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RESUMO

As feridas cutaneas sao caracterizadas essencialmente por uma lesédo que leva a
descontinuidade da estrutura da pele em diferentes graus de extens&o. O processo
de cicatrizacdo € complexo e envolve diferentes etapas como hemostasia,
inflamacéo, fase proliferativa e remodelacdo tecidual. Muitos fatores podem
interferir nas alteracdes celulares e moleculares durante o processo de cicatrizacao,
e a modulacédo da fase inflamatéria pode acelerar este processo com menores
efeitos maléficos, como a dor, edema, e presenca de exsudatos. Leonurus sibiricus
€ uma planta de origem asiatica que é utilizada popularmente como anti-
inflamatoria, contudo ndo ha relatos cientificos da sua aplicacdo para auxilio na
cicatrizacdo da pele. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi caracterizar os extratos
aquoso e metanolico de L. sibiricus e avaliar a cicatrizacdo em modelo animal
tratado com gel contendo os extratos. A caracterizagao dos extratos foi realizada
por espectroscopia de massas e os flavondides totais foram quantificados. A
cicatrizacdo das feridas foi avaliada pela retracdo da lesdo e regeneracéo tecidual
em estudo histologico corado com hematoxilina-eosina e picrossirius. Diversos
compostos quimicos foram encontrados nos espectros dos extratos, mostrando
diferente composigao entre eles, principalmente no intervalo de massas de 350 a
550 m/z. Contudo, alguns compostos como acido siringico, apigenina, luteolin-7-
metil-éter, acido clorogénico e luteolina possivelmente estdo presentes nos dois
extratos. Os animais tratados com o0s extratos apresentaram maior retracdo das
lesBes no décimo quarto dia apds inicio do estudo em relagédo ao grupo controle. O
estudo histolégico mostrou melhor regeneracéo tecidual nos animais tratados com
0s extratos do que o grupo controle, e os animais do grupo metandlico
apresentaram regeneracao tecidual mais organizada com maior presenca de
colageno tipo | a partir do décimo quarto dia. Assim, 0s extratos apresentam-se
promissores para uso como cicatrizante, sendo necessarios estudos mais

aprofundados dos mecanismos de atuacdo dos compostos quimicos encontrados.

Palavras-chave: Feridas, extrato vegetal, pele, espectroscopia de massas,

histologia, picrossirius.



ABSTRACT

Skin wounds are essentially characterized by an injury that leads to discontinuity of
the skin structure to varying the extent degrees. The healing process is complex and
involves different steps such as hemostasis, inflammation, proliferative phase, and
tissue remodeling. Many factors can interfere with cellular and molecular changes
during the healing process, and modulation of the inflammatory phase can accelerate
this process with fewer ill effects, such as pain, edema, and the presence of exudates.
Leonurus sibiricus is a plant of Asian origin that is popularly used as an anti-
inflammatory; however, there are no scientific reports of its application to help skin
healing. Thus, the aim of this study was to characterize the aqueous and methanolic
extracts of L. sibiricus and to evaluate healing in an animal model treated with gel
containing the extracts. The characterization of the extracts was performed by mass
spectroscopy and total flavonoids were quantified. Wound healing was evaluated by
lesion retraction and tissue regeneration in histological study stained with
hematoxylin- eosin and picrossirius. Several chemical compounds were found in the
spectra of the extracts, showing different composition among them, mainly in the
mass range of 350 to 550 m/z. However, some compounds such as siringic acid,
apigenin, luteolin-7- methyl-ether, chlorogenic acid and luteolin are possibly present
in both extracts. The animals treated with the extracts showed greater retraction of
the lesions on the fourteenth day after the beginning of the study compared to the
control group. The histological study showed better tissue regeneration in the animals
treated with the extracts than in the control group, and the animals in the methanolic
group showed more organized tissue regeneration with a greater presence of type |
collagen from the fourteenth day on. Thus, the extracts present themselves as
promising for use as cicatrizing agents, being necessary further studies on the

mechanisms of action of the chemical compounds found.

Keywords: Wounds, plant extract, skin, mass spectroscopy, histology, picrossirius.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio dos tempos, as plantas medicinais séo utilizadas para o
tratamento de diversas enfermidades e ajudam na recuperacdo apés ferimentos,
seja na forma de emplastro, cataplasma, ou chas com o objetivo de amenizar ou
cessar hemorragias, aliviar dores e favorecer a regeneracao de tecidos (LIMA et
al., 2014; VARGAS et al, 2014). Para tanto, o conhecimento popular sobre estas
plantas € uma importante fonte de informa¢des que pode atuar na descoberta de
novas alternativas no tratamento de diversas doencas (DUTRA et al., 2016). Cerca
de 65% a 80% da populacdo mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento, tira algum proveito do uso de plantas medicinais, especialmente
na atencao primaria a saude, isso e equivale a aproximadamente 3,5 a 4,0 bilhdes
de pessoas que usam de alguma forma, plantas para o tratamento de doencas
(WONG et al., 2011).

Grande maioria das plantas existentes ndo possui estudos cientificos
comprovados, isso leva a utilizacdo de forma errdnea, ou finalidade inadequada,
isso devido ao fato de que a maioria da populacdo ndo possui conhecimentos
cientificos sobre elas, resultando as vezes em efeitos adversos (RUDMAN et al.,
2018; ARAUJO et al, 2015).

Uma ferida € caracterizada essencialmente por uma lesdo que leva a
descontinuidade de um tecido corporeo, seja em menor ou maior grau de extensao,
de origem por trauma fisico, mecanico ou quimico (ARAUJO et al., 2015).A partir
do momento que se determina o tipo de ferida, é possivel escolher de forma
adequada o tratamento que deve ser tomado para que a recuperacdo do local
ocorra de forma harmdnica. Mesmo hoje havendo uma grande quantidade de
recursos em saude, as plantas medicinais ganham cada vez mais espago no
mercado, devido ao fato de possuirem um baixo custo e serem facilmente

encontradas, sendo uma boa opcao terapéutica (WANG et al., 2013).

De um modo simples, as plantas medicinais séo utilizadas para tratamentos de
ferimentos cutaneos devido ao fato de serem atribuidas a elas propriedades

terapéuticas. Algumas destas plantas possuem a capacidade de promover o
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processo de coagulacao, evitar o surgimento de infec¢cdes e acelerar ou interferir
nas vias do processo de cicatrizacdo favorecendo o fechamento de leséo, ou
modulando a inflamagé&o, e assim alcancando a cicatrizacao satisfatoria (SOUZA,
2016).

A cicatrizacdo da pele se inicia logo apés ocorrer a lesdo, e ocorre de forma
lenta e gradativa. Clark (1993) dividiu este processo de reparo do tecido lesado em
trés fases, com limites quase eu sobrepostos no tempo: inflamacgéo, formacgéao do
tecido de granulacdo, onde ocorre a deposi¢cdo da matriz extracelular (colageno,
elastina e fibras reticulares) e a remodelacdo. Apds ocorrer a lesdo, mediadores
inflamatorios levam a infiltracdo de neutréfilos e mondcitos, angiogénese e
migracdo de células responsaveis pela deposicdo de matriz extracelular, em
sequéncia se inicia o processo de fibroplastia, e reepitelizagdo, com exteriorizacéo
das proteinas de adesdo de leucécitos que possuem grande importancia com
funcdes imunes de degradacéo tecidual e da producédo de fatores de crescimento
(BALBINO et al., 2005).

Estudos farmacologicos de Leonurus sibiricus L., mostraram que seus
componentes possuem efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, analgésicos,
cardioprotetores e antibacterianos (SITAREK, 2017). O uso popular de L. sibiricus,
conhecido popularmente como rubim é bastante amplo, porém, o mecanismo de

sua atividade anti-inflamatoria ainda nédo esta bem definido.

Shin e colaboradores (2009) investigaram este efeito e observaram a inibicéo
da secrecdo de TNF-alfa (fator de necrose tumoral) e interleucinas IL-6; IL 8;
provavelmente por inibir a liberagcdo de NF-kB (fator nuclear kappa B). Este fator
de transcricdo relacionado a capacidade imunoldgica, na defesa contra parasitas e
regulacdo da expressdo de genes (FRANCO, 2010). L. sibiricus possui acido
ursolico e iridoides que atuam inibindo as ciclo-oxigenases (ALMEIDA, 2006;
GRANDO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Diante da complexidade e variedade de compostos com atividade terapéutica
presentes nas plantas, o estudo da sua composiCado e incorporagcdo em novas

formulacbes €& fundamental para o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas que atue nos processos inflamatorios associados a cicatrizacao, visto
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gue atualmente ha um grande foco nos cuidados com a pele de forma geral,
especialmente em relacdo a marcas e sinais na pele em geral, assim as cicatrizes
tornaram-se foco de preocupacéao, sejam elas vindas de acidentes ou cirurgias em
geral. Dessa forma, 0 objetivo do presente projeto foi preparar extratos de L.
sibiricus, caracteriza-los e avaliar sua atividade cicatrizante in vivo incorporados em
uma formulacdo de gel para administracdo tépica, tendo como base 0 seu uso

popular, na forma de emplastro, unguento e chas por grande parte da populacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade cicatrizante de formulagbes em gel contendo extratos de

L. sibiricus para tratamento e aceleracdo do processo de cicatrizacdo da pele.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os extratos aquoso e metandlico da planta;

e Quantificar os flavonoides totais dos extratos;

e Preparar uma formulacdo de gel para incorporacao dos extratos;

e Analisar os extratos em espectrofotometro de massas e proceder a
analise quimiométrica dos dados obtidos;

e Avaliar o processo de cicatrizacdo em modelo animal, pela retracao da ferida
e regeneracao tecidual por histologia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PROCESSO DE CICATRIZACAO DA PELE

A pele é a primeira barreira protetiva do organismo, desta forma, esta sujeita a
ataques constantes de agentes externos, tornando assim sua capacidade de
reparacdo muito necessaria a sobrevivéncia (NOGUEIRA et al., 2005). Apos
ocorrer uma lesdo, ocorre quase que imediatamente uma série de eventos
bioquimicos, na tentativa de reparar o dano causado, assim iniciando um processo
gue engloba uma sequéncia de eventos moleculares, objetivando a restauracdo do
tecido lesado (PAGANELA et al., 2009; MENDONCA et al., 2009).

Um dano tecidual pode ocorrer por fatores extrinsecos, como um procedimento
cirdrgico e lesdes acidentais como um corte ou trauma, ou também devido a fatores
intrinsecos, como por infeccbes e Ulceras crbnicas, alteracdes vasculares ou
neoplasias (EBERHARDT et al., 2015). O processo de cicatrizacao da pele se inicia
logo apos a lesao, tendo segmento de forma lenta e gradativa, um processo através
do qual um tecido lesado é substituido por tecido conjuntivo vascularizado,
independentemente de qual tenha sido a causa desta lesdo (PANOBIANCO et al.,
2012). Desta forma, o processo de cicatrizagado tem como finalidade, restabelecer
a homeostasia tecidual (CAVALCANTE et al., 2012).

Apoés ocorrer a lesdo, mediadores inflamatorios promovem a infiltracdo de
mondcitos e neutrdéfilos, migracdo de células depositoras de matriz extracelular e
angiogénese, seguida de fibroplastia, e reepitelizacdo com exteriorizacdo das
proteinas de adeséo de leucécitos que possuem grande importancia com funcbes
imunes de degradacao tecidual e da produgcdo de fatores de crescimento
(BALBINO et al., 2005).

3.1.1 Hemostasia

Esta fase € dependente da cascata de coagulacdo. ApOs ocorrer um dano
tecidual, os eventos subsequentes, como ruptura de vasos sanguineos, com
extravasamento dos seus constituintes, alteracdes nas células endoteliais

estimulam compostos vasoativos a promoverem uma vasoconstricdo imediata,
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visando diminuir a perda sanguinea (KUMAR et al., 2005). Ocorre entdo, a
formacdo de uma cobertura primaria formada por fibrina que atua realizando a
captacdo das bordas da ferida, protegendo contra agdo de organismos e
restabelecendo a hemostase, fornecendo um ambiente propicio para que as
plaquetas atuem secretando fatores de crescimento e elementos na matriz
extracelular.Mediadores do processo inflamatério recrutam células como
macroéfagos e neutrofilos, que secretam diversos fatores especificos, que regem as
proximas fases do processo de reparacéo tecidual (DARIO, 2008; IRION, 2005;
SANTORO e GINALDI, 2005).

3.1.2 Fase inflamatéria

A inflamacéo pode se inicia cerca de, geralmente, 24 a 48 horas apds o dano
tecidual, podendo se prolongar por até duas semanas. Depende, além de diversos
mediadores  quimicos, das células inflamatorias, como leucdcitos
polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos, sendo os neutréfilos e mondcitos
recrutados para o local da lesdo por meio de quimiocinas, que séo liberadas pelos
mastécitos durante a fase de homeostase, embora os mondcitos tenham seu
recrutamento prolongado devido a acdo de quimiocinas especificas (quimiocina
dos mondcitos e proteina inflamatoria dos macrofagos) (MANDELBAUM et al.,
2003, LAUREANO, 2011).

Os principais componentes celulares presentes em uma ferida séo os leucocitos
polimorfonucleares e os macréfagos derivados de mondcitos, que aparecem no
tecido lesado de forma proporcional a sua quantidade presente na circulagao.
Inicialmente, o tipo de célula predominante, os leucdcitos polimorfonucleares tém

uma vida breve e atuam principalmente com funcao fagocitica (NETO, 2003).

Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem ao local da leséo, estes sao
atraidos por meio de substancias quimiotéticas liberadas por plaguetas, estas
células se aderem a parede do endotélio por meio de ligacdo com a selectinas, que
sao receptores de membrana, os neutréfilos sdo produtores espécies reativas que
auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por
macrofagos. (WU et al., 2014).
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Séao também responsaveis pela liberacdo de proteases como a colagenase e
elastase, permitindo assim sua passagem por membranas; 0S receptores de
integrina que sdo encontrados na superficie destas células permitem a sua
comunicacdo com matriz extracelular (MEC). Os macrofagos atuam na lise e
fagocitose, tendo atividade na inducédo de angiogénese e formacao de tecido de
granulacao, durante o processo de cicatrizagao favorecendo sua progressao para a
fase proliferativa, devido esta atividade sédo as células consideradas como as mais
importantes reguladoras da fase inflamatoria. Sao responsaveis por liberar diversos
fatores de crescimento, como fator de crescimento de endotélio vascular, de
fibroblastos, TGF alfa e beta (LAUREANO, 2011).

3.1.3 Formacéo do tecido de granulagdo com deposi¢cao de matriz extracelular

Nesta fase ocorre a reparacédo do tecido conjuntivo e do epitélio, por meio da
formacdo de tecido de granulacdo, ocorrendo a proliferacdo endotelial, e de
fibroblastos (SARANDY, 2007).

Os fibroblastos, células mais ativas durante esta fase, iniciam a sintese e a
secrecdo de componentes da matriz extracelular, como glicosaminoglicanos, e
fibras colagenas tipo | e tipo Il principalmente, associadas a proliferacdo e ao
crescimento interno dos capilares (angiogénese) (KUMAR et al., 2005). Como
consequéncia da angiogénese promovida nesta fase, € formado o tecido conjuntivo,
gue é denominado tecido de granulacdo por possuir aparéncia granular devido a

presenca dos inumeros capilares (WERNER, 2003).

Uma vez que o fluxo sanguineo e a oxigenacao do tecido foram restabelecidos,
o fator principal responsavel por desencadear a angiogénese sofre uma reducéo e
0s vasos recem-formados comecam a diminuir (NETO, 2003). A partir desta
reducdo destes vasos, se inicia a fase de contracéo das paredes das margens da
lesdo, acéo realizada por fibroblastos ativados, os quais sofrem diferenciagdo em
miofibroblastos (PAGANELA et al., 2009). Estes por sua vez, aproximam as
margens da lesdo forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se
entrelacarem (PAGANELA et al., 2009). Esta sua atividade contratil &€ responsavel

pelo fechamento das feridas apos as lesées (RAMALHO et al., 2003).
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Finalizada esta fase, ocorre a epitelizacdo, que levar4d ao fechamento da
superficie da lesdo, este processo se inicia pela migracdo de células epiteliais
denominadas queratinécitos, a partir das margens da ferida (CARVALHO, 2002).
Esta epitelizacdo ocorre por conta do aumento da divisdo, de tamanho e de
migracdo das células da camada basal da epiderme para sobre a area de
reparacdo. Diversos fatores de crescimento sdo responsaveis pela elevagcédo de

mitoses e consequente hiperplasia do epitélio (MANDELBAUM et al., 2003).
3.1.4 Remodelacéo

A remodelacéo € a ultima fase do processo de cicatriza¢ao, ocorrendo tanto no
colageno quanto na matriz. Esta fase pode durar meses ou anos dependendo da
area da lesao, e € responsavel pelo aumento da forca de tenséo e pela diminuicédo
do tamanho da cicatriz. E nesta fase que os elementos reparativos da cicatrizacio
sdo transformados em tecido maduro com caracteristicas bem diferenciadas
(NETO, 2003). Durante este periodo de remodelagem ocorre a diminuicdo da
atividade celular e uma queda no numero de vasos sanguineos, além também da
perda do nucleo dos fibroblastos, o que leva a maturacdo da cicatriz (VIEIRA et al.,
2002).

Na fase de formacao do tecido de granulacéo citada anteriormente, o tecido é
rico em colageno tipo Ill, uma fibra mais fina e delicada, que se apresenta de forma
desorganizada, possuindo assim a caracteristica de se romper com maior
facilidade, e vasos sanguineos. Ja nesta fase de remodelacéo, o numero de células
na regido diminui, porem eleva-se a producéo de colageno do tipo I, a fim de tornar
o tecido mais resistente, fibras estas que formam feixes de varias unidades,
enquanto as fibras de colageno tipo Il iniciais, que estavam orientadas de forma
aleatéria sédo digeridas pela colagenase. Gradativamente estes feixes de fibras
colagenas tornam-se mais espessos pois este tipo de colageno é o responsavel
por fornecer resisténcia e forca de tracdo, assim a lesao torna-se mais resistente
apos esta maturacdo do colageno. A troca entre os tipos de colageno Il e | ocorre
de forma lenta, simultanea e gradativa, um equilibrio que é resultante da atividade

combinada de metaloproteinases e inibidores teciduais (OLIVEIRA, 2008).
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Com o decorrer do processo de remodelacdo, ocorre uma elevacdo na
deposicdo de colageno e a maioria das células desaparece, podendo ser
observada a apoptose de fibroblastos e células endoteliais, e finalmente formando
o tecido cicatricial (BALBINO et al., 2005).

3.2 Leonurus sibiricus (RUBIM-LAMIACEAE)

Os produtos derivados de plantas medicinais ocupam cada vez mais espaco na
terapéutica dos individuos, eles se sobressaem pela sua eficacia e, principalmente,
pelo menor nimero de contra-indicacdes e de efeitos colaterais que apresentam,

guando comparados aos medicamentos sintéticos (BANDEIRA et al., 2011).

A espécie L. sibiricus L. (Figura 1) do género Leonurus pertencente a familia
Lamiaceae, é um arbusto ereto, ramificado com hastes quadranguladas, folhas
simples bem divididas, e flores labiadas de cor variando de azulada a roxo,
dependendo da idade da planta, com sépalas rigidas que sdo reunidas em
inflorescéncias axilares fasciculadas. E uma planta nativa da China, Sibéria e
Japdo que se expandiu em todo territério brasileiro pelo seu crescimento
espontaneo (FERRAO et al., 2012).

Figura 1— Leonurus sibiricus
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Morais (2019) realizou o estudo morfo-anatdémico nas folhas e caule de L.
sibiricus evidenciado que a folha apresenta consisténcia membranacea, com certa
tumescéncia na superficie abaxial do limbo, e caule quadrangular com heterofilia
das folhas. Na andlise histolégica estruturas de tricomas glandulares foram

encontradas tanto nas folhas quanto no caule (DUARTE et al. 2005).

Esta planta € popularmente conhecida com rubim €& utilizada como anti-
inflamatorio, principalmente para tratar pequenas contusfes, como torcdes
e pancadas, sendo aplicada diretamente na pele a planta macerada sobre o

local afetado geralmente como emplastro (SILVA, 2014).

No interior de S&o Paulo, é utilizada como anti-inflamatoria, principalmente pela
populacédo japonesa. Popularmente é utilizada em diversas regides do Brasil contra
problemas gastrintestinais, tratamentos de bronquites, coqueluche e como anti-
reumética (WADT, 2008).

Estudos j& realizados comprovaram seus efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos, além de também ter a capacidade de induzir a expressado de 6xido
nitrico, que esta envolvido na funcdo muscular em geral, e relacionado a
arteriosclerose. Também se encontram na literatura, além destas atividades,
alguns dados a respeito da potente acdo antioxidante de seus extratos, além da
sua capacidade de aumentar a secrecéo de insulina, uma vez que, no Rio Grande
do Sul a planta é utilizada para o tratamento de diabetes (ZACHOW, 2016).

Um estudo realizado por Wadt e colaboradores (1996) confirmou a atividade
antimicrobiana desta espécie, através do uso do extrato hidroalcodlico a 70%
(extrato bruto) contra o crescimento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans, pela determinacdo da concentragdo inibitéria

minima, através do método de diluicdo em tubo.

Estudos farmacoldgicos de L. sibiricus realizados por Sitarek (2017), mostram
gue seus componentes possuem efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes,
analgésicos e antibacterianos. O mecanismo de sua atividade anti-inflamatéria
ainda n&o foi bem definido, contudo, Shin e colaboradores (2009) investigaram este

efeito e observaram a inibicdo da secrecao de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa)
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e interleucinas IL-6; IL 8; provavelmente por inibir a liberagdo de NF-kB (fator
nuclearkappa B). Este é um fator de transcricdo, relacionado a capacidade
imunologica, na defesa contra parasitas e regulacdo da expressdo de genes
(FRANCO, 2010). L. sibiricus possui &cido ursdélico e iridéides que atuam inibindo
as ciclo-oxigenases (ALMEIDA, 2006; GRANDO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

O extrato feito a partir das folhas apresenta atividade antibacteriana, além de
ajudar na prevencdao de dermatites e outros problemas dermatologicos, efeitos que
corroboram a sua utlizagdo popular. Na medicina Chinesa, as sementes
sdo consideradas afrodisiacas e a planta seca € também tonificante, podendo ser

utilizada em disfun¢des menstruais (MAYet al., 2012).

As flores e folhas séo excelentes no combate de diarréias e vomitos, além de
serem eficientes no tratamento de resfriados, bronquites e reumatismos. Outra
atividade comprovada diz respeito ao extrato metandlico das folhas, pois pode
combater células neoplasicas de glandulas mamarias, além de demonstrar
atividade anti-inflamatoéria (MAY et al., 2012).

Estudo realizado por Kim (2019) realizado através e modelo in vitro e em modelo
animal em camundongos CD-1, com osteoporose estabelecida por injecéo
intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS), investigou a hipotese de que L. sibiricus
pode exercer atividade no metabolismo 6sseo, na diferenciacdo osteoblastica e na
osteoclastogénese. Foi observado que aos 17 e 21 dias, o L. sibiricus elevou a
diferenciacdo dos osteoblastos in vitro, indicado pelo aumento na formacéo de
nddulos mineralizados, e também promoveu a expressao de genes osteogénicos
como RUNX2, ALP (Alpl), OPN (Sparc), OSN (Sppl) e COL1 (Collal). O estudo
in vivo revelou que a administracéo de LPS levou a reducao da densidade mineral
0ssea, enquanto o uso de L. sibiricus inibiu significativamente a reducédo induzida
por LPS.

Sitarek (2017) ressaltou a atividade anti-inflamatoria, delineada pela queda de
IL- 6, IL-1 B, TNF- a, e producao de interferon-y em mastdcitos estimulados por

lipopolissacarideos do Oleo essencial das raizes de L. sibiricus.
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3.3 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios de plantas produzidos por via
acetato e chiguimato, sendo definidos como substancias compostas por um
nucleo formado por 3 anéis fendlicos, constituindo um grupo de polifendis
(BEEHER, 2003; TAPAS et al. 2008).

Os flavonoides sdo um dos grupos fenélicos de maior relevancia e
diversidade entre os produtos naturais, sendo amplamente distribuida no reino
vegetal (SIMOES et al. 2004).

Sua diversidade estrutural pode ser atribuida as variacées no seu esqueleto
carbbnico basico, ocasionadas por reacdes de glicosilacdo, alquilacdo ou
oligomerizacdo (TAHARA et al. 2007).

Alguns flavonoides sé&o capazes de diminuir a produgéo de NO que possui
a capacidade de elevar a permeabilidade vascular através de mudancas no fluxo
sanguineo no local, e do aumento na producdo de prostaglandinas pré-
inflamatorias (SALVEMINI et al. 1996) e também a expressédo da enzima iNOS,
dentre estes podemos citar as flavonas apigenina, luteolina, crisina, o flavonol,
entre outros (CAZAROLLI et al. 2008; SANTANGELO et al. 2007). Outros
flavonoides, quercetina, luteolina, apigenina e a rutina sdo capazes de interferir na
producio e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e IL-1 (LOPES-
POSADA et al. 2008; KIM et al. 2004; CAZAROLLI et al. 2008). A quercetina e a
luteolina também demonstraram possuir atividade para o processo de ativacédo do
sistema complemento, reduzindo a migracao das células inflamatérias ao endotélio,

reduzindo consequentemente a resposta inflamatodria (SANDHAR et al. 2011).

A caracterizagdo dos grupos quimicos do extrato aquoso e metandlico de L.
sibiricus foi realizada por Morais (2019) sendo encontrados resultados positivos
para taninos totais, saponinas e flavonoides. Também ja foi relatado que o rubim
apresenta em sua composicdo, aléem das substancias terpénicas, alguns
compostos fendlicos como as flavonas metoxiladas e alguns flavonoides como a
guercetina e seus isdmeros (ALMEIDA, 2006). A Figura 2 apresenta alguns

flavondides isolados de extratos foliares de L. sibiricus.
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Figura 2 - Estrutura quimica de flavondides isolados de folhas de L. sibiricus L.

3

a) quercetina, b) quercetin 3-O-B-D-glucopyranoside, c) Quercetin 3-O-beta-D-
galacturonopyranoside (In: ALMEIDA, 2006, p.40)

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL

A coleta da planta foi realizada no periodo antes da época de floracao até o
inicio da floracéo (final de outubro a inicio de dezembro). A planta foi coletada na
area rural do municipio de Ortigueira, distrito de Lageado Bonito, Parana, nas
coordenadas “24°16’0,67” de latitude Sul e “50°78°0,33” de longitude Oeste. A
planta colhida foi entdo levada ao laboratério, onde foi realizado o processo de
selecdo das folhas e pedacos do caule apical, descartando o caule central devido
ao fato do mesmo possuir caracteristica se porosidade, com baixa quantidade de
sumo, e também pelo método de extracdo selecionado, em seguida foi realizado
processo de higienizagao, e entdo, levada ao processo de secagem de metade do
volume de planta colhida, onde as partes selecionadas foram submetidas a
secagem em estufa em temperatura nao superior a40°C por 24 horas, e cortes para
estudos morfoa-anatdémico. A outra metade da coleta foi utilizada para o preparo do

extrato fresco.

A planta se encontra registrada no herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) sob o registro 22154 e 22155.

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE L. sibiricus

Dois extratos foram produzidos, a partir da planta fresca e outro da planta seca.
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Para o preparo do extrato da planta fresca foi realizada a extracdo dos compostos
qguimicos pelo processo de turbo extragdo com o uso de um liquidificador, por 5
minutos a 2500 rpm. Este método de extracao foi escolhido devido sua rapidez no
processo, e por ser comumente utilizado, e por realizar a extracao de forma bruta,
isto é, ndo realizar a extracdo de compostos seletivos. O solvente utilizado foi a
agua destilada na proporcédo de 1:5 (p/p) de planta fresca:solvente, utilizando-se

4609 de planta, obtendo-se o extrato aquoso (EA).

Para o preparo do extrato da planta seca foi realizada a extracdo dos
compostos quimicos pelo processo de turbo extracdo com o0 uso de um
liquidificador, por 5 minutos a 2500 rpm, o solvente utilizado foi uma mistura de
metanol e &gua na proporcdo 3:1 (metanol:dagua) estando este em uma
propor¢do 1:10 (p/p) planta seca:solvente, utilizando-se 156,53g de planta,

obtendo-se o extrato metandlico (EM).

A selecao dos parametros quando a escolha das propor¢cdes de peso planta:
solvente e rotacao utilizada foi realizada através do uso de extratos testes, pois 0
volume de planta utilizado dificultava o processo de trituracdo. Observou-se nestas

condi¢Bes um processo mais homogéneo, sem maiores dificuldades na extracéo.

Foram produzidos 1,8 litros para o extrato metandlico, e 2,3 litros para o extrato
aquoso. Os extratos foram filtrados em algodéao e em seguida novamente filtrados
em papel de filtro. A secagem dos extratos foi realizada por Spray Dryer, tendo
temperatura de saida de 75°C para o extrato aquoso e de 65 °C para o extrato

metanolico.

4.3 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada pela construcdo de uma
curva de calibracdo de quercetina nas concentracoes 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0, 5,0
pHg/mL, analisadas em espectrofotdmetro de ultravioleta com comprimento de onda
de 425 nm.

Para o preparo da curva foi realizada uma solu¢cdo mae de quercetina, visto que

a mesma € o composto mais utilizado para a realizagao de curvas de calibragéo,
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sendo realizada na concentracdo de 500 pg/mL, pesando-se 50 mg de quercetina
e solubilizando-a em 100 mL de metanol em baldo volumétrico calibrado. Em
seguida foi realizada uma diluicdo da mesma para a concentracéo de 10 pg/mL, ao
colocar 1 mL da solucdo mée em um baldo volumétrico calibrado de 50 mL e
completar o volume com metanol, sendo esta chamada de solucdo mée 2. Os
calculos para os pontos da curva foram realizados por meio da formula de
C1.V1=C2.V2, sendo C1 a concentracao inicial, V1 o volume inicial (que se deseja
saber), C2 a concentracao final que se deseja obter e V2 o volume final que se
deseja obter, neste caso, 10 mL. Apds a obtencdo dos volumes a serem
aliguotados para chegar a concentracdo dos pontos da curva e realizado o seu
preparo, cada um foi chamado de solucao filha seguido da concentracdo de cada
ponto. O preparo destes pontos foi realizado em duplicata para a leitura em
espectrofotbmetro, seguindo o método descrito na Farmacopéia Brasileira 52
Edicdo para quantificacdo de flavonoides: em um baldo volumétrico de 10 mL
adicionou-se 4 mL de solucéo filha de cada ponto, 0,4 mL de cloreto de aluminio e
completado o volume para 10 mL com uma solugdo de acido acético metandlico (5
mL de acido acético e 95 mL de metanol), deixado em repouso e lido exatamente

30 minutos apds o preparo em 425 nm.

4.4 ANALISE DOS EXTRATOS SECOS EM ESPECTROSCOPIA DE MASSAS

Os compostos foram analisados por espectroscopia de massas (Xevo TQD,
Waters). Foram realizadas infusGes diretas de solucdes dos extratos aquoso e
metandlico. As condi¢cdes para a aquisicdo dos espectros de massas estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros espectrométricos utilizados para a analise.

Extrato aquoso Extrato metanolico
Modo de ionizagéo Negativo Negativo
Capilar (kV) 2,5 3,0
Potencial cone (V) 50 40
Temperatura de dessolvatacao (°C) 550 500

Fluxo de gas de dessolvatacao (L/h) 650 650
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Para o preparo das amostras foi realizada a pesagem de 0,002 g dos extratos
secos e diluidos em 10 mL de metanol grau HPLC, em baldo volumétrico, dando
origem as solucdes mae, na concentracdo de 200 pg/mL de cada extrato. A partir
da solucdo mae de cada extrato (200 pg/mL), foi realizado o preparo da solucéo de
leitura a 30 pg/mL do extrato metandlico (EM) e da solugcédo a 50 ug/mL do extrato

aquoso (EA).

Todas as solucdes foram submetidas a filtragem em membrana de nylon 0,22
pMm e injetadas diretamente no espectrémetro de massas, com posterior analise dos
dados através da importacdo dos dados, diretamente para o programa MatLab,
onde os dados foram selecionados para plotagem dos dados de massa, na forma

de graficos.

4.5 PREPARACAO DA FORMULACAO TOPICA PARA INCORPORACAO DOS
EXTRATOS

A forma farmacéutica para a incorporacdo dos extratos foi um gel de Carbopol
a 4% (p/v), com nipagin 0,05% (p/v) como conservante. Os extratos secos EA e
AM foram incorporados no gel na concentracdo de 3% (p/v) esta proporcéao foi
escolhida por mim, com base na quantidade de extrato obtida e na concentracao

usualmente utilizada para incorporacdo de extratos, que varia de 1 a 10%.

4.6 AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE DE CICATRIZACAO DO GEL
CONTENDO OS EXTRATOS

4.6.1 Estudo de cicatrizacao

Para avaliar a cicatrizacao foram utilizados 45 ratos machos da espécie Wistar,
os quais foram divididos em 3 grupos, sendo estes, 0 grupo tratado com gel com
EA, gel com EM e gel base como controle (C), contendo 15 individuos em cada
grupo. Cada grupo teve seus 15 individuos separados em subgrupos de 5
individuos, sendo estes o grupo X vermelho, grupo R vermelho e grupo R azul; isso
porque a cada 7 dias eram eutanasiados 1 subgrupo de cada grupo, totalizando 3
eutanasias em 21 dias. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de
Animais (processo CEUA n. 02/2019).
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Para realizar a lesao nos animais eles foram sedados com o uso de quetamina,
e em seguida foi removido um pedaco de pele (2,0 x 2,0 cm) na regido dorsal dos
animais, regido onde ndo é possivel o animal lamber. A area da lesdo foi
fotografada logo apoés ser realizada a leséo, para entdo ser feita a medicao da area
de lesdo no dia zero e no dia da eutanasia de cada subgrupo (7, 14 e 21 dias apos

a lesdo) com o uso do software ImageJ Launcher.

Os dados foram colocados em planilhas do Excel para anélise estatistica. Foi
realizada analise das areas das lesGes dos animais de cada grupo, em cada dia de
eutanasia, esta analise foi realizada pelo teste t. A andlise da retracao da ferida do
dia zero até o dia da eutanasia foi realizada pelo teste de Tukey de mdultiplas
comparacoes, que consiste em comparar todos os pares de media possiveis, se

baseando em uma diferengca minima significativa estabelecida.

Os ratos foram colocados em gaiolas individuais e tratados por sete dias, sendo
o primeiro dia, 0 mesmo em que foram causadas as lesdes, seguindo um padréo
de horario para aplicacdo da formulacdo, sendo aplicado de 1 mL (30mg/mL) de
cada formulacdo em cada respectivo grupo de animais com o uso de uma seringa
dosadora, ndo havendo perda da formulacdo por bordas aparentes. Apés uma
semana de tratamento foi realizada a eutanasia dos primeiros 15 animais, sendo

um subgrupo de cada grupo; o primeiro subgrupo foi o X vermelho.

Para a realizacdo da eutanasia os animais foram colocados em uma camara
contendo isofurano, seguindo procedimento ético para que 0S mesmos nao
sofressem; em seguida foi realizada a coleta de amostra de tecido do local da leséo
previamente tratada, e a mesma foi colocada em formol a 10%, onde permaneceu

por 24 horas, e entdo foi colocada em alcool a 70% para armazenamento.

4.6.2 Analise histologica

Foi realizada a andlise histologica da avaliagcdo da modulacdo do processo
inflamatorio, com producéo de coldgeno e remodelacao tecidual, por meio de duas

técnicas, sendo a coloracdo em HE e a coloragdo com picrossirius.

O preparo das laminas histolégicas para analise microscopica foi realizado por

meio de desidratacdo em solucdes alcoodlicas de concentracdes crescentes (80%,
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90% e 100%) seguido da diafanizagao em xilol, embebicé&o e inclusdo em parafina.
Na sequéncia foi realizado cortes com 5 um de espessura em microtomo (Leica
RM 2025).

Apéds a obtencado das laminas coradas em HE, foi realizada a visualiza¢do no
microscopio optico binocular Nikon Eclipse (E-200) no aumento de 1000x. Apos a
selecéo do material, 0 mesmo foi fotografado em camera digital em tempo real no

fotomicroscopio (OLYMPUS BX41) para analise da regeneracao tecidual.

Foi também realizada a avaliacdo da formacéo de colageno, que foi realizada
através da andlise de laminas histolégicas do tecido dos animais, com coloracao
de picrossirius, com avaliacdo microscopica sendo obtidas imagens seguidas da

avaliacéo estatistica de formag&o de colageno no programa ImageJ.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARO DOS EXTRATOS DE L. sibiricus

Os extratos aquosos e metandlico obtidos apresentaram coloracdes
esverdeadas (Figura 5a), sem a presenca de turvagfes causadas por particulas
sOlidas de partes da planta ndo removidas no processo de filtracdo. Apds a
secagem 0s mesmos apresentaram tenuidade fina, mantendo a coloracdo
esverdeada, porém em tom mais palido (Figura 5b). Também apresentaram
caracteristica de higroscopicidade em amostra teste inicial, ficando, portanto, as

amostras armazenadas em dessecadores.

Figura 3- Caracteristica do extrato liquido e seco

b)

a) Extrato liquido, b) Extrato seco (Fonte: o autor)

5.2 QUANTIFICAGAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A curva de calibracdo para flavonoéides totais (Figura 4) apresentou um R2de
0,9922, indicando que a equacéo obtida se encontra adequada para calcular a
guantidade de flavondides presentes na amostra a partir da absorbancia obtida na

leitura da amostra em triplicata de extrato metandlico e aquoso.
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Figura 4- Curva de calibracéo para flavondides totais

CURVA DE CALIBRACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS
6,00
500 y=0,9286x-0,6667
' RZ=0,9922
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00
1 2 3 4 5 6
=—8— CONCENTRAGAD e Linear (CONCENTRAGAD)

(Fonte: o autor)

Os resultados obtidos das amostras de extrato metandlico e aquoso para a

andlise de flavonodides estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificacéo de flavondides, em triplicata, dos extratos aquosos (EA) e

metandlicos (EM).

Flavondides totais (ug/mL)

Extrato metandlico Extrato aquoso
ni 2,3635 1,7593
n2 2,3656 1,7604
n3 2,3602 1,7615
Média 2,3631 1,7604
Desvio padrao 0,00272 0,0011

(Fonte: o autor)
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Foi possivel observar que o extrato metandlico apresentou maior quantidade de
flavondides, isso pode ter ocorrido devido a polaridade dos compostos presentes
na planta e sua afinidade com o solvente. Os flavonoides possuem polaridade
diferenciada entre si, devido a presenca de anéis aromaticos e diversas hidroxilas,
0 gue explica até entdo ndo haver um método de extracdo universal para tais

compostos.

5.3 ANALISE DOS EXTRATOS EM ESPECTROSCOPIA DE MASSAS

Os espectros de massas dos extratos aquoso e metandlico de L. sibiricus
foram obtidos (Figuras 5e 6) e foi possivel observar que houve presenca de
diversos compostos.



Figura 5 - Espectro de massas do extrato aquoso de L. sibiricus, scan negativo.
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Figura 6 - Espectro de massas do extrato metandlico de L. sibiricus, scan negativo.
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A Tabela 3 apresenta os compostos presentes no rubim que j& foram
relatados na literatura por meio de estudos cromatograficos, e a massa m/z
experimental dos picos observados nos espectros dos extratos aquoso e
metandlico (Figuras 5 e 6). Analisando o0s espectros de massas obtidos, € possivel
verificar diversos picos com massa semelhante ao relatado, o que pode sugerir a
presenca destes compostos. Contudo um estudo mais detalhado para a

identificagdo dos compostos deve ser realizado.

Tabela 3. Compostos do rubim relatados na literatura que podem estar presentes
nos extratos preparados e 0s picos observados nos espectros no scan negativo.

EA: extrato aquoso; EM: extrato metandlico

(Continua)
Compostos de L. sibiricus Massa molecular|] mM/z experimental
EA EM
Leosibiria 450,53 g/mol - 449,22
(C24H38)
Isoleosibiria 450,53 g/mol - 449,22
(C24H348)
Acido afeico 180,16 g/mol - 179,36
(C9HB804)
Leonotin 348,44 g/mol - 347,22
(C20H25)
Sibiricinon A 366,45 g/mol 365,36 -
(C20H30)
Sibiricinon B 348,44 g/mol - 347,22
(C20H285)
Sibiricinon C 380,48 g/mol 379,35 -
(C21H326)
Sibiricinona D e 15- epi - 366,50 g/mol 365,36 -
sibiricinona D
(C21H3405)
Sibiricinona E e 15- ep-sibiricinona 366,50 g/mol 365,36 -
E (C21H3405)
Acido Siringico 198,17 g/mol 197,29 197,36
(C9H1005)
Apigenina 198,17 g/mol 197,29 197,36
(C15H1005)
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Tabela 3. Compostos do rubim relatados na literatura que podem estar
presentes nos extratos preparados e 0s picos observados nos espectros no
scan negativo. EA: extrato aquoso; EM: extrato metandlico

(Conclusao)

Luteolin-7-metil éter 300,27 g/mol 299,30 299,28
(C16H1206)
Genkwanin 284,27 g/mol - 283,44
(C16H1205)
Isoquercitrina 464,38 g/mol - 463,18
(C21H20012)
Hiperina 464,38 g/mol - 463,18
(C21H20012)
Quercetina 302,24 g/mol 301,25 -
(C15H1007)
3a-Acetoxileoheteronona E 452,54 g/mol 451,43 -
(C24H3608)
3a-Acetoxi-15-epileoheteronona E 452,54 g/mol 451,43 -
(C24H3608)
Acido clorogénico 354,31 g/mol 353,29 353,30
(C16H1809)
Acido elagico 302,19 g/mol 301,25 -
(C14H608)
Acido ferrulico 194,19 g/mol - 193,46
(C10H1004)
Luteolina 286,24 g/mol 285,29 285,40
(C15H1006)
Tricicleno 136,23g/mol - 135,29
(C10H16)
Estricnobiflavona 630,5g/mol - 629,44
(C32H22014)
oxido de cariofileno 220,35g/mol - 219,44
(C15H240)

(Abu et al. 2016)

Diversos compostos quimicos foram encontrados nos extratos tanto nas
analises em modo positivo quanto negativo. Analisando o scan negativo, 0S
compostos acido siringico, apigenina, luteolin-7-metil-éter, acido clorogenico e
luteolina possivelmente estdo presentes nos dois extratos obtidos, enquanto outros

compostos aparecem em um dos extratos somente, como por exemplo leosibirina,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC32H22O14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC15H24O
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isoquercitrina, sibiricinona B e leonotin podem estar presentes no extrato
metandlico, e a quercetina, sibiricinona A e acido elagico podem estar presentes

no extrato aquoso.

Os compostos sugeridosnos extratos de L. sibiricus, estdo envolvidos em
diversas atividades, sendo compostos quimicos farmacologicamente importantes,
sendo em sua maioria compostos fendlicos envolvidos ndo apenas no processo

antinflamatdério, mas tambem agindo como antioxidande, antifangico e bactericida.

Tambem foi possivel observar nos graficos, a presenca de outros picos na
regidao de 202 a 204 m/z, onde nao foi possivel identificar com precisdo sua m/z,
devido ao fato dos extratos apresentarem muitos picos, sendo apenas sugerido que
tais picos possam ser dos compotos germacreno D, a -copaeno, e y-muuruleno que

sdo compostos ja identificados como presentes nos extratos desta planta.

Ao analisarmos os gréficos de massas de ambos o0s extratos por
guimiometria, podemos observar que ocorre uma diferenca em relacdo aos picos
obtidos em alguns intervalos de m/z, sendo esta diferenca mais evidente no grafico
com intervalo de 350 a 550 m/z. Alguns flavonoides ja observados em literatura

possuem massa que se enquadra dentro deste intervalo.

Ao realizarmos analise quimiométrica dos dados obtidos, com a elaboracéo
de um gréfico de linearidade, € possivel identificar que ambos os extratos
apresentam uma distribuicdo linear quanto a sua composicao, sofrendo uma leve
variancia em alguns pontos da reta, quando observado quanto a média das massas

como mostrado na Figura 7.



Figura 7 -Média de massas por m/z comparativo dos extratos aquoso e metandlico

deL. sibiricus obtida por quimiometria.
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Se observarmos de forma mais centralizada, focando em um intervalo de

massas especifica, utilizando como base o intervalo de 350 a 550 m/z, onde houve

a diferenca observada no gréfico de massas, podemos identificar que ocorre uma

distincdo quanto a composicao dos extratos, como mostrado na Figura 8.

Figura 8 - Média de massas no intervalo de 350 a 550 m/z comparativo dos extratos

aguoso e metandlico de L. sibiricus obtida por quimiometria.

650

600

550

450

400

350

(Fonte: o autor)

aquoso
metandlico

360

380

400

420

440

460

480



39

Ao analisarmos as Figuras obtidas pela quimiometria € possivel observar
gue o extrato metandlico apresenta alguns picos distintos do extrato aquoso. Este
fato nos leva a sugerir que esta diferenca, em relacdo as massas observadas, é
devido a composicao dos extratos, que varia de acordo com o solvente utilizado
para extracdo. Essa variagcdo na composi¢cdo dos extratos pode influenciar no
processo de cicatrizacdo das feridas, principalmente em relagdo a modulacéo do

processo inflamatério, conforme sera apresentado na sequéncia.

Neste intervalo de 350 a 550 m/z, encontram-se algumas massas
caracteristica de alguns flavonoides (m/z 376,29; 379,1; 476,51; 429,63),
conhecidos por sua atividade anti-inflamatéria, antioxidante, entre outras, devido
sua capacidade de eliminar ou diminuir a formacédo de radicais livres de oxigénio
(ROS), levar a supressdo da expressao de citocinas inflamatorias, suprimir da
angiogénese, possuir capacidade de inibir enzimas que catalisam oxidacao, e atuar
como quelante de ions de metais. Dentre estes compostos, podemos suspeitar
da presenca de apigenina, cianidina, pelargonidina, galocatequina, e luteolina,

sendo este Ultimo um composto ja isolado anteriormente nesta espécie vegetal.

5.4 INCORPORACAO DOS EXTRATOS NA FORMULACAO DE GEL

Na formulacdo de gel, os extratos secos metandlicos e aquosos foram
incorporados na concentracdo de 3% no gel base inicial (Figura 9a). Ao se
adicionar os extratos aquoso (Figura 9b) e metandlico (Figura 9c) no gel base,
ocorreu diminuicdo sua viscosidade, porém essa reducdo da viscosidade nao
prejudicou a administracao do gel nos animais durante o tratamento. Esta alteracao
de viscosidade pode ter ocorrido devido a caracteristica aniénica do carbopol, em

reacdo a composicao dos extratos.
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Figura 9 - Formulacbes em gel. a. Gel base, b. Gel extrato aquoso, c. Gel

extrato metanolico

(Fonte: o autor)

5.5 AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE DE CICATRIZACAO DO GEL
CONTENDO OS EXTRATOS

5.5.1 Estudo de cicatrizacao

No estudo da avaliagdo da cicatrizagdo os animais foram tratados com o gel
contendo os extratos por um periodo de 7 dias. As Figuras de 10 a 12 mostram as

lesdes nos grupos analisados durante o periodo do estudo.



Figura 10 - Imagens das lesdes dos animais.

GRUPO GB
Dia zero 7 Dias ; 7147Dias 21 Dias

GB: gel base (controle): tempo zero 7 dias, 14 dias e 21 dias apoés a leséo. (Fonte: o autor)

Figura 11 - Imagens das lesGes dos animais.

GRUPO GEA
Dia zero 7 Dias 14 Dia_s_ 21 Dias

GEA: grupo extrato aquoso: tempo zero 7 dias, 14 dias e 21 dias ap0s a lesdo. (Fonte: o autor)
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Figura 12 - Imagens das lesdes dos animais.

GRUPO GEM
7 Dias 14 Diasﬁ

GEM: grupo extrato metanolico: tempo zero, 7 dias, 14 dias e 21 dias apés a lesdo. (Fonte: o

autor)

Os resultados evidenciam que houve retragdo da lesdo em todos os grupos.
Porém é possivel observar que nos grupos tratados, a lesdo apresenta um aspecto
menos avermelhado e possui menor quantidade de crostas sobre a area avaliada

e lesdo com menor diametro.

A Figura 13 apresenta as médias das areas das lesdes durante todo o periodo
avaliado, avaliando o diametro da leséo, mostrando que houve diminuicdo da area
com o passar do tempo, relacionado ao processo de cicatrizagdo. Observa-se
diferenca no tamanho médio das areas entre 0s grupos controle e os tratados com
gel contendo extrato aquoso (p<0,05) somente no sétimo dia apds a realizacdo das
lesBes. Nos demais dias analisados ndo houve diferenca estatistica do tamanho

das areas entre 0s grupos estudados.



Figura 13 — Area das lesbes dos animais mensuradas nos dias zero, 7, 14 e 21
apos a producao da leséo e o tratamento.
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significativa entre os grupos de estudo para cada dia (p<0,05, test t). (Fonte: o autor)

Foi também realizada analise da retracdo (regressdo) da lesdo, analise
estatistica de multipla comparacéao (teste Tukey), foi realizada a partir da diferenca
de tamanho da area da lesdo no dia zero (dia da cirurgia) e no dia de eutandsia, ou
seja, apbs 7, 14 ou 21 dias. Foram considerados significantes, os resultados de

analise comparativa que apresentaram p<0,05.

Apos 7 dias da realizacdo das lesbes e tratamento houve reducao significativa
da area entre o grupo controle e o grupo que recebeu gel com extrato aquoso
(p=0,0375). Ja apos 14 dias da lesdo houve diferenca estatistica significativa de
reducdo da area da lesé@o entre o grupo tratado controle e o grupo gel com extrato
aquoso (p=0,0186) e entre os grupos de gel com extrato aquoso e gel com extrato
metandlico (p=0,0301). Apos 21 dias ndo houve diferenga estatistica da retragéo
da ferida entre os grupos.
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Esta diferenca estatistica entre os grupos tratados com os extratos pode ter
ocorrido devido a individualidade de cada animal, ou pode-se supor que
inicialmente o processo inflamatorio inicial da cicatrizacdo é mais estimulado pelo
gel contendo extrato seco aquoso, porém apos um periodo maior, no dia 14, é
possivel verificar que ha diferenca ndo apenas entre o0 grupo controle e 0s grupos
tratados com os extratos, mas também entre os dois extratos utilizados, tornando-
se mais clara a atividade o gel com extrato metandlico em relacdo ao aquoso. Este

resultado € mais evidente ao analisarmos as laminas histolégicas.

5.5.2 Andlise histologica

As Figuras de 14 a 16 apresentam as fotomicrografias da pele dos animais
eutanasiados. A andlise histoldgica de regeneracao tecidual da lesdo apresentou
resultados semelhantes entre os grupos tratados com as formula¢des contendo
extratos, porém, foi possivel verificar que os animais tratados com extrato
metandlico apresentaram melhor distribuicdo das fases de regeneracéo,
mostrando uma regenerag&do mais organizada quando comparada ao grupo tratado

com o extrato aquoso.

O grupo tratado com gel base também apresentou regeneracéo, porém, quando
comparado aos grupos tratados com as formulacbes contendo os extratos, a
organizacédo do tecido de regeneracao mostrou-se irregular, apresentando regioes
com auséncia de estruturas fundamentais como colageno e foliculos pilosos. Neste
grupo também se pode observar uma mistura das fases da regeneracdo, com
infiltrados celulares espalhados em pequenos grupos por grande parte do tecido,
contrastando com os grupos tratados com as formulagdes contendo os extratos,

onde se pode observar a regeneracao uniforme por toda a borda da leséo.

As laminas histologicas selecionadas foram de individuos diferentes, e 0s
resultados destes, foram separados por dias de eutanasia. Foram selecionadas 3
laminas, sendo um individuo de cada grupo, conforme segue: laminas dos
individuos eutanasiados no 7° dia (primeira eutanasia) sendo o grupo controle
(Figura 14a), grupo gel extrato aquoso (Figura 14b) e grupo gel extrato metandlico

(Figura 14c), onde é possivel observar que ao passar a semana de tratamento, 0s
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grupos apresentaram fases de regeneracdo e organizacdo semelhantes, porém,
com a diferenca de que nos grupos tratados com a formulagdo em gel contendo
0s extratos secos de L. sibiricus observa-se a presenca de certa quantidade de
infiltrado celular, que néo foi visualizado no grupo tratado apenas com o gel base,

como mostrado a seguir.

Figura 14 - Fotomicrografia da pele de ratos eutanasiados no 7°dia corados em HE.

- Infiltrado celular

. % S A

A. Grupo controle (200x), B. Grupo gel extrato aquoso (100x), C. Grupo gel extrato metandlico
(100x). (Fonte: o autor)

As laminas dos individuos eutanasiados no 14° dia (segunda eutanasia) (Figura
15), mostraram que no final do tratamento que durou 7 dias, h&a diferenca na
regeneracao entre os grupos tratados com as formulacdes com extratos (entre

eles) e também entre o grupo controle.

Foi possivel observar que o grupo tratado com extrato metandlico apresentou
uma maior quantidade de fibras coladgenas do tipo |, 0 que garante maior resisténcia
ao tecido, quando comparado aos demais grupos; foi possivel observar também
gue 0 mesmo apresenta uma proeminéncia na raiz dos foliculos pilosos, indicando
gue o tecido ja apresentava crescimento de pélos, o que nao foi observado no

grupo controle, e em menor quantidade no grupo tratado com o extrato aquoso.
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Figura 15. Fotomicrografia da pele de ratos eutanasiados no 14° dia corados em HE.

A. Grupo controle (100x), B. Grupo gel extrato aquoso (100x), C. Grupo gel extrato metandlico
(100x). (Fonte: o autor)

Nas laminas histologicas do 21° dia (terceira eutanasia) (Figura 16), foi possivel
observar que ha uma grande diferenca entre as fases da regeneracdo e
organizacéo do tecido cicatricial, sendo que a lamina do grupo tratado com extrato
metandlico apresentou melhor resultado, pois apresentou maior quantidade de
colageno, estando este colageno distribuido de forma homogénea por todo o
tecido, mais organizado e uniforme, sendo possivel visualiza-lo ao obervarmos a
imagem, corado em rosa mais claro, apresentando-se em uma forma delicada,
além de ser possivel observar foliculos pilosos com pélos proeminentes,
caracteristicas estas que ndo foram observadas nos outros grupos que foram

eutanasiados no mesmo dia.

Figura 16. Fotomicrografia da pele de ratos eutanasiados no 21° dia corados em HE.

A. Grupo controle (100x), B. Grupo gel extrato aquoso (100x), C. Grupo gel extrato metandlico
(100x). (Fonte: o autor)
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Ao analisarmos as laminas histoldgicas, é possivel observar que h& diferenca
na regeneracao celular entre os grupos tratados com o gel contendo os extratos, e
0 grupo controle; também ha entre 0s mesmos grupos tratados com 0s extratos em
dias diferentes de eutanasia.

Em relacdo ao grupo tratado com o gel contendo extrato metandlico € possivel
observar que ha diferenca entre o dia 14 e 21, isso pode ser explicado pelo
tamanho de tecido coletado, pois no dia 14 a area aberta era maior do que no dia
21, sendo que neste dia foi colhida uma amostra de tecido mais central, ndo sendo

retirado tecido da borda da lesédo devido a grande quantidade de pelos.

A Figura 17 mostra a presenca de macrofagos nas fotomicrografias de pele dos

animais eutanasiados, no 21° dia.

Figura 17 — Macrofagos em fotomicrografia no 21°.

A. Grupo controle, B. Grupo extrato aquoso, C. Grupo extrato metandlico. (Fonte: o autor)

Foi realizada a contagem de macrofagos das laminas histoldégicas com uso do
software ImageJ Launcher. Ao realizar a analise estatistica dos dados obtidos, foi
possivel observar diferenca estatistica apenas entre o grupo extrato metandlico e
o controle (p<0,5) no 21°. Isso é de grande relevancia, pois 0os macréfagos sao
responsaveis por participar ativamente do processo de regeneracdo celular, por
atuar na fagocitose de restos celulares, e especialmente por serem capazes de
promover o recrutamento e a ativacdo de outras células, atuar na sintese de matriz
extracelular e angiogénese, que sdo extremamente necessarios ao processo de
cicatrizacdo, alem de atuar na remodelacéo do tecido.
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As fibras colagenas sdo produzidas em fases diferentes da regeneracédo do
tecido durante o processo de cicatrizacdo. As fibras de colageno tipo Il sédo
produzidas primeiro, e ao decorrer do processo vao diminuindo sua quantidade,
simultaneamente ocorre a producdo das fibras de colageno tipo | com maior
capacidade de resisténcia. As fibras de colageno do tipo Il coram-se em amarelo
claro e aparecem esverdeadas quando vistas em microscopia polarizada. Ja as

fibras de coldgeno do tipo | coram-se em vermelho intenso.

A Figura 18 apresenta as imagens das laminas histolégicas coradas com
picrossirius, coloracao utilizada para avaliagdo do processo de cicatrizagcdo de
feridas por tornar possivel estabelecer uma relacdo entre a qualidade e a

guantidade de coldgeno formada, com o resultado final da cicatrizacdo da leséo.

Figura 18- Fotomicrografia da pele de ratos eutanasiados
A B C
GE. - |

Grupo GB (gel base, controle), GEA (extrato aquoso) e GEM (extrato metandlico) corado com
picrossirius. A. 7° dia, B. 14° dia, C. 21° dia. (Fonte: o autor)

GB

GEM




49

A imagem mostra o grupo controle apresentando maior predominancia de
colageno tipo Il no sétimo dia apds o tratamento, em relagdo aos grupos tratados,
também se observa que o colageno tipo | aparece em menor quantidade e de forma
menos homogénea no grupo, quando comparado aos grupos tratados, sendo mais
evidente no grupo extrato metandlico a presenca de forma mais distribuida e em
maior quantidade de colageno tipo I. A presenca de colageno tipo | j& na primeira
semana nos grupos tratados pode ser considerada um indicativo de que o0 processo
de cicatrizacdo foi acelerado, mostrando que os extratos modularam a fase
inflamatoria da cicatrizacdo, com inicio mais rapido das fases de reparacédo e

remodelacao do tecido em comparacdo com o grupo controle.

Em relacdo ao 14°podemos observar que houve um aumento consideravel
de colageno tipo |, em ambos os grupos, porém fica evidente que o grupo controle
apresenta menor quantidade de colageno tipo | guando comparado aos outros dois
grupos. Mesmo entre 0s grupos tratados, é possivel observar a diferenca em
relacdo a quantidade de colageno presente, e também a sua uniformidade em toda
a area, sendo o grupo extrato metandlico com maior quantidade de colageno
indicando que o processo de reparacao tecidual e remodelacdo foi mais rapido

neste grupo, apresentando melhor resultado.

A andlise estatistica em relacdo ao colageno tipo Il ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,5) entre o grupo controle e 0s grupos tratados com os extratos, e
entre 0s grupos tratados. Em relacédo a analise de colageno tipo | nos 14° dia da
lesdo foi possivel identificar diferencga significativa entre o grupo tratado com o gel
com extrato metandlico e os grupos controle e grupo extrato aquoso (p<0,5), com
maior presenca de colageno tipo | neste grupo conforme visualizado nas Figuras 19

e 20. Ja no 21° dia ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Isso pode ser explicado pelo fato de que os extratos agiram como moduladores
da fase inflamatéria, menor concentragdo de infiltrado celular, e aumentando a
migracdo de macrofagos para a area lesionada, células que atuam ativamente no
processo de regeneracdo do tecido, e com a fase inflamatoria ocorrendo de
maneira mais amena, favoreceram a atividade de células que aumentaram a
producédo de colageno, levando ao aparecimento do colageno tipo | em menor

tempo e em maior quantidade quando comparado ao grupo controle.
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Figura 19 - Andlise estatistica comparativa de colageno tipo Il e | no 14° dia.
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Grupo GB (gel base, controle), GEA (extrato aquoso) e GEM (extrato metandlico). (Fonte: o autor)

Figura 20 - Andlise estatistica comparativa de colageno tipo Ill e | no 21° dia.
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Grupo GB (gel base, controle), GEA (extrato aquoso) e GEM (extrato metandlico).
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6 CONCLUSAO

Os extratos aquosos e metandlicos de L. sibiricus foram obtidos, secos e
apresentam em sua composicdo diversos compostos quimicos, entre eles foi
possivel identificar picos caracteristicos de alguns flavonoides, sendo assim
sugerida a presenca de quercetina, acido cafeico, sibirinona C, apigenina,
cianidina, pelargonidina, galocatequina, e luteolina, acido elagico, luteolin-7-meil
éter, genkwanin, luteonina, y- muuroleno, acido ferrdlico, entre outros, que séo
compostos com atividade anti-inflamatoria e antioxidante por sua capacidade de
impedir ou reduzir a formagéo de radicais livres, e que ja foram citados como

compostos presentes espécie vegetal.

O estudo de cicatrizacdo in vivo, em modelo animal mostrou que o tratamento
das lesdes na pele com os extratos levou a melhoria no processo de cicatrizagao,
tanto pela reducdo da area lesionada quanto pela maior rapidez na regeneracao

tecidual e aspecto da lesdo quando comparados com 0 grupo controle.

Segundo os resultados obtidos, quando comparamos todos 0s parametros em
um panorama interligado, podemos concluir gue os extratos metandlicos e aquosos
dos caules e folhas de Leonurus sibiricus se apresentaram promissores quanto a
sua utilizacdo em processos de cicatrizacdo de feridas. Porém, em relagcéo ao tipo
do extrato, a diferenca estatistica obtida na retracdo da les@o entre os grupos foi
mais bem evidenciada no décimo quarto dia, assim como as observacoes teciduais,
indicando maior potencial do extrato metandlico, podendo se supor qgue 0 mesmo

apresentou melhor extracdo dos compostos com atividade farmacolédgica da planta.

Contudo, é necessario um estudo mais aprofundado dos mecanismos de
atuacdo dos compostos extraidos, para se saber em qual etapa do processo de
cicatrizacdo, e quais marcadores ou citocinas estes compostos estimulam ou

inibem diretamente, levando a sua atividade farmacologica propriamente dita.
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