigenos que
os linfécitos T da maioria dos tecidos extracutdneos. Em camundongos, muitos
linfécitos intra-epidérmicos sdo células T que expressam um tipo incomum de receptor
de antigeno formado por cadeias y e 6, em vez das cadeias a e 3, mais comuns nos
receptores de antigenos das células T CD4" e CDS8". Isso também ocorre com 0s
linfocitos no intestino, sugerindo que as células T yo, em algumas espécies, possam
estar excepcionalmente comprometidas com o reconhecimento de micro-organismos
comumente encontrados nas superficies epiteliais. Entretanto, a especificidade e funcéo
dessa subpopulacdo de células T ainda nédo estdo claramente definidas (GUY-GRAND;
VASSALLLI, 2002; STRID; TIGELAAR; HAYDAY, 2009).

As celulas dendriticas dermicas expressam muito das mesmas moléculas
expressas pelas células de Langerhans com notavel excecdo para caderina-E, langerina e
granulos de Birbeck, funcionando também como APC eficiente. Entretanto, apesar de
muitos micro-organismos serem reconhecidos e internalizados pelas células dendriticas
dérmicas e celulas de Langerhans, ainda é desconhecido quais desses tipos celulares séo
responsaveis por desencadear a resposta imune subsequente (VALLADEAU;
SAELAND, 2005; MATHERS; LARREGINA, 2006).

Os linfocitos T localizados na derme (células CD4" e CD8"), em geral,
expressam marcadores fenotipicos caracteristicos de células ativadas ou de memoria. N&o
esta claro se essas células ficam permanentemente na derme ou estdo apenas transitando
entre os capilares sanguineos e linfaticos como parte da recirculacdo das células T de
memoria (KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008)

2.2 Mecanismos envolvidos na inflamacéo

A inflamacdo, denominada phlogosis pelos gregos e inflammatio em 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 quinto sinal, perda da funcdo foi acrescentado por Rudolf Virchow. No

século XVIII, Jonh Hunter verificou a dilatagdo dos vasos sanguineos e Julius Cohnhein
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associou inflamacao a emigracdo de leucdcitos através das paredes da microvasculatura.
No final do século XIX, Eli Metchnikoff enfatizou o papel da fagocitose no processo
inflamatorio, enquanto a importancia dos mediadores quimicos foi descrito
posteriormente por Thomas Lewis em 1927 (MURPHY; WARD, 2006).

A inflamacdo consiste de um mecanismo de defesa inato, sendo definida como
uma resposta bioldgica 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 nocivos, tais como patdgenos, células
lesionadas e injarias quimicas, térmicas ou mecénicas, através da producéo de diferentes
mediadores bioativos, 0s quais interagem com diversos tipos celulares e moleculares
para amplificar a reacdo flogistica (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A resposta inflamatdria caracteriza-se 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 inflamatoria aguda é caracterizada pela curta duracéo,
aumento da permeabilidade vascular, exsudacdo de fluidos e proteinas plasmaticas e
migracdo de leucdcitos, principalmente neutréfilos. Em geral, essa reacdo é
autolimitante e sofre resolucdo, envolvendo remocéo de células mortas, depuracdo das
células de resposta aguda e regeneracdo da matriz extracelular. A resposta inflamatoria
crénica depende ou ndo da resolucdo do processo de fase aguda e, geralmente, possui
longa duracdo. Caracteriza-se pela persisténcia de macrofagos e linfocitos, além de
angiogénese, proliferacdo de tecido conjuntivo e dano tissular frequentemente
resultando em reparo excessivo (BAUHMANN; GAUDIE, 1994; KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; SERHAN; SAVIL, 2005).

2.2.1 Eventos vasculares

Os eventos vasculares da resposta inflamatdria ocorrem na microcirculacdo
(BAUHMANN; GAUDIE, 1994). As alteracdes no fluxo e calibre vasculares tém inicio
logo apos a injdria e desenvolvem-se em velocidades variaveis, conforme a intensidade da
lesio (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Essas alteragdes consistem em
vasoconstricdo arteriolar inicial, com duracdo de segundos, seguida por uma
vasodilatacdo e por aumento da permeabilidade vascular, principalmente venular, a qual é
produzida por diversos mediadores, tais como histamina, serotonina, bradicinina e

prostaglandinas, que mediam a contragdo das células endoteliais, abrindo as juncdes
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intercelulares (RANG et al., 2007). Em seguida, ocorre abertura dos esfincteres pre-
capilares, aumentando o fluxo sanguineo local, que é causa do 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 presséo hidrostatica local permitira maior efluxo de liquido e seu
acumulo no tecido intersticial, resultando na formag¢do do edema (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004; MURPHY; WARD, 2006). O exsudato liquido contém uma
variedade de substancias e mediadores, o qual é drenado pelos vasos linfaticos e
transportado até os linfonodos locais, onde produtos do micro-organismo invasor podem
iniciar uma resposta imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

2.2.2 Eventos celulares

Uma das caracteristicas essenciais da inflamacdo é o acumulo de leucdcitos,
particularmente polimorfonucleares, nos tecidos afetados. Essas células fagocitam
agentes nocivos, destroem bactérias e outros patogenos, degradam o tecido necrético e
antigenos estranhos. Além disso, podem prolongar a inflamacéo 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 hemécias
no leito vascular e aumento da viscosidade sanguinea, tornando o fluxo sanguineo mais
lento. Em consequéncia disso, ha inversdo na posicdo dos leucécitos em relagdo as
heméacias na luz vascular, observando-se orientacdo periférica dos leucdcitos,
principalmente neutréfilos, ao longo do endotélio vascular. Esse processo € chamado
marginacéo leucocitaria (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os neutréfilos e mondcitos sdo recrutados do sangue para os locais de infecgdo
por ligacdo a moléculas de adesdo em células endoteliais e por fatores quimioatraentes
produzidos em resposta a infeccdo (FUHLBRIGGE; WEISHAUPT, 2007). Esse
recrutamento € um processo de multiplas etapas, envolvendo fixacdo dos leucdcitos
circulantes a superficie luminal das células epiteliais das vénulas pds-capilares e a
migracdo pela parede dos vasos, sendo cada etapa orquestrada por varios tipos
diferentes de moléculas (MURPHY; WARD, 2006). Segundo ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI (2008), esse processo pode ser dividido em quatro etapas: rolagem, ativacdo de

integrinas por quimiocinas, adesdo estavel e migracdo através do endotélio (Figura 4).
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Figura 4. Etapas do processo de recrutamento dos leucocitos durante a inflamagé&o.
Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008.

A rolagem dos leucdcitos sobre o endotélio € mediada por selectinas. Em
resposta aos patdgenos e a citocinas produzidas pelos macrofagos ativados,
principalmente TNF-a e IL-1, ha aumento da expressdo das moléculas de adesdo na
superficie das células endoteliais, as chamadas selectinas (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004). As principais selectinas expressos pelas células endoteliais séo a
selectina P, que é armazenada em granulos citoplasmaticos, sendo rapidamente
redistribuida a superficie em resposta a produtos microbianos e citocinas, e a selectina
E, que é sintetizada em resposta a IL-1 e TNF-a, sendo expressa na superficie 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
interacdes com moléculas na superficie da célula endotelial (MURPHY'; WARD, 2006;
FUHLBRIGGE; WEISHAUPT, 2007). As interacdes selectina-ligante de selectina sdo
de baixa afinidade, com uma taxa de afastamento rapida, e sdo facilmente rompidas pela
forca de cisalhamento do sangue fluente. Como resultado, os leucocitos repetitivamente
destacam-se e ligam-se novamente e, assim, rolam ao longo da superficie endotelial
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

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

mediado por quimiocinas, que sdo citocinas produzidas em resposta a produtos
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microbianos e IL-1 e TNF-a, cuja funcdo € estimular a quimiotaxia de células. As
quimiocinas produzidas no local de infeccdo sdo transportadas para a superficie luminal
das células endoteliais, onde sdo ligadas por heparan sulfato glicosaminoglicanos, e sao
exibidas em altas concentragdes. Assim, as quimiocinas ligam-se a receptores
especificos na superficie dos leucécitos em rolagem. Os leucdcitos expressam uma
familia de moléculas de adesdo chamadas integrinas, as quais estdo em estado de baixa
afinidade nas células ndo-ativadas e sdo ineficazes para mediar interacdes de adesdo. A
sinalizacdo dos receptores a quimiocinas promove aumento na afinidade das integrinas
pelos seus ligantes e agregacdo dessas moléculas de adesdo na membrana, resultando
em maior ligacdo dos leucocitos a superficie endotelial (D’AMBROSIO; PANINA-
BORDIGNON; SINIGAGLIA, 2003; TIZARD, 2008).

Sendo assim, a adesdo estavel dos leucdcitos ao endotélio € mediada pelas
integrinas. Paralelamente a ativacdo das integrinas e sua conversdo ao estado de alta
afinidade, TNF-a e IL-1 também promovem aumento da expressdo endotelial de
ligantes das integrinas, principalmente VCAM-1, ligante para integrina VLA-4, e
ICAM-1, ligante para as integrinas LFA-1 e Mac-1 (SERHAN; SAVIL, 2005;
FUHLBRIGGE; WEISHAUPT, 2007). As quimiocinas entdo atuam sobre os leucocitos
aderentes e estimulam as células a migrar através dos espacgos interendoteliais na
direcdo do local de infeccdo, caracterizando a transmigracao endotelial. Outras proteinas
expressas nos leucocitos e nas células endoteliais, como CD31, desempenham papel
importante nessa migracdo. Além disso, os leucocitos produzem enzimas que 0S
capacitam a passar através da parede vascular, e acumulam-se no tecido extravascular
em torno dos patogenos, onde realizam o processo de fagocitose (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

2.2.3 Mediadores quimicos

Os mediadores quimicos responsaveis pelos eventos inflamatorios podem
originar-se do plasma, em formas precursoras que devem ser ativadas, e de células, onde
podem estar armazenados nos granulos intracelulares 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 os tipos de células e tecidos (MURPHY; WARD, 2006). Os principais mediadores

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

A histamina e serotonina estdo envolvidas na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular no local da inflamag&o. A histamina é encontrada em baso6filos
e plaguetas, mas sua principal fonte sdo os mastdcitos, onde se encontra pré-formada
nos granulos mastocitarios. A liberacdo desse mediador € desencadeada em resposta a
varios estimulos tais como: lesdo fisica como trauma, frio ou calor; reacGes imunes
envolvendo a ligacdo de complexo antigeno-anticorpo aos mastdcitos; fragmentos do
complemento, como as anafilotoxinas C3a e C5a; neuropeptideos, como a substancia P;
e citocinas como IL-1 e IL-8. A histamina atua em receptores especificos promovendo a
constricdo do mausculo liso, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
prurido. A serotonina é um segundo mediador vasoativo pré-formado presente nas
plaquetas com acdes semelhantes a histamina (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004; RANG et al., 2007).

A bradicinina, derivada de cininogénio plasmatico vasoativo, € um mediador
hiperalgésico capaz de ativar diretamente nociceptores, atuando nas respostas
inflamatdrias mediadas pela dor. Alem disso, esse mediador apresenta efeitos sobre a
permeabilidade vascular, com acdo semelhante a histamina, extravasamento de plasma e
ativacdo de celulas inflamatdrias. O efeito hiperalgésico ocorre devido a liberacdo de
prostandides induzidos pela bradicinina, que amplifica o processo inflamatorio. No
entanto, sua acdo € curta devido a rapida degradacdo enzimatica (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; MURPHY; WARD, 2006).

As citocinas sdo mediadores polipeptidicos liberados por celulas do sistema
imune como produtos finais da resposta celular a diferentes mensagens recebidas em
sua superficie, que medeiam e regulam reacGes imunologicas e inflamatorias.
Apresentam acdo direta sobre os receptores celulares, mas também podem induzir a
formacdo de outras citocinas, constituindo uma cascata de amplificacdo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Em relacdo ao processo inflamatorio, pode-se mencionar
as citocinas com acdo pré ou anti-inflamatdrias. As primeiras participam das reacdes
inflamatdrias agudas e crénicas, bem como do processo de reparo. Sdo elas
principalmente TNF-a e IL-1. As citocinas com acdo anti-inflamatoria inibem algumas
fases da reacdo inflamatoria, tais como inibicdo da producdo de quimiocinas e da

resposta das células Thl. Esta Gltima inibicdo é importante para evitar ativacdo celular



30

inapropriada, caracteristica de certas patologias auto-imunes. Como exemplo dessas
citocinas, tem-se: TGF-p, IL-4, IL-10 e IL-13 (RANG et al., 2007).

A exposicéo celular as citocinas primarias (TNF-a e IL-1) resulta na ativacdo de
algumas vias de sinalizacdo, como das proteinas quinases (PKC, PKA) e proteinas
quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), que culmina na estimulacdo da atividade de
alguns fatores de transcri¢do nuclear, como o fator de transcricdo nuclear-«B (NF-xB) e
a proteina ativadora-1 (AP-1). Esses fatores de transcricdo quando ativados induzem a
transcricdo génica de diversas citocinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF,
TGFp1), quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas responsaveis pela producdo de
mediadores inflamatérios secundarios, tais como Oxido nitrico sintetase induzida
(INOS) e cicloxigenase-2 (COX-2) (BARNES; KARIN, 1997; DELHASE, 2003;
PASCUAL; GLASS, 2006). Assim, a principal funcdo do TNF-a e IL-1 é desencadear a
resposta inflamatdria inata e atuar como uma molécula co-estimulatoria da resposta
imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Dentre as citocinas secundarias, destaca-se IL-8, um potente agente quimiotatico
responsavel pelo recrutamento de leucocitos, preferencialmente os neutrofilos. Essa
quimiocina estimula o movimento dos leucdcitos e regula a migracdo destes do sangue
para a regido extravascular (FUHLBRIGGE; WEISHAUPT, 2007). Assim, a IL-8
coopera coma IL-1 e TNF-a no processo de infiltracao leucocitéria, considerando que a
IL-1 e TNF-a induzem a expressdo de moléculas de adesdao nas células endoteliais,
necessarias a migragéo leucocitaria ao local da lesdo (TIZARD, 2008).

Os metabolitos do &cido araquidénico (AA) também desempenham um papel
importante no processo inflamatoério. A producéo das prostaglandinas e dos leucotrienos
é iniciada com a liberacdo do AA a partir dos fosfolipidios de membrana, uma reacao
catalisada pela fosfolipase A,. Essa enzima € ativada em resposta a varios estimulos, tais
como: acdo da trombina nas plaquetas, do fator do complemento C5a nos neutréfilos, da
bradicinina nos fibroblastos, das reacdes antigeno-anticorpo nos mastécitos e da lesao
celular promovida por diversos agentes, como ROS. Uma vez liberado, AA serve de
substrato para as duas isoformas da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2), onde é
convertido em prostaglandinas (PG) e tromboxanos, e também para a 5-lipoxigenase,
sendo convertido em leucotrienos por essa via metabdlica (RANG et al, 2007). Na pele
normal, a COX-1 esta distribuida em toda a epiderme, enquanto a COX-2 se localiza
principalmente nos queratindcitos suprabasais, sendo essa isoforma prontamente

induzida frente a um estimulo inflamatério (LEE et al., 2003).



31

PGE; é a principal prostaglandina presente no tecido cutdneo, modulando vérios
eventos inflamatorios, como o aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagéo,
contribuindo assim na formagéo do edema e na adeséo e transmigracéo endotelial dos
neutréfilos e mondcitos. No entanto, o recrutamento dos linfécitos a partir do lGmen
pos-capilar para o espaco intersticial € um processo mediado, em parte, pelo leucotrieno
B, (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; LEE et al., 2003). Por outro lado, PGE,
e PGD, induzem a transcricdo de enzimas requeridas para a sintese de outra classe de
eicosandides envolvidas na resolugdo da fase inflamatéria, como as lipoxinas
(SERHAN; SAVIL, 2005). Além disso, PGE; torna a célula neural hipersensivel a
estimulos dolorosos e interage com citocinas na geracdo de febre durante processos
infecciosos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

O o6xido nitrico (NO) é um mediador inflamatorio sintetizado e liberado por
varios tipos celulares, sendo a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) fundamental para sua
sintese. Existem trés isoformas principais de NOS, sendo duas constitutivas, eNOS,
presente no endotélio e NnNOS, presente nos neurdnios, e uma induzivel (iNOS),
expressa nos macrofagos, células de Kupfer, neutrdfilos, fibroblastos, musculo liso
vascular e células endoteliais em resposta a estimulos patoldgicos, sendo a principal
isoforma presente nas reacfes inflamatorias. NO possui acdes principalmente pro-
inflamatdrias: promove relaxamento da musculatura lisa vascular, causando potente
vasodilatacdo. Esse relaxamento é devido ao aumento do monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) intracelular, induzido pelo NO, o que potencializa a vasodilatacéo.
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; RANG et al., 2007). Todavia, algumas de suas
acOes sdo anti-inflamatorias, observando-se efeito inibitério do NO na migracdo dos
neutrofilos, com diminuicdo da rolagem e adesdo dessas células sobre o endotélio e
inducdo de apoptose nos neutrofilos que conseguem migrar (SECCO et al., 2004).

Os neurbnios sensitivos contribuem para as reacdes inflamatorias através da
liberacdo de neuropeptideos. Os principais neuropeptideos envolvidos com o processo
inflamatério sdo: peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), um potente
vasoditalador; substdncia P, mediador essencialmente ativo na inducdo do
extravasamento de proteinas plasmaticas; e neurocinina A, que atua na liberacdo de
histamina pelos mastdcitos, produzindo contracdo da musculatura lisa e secrecdo de
muco. O processo inflamatério em que ocorre participacdo de neuropeptideos é
chamado de inflamacdo neurogénica e esta implicada na patogénese de varias doencas
(RICHARDSON; VASKO, 2002).
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2.3 Mecanismos envolvidos na cicatrizagdo

A cicatrizacdo de feridas foi descrita no passado remoto. Os médicos no Egito
antigo observaram a cicatrizagdo em casos individuais, e cirurgides em campos de
batalha na Grécia relataram lesbes produzidas por espadas e outras armas. A coagulacéo
do sangue foi o primeiro evento reconhecido como necessario e 0 pus era visto como
um sinal positivo no processo de cicatrizacdo. Estudos posteriores sobre infeccdo de
feridas levaram a descoberta de que as células inflamatdrias eram os componentes
primarios do processo de reparacdo (SEPHEL; WOODWARD, 2006).

Atualmente, o estudo sobre cicatrizacdo de feridas € um processo complexo que
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 reparacdo (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

O processo de cicatrizagéo é classicamente dividido em trés fases: inflamatoria,
proliferativa e de remodelagem ou maturacdo. Essas fases ndo ocorrem isoladamente,
elas se sobrepdem de forma continua e temporal (Figura 5) (GHOSH; CLARK, 2007).

[j Coagulaciio

Inflamacio

Migracéo / Proliferaciio

Remodel
Plaquetas Neutréfilos € agem / /

7>, Macrofages

™. _ Fibroblastos

Numero relativo de
células

Dias pés-ferida

Figura 5. Fases da cicatrizacdo correlacionadas com a especificidade imune-celular.
Fonte: PARK; BARBUL, 2004 (adaptado).

A cicatrizacdo envolve uma sequéncia de eventos celulares e moleculares

sincronizados para restabelecer o tecido apés injuria (PARK; BARBUL, 2004). Os
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principais tipos celulares e mediadores envolvidos nas fases do processo de cicatrizagéo

estdo indicados na Tabela 1.

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

Tipos celulares
presentes no ferimento

Principais mediadores
liberados

Principais efeitos
desencadeados

Plaquetas

Neutréfilos

Mondcitos/
Macrofagos

Células residentes
(a) Fibroblastos
(b) Queratindcitos
(c) Células endoteliais

TGF-B, PDGF (PDGF-AA, PDGF-AB,
PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD),
PAF, fibrinogénio, fibronectina,
tromboplastina

IL-6, IL-8, IL-1, TNF-0, CTAP-III,
TGF-B, HGF, MIP, HLE

TGF-a, TGF-B, VEGF-A, IL-6, IL-8,
IL-1, TNF-o, RANTES, MIP-1a, MIP-
1B, MCP-1, HB-EGF, HGF, MIP,
MSP

(a) FGF1, FGF2, FGF4, FGF7,
FGF10, IP-10, MCAF, IL-8, eotaxina,
PLGF, TGF-B, Cyr61
(b) MCP-1, FGF1, FGF2, TGF-B,
MIP-2, MSP
(c) MCP-1

Formacéo de trombo
plaquetario que tampona a
lesdo e recrutamento de
neutréfilos/mondcitos

Recrutamento de
monacitos/macréfagos

Quimiotaxia de mondcitos e

fibroblastos, proliferacdo de

fibroblastos, angiogénese e
sintese de colageno

Maturacéo e remodelamento
da matriz extracelular e
angiogénese

Fonte: HATANAKA; CURI, 2007.

O reparo completo dos tecidos resulta de alternancias sucessivas de reagdes
anabolicas e catabdlicas, tendo os leucocitos como principais protagonistas. Essas células,
além de suas atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as reagdes catabolicas
de degradacdo de tecidos pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e também com as reacfes anabdlicas de formacéo de tecidos pela producdo de
fatores de crescimento. Esses fatores sdo responsaveis pela recomposicdo da celularidade

da regido, restabelecimento da homeostasia e formacao da cicatriz (RICHES, 1996).

2.3.1 Fase inflamatoria

A cicatrizacdo inicia-se com a hemostasia, que se prolonga por até 15 minutos
(BAUM; ARPEY, 2005). Apo6s a ocorréncia da ferida, tem inicio o extravasamento
sanguineo, que preenche a éarea lesada com plasma e elementos celulares,
principalmente plagquetas. A resposta imediata é a vasoconstricdo na area lesionada

como tentativa de limitar a hemorragia. Posteriormente, observa-se uma vasodilatacao,
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que é acompanhada por aumento na permeabilidade capilar. A agregacao plaquetéria e a
coagulacdo sanguinea geram um tampao, rico em fibrina, que além de estabelecer a
hemostasia e formar uma barreira contra a invasdo de micro-organismos, organiza
matriz provisoria necessaria para a migracao celular. Essa matriz servira também, como
fonte de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados durante as fases
seguintes do processo cicatricial (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 plaquetaria e potente
vasoconstritor. Outro importante derivado do araquidonato, que é liberado por
macréfagos e mastdcitos, plaquetas e outras células ativadas, é o fator de agregacéo
plaguetéria (PAF). Este € um ativador importante de plaquetas e indutor da sua
agregacdo. Como agonistas da agregacdo plaquetaria, podem ser citadas também a
noradrenalina e a serotonina (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; STOCUM, 2006).

As plaquetas, essenciais a formagdo do tamp&o hemostatico, sdo ativadas e
sofrem degranulacdo induzida pela trombina, secretando varios mediadores bioativos na
area lesada. Dentre esses mediadores, podemos destacar o fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformante f (TGF-B), o fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
serotonina, bradicinina, prostaglandina e histamina, além de glicoproteinas adesivas
como fibronectina e trombospondina, que sdo importantes constituintes da matriz
extracelular provisoria. A degranulacdo plaquetaria também desencadeia a ativacdo da
cascata do complemento com a formacdo de C3a e Cba, que promovem a liberacdo de
histamina dos mastocitos e basofilos (THEORET, 2005; STOCUM, 2006;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Os mediadores liberados pelas plaquetas
ativadas se difundem pela matriz provisoria formando um gradiente quimiotatico que
orienta o recrutamento e a migracdo das células envolvidas com a instalacdo da resposta
inflamatéria (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

PDGF apresenta propriedades quimiotaticas sobre neutrofilos, macrofagos e
fibroblastos. As moléculas da superfamilia do TGF-f também participam ativamente
nessa fase do processo. O TGF-B1 apresenta papel central para a infiltracdo de
neutrofilos, sendo secretado por plaquetas, macrofagos e fibroblastos imediatamente
apos a lesdo, além de induzir varios tipos celulares a produzirem mais TGF-B1,
elevando sua concentracdo no foco inflamatorio (WERNER; GROSE, 2003).
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Os neutrdfilos provenientes da circulagdo sdo as primeiras células a atingirem a
regido inflamada, sendo predominantes entre o primeiro e segundo dias. Sua fungéo
principal é fagocitar micro-organismos. A atividade microbicida destas células é
dependente da ativacdo do sistema NADPH oxidase, ou seja, da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (burst respiratorio) e mobilizacdo de cations nos fagossomos, bem
como da liberagdo de enzimas lisossomais, que auxiliam no combate a infeccdo
(HATANAKA; CURI, 2007).

A transmigracdo dos neutrofilos para tecidos lesados € um fendmeno precoce
do processo de reparo, que ocorre quase imediatamente ap0s sinalizacdo dos neutréfilos
retidos pelo codgulo, macrdfagos residentes e células estromais (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005). A producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-o , IL-1 e IL-6
ocorre rapidamente apds a lesdo. TNF-a e IL-1 s@o os principais mediadores da resposta
inflamatdria aguda, exercendo papéis importantes na ativacdo de células endoteliais,
induzindo a producgédo de oxido nitrico (NO), assim como aumento da expressdo de
moléculas de adesdo, que contribuem para o recrutamento e acimulo de mais fagocitos
na area inflamada (TIZARD, 2008). Dentre os varios efeitos pro-inflamatorios
atribuidos a IL-6, estdo intimamente relacionados ao processo de reparo os efeitos
quimioatrativos sobre neutréfilos na fase mais precoce e, numa etapa mais tardia, a
inducdo mitotica de queratindcitos (SATO et al., 1999).

A fase inflamatoria também € modulada por quimiocinas, como as proteinas
inflamatdrias para macrofagos (MIP), a proteina quimioatraente de macrofagos-1
(MCP-1), RANTES e a interleucina-8 (IL-8). MIP integram os eventos inflamatorios e
de reparo tecidual, sendo responsaveis pelo acumulo inicial de macréfagos no foco
inflamat6rio (EFRON; MOLDAWER, 2004; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).
DIPIETRO et al. (1998) demonstraram em modelo murinico, que a deplecdo de MIP-1a
no processo de cicatrizacdo, reduz, de forma indireta, a atividade angiogénica por
reduzir a chegada de macrofagos ao sitio de reparo.

Os macrdéfagos derivados dos mondcitos séo as proximas células a surgirem na
area da lesdo, por volta do segundo ao quinto dia, e ao contrario do papel desempenhado
pelos neutrofilos, sdo considerados os elementos mais criticos na inducdo do processo
de reparo (PARK; BARBUL, 2004). Além de auxiliar os neutréfilos na eliminacdo de
micro-organismos pela fagocitose, os macréfagos apos fagocita-los e processa-los nos
fagossomos, apresentam seus peptideos pelo complexo histocompatibilidade maior as
células T auxiliares (ABBAS; 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 proteoglicanos, e neutrofilos que perderam sua
funcéo, bem como produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosandides) e enzimas
relacionadas ao reparo, tais como colagenases e matriz de metaloproteases. Os
macréfagos sdo fonte de citocinas e fatores de crescimento, tais como PDGF, TGF-,
VEGF e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que s&o as principais citocinas
envolvidas na formacdo do tecido de granulacdo na fase subsequente do processo
cicatriciall (MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A fase inflamatéria tem
duracgéo de 48 a 72 horas (HATANAKA; CURI, 2007).

2.3.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa caracteriza-se pelos processos de fibroplasia, angiogénese,
deposicdo de matriz extracelular e reepitelizacdo. Nesta fase, ocorrem intensa migragédo
e proliferacdo celular, principalmente de fibroblastos e queratinocitos (SEPHEL;
WOODWARD, 2006).

Inicialmente, a migracdo e ativacdo de fibroblastos s&o intensificadas em
decorréncia da liberacdo de mediadores produzidos principalmente por macrofagos,
destacando-se os fatores de crescimento como PDGF, TGF-p e VEGF. Os fibroblastos
sdo os principais componentes do tecido de granulacéo e, apés influéncia dos fatores de
crescimento derivados dos macrofagos, séo ativados e migram das bordas para o centro
da ferida. Isto ocorre através da matriz provisoria formada e do gradiente quimico de
substancias quimioatraentes (THEORET, 2005; STOCUM, 2006; GHOSH; CLARK,
2007). Com o aumento do namero de fibroblastos ativados para producéo de colageno no
local, a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais denso
e elastico. Esse processo € denominado de fibroplasia. Sua eficiéncia é dependente da
ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sanguineos, ou seja,
neovascularizacdo da regido (HARTLAPP et al., 2001). A inducdo da angiogénese
ocorre pela acdo 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 bioativas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; MENDONCA;
COUTINHO-NETTO, 2009). Embora essa funcdo tenha sido atribuida, inicialmente, ao
FGF-1 ou FGF-2, VEGF-A 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, inicia-se a formagéo
do tecido de granulagdo, o qual é constituido por macrdfagos, fibroblastos, células
inflamatorias e componentes neovasculares, 0s quais sdo sustentados por uma matriz
frouxa de fibronectina, acido hialurénico, glicosaminoglicanos e colagenos tipos | e Il.
Esse tecido é edematoso e caracteriza-se pela presenca de muitos espacos vazios, devido
a imaturidade dos vasos, 0s quais sdo exsudativos e sangram com facilidade (BAUM;
ARPEY, 2005; HATANAKA,; CURI, 2007).

Nesta etapa, a neovascularizacdo € essencial porque permite a troca de gases € a
nutricdo de células metabolicamente ativas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Sob
estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células endoteliais do
interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar colagenase e ativador
do plasminogénio. Essas substancias promovem aberturas na membrana basal e permitem
a migracdo das celulas endoteliais que, atravessando a parede do vaso e utilizando como
substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida, seguem em direcdo a regido
lesionada. As células endoteliais migratorias diferenciam-se e formam, no exterior do vaso,
um broto capilar que, em seguida, une-se ao capilar de onde eram originarias para o
restabelecimento do fluxo sanguineo (RISAU, 1990; WERNER; GROSE, 2003).

A matriz extracelular, que inicialmente era formada essencialmente por
proteinas derivadas das plaguetas e plasma, tem sua composicdo modificada. Na fase
inicial do reparo, os fibroblastos passam a depositar grandes quantidades de fibronectina
e acido hialurénico. Posteriormente, ha aumento na producéo de glicosaminoglicanos,
que serdo, em parte, substituidos por proteinas como colageno, elastina, laminina e
proteases responsaveis pelo remodelamento fisiolégico (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005). Durante o amadurecimento fenotipico dos fibroblastos em células produtoras de
colageno, o processo de contracdo da ferida alcanca sua eficiéncia maxima. Isto ocorre
devido a diferenciacdo de alguns fibroblastos das margens das feridas para
miofibroblastos, ceélulas com caracteristicas funcionais semelhante as células do
musculo liso (THEORET, 2005; SEPHEL; WOODWARD, 2006).

Os queratindcitos tornam-se 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 processo de reepitelizacdo inicia-se imediatamente
apos a lesdo. Em tecidos normais, o potencial mitdtico das células epidérmicas da

camada basal encontra-se inibido pelo contato existente entre as c€lulas pela “inibigdo
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por contato”. Com a ocorréncia de uma lesd0o, 0 mecanismo inibitorio desaparece e as
celulas entram em mitose. Além disso, a ineficiéncia do processo mitético destas células
nas etapas iniciais € devido a inexisténcia de substrato adequado na regido da ferida, que
somente é fornecido quando o tecido de granulacdo alcanca o nivel da epiderme. A
superficie tmida e oxigenada da ferida é um fator que acelera o processo de migracao
dos queratindcitos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Na fase proliferativa, a sinalizacdo celular é feita por um nimero maior de
mediadores, envolvendo ativacdo, migracao e inducdo de mitose das células estromais.
Além das atividades quimioatraentes dos membros da superfamilia do TGF-B, esses
exercem efeitos importantes sobre a fibroplasia, deposicdo de matriz extracelular e
angiogénese (WERNER; GROSE, 2003). S&o mitogénicos para fibroblastos, mas
inibidores da proliferagdo de varias células incluindo os queratindcitos. Além disso, sao
potentes estimuladores da expressdo de proteinas da matriz extracelular, induzem a
expressdo de integrinas nos queratindcitos, necessarias a sua migracdo pela matriz
extracelular provisoria rica em fibronectina e participam da diferenciacdo de
miofibroblastos e do processo de angiogénese (ROBERTS; SPORN, 1996). Da mesma
forma, PDGF estimula a proliferacdo dos fibroblastos e producéo de matriz extracelular,
induzindo nestas células a mudanca de fendtipo para miofibroblastos, enquanto MCP-1,
aléem de induzir sintese de colageno, aumenta a expressdo de TGF-p e da matriz de
metaloproteinases (WERNER; GROSE, 2003; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

O fator estimulador de coldnias para granulécitos e macrofagos (GM-CSF)
possui papel importante no processo de cicatrizagdo. Em estudos realizados com
camundongos transgénicos, demonstrou-se que GM-CSF proporciona melhora
substancial na neovascularizacdo e formacdo do tecido de granulacdo, acelerando o
processo de reepitelizacdo. Além disso, demonstrou-se que esse fator atua diretamente
sobre as células locais, aumentando o contetdo de citocinas e de TGF-B1 na regido da
lesdo (MANN et al., 2001).

Os membros da familia do FGF sdo mitogénicos para varios tipos celulares
presentes no tecido lesado, incluindo fibroblastos e queratindcitos. Dentre eles, aqueles
que vém demonstrando maior potencialidade de participacdo no processo de reparo séo
FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-7 e FGF-10 (ABRAHAM; KLAGSBRUN, 1996). Os fatores
de crescimento semelhante a insulina (IGF) sdo potentes estimuladores da mitose e
sobrevivéncia de diversos tipos celulares, exercendo suas funcdes através de ligacdo a

receptores tirosina quinase que se assemelham aos receptores de insulina. Na pele normal,
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um pequeno namero de células expressa receptores para IGF, porém todas as células da
epiderme, além de macréfagos e outras células inflamatdrias, passam a expressé-los entre
um e trés dias apos a lesdo (GARTNER; BENSON; CALDWELL, 1992). IGF-1 aumenta
a expressao das cadeias pré-alfa 1 (1) e pré-alfa 1 (111) do procolageno em cultura de
fibroblastos da derme, tendo sido atribuida a sua superexpressdo, a formagdo de cicatriz
hipertrofica ap6s queimaduras (GAHARY et al., 1995).

A maioria dos mediadores envolvidos na fibroplasia como MCP-1, IL-8, GM-CFS
e FGF também possuem atividade angiogénica. Além desses, outros sinalizadores,
principalmente membros da familia do VEGF contribuem para formagéo de novos vasos.
VEGF-A é identificado como principal regulador da angiogénese na cicatrizacao
(HATANAKA; CURI, 2007). Os macrofagos e os queratindcitos da regido em reparo
aumentam de forma significativa a expressao génica de VEGF-A e seus receptores estao
aumentados nos vasos sanguineos do tecido de granulagdo (LAUER et al., 2000). Além
disso, a neutralizacdo do VEGF-A por anticorpos reduziu a angiogénese, a formacéao de
tecido de granulacio e o acumulo de fluidos em regibes que sofreram leséo
(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 expressam PLGF e o aumento da sua
expressdo indica importancia funcional. A expressdo do VEGF-A e PLGF encontram-se
aumentados durante a migracdo dos queratindcitos (FAILLA et al., 2000). O fator de
crescimento dos hepatocitos (HGF), além de suas acdes angiogénicas, também participa
da reepitelizagdo (COWIN et al., 2001). Da mesma forma, GM-CSF estimula migracao e
proliferacdo das células endoteliais e possui acdo mitogénica sobre queratindcitos
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005), assim como IL-6 (SATO et al., 1999).

Membros da familia do EGF compreendem moléculas, cujos efeitos sobre a
reepitelizacdo sdo os mais estudados e caracteristicos. Dentre elas, destacam-se EGF e
TGF-0. Esses fatores de crescimento endogenos, produzidos principalmente por
macrofagos e eosinofilos, sdo considerados importantes reguladores da proliferacdo dos
queratindcitos no sitio da lesdo (SANTORO; GAUDINO, 2005).

As ativinas e as proteinas morfogenéticas do tecido conjuntivo (BMP) sédo
membros da familia do TGF-B que participam da reepitelizagdo. A ativina pode
estimular os fibroblastos para expressao de fatores de crescimento, que paracrinamente
estimulam a proliferacdo dos queratindcitos. Por outro lado, ap6s fechamento da ferida,

BMP-6 acumula-se por toda a camada suprabasal da nova epiderme formada, sugerindo
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participacdo na diferenciacdo de queratindcitos, levando-os a cessarem sua atividade
mitotica (HUBNER et al., 1996; McDONNELL et al., 2001).

Os queratindcitos, assim como outros tipos celulares, podem expressar
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR), que sdo fatores de
transcricdo envolvidos na regulacdo de diversos aspectos metabdlicos e funcionais de
leucdcitos, fibroblastos e queratindcitos. Esses receptores também estdo envolvidos nas
diferentes fases do processo de cicatrizacdo, principalmente PPARa ¢ PPARP, que
estimulam a migracdo e a diferenciacdo de queratindcitos, protegendo-os da apoptose
induzida por citocinas e sendo importantes para uma rapida reepitelizacdo do tecido
(FREEDBERG et al., 2001; WHAHLI, 2002).

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo, a circulacao e restabelecida pela neovascularizacdo e a rede linfatica passa
por regeneragdo. Lentamente, o tecido de granulagdo é enriquecido com mais fibras
colégenas, o que comeca a dar a regido lesada a aparéncia de cicatriz devido ao acumulo
de massa fibrosa. A fase proliferativa tem duracdo de 12 a 14 dias (HATANAKA;
CURI, 2007).

2.3.3 Fase de remodelagem

A fase de remodelagem é marcada por maturacdo dos elementos e alteracdes na
matriz extracelular, ocorrendo aumento na deposicdo e reorganizacdo do colageno e
aumento da resisténcia da cicatriz, que adquire maior forca ténsil. A maioria das células
desaparece, observando-se apoptose de fibroblastos e células endoteliais (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; HATANAKA; CURI, 2007).

A resisténcia de uma cicatriz ¢ 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 é feita de maneira aleatéria, tendo como orientacdo a
organizacdo da fibronectina, e dependente da natureza e direcdo das tensdes aplicadas
ao tecido. Subsequentemente, essas fibras sdo digeridas, ressintetizadas, rearranjadas
conforme organizacdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas
por ligacdes covalentes (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A degradacdo do colageno e de outras proteinas da matriz extracelular é efetuada
por uma familia de metaloproteinases da matriz (MPP), que dependem de ions zinco
para sua atividade (SANTORO; GAUDINO, 2005). MPP consistem em colagenases
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intersticiais, gelatinases, estromelisinas e metaloproteinases da matriz ligadas a
membrana. Essas enzimas sdo produzidas por varios tipos celulares, como macréfagos,
neutréfilos, fibroblastos e queratindcitos, e sua secrecdo é induzida por determinados
estimulos, incluindo fatores de crescimento, como PDGF e FGF, e citocinas, como IL-1
e TNF-a. Por outro lado, ¢ inibida pelo TGF-B e por esterdides (SEPHEL,
WOODWARD, 2006; GILL; PARKS, 2008). A expressdo e ativacdo de MMP
promovem a liberacdo de fatores de crescimento ligados a matriz extracelular, mantendo
constante o estimulo a proliferacdo e migracdo dos queratindcitos, acelerando o
processo de reepitelizacdo. Uma vez formadas, MMP ativadas séo rapidamente inibidas
por uma familia de inibidores teciduais especificos das metaloproteinases, que sdo
produzidos pela maioria das células mesenquimatosas, impedindo, assim, a acdo
descontrolada dessas proteinases (BAUM; ARPEY, 2005; GILL; PARKS, 2008).

TGF-B é um mediador com participagdo importante nesta fase da cicatrizagao.
Embora exercendo efeitos inibitérios sobre a proliferacdo dos queratindcitos, € um
potente estimulador da expressdo de proteinas da matriz extracelular e de integrinas
(ROBERTS; SPORN, 1996). A expressao de ativina B aumenta de forma consideravel
24 horas ap6s a lesdo, permanecendo em concentracdes elevadas até o final do processo
de cicatrizacdo (HUBNER et al., 1996). Apesar de inibirem a proliferacdo de
queratindcitos, induzem a expressao do EGF em fibroblastos, aumentando de forma
consideravel o tecido de granulacdo. Em geral, enquanto o0 TGF-B promove deposigdo
do tecido de granulacdo e matriz extracelular, as ativinas induzem de forma mais
pronunciada a deposicao de fibronectina e tenascina-C (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

Nesta fase, os eosinofilos aparecem e podem estar relacionados a producéo de
fatores de crescimento (HATANAKA; CURI, 2007). Apos fechamento da ferida e
eliminacdo dos micro-organismos, os linfocitos constituem o subsistema leucocitario
predominante na area da lesdo. Além de efetores imunes, os linfocitos sdo fontes de
fatores de crescimento. Eles sdo atraidos para a regido da ferida em igual nimero aos
monacitos e, a partir do décimo quarto dia, sdo os leucocitos que predominam na regido
(PARK; BARBUL, 2004).

Ao final desta 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 as cicatrizes sdo hipovascularizadas devido

ao desaparecimento dos neocapilares. Esta 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 (BALBINO; PEREIRA; 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 matérias-primas de origem vegetal utilizadas para aliviar, prevenir ou
curar uma doenca ou para alterar seu processo fisioldgico e patolégico tanto no
homem como nos animais (RATES, 2001; McGAW,; ELOFF, 2008). O conhecimento
tradicional sobre sua utilizacdo vem sendo adquirido pelas comunidades ao longo de
muitos anos e transmitido verbalmente atraves das geracbes (BARBOZA; SOUTO;
MOURAO, 2007).

Com o avanco da ciéncia, intensificaram-se os estudos sobre as plantas
medicinais utilizadas popularmente, relacionando sua composicdo quimica com seus
efeitos, sendo indispensavel sua validagdo cientifica para aceitacdo de sua utilizagédo
(McGAW; ELOFF, 2008).

Atualmente, estima-se que 25 a 30% das drogas prescritas mundialmente séo
oriundas de plantas medicinais (RATES, 2001; CALIXTO, 2005). Neste contexto, o
Brasil, particularmente a caatinga nordestina, ganha destaque, pois apresenta grande
biodiversidade de espécies vegetais, 0 que constitui uma de suas maiores riquezas 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 biologicas e pouco menos de 5% foi
submetida a analise fitoquimica (LUNA et al., 2005).

As atividades bioldgicas das plantas medicinais sdo frequentemente atribuidas
aos seus metabdlitos secundarios. Estes sdo produzidos atraves de rotas biossintéticas
diversas, cujos compostos de partida sdo os metabolitos primarios, os quais incluem os
carboidratos, proteinas e lipidios, que sdo essenciais para as 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 atividade anti-inflamatdria tépica

Inimeras plantas utilizadas na medicina tradicional demonstraram promover a
inibicdo da resposta inflamatdria topica in vivo, sendo que algumas delas ja tiveram os
compostos responsaveis por tal atividade isolados e caracterizados.

O 6leo-resina de Copaifera duckei (copaiba), cuja composicao terpenoidal € bem
caracterizada, apresentou atividade anti-inflamatéria quando aplicado topicamente em
modelo de dermatite induzida por 6leo de créton, onde ha participacdo de mediadores
obtidos pela via das cicloxigenases. A reducdo do edema foi dose-dependente, com
inibicdo de 52%, 58% e 62% nas doses utilizadas, sendo semelhante ao efeito produzido
pela dexametasona (CARVALHO et al., 2005). Utilizando esse mesmo modelo, 0s
6leos das sementes de Helianthus annus (girassol) e Vitis vinifera (uva), ricos em acidos
graxos insaturados dmega-6 (linoléico), apresentaram efeito antiedematogénico topico,
sendo esse efeito potencializado quando se associou esses Oleos vegetais aos
triglicerideos de cadeia curta, acidos caprico e caprilico (NABAS et al., 2009).

A aplicacdo topica do extrato hidro-alcéolico e fragdes de Serjania erecta (Cipo-
cinco-folhas) revelaram atividade significativa sobre o processo inflamatorio, causando
uma reducdo dose-dependente do edema de orelha induzido por éleo de croton. Alem
disso, houve diminuicdo da atividade da mieloperoxidase tissular, parametro indicativo
do influxo de polimorfonucleares. As fragdes diclorometano, acetato de etila e hexanica
demonstraram inibicdo méxima de 81%, 78% e 83% para o0 edema de orelha e 56%,
52% e 69% para atividade da mieloperoxidase, respectivamente (GOMIG et al., 2008).

O extrato acetato de etila obtido das folhas de Memecylon edule, apresentou
maior estimulacdo da producéo de IL-10 in vitro, e reducdo do edema de orelha induzido
por EPP (fenilpropionato de etila) em camundongos, o qual foi dose-dependente. As
concentracBes de 1 mg/orelha (47,8%) e 2 mg/orelha (50,2%) promoveram inibicao
similar aquela produzida pela indometacina (62,4%) e dexametasona (70%) apds 4 horas
da aplicacdo dos extratos (NUALKAEW et al., 2009).

As propriedades anti-inflamatérias dos flavondides obtidos do extrato butandlico
de Cayaponia tayuya (taiuid) foram avaliadas, utilizando-se modelo de edema de orelha
induzido por dose unica (inflamacdo aguda) ou maultiplas (inflamacdo subcrénica) de
TPA (13-acetato de 12-o-tetradecanoil-forbol), com énfase na inducdo de enzimas pré-
inflamatdrias e mediadores peptidicos. Os flavondides dessa planta inibiram o edema
agudo em 66%, enquanto no modelo subcrénico essa inibicdo foi de 37%. Em testes in

vitro com macréfagos, a producdo de 6xido nitrico foi reduzida (42%), mas nao houve
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efeitos sobre a producéo de TNF-a. Além disso, houve inibigdo da expressdo de iNOS e
COX-2 em 98% e 42%, respectivamente (AQUILA et al., 2009).

Dentre as fraces do extrato etandlico de Egiron multiradiatus, que possui
flavonoides como principais componentes, a fragdo butandlica mostrou ser mais efetiva
contra o processo inflamatdrio. Essa fracdo quando administrada oralmente 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 anti-inflamatorios topicos de Heliopis longipes e seus principais
constituintes bioativos foram avaliados pela primeira vez, utilizando-se modelos de
inflamacdo de orelha induzido por &cido araquidénico (AA) ou acetato de forbol
miristico (PMA). O extrato etandlico da raiz dessa planta aplicado topicamente reduziu
0 edema de orelha de maneira dose-dependente, sendo o efeito anti-inflamatorio
méaximo observado na concentracdo de 3 mg/orelha. Esta inibicdo foi de 91,3% e 80,3%
nos modelos do AA e PMA, respectivamente. Resultados similares foram observados
para os constituintes afinina e isobutil-decanamida (HERNANDEZ et al., 2009).

Os extratos éter de petrdleo, cloroformico e metandlico de Acacia cornigera,
Byrsonimia crassifdlia, Sweetia panamensis e Sphagneticola trilobata foram avaliados
por suas propriedades anti-inflamatorias topicas pelo modelo de dermatite auricular
induzida por 6leo de croton. Todos os extratos inibiram o edema, sendo que o extrato
cloroférmico mostrou maior atividade inibitoria, com valores de 1Dsp (dose em que ha
50% de inibicio do edema) variando de 112 pg/cm?® (Byrsonimia crassifélia) a 183
ug/cm? (Sphagneticola trilobata), enquanto a IDsy da indometacina foi de 93 pg/cm?
(MALDINI et al., 2009).

A atividade de Chrysanthemum indicum sobre a resposta inflamatdria aguda e
crénica foi avaliada em modelo de edema de orelha induzido por TPA. A aplicacdo
topica do extrato etandlico das flores dessa planta inibiu 0 edema atraves da reducdo da
espessura e peso das orelhas tratadas, bem como do infiltrado inflamat6rio e outros
indicadores histologicos, semelhante aos efeitos produzidos pela indometacina. Além
disso, houve reducéo significativa dos niveis de IL-1B e TNF-a, bem como da atividade
da mieloperoxidase. Esses resultados sugerem C. indicum como agente anti-
inflamatério em potencial (LEE et al., 2009).

O extrato etandlico de Daphne 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%. No entanto, dosagem idéntica das fragOes
acetato de etila e butandlica desse extrato mostraram efeitos anti-inflamatérios tépicos
mais significativos com inibicdo de 43,9% e 36,5%, respectivamente. Esses efeitos
também foram observados nas fracdes éter de petrleo e cloreto de metileno (100
mg/kg), mostrando inibicdes de 36,7% e 44,2%, respectivamente (HU et al., 2008).
Utilizando esse mesmo modelo, verificou-se o potencial anti-inflamatério topico de
Pterocephalus hookeri. Os extratos aquoso (4 g/kg) e etanodlico(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 etanolico das folhas de Aquilaria
sinensis demonstrou propriedades anti-inflamatdrias ao inibir o edema induzido por
xileno em camundongos, com taxa de inibicdo de 51% na dosagem de 848 mg/kg, sendo
que essa inibicdo foi dose-dependente (ZHOU et al., 2008).

O efeito do extrato hidro-alcoolico obtido das partes aéreas Solidago chilensis
sobre a inflamagé@o aguda foram verificados atraveés do edema de orelha induzido pela
fracdo cloroférmica do extrato-latex de Euphornia milii em ratos. A administragdo
topica ou intraperitoneal do extrato de S. chilensis reduziu a formacdo do edema,
entretanto a via topica foi mais efetiva, produzindo efeito similar a dexametasona. Por
outro lado, as doses testadas (12,5-50 mg/kg) ndo inibiram a formacdo do edema
quando o extrato foi administrado oralmente, sendo equivalente ao edema do grupo
controle negativo tratado com salina. Sugeriu-se a inibicdo da interacdo leucdcito-
endotélio como importante mecanismo de acdo do extrato (TAMURA et al., 2009).

O extrato aquoso da casca do caule de Tabebuia avellanedae (100mg/kg),
administrado oralmente em camundongos, mostrou efeito anti-inflamatorio topico ao
inibir o edema de orelha induzido por &cido araquidénico, mas ndo foi capaz de inibir o
edema quando se utilizou 6leo de créton como agente flogistico. Esse extrato suprimiu a
producdo de PGE; e de NO, bloqueando a expressdo das enzimas COX-2 e iNOS, em
macrofagos ativados por lipopolissacarideo in vitro (BYEON et al., 2008).

A atividade inibitéria do extrato acetato de etila de Garcinia hanburyi sobre a
inflamacdo aguda foi verificada em modelo de edema de orelha induzido por EPP em
ratos. A aplicacdo topica de 1mg/orelha desse extrato inibiu o edema em 93% apds 30
minutos da inducdo do processo. Sugeriu-se esse efeito a inibicdo da biossintese das
prostaglandinas (PANTHONG et al., 2007).

Estes resultados demonstram possibilidades da utilizacdo de plantas medicinais e

seus metabolitos secundarios como agentes anti-inflamatorios tépicos.
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2.4.2 Plantas medicinais com atividade sobre a cicatriza¢do cutanea

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

Uma alternativa terapéutica na cicatrizacdo cutanea é o uso tépico do 6leo das
sementes de Helianthus annus (girassol). A aplicacdo desse 6leo sobre feridas cutaneas
em carneiros da raga Santa Inés acelerou o processo de cicatrizagdo no 7° e 21° dia de
tratamento, reduzindo a éarea ndo-cicatrizada e aumentando a contragcdo das feridas.
Além disso, o tecido de granulacdo desenvolveu-se mais rapidamente, assim como a
reepiteelizacdo foi mais precoce nas feridas tratadas (MARQUES et al., 2004).

O Oleo-resina de Copaifera langsdorffi (copaiba) aplicado topicamente na
concentracdo de 4% acelerou a contracdo de feridas cutaneas em ratos. No dia 9, essa
contracdo foi 84,05% quando comparado com o controle (51,29%). Além disso, a for¢a
de tensdo nas feridas induzidas por incisdo mostrou-se maior nos animais tratados
(71,48 g/lcm) no dia 5 do experimento. Esses resultados podem justificar o uso
tradicional desse 6leo no tratamento de feridas, indicando efeitos benéficos sobre a
cicatrizacdo (PAIVA et al., 2002). Entretanto, o tratamento topico com oOleo de C.
langsdorffi, in natura, influenciou de forma negativa o processo de cicatrizagdo 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 inflamatorias (VIEIRA et al., 2008).

As propriedades cicatrizantes de Stryphnodendron barbatiman (barbatimao),
Calendula officinalis (caléndula) e Symphytum officinale (confrey) foram avaliadas
macroscépica e histologicamente em modelo de cicatrizacdo por segunda intencdo em
equinos. S. barbatiman revelou efeitos favoraveis sobre fibroplasia e retracéo das feridas,
enquanto C. officinalis acelerou a fase inflamatoria do processo cicatricial. Por outro
lado, S. officinale apresentou resultados inferiores aqueles observados no grupo controle
tratado com salina fisiologica (MARTINS et al., 2003). Outras espécies de barbatiméo
mostraram atividade sobre a reepitelizacdo de feridas cutaneas em ratos. O extrato bruto
liofilizado de S. polyphyllum aplicado topicamente revelou aumento da proliferacdo dos
queratindcitos apés 4 e 7 dias de tratamento, enquanto com S. obovatum essa
proliferacdo foi observada nos dias 7 e 10 pds-tratamento (LOPES et al., 2005).

A aplicacdo topica de unguentos contendo extratos das folhas de Momordica

charantia (meldo-de-sdo-caetano) sobre lesdes 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 parametros, como area de
retracdo das feridas, infiltrado de células mononucleares, fibroblastos e vasos
sanguineos, mostrando o potencial farmacoldgico dessa planta sobre a cicatrizagdo
cutanea (VASCONCELOS et al., 2007). Em contrapartida, um unguento a base do
extrato etandlico de Vernonia scorpioides (erva-de-sdo-simdo) aplicado sobre lesdes
cutaneas em camundongos intensificou a area de necrose na fase aguda da cicatrizag&o.
No entanto, ndo houve inibi¢do do recrutamento e estimulacdo das células inflamatérias
e do processo de reparo, havendo formacdo de tecido de granulacdo e reepitelizacédo
normais (DALAZEN et al., 2005).

O uso tdpico do extrato dos frutos de Passiflora edulis (maracujd) ndo
apresentou, macroscopicamente, efeito significativo sobre a cicatrizacdo de feridas
cutdneas em ratos quando comparadas ao controle. Entretanto, microscopicamente,
observou-se aumento da proliferagdo fibroblastica no 7° dia e maior colagenizagdo no
14° dia de tratamento (GARROS et al., 2006).

Extratos etanolicos e hexanicos de 12 plantas utilizadas na medicina tradicional
da regido sul brasileira como agentes cicatrizantes foram investigadas em varios ensaios
biologicos, envolvendo acdo de NF-kB, MAPK, TNF-a, caspase-3, elastase, migracdo e
proliferacdo de fibroblastos, além de testes de citotoxicidade. Dentre as plantas
avaliadas, os extratos hidrofilicos de Galinsoga parviflora (picdo branco), Petiveria
alliacea (guiné), Schinus molle (aroeirinha), Waltheria douradinha (douradinha) e
Xanthium cavanillesii (carrapicho), bem como o extrato lipofilico de W. douradinha
mostraram-se mais ativos no processo de cicatrizacdo (SCHMIDT et al., 2009).

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

O efeito do tratamento topico com latex extraido dos frutos de Carica papaya
(maméo), 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 com a droga de

referéncia sulfadiazina de prata, além de acelerar a contracdo das feridas e reduzir o
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tempo de reepitelizagdo. Esses resultados podem sustentar o uso tradicional desse latex
no tratamento de queimaduras (GURUNG; SKALKO-BASNET, 2009).

A eficécia do extrato aquoso obtido das folhas de Lantana camara (camara)
sobre o processo cicatricial foi determinada através de parametros morfolégicos e
bioquimicos. O tratamento tdpico de feridas cutneas com esse extrato em ratos melhorou
a taxa de contracdo das feridas (98%), aumentou a sintese de colageno (50 mg/g de
tecido) e reduziu o tempo médio de cicatrizagdo (17 dias). Além disso, no dia 10, o estudo
histolégico revelou maior organizacdo das fibras de colageno e fibroblastos, mostrando
poucas células inflamatérias, enquanto o controle apresentou fibras de colageno
desorganizadas e poucos fibroblastos (NAYAK et al., 2009).

O potencial cicatrizante dos extratos metanolicos de Holoptelea integrifolia foi
avaliado através de dois modelos experimentais em ratos. No modelo de feridas por
excisdo, 0s extratos mostraram taxa de cicatrizacdo superior a 90% no dia 14, enquanto
no controle essa taxa foi 63%. No modelo por excisdo, 0s extratos obtidos da casca do
caule mostraram maiores forca de tensdo (4,94 g/mm?) e contetido de hidroxiprolina
(72,22 mg/g), indicando maior deposicdo de colageno. Histologicamente, houve reducdo
da area da cicatriz, aumento da proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, queratinizacao
e reepitelizacdo. Esses resultados foram atribuidos, em parte, aos efeitos sinérgicos das
atividades antimicrobiana e antioxidantes dos extratos (REDDY et al., 2008).

Extrato etandlico de Calotropis gigantea acelerou o processo de cicatrizacdo em
ratos. Quando aplicado topicamente na forma de unguento a 5% em modelo de exciséo,
aumentou a contracdo das feridas (98,96%) e reduziu a area da cicatriz (40,87%) e o
tempo de reepitelizacdo (18 dias). Quando administrado oralmente nas doses de 100-400
mg/kg em modelos de incisdo e espaco morto, aumentou as forcas de tensdo das feridas e
o teor de hidroxiprolina, ndo havendo diferencas entre as dosagens e droga de referéncia
a base de iodo-povidine aplicada topicamente (DESHMUKH et al., 2009).

O tratamento tépico de lesBes cutaneas com extratos aquoso e metanolico de
Mimosa pudica, 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,
enquanto nos animais que 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 identificados nos extratos (KOKANE et al., 2009).
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O extrato etandlico das partes aéreas de Dendrophthoe falcata apresentou
potente atividade sobre a cicatrizacdo cutanea em ratos, o qual foi evidenciado através
do aumento das forcas de tensdo e contracdo das feridas. Além disso, a expressdo de
hexosamina e hidroxiprolina no tecido de granulacdo também se mostraram bem
correlacionadas ao padrao cicatricial observado (PATTANAYAK; SUNITA, 2008).

O extrato bruto de Arrabidaea chica (crajiru) mostrou potencial cicatrizante
através da estimulacdo do crescimento de fibroblastos de maneira dose-dependente, e
aumento da producdo de colageno in vitro e in vivo. A aplicacdo topica desse extrato em
feridas cutaneas de ratos reduziu o tamanho da lesdo em 96%, enquanto o controle
salina mostrou taxa de cicatrizagdo de apenas 36% (JORGE et al., 2008).

Os efeitos de Aloe ferox e Aloe arborescens foram avaliados sobre a cicatrizacao
topica em ratos e coelhos, utilizando-se sucos preparados a partir de suas folhas. Além
disso, foram realizados testes de toxicidade cutanea em peles integra e lesionada. Os
resultados indicaram propriedades terapéuticas das formulagdes em estudo, incluindo
aceleracdo do processo cicatricial, inibicdo seletiva do crescimento de micro-
organismos e auséncia de efeitos irritantes sobre a pele (JIA; ZHAO; JIA, 2008).

Estes resultados demonstram o amplo potencial de plantas medicinais com

atividade cicatrizante para o tratamento de lesbes cutaneas.

2.5 Lippia sidoides Cham.

Lippia sidoides Cham. pertence a familia Verbenaceae e €é conhecida
popularmente como alecrim-pimenta, alecrim-grande e estrepa-cavalo (Figura 7). E uma
planta arbustiva, caducifélia, ereta, com caule quebradico muito ramificado, propria da
vegetacdo do semi-arido nordestino, comum na caatinga entre Mossor6-RN e Tabuleiro
do Norte-CE. Apresenta folhas aromaticas e picantes, opostas, simples e pecioladas;
flores muito pequenas, esbranquicadas, reunidas em espigas de eixo curto; e frutos
extremamente pequenos, produzindo sementes diminutas que raramente germinam
(LORENZI; MATOS, 2002; MATOS, 2007).

L. sidoides é uma das plantas selecionadas pelo projeto Farmacias Vivas da
Universidade Federal do Ceara (MATQOS, 2002). Apos sua introducao nos programas de
fitoterapia social em atencdo primaria a salde, passou a ser cultivada em varios estados
do Brasil em escala industrial. Pode ser multiplicada por estaquia, usando-se 0s ramos

mais finos. As mudas devem ser protegidas contra dessecacdo durante as primeiras
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semanas e plantadas apds um a dois meses com espacamento de trés a quatro metros,

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

Figura 6. Lippia sidoides Cham.
Fonte: LORENZI; MATOS, 2002.

Na medicina popular, L. sidoides tem sido recomendada para uso externo, na
forma de infusdo alcodlica preparada por maceracdo das folhas em alcool. O cha ou
tintura diluida em &gua, por ocasido do uso, tem aplicacdo local em gargarejos, limpeza
de ferimentos, lavagens da pele, couro cabeludo, mucosas e também como desodorante
dos pés e axilas, ativo contra 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
(MATQOS, 2002; MATOS et al., 2004). As mesmas preparacées podem ser feitas com
6leo essencial extraido de suas folhas por hidrodestilacdo (MATOS, 2002)
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O oleo essencial de L. sidoides, com rendimento de até 6%, é constituido
principalmente de timol, o-felandreno, B-cariofileno, p-cimeno, mirceno, carvacrol,
acompanhados de outros constituintes minoritarios. O timol, potente anti-séptico
pertencente ao grupo fenol, é o constituinte mais abundante, podendo seu teor atingir
73,1%. Dentre os componentes fixos ndo-volateis isolados dos extratos etandlicos do
caule e folhas e que ndo sdo registradas para o 6leo essencial, constam flavondides,
naftoquindides (quinonas), lignanas e outros, que também contribuem para as atividades
bioldgicas dessa planta (MATOS et al., 2004; GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005).

Os usos populares de L. sidoides tém amplo apoio experimental em termos de
atividade antimicrobiana, sendo timol e carvacrol os principais responsaveis por essa
atividade (GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005). Neste contexto, € relatada sua
utilizagdo como antibacteriano, antifingico e anti-helmintico (MATOS et al., 2004).

Ensaios in vitro com o 0leo essencial de L. sidoides demonstraram um largo
espectro de inibigdo, abrangendo bactérias Gram positivas e negativas, incluindo-se entre
elas varias especies como Clostridium perfrigens, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella sp (AGUIAR; MATOS; MOURA, 1984; BARA; VANETTI, 1998;
BERTINI et al., 2005). Além disso, mostrou reducéo significativa do nimero de coldnias
de Streptococcus mutans presente na saliva de humanos (BOTELHO et al., 2009).

O potencial antifungico do dleo essencial foi demonstrado para Microsporum
canis e Candida spp., com concentracdo fungicida minima variando de 9 a 150 mg/L e
1250 a 5000 mg/L, respectivamente. Em relacdo aos efeitos toxicoldgicos, verificou-se
que a administracdo aguda do 0leo essencial de L. sidoides até 3 g/kg, por via oral, em
camundongos foi desprovida de toxicidade evidente, assim como a administracdo oral
desse dleo (117,95 mg/kg/dia) em ratos por 30 dias ndo induziu alteracdes histologicas,
hematoldgicas e bioquimica séricas significativas (FONTENELLE et al., 2007).

Os efeitos do dleo essencial de L. sidoides contra nematoides gastrointestinais de
ovinos infectados naturalmente foram avaliados, in vivo, através da contagem de ovos
por grama de fezes e pela identificacdo e contagem de parasitas adultos no abomaso e
intestino dos animais. Sete dias ap6s tratamento oral, o 6leo essencial nas doses de 230
e 283 mg/kg e a droga de referéncia ivermectina mostraram eficacia 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, 0 6leo essencial revelou-se eficaz contra
Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008).
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O oleo essencial de L. sidoides e seu hidrolato mostraram ag&o larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti, causando mortalidade quase instantanea das larvas. O timol foi
identificado como o principio ativo responsavel por essa acdo, causando 100% de
mortalidade larval na menor concentracéo testada (0,017%) (CARVALHO et al., 2003).

A atividade contra protozoérios do género Leishmania foi verificada em extratos
de L. sidoides, observando-se efeito litico superior a 90% em cultura de L. braziliensis em
macrofagos peritoneais de camundongos. O efeito leishmanicida in vitro foi verificado
para formas promastigotas e amastigotas do parasita (FACANHA et al., 1995).

O 06leo essencial de L. sidoides (0,5%) associado com extrato de Myracrodruon
urundeuva (aroeira-do-sertdo), na forma de gel, demonstrou atividade anti-inflamatdria
e antibacteriana em modelo experimental de periodontite. Esse tratamento reduziu a
atividade da mieloperoxidase e inibiu a producéo de TNF-a e IL-1 no tecido gengival
de ratos, bem como preveniu o crescimento de patogenos orais (BOTELHO et al.,
2007). Colutérios preparados a base do 6leo essencial de L. sidoides reduziu a placa
bacteriana e gengivite em humanos, com resultados semelhantes a clorexidina
(BOTELHO et al., 2009) e impediu a progressdo da doenga periodontal em cées, com
reducdo significativa dos escores clinicos gengivais (GIRAO et al, 2003).

O dleo essencial mostrou potencial gastroprotetor e anti-inflamatério tdpico
quando utilizado em diferentes concentragdes, provavelmente devido a sua atividade
antioxidante (MONTEIRO et al.,, 2007), alem de propriedades imunomoduladoras,
suprimindo as respostas imunes humoral e celular (LEITE, 2003).

Os efeitos citotoxicos de componentes isolados de L. sidoides revelaram eficacia
dessa planta em estudos antitumorais, in vitro, contra células leucémicas humanas
(NASCIMENTO et al., 2000). Uma amostra do 6leo essencial de L. sidoides, contendo
predominantemente carvacrol e p-cimeno, apresentou atividade antiespasmodica, alem
de propriedades miorelaxantes e cardio-estimulantes (GILBERT; FERREIRA; ALVES,
2005). Ressalta-se ainda uma discreta atividade virucida, in vitro, observada em 06leos
essenciais de outras espécies do género Lippia (GARCIA et al., 2003).

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

demonstraram propriedades irritantes desse 6leo quando utilizado in natura.



53

2.6 Caryocar coriaceum Wittm.

Caryocar coriaceum Wittm. é uma espécie arbdrea, 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, verde-luzentes. As flores com coloragcdo amarelo
intenso e estames vermelhos sdo grandes e estdo reunidas em cachos terminais. O fruto
(pequi) € globoso, do tipo drupdide, formado por um epicarpo (casca) verde-amarelado,
que recobre de um a quatro pirénios, conhecidos como carogos; 0 mesocarpo oleaginoso
divide-se em externo (coriaceo carnoso) e interno (parte comestivel amarelo-carnoso ou
polpa), envolvendo o endocarpo lenhoso com espinhos delgados e agudos, sob o qual
estd a améndoa branca ou semente, carnosa e também oleaginosa (Figura 9). O conjunto
mesocarpo interno, endocarpo espinhoso e semente constituem o pirénio (SILVA;
MEDEIROS-FILHO, 2006; MATOS, 2007).

Figura 7. Caryocar coriaceum Wittm.
Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.
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Figura 8. Fruto de Caryocar coriaceum Wittm.
Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.

A éarea de ocorréncia desta especie compreende os cerrados do Ceard, Piaui,
Tocantins, sul do Maranhdo e norte da Bahia. Outras espécies que ocorrem no Brasil e
tém os mesmos usos desta espécie sdo Caryocar brasiliensis Camb., em Goias e Minas
Gerais, Caryocar villosum Pers., o pequid, e Caryocar glabrum, a equirana, propria da
Amazonia (MATOS, 2007). A maioria das informaces disponiveis na literatura refere-
se a espécie C. brasiliensis, as quais auxiliam na compreensdo das caracteristicas e
propriedades de C. coriaceum, em virtude da proximidade genética entre essas duas
espécies (OLIVEIRA et al., 2008).

C. coriaceum exerce importante papel sécio-econémico na Chapada do Araripe
e sertdes vizinhos do Ceara, Pernambuco e Piaui. A polpa e améndoa do pequi sdo
altamente nutritivas e constitui-se em valioso recurso alimentar para a populacéo dessas
regides. A principal utilizagdo do fruto ¢ o consumo direto do “caro¢o” em forma de
“pequizada”, em cozidos de carne bovina e frango, no feijao e arroz. A polpa ¢ utilizada

na producdo de geléias, doces e racdo para animais. Da polpa fermentada, é produzido
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um tipo de licor bastante apreciado em algumas regifes do pais (OLIVEIRA et al.,
2008). A améndoa é utilizada como ingrediente de farofas e pagocas, além de ser
consumida salgada como petisco (De LIMA et al., 2007).

No periodo da safra, que ocorre entre dezembro e abril, no Ceard, 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 comercializagcdo ou para prépria 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 & extragdo de 6leo (MATOS, 2007).

Relata-se a utilizacdo do 6leo do pequi na indlstria de cosméticos, para
formulagdes de cremes (PIANOVSKI 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, o 6leo do pequi despertou interesse de
industrias estrangeiras de chocolates finos, uma das quais mantém area preservada no
Piaui para obtencdo da matéria-prima (MATOS, 2007). No entanto, ndo existe cultivo
comercial de pequizeiro, e a sua exploracdo é, ainda, puramente extrativista. Sua
madeira, de cor castanho-amarelada, também tem sido empregada para diversos usos,
como berco de moendas, além de aplicagdes na construcdo civil e naval, em virtude de
sua resisténcia. A casca, por meio de maceracdo, produz uma tintura castanho-escura,
que é utilizada no tingimento artesanal (OLIVEIRA et al., 2008).

A andlise da composicao quimica de C. brasiliensis revelou 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 lipidios (51,51%),
apresentando em sua composicdo proteinas (25,27%), carboidratos (8,33%), fibra
alimentar (2,2%) e baixo teor de umidade (8,68%) e elevado teor elevado de minerais
representado pelas cinzas (4,0%) (De 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 sobre esta parte do fruto, provavelmente por ser um
residuo rejeitado pela populacdo (ROESLER et al., 2007).

O fruto do pequizeiro apresenta alto teor de carotendides (AZEVEDO-
MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004), sendo que seu aroma mostrou-se
constituido, quase exclusivamente, pelo éster hexanoato de etila (MATOS, 2007). A

polpa do pequi contém cerca de 62% de 6leo comestivel com alto teor de vitaminas A e
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C, enquanto a améndoa fornece, por extragdo com solvente, 42% de 6leo fixo (MATOS,
2007). Na composicdo dos 6leos da polpa e améndoa do pequi, verifica-se a presenca de
acidos graxos saturados e insaturados, como o palmitico, oléico, miristico, palmitoléico,
estearico, linoléico, linolénico, dente outros (MARX; ANDRADE; MAIA, 1997,
SEGALL et al., 2006; De LIMA et al., 2007).

C. brasiliensis possui alto contetdo de fendis totais (209 g equivalentes de &cido
galico/kg) e atividade de varredura contra o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril
hidrazil) com ICso de 9,44 pg/mL e 17,98 pug/mL para o extrato aquoso e etandlico da
casca do fruto, respectivamente, demonstrando, assim, excelente atividade antioxidante
(ROESLER et al., 2007). A caracterizacdo dos componentes bioativos responsaveis por
essa atividade revelou a presenca de potentes antioxidantes, tais como &cido gélico,
acido quinico, quercetina e quercetina-3-O-arabinose (ROESLER et al., 2008).

O 6leo extraido da polpa e da améndoa do pequi € utilizado na medicina popular
como anti-inflamatorio, no tratamento de gripes, bronquites e infec¢Ges bronco-
pulmonares, tornando-se deste modo de grande importancia na farmacopéia popular.
Refere-se 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 massagens fisioterapicas (SILVA; MEDEIROS-FILHO, 2006;
MATOS, 2007; OLIVEIRA; CARTAXO; SILVA, 2007).

Os efeitos gastroprotetores do 6leo da polpa de C. coriaceum, avaliados em
modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos, nas doses de 200 e
400 mg/kg demonstraram inibicéo da lesdo em 60,5% e 57,0%, respectivamente (LEITE
et al., 2009). Em modelo de ulcera induzida por aspirina, esse 6leo mostrou inibicdo das
lesbes gastricas em 69,3% e 50,5%, nas respectivas concentragdes. O efeito
gastroprotetor do déleo de C. coriaceum ocorre, em partes, através de mecanismos que
envolvem ap-receptores, prostaglandinas enddgenas, dxido nitrico e canais K™ ATP. O
pré-tratamento dos camundongos com indometacina suprimiu esse efeito (da SILVA
QUIRINO et al., 2009).

C. brasiliensis tem sido relatada por possui atividade antifingica. Os 6leos fixos
da semente e da améndoa dessa planta mostraram bioatividade elevada em testes de
susceptibilidade in vitro sobre isolados de Cryptococcus neoformans (PASSOS et al.,

2002). O oleo essencial obtido das sementes, por sua vez, além de inibir 24% das cepas
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de C. neoformans (MIC < 250 ug/mL), apresentou atividade inibitéria contra cepas
patogénicas de Paracoccidioides brasiliensis (MIC: 500 pg/mL) (PASSOS et al., 2003).

Ensaios in vitro com extrato hidroetandlico das folhas de C. brasiliensis
demonstraram  atividade antibacteriana  contra  Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Além disso, o extrato
apresentou efeito leishmanicida, inibindo a proliferacdo de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis de maneira dose-tempo-dependentes, sendo esse efeito
superior aquele da droga de referéncia glucantime. Ressaltou-se, ainda, potencial
antioxidante do extrato, com atividades similares & vitamina C e rutina (PAULA-
JUNIOR et al., 2006).

O extrato etandlico obtido das folhas e casca do caule de C. brasiliensis mostrou
atividades moluscicida contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario
esquissostomose (BEZERRA et al., 2002) e tripanocida in vivo, reduzindo a parasitemia
do Trypanosoma cruzi em camundongos infectados por via intraperitoneal (HERZOG-
SOARES et al., 2002). O extrato aquoso, por sua vez, apresentou efeito protetor sobre a
clastogenicidade induzida por ciclofosfamida, provavelmente, devido as propriedades
antioxidantes dessa planta (KHOURI et al., 2007).

Apesar do amplo e bem conceituado uso popular, sdo escassos na literatura
dados sobre as atividades biologicas do pequizeiro, sobretudo da espécie nordestina C.

coriaceum, incluindo seu potencial anti-inflamatdrio e cicatrizante.
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3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de substdncias que promovam efeitos anti-inflamatorios e a
cicatrizacdo de feridas, ocasionadas por doencas cutaneas, traumas ou mecanicamente
induzidas, sdo essenciais para manutencdo da salde e bem-estar animal. Esses efeitos sdo
promovidos basicamente pelo uso de drogas anti-inflamatdrias esterdides e ndo-esterdides,
que podem causar varios efeitos colaterais, ou pelo uso de formulages tdpicas como
pomadas e cremes antibacterianos e reepitelizantes, que algumas vezes sdo pouco eficazes.

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

Apesar de diversas atividades terapéuticas comprovadas, Sa0 necessarias
pesquisas que validem os efeitos do Oleo essencial de L. sidoides e dleo fixo de C.
coriaceum sobre a inflamacéo topica e cicatrizacdo, verificando-se a auséncia de efeitos
colaterais e, assim, seja possivel indicar seus usos para posteriores ensaios clinicos em

Medicina Veterinaria.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
O dleo essencial de Lippia sidoides Cham. e o 6leo fixo de Caryocar coriaceum
Wittm. possuem atividades anti-inflamatoria topica e cicatrizante.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do Oleo essencial de Lippia sidoides e do 6leo fixo de
Caryocar coriaceum sobre a inflamagdo tdpica e a cicatrizacdo cutanea em modelos

experimentais in vivo.

5.2 Objetivos especificos

Analisar microbiologicamente e determinar a composi¢do quimica do dleo

essencial de Lippia sidoides e do 6leo fixo de Caryocar coriaceum;

Avaliar, in vivo, os efeitos do dleo essencial de Lippia sidoides e do 6leo fixo de
Caryocar coriaceum sobre a inflamacéo topica através do modelo de edema de orelha

induzido por xileno em camundongos;

Verificar, in vivo, os efeitos do 0leo essencial de Lippia sidoides e do 6leo fixo
de Caryocar coriaceum sobre a cicatrizacdo através do modelo de feridas por excisao

em ratos e camundongos, utilizando parametros morfométricos e histolégicos.
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IN VIVO TOPICAL ANTI-INFLAMMATORY AND WOUND HEALING
ACTIVITIES OF THE FIXED OIL OF Caryocar coriaceum Wittm. SEEDS.

Abstract

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

Aim of the study: To evaluate the effects of fixed oil of C. 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 formulations 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 inflammation, when 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 results of histological evaluation supported
the outcome of excision wound model.

Conclusion: C. coriaceum inhibits the topical inflammation and accelerate cutaneous

wound repair.

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

inflammation.

1. Introduction

The genus Caryocar L. comprises 16 species and belongs the Caryocaraceae, a
small family with occurrence in Central and South America. Caryocar coriaceum
Wittm. grows naturally in dry plains areas of Northeastern Region of Brazil as Araripe

Region, Ceara State. It is a tree, which has a thick trunk about 2 m of diameter and 12 to
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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 species, such as C. villosum and C. brasiliensis, C.
coriaceum is 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, substitute for butter, cosmetics industry (Pianovski et al., 2008) and
as home-made soaps for washing clothes. In the folk medicine, the fruit pulp and seed
oils of C. coriaceum have been used as wound healing, anti-inflammatory, for the
treatment of diseases of the respiratory 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 treatment of rheumatic and muscular pains (Matos, 2007). Moreover, the
seed and leaf essential oils of the species C. brasiliensis were previously reported to
have antifungal activity against Cryptococcus neoformans and Paracoccidioides
brasiliensis (Passos et al., 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 pequi fruit has
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 healing can be modulated by UFAs, which exert major functions on
inflammatory responses (Cardoso et al., 2004). Wound 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 production. Later, the epithelial tissue is regenerated
(Wilgus, 2008).

In order to evaluate the action spectrum of Caryocar coriaceum and validate its
widespread use, pharmacological studies were performed regarding topical

inflammation and skin wound healing in mice, using 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 of C. coriaceum (FOCC) was purchased
commercially in September 2008, from St. Sebastian Market, a local market in

Fortaleza, Ceara State, Brazil.

2.2. Analysis of fixed oil C. 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 (0.25 g) as 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 °C for drying of esters.

The recovered methyl esters were analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry, using a Shimadzu 5050 GCMS-QP instrument under the following
conditions-column: W Scientific DB-5MS 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: 35-180 °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 computer-based 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 in Nutritive 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 same initial conditions
(Downes and Ito, 2001).

2.3. Animals

Male Swiss albino mice, weighing 25-30 g, were used for the experiment. They
were individually housed in clean polyethylene cages under standard experimental
conditions of humidity (40-45%), temperature (23-25 °C), 12 h light/dark cycle and fed

on normal pellet diet and water ad 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.
08475595-4).

2.4. Topical anti-inflammatory activity
2.4.1. Topical inflammation induced by xylene

The inflammatory activity was evaluated by using model of xylene-induced ear
edema in mice according to Kou et al. (2005) with some modifications. The animals
were randomly allocated to groups G1 to G5, each group consisting of five animals, as
follows: G1 received only xylene (positive control); G2 received only FOCC (50 pL) in
nature (negative control); G3 received FOCC in nature (50 pL) applied topically
immediately after xylene; G4 and G5 received 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 (50 pL) on the inner and outer surfaces of the right 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 with a diameter of 5 mm, and weighed.
The edematous response was measured as the weight difference between the right and
left ears. The anti-inflammatory activity was expressed as a percentage of the inhibition

of edema in treated mice in comparison to positive control 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. T3 was 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 for negative control.

Mice were anesthetized by the open mask method with diethyl ether and their
dorsal surface was shaved with a sterile blade (Gurung and Skalko-Basnet, 2009).
Shaved area was disinfected with povidone-iodine. Four similar circular wounds were

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 environment and observed 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 0, 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 sterile piece of clear acetate film with a special marking
pen. The wound and one piece of millimeter paper with known area (1 cm?) were
digitalized using a scanner. The measuring area was obtained comparing the amount
of pixels inside perimeter and inside the known area using the mathematic expression:
W, = (Ka*Nw)/Nk, where W, = wound area, K, = known area, Ny = number of pixels
inside wound area and Nx = number of pixels inside know area. Thus, the unhealed
wound area and the percentage of wound contraction were calculated (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 were fixed in
10% neutral buffered formalin, processed and blocked with paraffin. Five-micrometre
sections were cut and stained with haematoxylin-eosin. In every skin section, an area
just beneath the epidermis or crust formation was randomly selected. Thereafter, three
consecutive areas moving towards the deep dermis were selected. The tissues were
qualitatively assessed under the light microscope at x400 magnification and graded as
absent (-), mild (+), moderate (++) and severe (+++) for epidermal or dermal re-
modeling. Re-epithelization, 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 Shapiro-Wilk and Bartlett tests to confirm
normal distribution and homogeneity of variance, respectively. Inhibition of 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 and non-treated groups at
different times (topical inflammation test) did not show homocedasticity and then were
compared by nonparametric Kruskal-Wallis test. Differences were considered to be
significant when P<0.05 and results were expressed mean+ standard error of means
(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
methyl esters of oleic acid and palmitic acid, respectively.

In relation to the 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 edema. FOCC at times 15 min or 1 h after
induction of inflammation reduced the edema in 38.01 and 39.20%, respectively, when
compared to the positive control. Dexamethasone and indomethacin, the reference
drugs, showed a 94.57 and 90.95% of inhibitory effect at time 15 min and inhibition of
edema of 92.0 and 86.40% at time 1 h after induction of inflammation, 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 groups, was 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 and T5 with percentage
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 were closed and
completely re-epithelialized.

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. 1-2) were also added. On day 3, the groups T2 and T4 showed
a higher re-epithelialization capacity when compared to the other groups. On day 7,
although wound still no were completely healed, it was verified presence of re-
epithelialization and ausence of ulceration in all groups. Generally, the 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 on the wound areas 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 of C. villosum oil were oleic (29.5%) and palmitic (33.5%) acids (Marx et
al., 1997) and C. brasiliensis oil 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 functional 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 structure; regulators 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 of FOCC was capable of reducing inflammation in
xylene-induced ear acute edema (Table 2). The xylene is a flogistic agent, promoter
neurogenic inflammation that act on target cells in the periphery such as mast cells,
immune cells, and vascular 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). In others models of topical inflammation, the pulp and
seed fixed oils of C. coriaceum presented 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 attributed the presence of UFAS in 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 was confirmed by histological analysis (Table 3 and 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 FOCC on the wound healing should be
associated to high levels of n-9 UFA in this oil, which may be either due to their
individual or additive effects to others UFAs present in it. Recently, da Silva Quirino et
al. (2009) showed that pulp oil of C. coriaceum increased 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 inflammatory 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 proliferative 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 (Wilgus, 2008).

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 topical administration of linolenic (n-3) and linoleic (n-6) acids essential and oleic (n-
9) acid nonessential fatty acids modulate the closure of surgically induced skin wounds.
It was observed that n-9 fatty acids induced faster wound closure when compared to n-3,
n-6 and control. However, the use of n-3 (McDaniel et al., 2008) and n-6 (Pereira et al.,
2008) fatty acid may increase pro-inflammatory cytokines production in wounds sites,
stimulating the cutaneous wound healing process.

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

potential therapeutic implication on immune system skin.
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Table 1. Percentage composition of the fixed oil of C. coriaceum obtained by gas

chromatography/mass spectrometry.

Constituents

Yield (%)
Methyl esters Fatty acid
Methyl hexadecanoate Palmitic acid (C16:0) 35.53
Methyl linoleate Linoleic acid (C18:2) 2.38
Methyl oleate Oleic acid (C18:1) 57.15
Methyl stearate Stearic acid (C18:0) 4.00
Methyl 11-eicosenoate 11-Eicosenoic acid (C20:1) 0.93
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Table 2. Topical anti-inflammatory activity of C. coriaceum fixed oil (FOCC) in

xylene-induced ear edema in mice at 15 min or 1 h after induction of inflammation.

15 min 1lh

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 + FOCC (G3) 2.74+0.43 38.01+9.68"  1.52+0.32°  39.20+12.77%
Dexamethasone (G4) 0.24+0.05° 94.57+1.24%  0.20£0.12°  92.00+4.90*
Indomethacin (G5) 0.40+0.10° 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 within the same line indicate significant difference among

times (P<0.05).
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Table 3. Effects of C. coriaceum fixed oil (FOCC) on wound contraction by excision

wound model.
Unhealed wound area (mm?) 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+2.06™ 18.02+1.74% 17.07+1.83% 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+0.88" 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)"
0.000.00 0.000.00 0.000.00 0.000.00 0.000.00
(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 groups (P<0.05). Different capital letters within the same line indicate significant

difference of wound contraction among groups (P<0.05).
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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) ++ +++ - +++ - - +

FOCC 12% (T2) + ++ - +++ - -+ -+
Vehicle (T3) ++ ++ - ++ - - +

Reference (T4) + ++ ++ ++ - -1+ -+
Saline 0.9% (T5) ++ + ++ ++ - - +

Day 7

FOCC 6% (T1) - - + e+ ++ + .

FOCC 12% (T2) - - + S+ + + i

Vehicle (T3) - - + +4++ ++ + .

Reference (T4) - - + ++ +4++ + -

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

Day 14

FOCC 6% (T1) - - -+ ++ +++ + -

FOCC 12% (T2) - - -+ ++ S+ + )

Vehicle (T3) - - -+ ++ 4+ + )

Reference (T4) - - + ++ +++ + -

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

Haematoxylin and eosin stained sections were scored as mild (+), moderate (++) and severe
(+++) for epidermal and/or dermal re-modeling. Re-epithelialization and ulceration were scored
as present (+) and absent (-). Ed: edema; PMN: polymorphonuclear cells; MNC: mononuclear
cells; FP: fibroblast proliferation; NV: neovascularization; RE: re-epithelialization; U:

ulceration.
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Figure 1. Microscopic view of hematoxylin and eosin stained sections of wound tissues
on day 7. (I) Saline 0.9% (T5): (a) Epithelium; (b) Fibroblast; (c) New capillaries
vessels; (d) hair follicle. (11) Solid ointment vehicle (T3): (a) Epithelium with keratin;
(b) Mononuclear cells; (c) Formation hair follicle. (111) FOCC ointment 6% (T1): (a)
Stratified epithelium with Kkeratin; (b) Fibroblast; (c) New capillaries vessels. (IV)
FOCC ointment 12% (T2): (a) Re-epitelized epidermis with keratin; (b) New capillaries

vessels; (¢) Re-organization hair follicle; (d) dermal papillae. Magnification 100x%.
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Figure 2. Microscopic view of hematoxylin and eosin stained section of wound tissue
on day 7 treated with reference ointment (T4). Arrows pointing several new capillaries

vessels. Magnification 100x.
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INFLAMACAO INDUZIDA POR OLEO ESSENCIAL DE Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae): PROPOSTA DE NOVO MODELO EXPERIMENTAL

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito do éleo essencial (OE) de Lippia sidoides Cham. sobre a
inflamacdo aguda em modelos experimentais in vivo. Para avaliar o efeito do OE de L.
sidoides sobre a inflamacdo tdpica, utilizou-se 0 modelo de edema de orelha induzido
por xileno ou OE de L. sidoides in natura em camundongos, usando dexametasona e
indometacina como drogas de referéncia. Os animais receberam o agente flogistico (25
pl) nas partes interna e externa da orelha direita, enquanto a orelha esquerda ndo
recebeu nenhum tratamento. Quinze minutos ou uma hora apos inducédo da inflamacao,
o0s animais foram eutanasiados e fragmentos de cada orelha foram coletados e pesados.
A diferenca de peso entre os fragmentos representou o efeito induzido pelos
tratamentos. Para avaliar o efeito do OE de L. sidoides sobre a cicatrizacdo, utilizou-se o
modelo de feridas por excisdo cutanea em ratos. Apos anestesia, uma ferida foi induzida
no dorso de cada animal. Os grupos testes receberam unguentos a base do OE de L.
sidoides, veiculo do unguento, droga de referéncia e salina 0,9%. Os tratamentos foram
realizados diariamente durante 21 dias consecutivos. As areas das lesdes foram
mensuradas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 por planimetria digital. OE de L. sidoides in natura
apresentou efeito edematogénico quando aplicado topicamente na orelha de
camundongos e foi pro-inflamatério no modelo de inflamagédo induzida por Xileno.
Dexametasona e indometacina inibiram o processo inflamatério provocado pelo OE de
L. sidoides, ndo diferindo entre os tempos de avaliacdo. OE de L. sidoides aumentou o
edema e a exsudacdo das feridas na fase inflamatoria do processo cicatricial. O grupo
tratado apenas 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 de L. sidoides in natura como agente flogistico em um novo modelo de

inflamacéo tdpica.

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

experimental.
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ABSTRACT

It was evaluated the effect of essential oil (EO) of Lippia sidoides Cham. on acute
inflammation in experimental models in vivo. To evaluate the effect of EO of L.
sidoides on topical inflammation, the chosen model was the ear edema in mice induced
by xylene or EO of L. sidoides in nature with dexamethasone and indomethacin as the
reference drugs. The animals were treated with phlogistic agent (25 pL) on the inner
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 right and left ears
represented the effect induced by the treatments. To evaluate the effect of EO of L.
sidoides on wound healing, the chosen model was the excision wound in rats. After
anesthesia, a skin wound was induced on the dorsum of each animal. Test groups were
treated with OE of L. sidoides ointment, 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. EO of L. sidoides in nature
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 EO of L. sidoides and did
not differ between times. EO of L. sidoides increased 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 results suggest the use of EO of L. sidoides in nature as phlogistic agent in a new

topical inflammation model.

KEYWORDS: Lippia sidoides, topical inflammation, wound healing, experimental

model.

1. INTRODUCAO

A inflamacédo é uma resposta bioldgica complexa dos tecidos vascularizados a
diferentes estimulos, que consiste de um mecanismo de defesa inato, auxiliando na
eliminacdo de agentes estranhos e dando inicio ao processo de reparo tecidual. Os
tecidos inflamados podem responder a estimulos nocivos, tais como patégenos, células

lesionadas e injurias quimicas, térmicas ou mecanicas, através da producéo de diferentes
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mediadores bioativos, 0s quais interagem com diversos tipos celulares e moleculares
para amplificar a reacdo flogistica. A reacdo inflamatdria aguda é caracterizada pela
liberacdo de mediadores secretados localmente que mediam a contracdo das células
endoteliais, causando aumento da permeabilidade vascular e consequente formacao do
edema. Simultaneamente, 0s leucdcitos séo recrutados através do aumento da expressdo
das moléculas de adesdo e secrecdo de quimiocinas que participam efetivamente na
migracdo transendotelial do neutréfilo ao foco inflamatdrio. Em geral, essa reagdo é
autolimitante e sofre resolucéo, que envolve remocao de células mortas, depuracdo de
células de resposta aguda e regeneragdo da matriz extracelular (Murphy & Ward, 2006).

A resposta inflamatéria topica, dependendo do agente flogistico, pode ser
desencadeada por diferentes mecanismos. Vérias substancias tém sido utilizadas como
indutoras deste processo, dente elas compostos sintéticos, tais como, Xileno,
desencadeando uma inflamacdo neurogénica através da liberacdo de substancias pro-
inflamatdrias a partir de neurdnios sensoriais (Luo et al., 2008); ésteres de forbol, como
TPA (13-acetato de 12-o-tetradecanoil-forbol) e PMA (acetato de forbol miristico),
ativadores da proteina quinase C, produzindo resposta inflamatéria caracterizada pela
acdo das prostaglandinas (Aquila et al., 2009; Hernandez et al., 2009); EPP (etil-fenil-
propiolato), levando a formacéo de edema pela liberacdo de mediadores inflamatorios
como histamina e serotonina (Nualkaew et al., 2009); além de compostos naturais,
como o acido araquidénico, componente biologico das membranas celulares, que
promove inflamacdo caracterizada pela producdo de leucotrienos (Hernandez et al.,
2009) e oleo de croton, gque promove eventos inflamatérios como edema, proliferacdo e
infiltracdo celular, com producdo de metabolitos do acido araquidénico, citocinas e
outros mediadores (Gomig et al., 2008). Nesse contexto, as substancias sintéticas tém
sido relatadas por seus efeitos pro-carcinogénicos, o que tem aumentado a procura por
compostos naturais, como extratos e 6leos vegetais, que possam funcionar como agentes
flogisticos alternativos.

O uso destes modelos experimentais permite o estudo da acdo de novos
compostos que possam auxiliar na conduta terapéutica ou profilatica de doencas
inflamatdrias e sdo fundamentais para o desenvolvimento de novos farmacos. Além
disso, permite a avaliacdo das propriedades proé ou anti-inflamatdrias de substancias
com acdo topica, utilizando drogas de referéncia para cada modelo.

Lippia sidoides é um arbusto proprio da vegetacdo do semi-arido nordestino,

comum na caatinga entre Mossor6-RN e Tabuleiro do Norte-CE. Pertence a familia
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Verbenaceae, sendo conhecida popularmente como alecrim-pimenta. O 6leo essencial
(OE) de L. sidoides ¢ constituido principalmente por timol, a-felandreno, B-cariofileno,
p-cimeno, mirceno, carvacrol, acompanhados de outros constituintes minoritarios
(Matos, 2007). O uso popular deste éleo tem amplo apoio experimental em termos de
atividade antibacteriana (Bertini et al., 2005), antifingica (Fontenelle et al., 2007) e
anti-helmintica (Camurga-Vasconcelos et al., 2008). OE de L. sidoides apresentou
atividade antioxidante, sugerindo potencial gastroprotetor e anti-inflamatério tdpico
quando utilizado em diferentes concentracdes (Monteiro et al., 2007). Além disso,
colutérios preparados a base deste OE reduziu a placa bacteriana em humanos
(Fernandes-Filho et al., 1998) e impediu a progressdo da doenca periodontal em cées
(Girdo et al., 2003). Entretanto, estudos prévios realizados em nosso laboratério
demonstraram propriedades irritantes do OE de L. sidoides quando utilizado in natura.
Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito do OE de L. sidoides sobre a inflamacdo

aguda em modelos experimentais in vivo.

2. MATERIAL E METODOS

Obtencéo do 6leo essencial de L. sidoides

OE obtido das folhas de L. sidoides foi adquirido comercialmente, em setembro
de 2008, do Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC), pertencente a
Universidade Federal do Ceard, que obtém o 0leo a partir de plantas cultivadas no estado

do Cearéa pela técnica de arraste a vapor d’agua (Craveiro et al., 1976).

Analise quimica do 6leo essencial de L. sidoides

A composicdo quimica do OE utilizado neste estudo foi determinada através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). OE foi analisado
usando um instrumento da Shimadzu modelo GCMS-QP 5050 sob as seguintes
condicdes: coluna capilar de silica fundida W Scientific DB-5MS (50 m x 0,25 mm);
gas de arraste: He (1 mL/min); temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do detector:
200 °C; temperatura da coluna: 35- 180 °C a 4 °C/min e depois 250 °C/15 min; espectro
de massa: por impacto eletrénico a 70 eV. A identificacdo dos constituintes foi feita por
busca em biblioteca de espectros de massa do computador, tempos de retencdo e
comparacao visual dos espectros de massa obtidos com os publicados na literatura
(Alencar et al., 1984; Adams, 1989).



84

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 30-40 g, e ratos
Wistar, fémeas, pesando entre 150-180 ¢, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
grupos e mantidos, coletiva ou individualmente, em caixas de polipropileno sob
condi¢des adequadas de umidade, luz e temperatura, recebendo racéo e agua a vontade.
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Ceard (UECE).

Efeito do dleo essencial de L. sidoides sobre a inflamacéo tépica

Para avaliar o efeito do OE de L. sidoides sobre a resposta inflamatoria topica,
utilizou-se 0 modelo de edema de orelha induzido por xileno ou OE de L. sidoides in
natura em camundongos (Kou et al., 2005 modificado). Os animais (n=5/grupo) foram
divididos nos grupos G1 a G7, sendo: G1 - animais que receberam apenas aplicagédo
topica de xileno; G2 - animais que receberam apenas aplicacdo topica do OE de L.
sidoides in natura; G3 - animais que receberam OE de L. sidoides topicamente, aplicado
imediatamente ap6s xileno. Dexametasona (2,5 mg kg™) e indometacina (5 mg kg™)
foram administradas em G4 e G5 com aplicacdo topica de xileno, e em G6 e G7 com
aplicacdo topica do OE de L. sidoides, respectivamente. As drogas de referéncia foram
previamente administradas oralmente durante 3 dias consecutivos. Uma hora ap0s o
altimo tratamento, xileno ou OE de L. sidoides (25 uL) foram aplicados nas superficies
interna e externa da orelha direita. A orelha esquerda foi considerada como controle e
ndo recebeu nenhum tratamento. Quinze minutos ou uma hora apds acao do xileno ou
OE de L. sidoides, os animais foram eutanasiados por overdose anestésica com éter
etilico. Em seguida, foram coletados fragmentos circulares de ambas as orelhas, com
auxilio de um punch de 5 mm de diametro, e pesados. A diferenca de peso entre os
fragmentos das orelhas direita e esquerda representou o edema. A atividade anti-
inflamatéria das drogas de referéncia foi expressa como percentual de inibicdo do
edema, calculado em relacdo aos controles positivos (Luo et al., 2008). Este protocolo
(n° 08352607-2) foi aprovado pelo CEUA/UECE.

Efeito do 6leo essencial de L. sidoides sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas
Para avaliar o efeito do OE de L. sidoides sobre a cicatrizacdo, utilizou-se o

modelo de feridas por excisdo cutanea. Ratos Wistar (n=6/grupo) foram divididos nos
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grupos T1 a T5, sendo: T1 e T2 - animais tratados com unguentos contendo OE de L.
sidoides nas concentragfes 5 e 12% (volume/peso), respectivamente; T3 - animais
tratados com base sélida do unguento (vaselina e lanolina - 1:2); T4 - animais tratados
com droga de referéncia, associacdo de acetato de clostebol e sulfato de neomicina
(controle positivo); T5 - animais que receberam solucéo salina 0,9% (controle negativo).

Os ratos foram submetidos a anestesia por via intramuscular na regido do
musculo biceps femoral, utilizando-se a associacdo de quetamina (100 mg kg™) e
xilazina (10 mg kg™). Em seguida, realizou-se tricotomia na regido dorsal e anti-sepsia
topica com iodo-povidine. Uma ferida experimental de espessura total, envolvendo
epiderme, derme e subcutaneo até exposi¢do da fascia muscular, de aproximadamente
2x2 cm, foi realizada no dorso de cada animal com auxilio de bisturi, tesoura e pinca
cirurgicas (Garros et al., 2006). As lesdes foram observadas diariamente. Os tratamentos
foram administrados topicamente uma vez ao dia, durante 21 dias, em quantidade
suficiente para cobrir toda leséo.

A planimetria foi realizada nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 do experimento para
mensuragdo da area nao-cicatrizada e contragdo das feridas. As lesdes foram
reproduzidas em papel transparente com caneta de retroprojetor (Dalazen et al., 2005).
Os tracados obtidos juntamente com um pedaco de papel milimetrado de area conhecida
(1 cm?) foram digitalizados utilizando scanner. As 4reas das feridas foram obtidas pela
comparacgdo da quantidade de pixels dentro do perimetro tracado e da area conhecida,
utilizando a expressao matematica: As= (Ac*N¢)/Nc, onde As = area da ferida, A = area
conhecida, N = nimero de pixels dentro da area da ferida, N = nimero de pixels dentro
da area conhecida. O percentual de contracao das feridas foi calculado comparando-se a
area ndo-cicatrizada em cada dia de avaliacdo com a area inicial obtida no dia 0. Este
protocolo (n° 08475595-4) foi aprovado pelo CEUA/UECE.

Anélise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos ao testes de Shapiro-Wilk e Bartlett
para verificar a distribuicdo normal e homogeneidade de variancia, respectivamente.
Inibicdo do edema, area ndo-cicatrizada e contracdo das feridas apresentaram os pré-
requisitos exigidos para ANOVA, que foi realizada utilizando procedimento GLM do
SAS (1999), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para comparacdo das médias.
No teste da inflamacdo tdpica, as diferencas de peso das orelhas entre os tratamentos

nos diferentes tempos ndo mostraram homocedasticidade e, entdo, foram comparados
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pelo teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05 e os resultados foram expressos em média + erro padrao
da média (E.P.M.).

3. RESULTADOS
Anélise quimica do 6leo essencial de L. sidoides
Os resultados da andlise quimica do OE L. sidoides estdo sumarizados na

tabela 1. CG-EM indicou a presenga de timol (70,97%) como principal componente,

além de outros constituintes minoritarios.

TABELA 1. Composic¢do quimica do 6leo essencial de L. sidoides.

Constituintes Teor (%)
Mirceno 2,12
a-terpineno 0,50
p-cimeno 7,51
y-terpineno 0,80
Timol metil éter 1,45
Timol 70,97
Carvacrol 0,30
Eugenol 0,11
Cariofileno 8,30
Oxido cariofileno 1,59
Outros 6,35

Efeito do 6leo essencial de L. sidoides sobre a inflamacéo tépica

OE de L. sidoides in natura apresentou efeito edematogénico, quando aplicado
topicamente na orelha de camundongos, tendo sido utilizado como controle, e foi pro-
inflamatério no modelo de inflamacéo induzida por xileno. Os resultados destes efeitos

estdo apresentados na tabela 2.
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TABELA 2. Efeito do 6leo essencial de L. sidoides em modelo de inflamag&o tdpica.

15 min 1h

Tratamento . .

Edema (mg) Inibicdo (%) Edema(mg) Inibicéo (%)
Xileno (G1) 4,42+0,50° - 2,50+0,52" -
OE L. sidoides (G2) 4,22+0,55" - 5,08+0,61* -
Xileno + OE L. sidoides (G3) 6,74%0,65° - 8,100,65 -
Xileno + Dexametasona (G4) 0,24+0,05°  94,57+1,24"  0,20+0,12°  92,00+4,90"
Xileno + Indometacina (G5) 0,40+0,10°  90,95+2,26"  0,34+0,09°  86,40+3,58°

OE L. sidoides + Dexametasona (G6) ~ 0,20+0,10°  9526+2,37"  0,24+0,05®  95,28+1,08"

OE L. sidoides + Indometacina (G7)  0,28+0,13%  93,36+3,09"  0,32+0,08%¢  93,70+1,65"

A inflamacdo tépica foi avaliada 15 min ou 1 h ap6s aplicacdo do agente flogistico.
Resultados estdo expressos em média + E.P.M (n=5).
Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (P<0,05).

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre tempos (P<0,05).

N&o houve diferencas entre a inflamacéo topica induzida nos grupos G1 e G2,
que receberam apenas xileno e OE de L. sidoides, respectivamente, nos tempos 15 min
ou 1 h apés aplicacdo dos agentes flogisticos. A associacdo destes agentes (G3),
potencializou o edema, mostrando um efeito sinérgico, tanto no tempo 15 min quanto
no tempo 1 h, quando comparado com G1 (P<0,05). Dexametasona (G6) e
indometacina (G7) inibiram o processo inflamatério provocado pelo OE de L. sidoides,
ndo sendo observadas diferencas entre os tempos avaliados (P>0,05). Quando se
utilizou indometacina (G5) para inibir a inflamacdo induzida por xileno, observou-se

diferencas entre os tempos 15 min e 1 h (P<0,05).

Efeito do 6leo essencial de L. sidoides sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas

No modelo de cicatrizacdo por excisdo cutanea, as feridas mostraram-se limpas
e enxutas em todos os grupos ao longo do estudo, exceto nos grupos tratados com
unguentos a base do OE de L. sidoides (T1 e T2), onde se observou intensa exsudacao
até o dia 5 do experimento. No dia 3, observou-se presenca de edema em todos 0s

grupos, exceto em T5, que recebeu apenas salina fisiologica 0,9%. O edema regrediu



88

gradativamente nos grupos T1 a T4, entretanto mostrou-se mais intenso e notério nos
animais tratados com OE de L. sidoides (T1 e T2).
O efeito do OE de L. sidoides sobre as &reas ndo-cicatrizadas e contragdo das

feridas estdo apresentados na tabela 3.

TABELA 3. Efeito do 6leo essencial de L. sidoides em modelo de cicatrizacdo por excisdo cutanea.

Area ndo-cicatrizada (mm?) e contracéo das feridas (%)

OE L. sidoides 5% OE L. sidoides 12% Veiculo Referéncia Salina 0,9%
(T1) (T2) (T3) (T4) (T5)
432,95+39,53° 524,38+76,15% 422,08+76,47° 464,08+53,10°  449,15+67,23°
503,90+58,39% 539,90+52,26°  476,08+97,81%" 533,60+66,51°  406,20+69,05"
308,52+44,40%° 386,90+41,55% 237,70+46,84" 360,63+£59,27°  286,15+89,56™
(28,50+9,75)"® (25,18+11,32)*  (43,12+10,53)°® (22,31+9,17)" (36,29+16,33)""
72,47+8,73% 89,14+26,24° 58,38+16,03°  86,02+19,30®°  58,52+12,30°
(82,99+3,81)" (82,83+4,81)" (85,62+5,04)*  (81,45+3,65)*  (86,95+2,09)"
24,67+5,75° 30,26+19,69° 9,84+13,95°  28,33#16,15°  17,10+8,50°
(94,18+1,97)" (94,35+3,72)" (97,29+4,11)*  (93,84%3,48)*  (96,17+1,82)"

Resultados estdo expressos em média £ E.P.M (n=6).

Letras minasculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa da area ndo-cicatrizada das feridas
entre grupos (P<0,05).

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa da contracdo das feridas entre
grupos (P<0,05).

No dia 3, observou-se contracdo inicial das feridas (9,57 + 7,53%) com
reducdo da area ndo-cicatrizada no grupo salina (T5), enquanto nos grupos T1 a T4 foi
observado presenca de edema com aumento da area nao-cicatrizada. A partir do dia 7,
houve uma diminuicdo progressiva das areas das lesdes em todos 0s grupos. A menor
area ndo-cicatrizada e o maior percentual de contracdo das feridas foram observados em
T3 (P<0,05), tratado apenas com a base s6lida do unguento, quando comparado a T2 e
T4, que receberam unguento de OE de L. sidoides a 12% e droga de referéncia,
respectivamente. No dia 14, a contracdo das feridas ndo diferiu entre os diferentes
grupos, porém a area ndo-cicatrizada em T2 (OE de L. sidoides 12%) foi superior aquela
encontrada em T3 (base do unguento) (P<0,05). Ao final do experimento (dia 21), todos

0s grupos mostraram resultados similares (P>0,05).
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4. DISCUSSAO

A andlise quimica do OE de L. sidoides utilizado no presente trabalho
apresentou 70,97% de timol como componente majoritario. Em outros estudos, esse
constituinte apresentou-se em concentracbes de 66,67% (Monteiro et al., 2007) e
59,65% (Camurca-Vasconcelos et al., 2008). As variagdes na composicdo quimica de
6leos essenciais e outros produtos derivados das plantas medicinais sdo principalmente
devido as condi¢Bes ambientais, tais como tipo de solo, época do ano e horario de coleta
das plantas (Taylor et al., 2001). O timol é um potente anti-séptico e OE de L. sidoides
apresenta atividades antibacteriana e antifangica (Bertini et al., 2005; Fontenelle et al.,
2007). Estudos prévios em nosso laboratério sugeriram propriedades irritantes do OE de
L. sidoides in natura, provavelmente, em virtude de altas concentragfes deste
constituinte.

Neste trabalho, OE de L. sidoides foi utilizado para avaliar seu efeito sobre a
inflamacéo topica aguda, utilizando o modelo do edema de orelha em camundongos.
Verificou-se que o grupo controle constituido apenas com OE de L. sidoides in natura
provocou edema, enquanto que OE de L. sidoides in natura adicionado as orelhas
sensibilizadas com xileno potencializou o edema. O Xxileno € um irritante pertencente ao
grupo benzeno, enquanto o 6leo essencial em estudo apresenta altas concentracdes de
timol, substancia irritante pertencente ao grupo fenol.

A inflamacdo induzida pelo xileno desencadeia mecanismos celulares
envolvidos na liberacdo de substancias bioativas a partir das terminac6es periféricas de
neurdnios sensoriais, que agem sobre células-alvos periféricas, tais como mastocitos e
outras células do sistema imune, e células da musculatura lisa vascular, produzindo uma
resposta inflamatdria do tipo neurogénica caracterizada por calor, rubor, edema e
hipersensibilidade. Esta inflamacdo é iniciada pela acdo de mediadores, tais como
acetilcolina, bradicinina, prostaglandinas e capsaicina. Estes mediadores promovem a
excitacdo dos neurdnios, levando a liberacdo direta dos neuropeptideos e ativacdo dos
seus receptores, incluindo VR1, B, e PAR, a qual é promovida, respectivamente, por
influxo de célcio, ativacdo da proteina quinase C ou desinibi¢do do fosfatidil inositol
bifosfato (PIP;) (Richardson & Vasko, 2002). A capsaicina é um mediador cujo
mecanismo estd relacionado aos canais vaniloides, sendo responsavel pela
despolarizacdo e pela liberacdo direta de neuropeptideos, como a substancia P e o
peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP), os principais iniciadores desse tipo

de inflamag&o (Holzer, 1988).
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No presente estudo, OE de L. sidoides in natura apresentou efeito inflamatorio
similar aquele produzido pelo xileno, sugerindo-o como potente indutor deste processo. Os
efeitos inibitorios das drogas de referéncia, dexametasona e indometacina, foram similares
quando se utilizou xileno ou OE de L. sidoides como agente flogistico (Tabela 2).
Contudo, Monteiro et al. (2007) utilizando OE de L. sidoides nas concentracdes de 1 e
10 mg/orelha em veiculo, observaram reducdo do edema de orelha induzido por TPA
em 46 e 35%, respectivamente, mostrando resultados similares ao efeito inibitério
promovido pela indometacina. Os autores atribuiram o efeito anti-inflamatorio
apresentado pelo 6leo ao timol. Os protocolos experimentais existentes utilizam tempos
diferentes para mensuracdo do edema apos inducdo da inflamacdo (Kou et al., 2005;
Luo et al., 2008; Hernandez et al., 2009). No presente estudo, observou-se que ndo
houve diferencas em relacdo ao percentual de inibicdo do edema quando a avaliacdo foi
realizada 15 min ou 1 h apos aplicacéo do agente flogistico.

No modelo de cicatrizagdo cuténea, utilizou-se OE de L. sidoides na forma de
unguentos tépicos. Kerr (2002) indica o uso de Oleos essenciais na cicatrizagdo de
feridas nas concentracdes de 5 a 12%. No entanto, considerando a composicdo do OE de
L. sidoides, essas concentracGes foram irritantes ao processo de reparo. A analise
macroscopica das lesbes revelou que a presenca de intensa exsudacdo nos grupos
tratados com OE de L. sidoides prejudicou a cicatrizacdo, uma vez que o exsudato €
capaz de promover a desagregacdo do tecido de granulacdo em formacdo e o
desenvolvimento de micro-organismos (Vasconcelos et al., 2007). A base sélida do
unguento apresentou maior contracdo das feridas quando comparada com 0s grupos que
receberam OE L. sidoides a 12% e droga de referéncia no dia 7 do experimento. A
lanolina tem sido relatada por exercer um efeito positivo sobre o processo cicatricial
(Martins et al., 2005). Estes resultados ddo suporte aqueles verificados no modelo de
inflamacéo topica, apoiando a utilizacdo do OE de L. sidoides como agente indutor do
processo inflamatario.

Em conclusdo, 6leo essencial de L. sidoides pode ser utilizado, na forma in
natura, como agente flogistico em modelo de inflamacdo tOpica. Ressalta-se a
importancia de esclarecer seu mecanismo de acdo e o comprometimento dos parametros

histolégicos em futuros estudos.



91

5. REFERENCIAS

ADAMS, R.P. ldentification of essential oils by ion trap mass spectroscopy.
London: Academic Press, 1989. 456p.

ALENCAR, J.W.; CRAVEIRO, A.A.; MATOS, F.J.A. Kovats’ indices as a
preselection routine in mass spectra library search of volatiles. Journal of Natural
Products, v.47, n.5, p.890-92, 1984.

AQUILA, S. et al. Anti-inflammatory activity of flavonoids from Cayaponia tayuya
roots. Journal of Ethnopharmacology, v.121, p.333-37, 2009.

BERTINI, L.M. et al. Perfil de sensibilidade de bactérias frente a 6leos essenciais de
algumas plantas do Nordeste do Brasil. Infarma, v.17, n.3/4, p.80-83, 2005.
CAMURCA-VASCONCELOS, A.L.F. et al. Anthelmintic activity of Lippia sidoides
essential oil on sheep gastrointestinal nematodes. Veterinary Parasitology, v.154,
p.167-70, 2008.

CRAVEIRO, AA.; ALENCAR, JW.; MATOS, F.J.A. A simple and inexpensive steam
generator for essential oils extraction. Journal of Chemical Education, v. 53, p.652, 1976.
DALAZEN, P. et al. Effects of the topical application of the extract of Vernonia
scorpioides on excisional wounds in mice. Revista Brasileira de Farmacognosia,
v.15, n.2, p.82-87, 2005.

FERNANDES-FILHO, E.S. et al. Preparacéo e avaliacdo clinica de um anti-séptico bucal
a base do 6leo essencial da planta medicinal Lippia sidoides Cham. (Alecrim pimenta).
Revista da Associacdo Brasileira de Odontologia, v.6, n.5, p.323-25, 1998.
FONTENELLE, R.O.S. et al. Chemical composition, toxicological aspects and antifungal
activity of essential oil from Lippia sidoides Cham. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v.59, p.934-40, 2007.

GARROS, I.C. et al. Extrato de Passiflora edulis na cicatrizacdo de feridas cutaneas
abertas em ratos: estudo morfoldgico e histologico. Acta Cirargica Brasileira, v.21,
supl.3, p.55-65, 2006.

GIRAO, V.C.C. et al. A clinical trial of the effect of a mouth-rinse prepared with Lippia
sidoides Cham. essential oil in dogs with mild gingival disease. Preventive Veterinary
Medicine, v.59, p.95-102, 2003.

GOMIG, F. et al. Topical anti-inflammatory activity of Serjania erecta Radlk
(Sapindaceae) extracts. Journal of Ethnopharmacology, v.118, p.220-24, 2008.
HERNANDEZ, I. et al. Anti-inflammatory effects of ethanolic extract and alkamides-
derived from Heliopsis longipes roots. Journal of Ethnopharmacology, v.124, p.649-
52, 2009.



92

HOLZER, P. Local effector functions of capsaicin-sensitive sensory nerve endings:
involvement of tachykinis, calcitonin gene related peptide and other neuropeptides.
Neuroscience, v.24, n.3, p.739-68, 1988.

KERR, J. The use of essential oils in healing wounds. The International Journal of
Aromaterapy, v.12, n.4, p.202-06, 2002.

KOU, J. et al. Anti-inflammatory activities of aqueous extract from Radix Ophiopogon
japonicas and its two constituents. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v.28, n.7,
p.1234-38, 2005.

LUO, P. et al. Anti-inflammatory activity of the extracts and fractions from Erigeron
multiradiatus through bioassay-guided procedures. Journal of Ethnopharmacology,
v.119, p.232-37, 2008.

MARTINS, E.F. et al. Influence of lanolin on cicatrization. Health in Review, v.7,
n.16, p.19-25, 2005.

MATOQOS, F.J.A. Plantas medicinais: guia de sele¢cdo e emprego de plantas usadas em
fitoterapia no Nordeste do Brasil. 3.ed. Fortaleza: Imprensa Universitaria, 2007. 394p.
MONTEIRO, M.V.B. et al. Topical anti-inflammatory, gastroprotective and antioxidant
effects of the essential oil of Lippia sidoides Cham. leaves. Journal of
Ethnopharmacology, v.111, p.378-82, 2007.

MURPHY, H.S.; WARD, P.A. Inflamacédo. In: RUBIN, E. et al. Rubin, patologia: bases
clinicopatologicas da medicina. 4.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006. p.43-85.
NUALKAEW, S. et al. Anti-inflammatory, analgesic and wound healing activities of
the leaves of Memecylon edule Roxb. Journal of Ethnopharmacology, v.121, p.278-
81, 2009.

RICHARDSON, J.D.; VASKO, M.R. Cellular mechanisms of neurogenic
inflammation. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
v.302, n.3, p.839-45, 2002.

SAS/STAT. User’s Guide. SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA, 1999.
TAYLOR, J.L.S. et al. Towards the scientific validation of traditional medicinal plants.
Plant Growth Regulation, v.34, p.23-37, 2001.

VASCONCELOS, A.K.P. et al. Avaliacdo dos unguentos a base de extratos hexanicos ou
etandlico das folhas de Momordica charantia L. sobre as lesdes cutaneas experimentais

em coelhos. Acta Scientiae Veterinariae, v.35, n.1, p.59-65, 2007.



93

8 CONCLUSOES

O oleo fixo das sementes de Caryocar coriaceum Wittm. inibe a inflamacéo
topica e acelera o processo de cicatrizagdo cutanea, mostrando potencial terapéutico
sobre o sistema imune da pele e apoiando seu uso popular como agente anti-
inflamatorio e cicatrizante.

O 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. apresenta efeito deletério ao processo
cicatricial e possui efeito edematogénico quando aplicado in natura, sugerindo sua
utilizacdo como agente flogistico em modelo de inflamacéo tdpica.
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9 PERSPECTIVAS

A partir deste trabalho surgem perspectivas para a utilizacdo do 6leo fixo de
Caryocar coriaceum no preparo de formulagGes tdpicas, como cremes e pomadas
dermatolégicas, destinadas ao tratamento de feridas cutaneas. A eficiéncia deste
procedimento tornar-se-a mais evidente a medida que estudos toxicoldgicos, celulares e
moleculares, bem como ensaios clinicos em espécies domésticas forem realizados e
correlacionados a clinica médica veterinéria.

Em relacdo ao 6leo essencial de Lippia sidoides como agente flogistico, este
trabalho fornece subsidios para estudos mais aprofundados, explorando outros modelos
experimentais, a fim de esclarecer seu mecanismo de acdo e o comprometimento dos

parametros histologicos envolvidos no processo.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA

Comité de Etica para o Uso de Animais
Av. Paranjana, 1700 - Itaperi
CEP 60740-903 - fone: 55-85-3101-9890

PARECER CONSUBSTANCIADO

1) Identificacdo
Processo n° 08475595-4
Titulo: Atividade do éleo essencial de Lippia sidoides Cham, e do éleo fixo de Caryocar coriaceum
Wittm. sobre a cicatrizagdo de feridas cutdneas em modelos experimentais /n vivo.
Finalidade: apresentagdo do projeto de mestradoe de Maria Liduina Maia de Oliveira, aluna do
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias para apreciagdio do CEUA.

Pesquisador responsdvel: Diana Célia Sousa Nunes Pinheiro

2) Objetivos:
* Avaliar a atividade cicatrizante do Sleo essencial de Lippia sidoides Cham, e do Sleo fixo de
Caryocar coriaceum Wittm. sobre a cicatrizagdo de feridas cutdneas, por segunda intengdo, em
modelos experimentais /7 vivo;
- Andlisar microbiologicamente e determinar a composicdo quimica do dleo essencial de Lippia
sidoides e do 6leo fixo de Caryocar coriaceum;
- Observar os aspectos macroscdpicos e mensurar a drea de retragdo das feridas em cicatrizacdo:
* Avaliar os aspectos histolégicos através da contagem de células mononucleares e polimorfo
nucleares, fibroblastos e vasos sanguineos;

* Avaliar a densidade do coldgeno gerado no processo cicatricial e o nivel de reepitelizagéo da pele.

3) Sumdrio do projeto

a. Animais a serem utilizados
Serdo utilizados ratos Wistar fémeas, camundongos Swiss machos e coelhos Nova Zeldndia machos com
idade entre 2 e 4 meses e peso de 28 a 30 g, 150 a 180 g e 1.800 a 2.000 g, respectivamente. Os
animais serdo utilizados em protocolos de inducdo de feridas experimentais nas quais serdo aplicadas
posteriormente no local da lesdo creme contendo Sleo essencial de Lippia sidoides e creme contendo
éleo fixo de Caryocar coriaceum, conforme descrigdio detalhada dos experimentos contida nos pdginas
16 a 19 do item Material e Métodos.

Os ratos (n = 50) serdo divididos em cinco grupos de 10 animais, quatro experimentais e um
controle, os camundongos (n = 35) em sete grupos de cinco animais, seis experimentais e um controle e

os coelhos (n =15) em cinco grupos de trés animais cada, quatro experimentais e um controle.
leeva - vece: ceua_uece@yahoo. com. br}
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b. Protocolos experimentais

O experimento serd dividido em vérias etapas:

1) Obtengdo do dleo essencial de Lippia sidoides e do dleo fixo da semente de Caryocar coriaceum.

2) Andlises microbioldgica e quimica do éleo essencial de Lippia sidoides e do éleo fixo da semente de
Caryocar coriaceum.

3) Envio do dleo essencial de Lippia sidoides e do éleo fixo da semente de Caryocar coriaceum para
farmdcias de manipulagdo pela adigtio de 5% ou 12% dos respectivos éleos.

4) Procedimento cirdrgico nos trés modelos experimentais: ratos, camundongos e coelhos mediante
prévia anestesia especifica para cada tipo de animal, para indugdo de feridas envolvendo epiderme,
derme e subcutdneo até exposigdo da fdscia muscular segundo protocolos recomendados por Carros et
al., 2006, Magalhdes, 2007 e Gul et al., 2008).

5) Aplicagdo tépica de cremes com éSleo essencial de Lijppia sidoides e com éleo fixo da semente de
Caryocar coriaceum a 5 ou 12%, além de aplicagdio tépica da base do creme (vaselina ou lanolina) e da
droga de referéncia (acetato de clostebol + sulfato de neomicina), conforme o tratamento ou o modelo
experimental.

6) Observagdo macroscdpica das lesdes considerando os seguintes pardmetros: edema, hiperemiacdo,
exsudato, tecido de granulagdo e reepitelizagéo e planimetria das lesdes realizadas nos dias 0, 3, 7, 14
e 21 do pds-operatdrio.

7) Andlise histopatoldgica de fragmentos da pele nas dias 0, 3, 7, 14 e 21 do pés-operatério.

¢. Adequagdo da metodologia
A metodologia utilizada estd detalhada de maneira clara e objetiva e encontra-se plenamente adequada

aos objetivos do trabalho.

d. Adequagdo das condicdes
As condigdes técnicas, estruturais e de pessoal foram devidamente referidas no projeto, e encontram-

se, portanto, perfeitamente adequadas ao seu pleno desenvolvimento.

4) Aspectos éticos da experimentacdo animal

a. Estrutura do projeto de pesquisa.

O projeto apresenta os seguinfes itens: Introdugdo, Revisdo de Literatura, Hipétese Cientifico,
Objetivo Geral e Objetivos Especificos, Material e Métodos e Referéncias Bibliogréficas, Cronograma

de Atividades, Resumo e Orgamento Detalhado. Além disto, no processo foram anexados os seguintes
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documentos: oficio de encaminhamento assinado pela mestranda e sua orientadora, protocolo de
licenciamento do projeto devidamente preenchido, termo de responsabilidade e compromisso
devidamente assinado pela mestranda e sua orientadora, termos de colaboragdo assinados pela Profa.
Dra. Selene Maia de Morais e Profa. Dra. Adriana de Queiroz Pinheiro, Coordenadoras do Laboratdrio
de Produtos Naturais e do Laboratério de Microbiologia Veterindria da UECE, respectivamente e termo

de colaboragdo assinada pela Profa. Dra. Virginia Cléudia Carneiro Girdo.

b. Andlise dos beneficios

A ocorréncia de feridas cutdneas é muito comum em animais, destacando-se as infecgdes de origem
bacteriana, virética e fiingica, além daquelas causadas por ectoparasitas e por doengas sistémicas como
a leshmaniose. Além disto, animais criados em campo estdo sujeitos a picadas de artrépodes
hematéfagos, arranhdes causados par cactdceas, estacas e cerca de arame farpado que podem
ocasionar processos infecciosos.

Embora jd existam no mercado pomadas e cremes cicatrizantes, nos tltimos anos vem aumentando o
interesse por drogas obtidas a partir de fitoterdpicos em Medicina Veterindria devido ao seu baixo

custo quando comparado com produtos comerciais.

¢. Manejo animal

O manejo dos animais foi detalhado tanto no projeto como no termo de responsabilidade e compromisso.
Os ratos e camundongos utilizados nos experimentos serdo provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard (UFC) e os coelhos do Departamento de Zootecnia do UFC. Os ratos e
camundongos receberdo diariamente racdo e dgua & vontade e serdo mantidos em gaiolas de
polipropileno com tampa de grade metdlica; os coelhos em gaiolas individuais de arame galvanizado.
Todos os animais serdo mantidos no Laboratério de Imunologia e Bioquimica Animal da UECE sob

condiges adequadas de higiene, umidade, luz e temperatura.

d. Sacrificio
Somente os camundongos serdo sacrificados par deslocamento cervical nos respectivos dia de avaliagdo,
anteriormente mencionados, primeiramente para avaliar as lesdes par meio de planimetria e, em seguida,

para coleta de material cutdneo que ird para andlise histopatolégica.

e. Descarte

As carcacas dos camundongos sacrificados serdo congeladas e armazenadas até o dia de coleta semanal

de material bioldgico existente na UECE,
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f. Adequagdo do termo de responsabilidade

O termo de responsabilidade estd de acordo com as exigéncias do CEUA.

5) Parecer

Considerando que o projeto atende ds exigéncias éticas preceituadas pelo CEUA;

Considerando que toda a documentagdo exigida pelo CEUA encontra-se devidamente anexada ao
processo;

Considerando a relevéncia e a exegiiibilidade do projeto apresentado;

Considerando que o projeto estd escrito de maneira clara e objetiva;

Considerando que o projeto serd desenvolvido por uma aluna do Programa de Pés-Graduagdio em Ciéncias
Veterindrias - PPGCV sob a orientagdo de um pesquisador da drea;

Somos de parecer FAVORAVEL & aprovagdio desse processo s.m.j.

Fortaleza, 30 de janeiro de 2009.

Lol
o0sé Mdrio Girdo eu

Presidente CEUA-UECE
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