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RESUMO

As plantas medicinais sdo consideradas alternativas eficientes na procura por novas
substancias que atuem como terapia para varias doencas, devido a sua diversidade
quimica e baixo custo. Conocarpus erectus, popularmente conhecida como mangue de
botdo, é uma espécie bastante utilizada na medicina popular para o tratamento de cancer,
sifilis, hipertensdo, hemorragias, infec¢des e no reparo de feridas cutaneas. Considerando
a utilizacdo popular desta espécie para o tratamento de feridas, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar as propriedades antioxidante, citotoxica e cicatrizante do extrato
hidroalcodlico de folhas secas e frescas de Conocarpus erectus sobre lesdes cutaneas em
ratos wistar. O material vegetal foi coletado em no municipio de Vila Velha
(Norte/Pernambuco). O extrato hidroalcodlico foi preparado por maceragdo utilizando
folhas frescas e secas de C. erectus, obtendo-se dois extratos. O perfil fitoquimico foi
analisado por cromatografia em camada delgada e os teores de fenois totais, flavonoides,
taninos e cumarina foram determinados. O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado
pelo método de sequestro de radicais livres - DPPH e a citotoxicidade foi analisada frente
as linhagens de células Vero e macréfagos murinos (RAW-264.7). Para a avaliacdo da
atividade cicatrizante foram preparadas formulagdes dos extratos hidroalcoolicos das
folhas secas (FHFCS) e frescas (FHFCF) de C. erectus (10%) e testadas em modelos de
cicatrizacdo excisional. O perfil fitoquimico indicou a presenca de taninos, flavonoides,
terpendides e cumarinas em ambos os extratos, além disso, o extrato hidroalcodlico das
folhas frescas de C. erectus apresentou maior teor de fendis e taninos totais (46,07 + 3,02
e 42,18 £ 3,23 mg EAT/g, respectivamente) quando comparado ao extrato hidroalcodlico
das folhas secas (39,40 + 3,06 e 38,61 = 2,75 mg EAT/qg, respectivamente). Na avaliagdo
da atividade antioxidante os extratos das folhas fresca e seca demonstraram capacidade de
sequestrar radicais livres (CEso 51,89; 55,10 pg/mL, respectivamente) e apresentaram
baixa citotoxicidade frente as células Vero (15,2%; 24%, respectivamente) e RAW-264.7
(21,8%; 31,2%, respectivamente). No potencial cicatrizante em modelo de ferida
excisional, o grupo tratado com FHFCF na concentracdo de 10% apresentou evolugéo
cicatricial significativa até o periodo de 14 dias, com percentual de contracdo de 20,15%
no 3° dia, 68,08% no 7° dia e 83,62% no 14° dia. No modelo de ferida excisional
utilizando aro de contencdo com objetivo de replicar a fisiologia humana, 0s grupos
tratados com FHFCS e FHFCF apresentaram percentagem de contragdo de 88,83%;
92,37% na concentracdo de 10%, respectivamente, e 85,31%; 92,58% na concentracao de
5%, respectivamente. A andlise histopalogica das formulagcdes mostrou uma reepitelizacdo
nitida e continua, com restauracdo do tecido conjuntivo, presenca de fibras colagenas com

arranjo modelado proximo ao epitélio e intensa concentracdo de fibroblastos na regido



cicatricial. Desta forma, podemos concluir que a administracdo topica de FHFCS e
FHFCF auxiliam na aceleragdo do processo cicatricial, promovendo significativa

reepitalizacdo do tecido e regeneracdo celular, sendo relevantes no reparo de lesdes
cutaneas.

Palavras-chave: =~ Conocarpus  erectus.  Antioxidante.  Citotoxicidade.  Cicatrizag&o.



ABSTRACT

Medicinal plants are considered an efficient alternative in the search for new substances
acting in the therapy of various diseases because of their low cost and chemical diversity.
Conocarpus erectus, popularly known as button mangrove, is a species widely used in folk
medicine for the treatment of cancer, syphilis, hypertension, bleeding, infection and in the
topical treatment of wounds. Considering the popular use of this species, this work aim to
evaluate the healing property of hydroalcoholic extracts of C. erectus in skin wounds in rats.
The leaves of C. erectus were collected in Vila Velha (North / Pernambuco). The
hydroalcoholic extract was prepared by maceration using fresh and dried leaves of C. erectus,
obtaining two extracts. The phytochemical profile was analyzed by thin layer chromatography
and by determination of total phenolic content, flavonoids, tannins and coumarin. The
antioxidant potential of extracts was evaluated by DPPH radical scavenging method and the
cytotoxicity was analyzed in Vero cells and murine macrophages (RAW-264.7). For the
evaluation of cicatrizant activity were prepared formulations of the hydroalcoholic extracts of
the dried (FHFCS) and fresh (FHFCF) leaves of C. erectus (10%) and tested in the excision
model (for 14 days). The phytochemical profile indicated the presence of tannins, flavonoids,
terpenoids and coumarins in both extracts, moreover, the hydroalcoholic extract of fresh
leaves of C. erectus showed higher phenolic content and total tannins (46.07 + 3.02 e 42.18 £
3.23 mg EAT/qg, respectively) when compare to the hydroalcoholic extract of dry leaves
(39.40 + 3.06 e 38.61 + 2.75 mg EAT/qg, respectively). In the evaluations of the antioxidant
activity of fresh and dry leaf extracts, they demonstrated a remarkable ability to sequester free
radicals (CEsp 51.89, 55.10 pg / mL, respectively) and were not cytotoxic to Vero cells
(15.2%; 24%, respectively) and RAW-264.7 (21.8%; 31.2%, respectively). In the healing
evaluation of the excisional wound model, the group treated with FHFCF 10% presented a
significant cicatricial evolution up to the 14 day period, with a contraction percentage of
20.15% on the 3rd day, 68.08% on the 7 Day and 83.62% on the 14th day. The excisional
wound model was used a containment ring to replicate human physiology. The groups treated
with FHFCS and FHFCF (5 and 10%) presented a contraction percentage of 88.83%; 92,37%
in the concentration of 10%, respectively, and 85,31%; 92.58% in the concentration of 5%. In
the histopathological analysis, the formulations promoted a clear and continuous
reepithelialization, with restoration of connective tissue, presence of collagen fibers with a
patterned arrangement near the epithelium and intense concentration of fibroblasts in the
cicatricial region. In this way, we can conclude that the topical administration of FHFCS and
FHFCF contributed to the acceleration of the healing process, promoting significant tissue



reepitalization and cellular regeneration, being relevant in the repair of cutaneous lesions.

Keywords: Conocarpus erectus. Antioxidant. Cytotoxicity. Healing.
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1 INTRODUGCAO

Uma ferida é caracterizada por interromper a continuidade de um tecido corporeo,
podendo ser causada por um trauma (fisico, quimico ou bioldgico) ou uma enfermidade, que
estimula o sistema de defesa organica (CESARETTI, 1998). Apds o trauma, 0 processo
cicatrizante inicia instantaneamente, com a evolugéo do processo cicatricial acontecendo em
quatro fases. A fase da hemostasia e inflamatoria ocorrem até trés ou quatro dias, com a
agregacdo plaquetéria, ativacdo das vias de coagulagdo, constricdo de vasos lesionados,
fagocitose e ativacdo de fatores de crescimento. A fase de proliferacdo ocorre ap0s o quarto
dia, sendo caracterizada pela renovacdo do endotélio, envolvendo angiogénese, intensa
migracdo celular e a producdo de colageno pelos fibroblastos; e apds quatro semanas da
ocorréncia da lesdo, a cicatrizacdo chega a fase de remodelacdo. A fase de remodelagdo
tecidual representa a Ultima fase da cicatrizacdo, podendo ser caracterizada pela substitui¢éo
do tecido de granulacdo para maturacdo, além da deposicdo, agrupamento e reorganizacao de
fibras colagenas que irdo contribuir para contracdo da lesdo (TELLER et al., 2009; KONDO
et al., 2010; GREAVES et al., 2013). A partir do conhecimento sobre o processo cicatricial €
possivel escolher o tratamento ideal para que a reepitelicacdo do tecido aconteca de forma
harmonica (HUPPES et al., 2013).

As plantas tém sido exploradas pelo homem desde os periodos primitivos, e durante
toda sua evolucdo foram utilizadas para a cura de varias enfermidades (GARCIA et al., 2003).
A utilizacdo de substancias oriundas de plantas cresce consideravelmente, como também
estudos com o intuito de validar as informacGes populares referentes ao uso de fitoterapicos, a
descoberta de novos principios ativos e a exploracdo do potencial farmacéutico dessas
substancias (ARAUJO et al., 2007). De acordo com a Organizacdo Mundial de Sautde
(OMS), as plantas medicinais sdo excelentes fontes para aquisicdo de novos farmacos.
Estudos demonstram que dos 520 medicamentos obtidos entre 1983 e 2010, aproximadamente
39% eram derivados de produtos naturais (NEWMAN et al., 2010). Devido a falta de acesso
ao medicamento, cerca de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento utilizam a
medicina tradicional, na busca de aliviar alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel
(ELOFF, 1998).

Dessa forma, uma variedade de espécies vegetais esta sendo utilizadas por apresentar
propriedades farmacologicas em virtude da presenca de metabolitos secundarios, como 0s
compostos fendlicos, tais como os taninos e flavondides (SAXENA et al., 1994; MARQUEZ et
al., 2003). No processo de cura de feridas os taninos produzem uma camada protetora sobre o
tecido lesado, através de um complexo tanino/proteina (HASLAM, 1996). Os flavonoides
apresentam capacidade de modular atividades enzimaticas interferindo no funcionamento de
muitos sistemas celulares determinando agdes anti-inflamatorias e cicatrizantes (MISHRA et
al., 2003).
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A espécie Conocarpus erectus, pertencente a familia Combretaceae, conhecida
popularmente como mangue de botdo devido a ocorréncia préxima de manguezais
(TOMLINSON, 1986; HOWARD, 1989; GILMAN et al., 1999), tem sido relatada por
apresentar diversas atividades biologicas, tais como: antioxidantes, hepatoprotetora,
anticancerigena e antimicrobiana (ABDEL-HAMEED et al., 2012). Espécies dessa familia
sdo bastante utilizadas por comunidades tradicionais como recurso terapéutico para tratar
varios tipos de dores, resfriado, diarréia, conjuntivites, pneumonia, caxumba, sifilis, febre,
infeccdes e na restauracao de lesdes teciduais (WATT et al., 1962; HUTCHINGS et al., 1996;
MCGAW et al., 2001; FYHRQUIST, 2007; MASOKO et al., 2010; BARKU et al., 2013).

A fim de ampliar as possibilidades de recursos terapéuticos para o tratamento de feridas
cutaneas a partir da pesquisa com plantas medicinais, a proposta deste estudo foi avaliar a
atividade cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Conocarpos erectus por via

topica.
1.1 REVISAO DE LITERATURA
1.1.2 Uso de plantas medicinais

Desde a antiguidade as plantas medicinais sdo utilizadas como recurso terapéutico,
contribuindo para o tratamento e prevencdo de varias doencas. Evidéncias arqueoldgicas
mostraram que ao longo dos anos diversos povos, entre eles os chineses, arabes, romanos,
indianos, gregos e egipcios utilizaram as plantas medicinais para fins terapéuticos (GARCIA
et al., 2003; SAKLANI et al., 2008; ARGENTA et al., 2011).

De acordo com David et al. (2002), o primeiro estudo sistemético usando plantas
medicinais foi realizado aproximadamente em 2.700 a.C., no qual foi produzido um
inventario com 365 drogas. As espécies mencionadas neste inventéario foram: Ephedra sinica,
Ricinus communis e Papaver somniferum, espécies que sdo conhecidas por fornecer efedrina,
6leo de ricino e morfina, respectivamente, principios ativos extremamente conhecidos e
utilizados até os dias de hoje.

No Brasil, Gabriel Soares de Souza, em 1587, foi o primeiro a relatar sobre o habito de
usar plantas como medicamento, descrevendo em seu Tratado os produtos medicinais
utilizados pelos indios durante a vinda dos primeiros médicos portugueses, na tentativa de
reverter a escassez de remédios na colbnia (VEIGA et al., 2002).

Mas s6 depois de varias décadas, o termo planta medicinal foi validado, durante a 31°
Assembléia da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), sendo definido como ‘“‘aquela que
administrada ao homem ou animais, por qualquer via ou sob qualquer forma, exerce alguma

espécie de acdo farmacologica” (DAVID et al., 2002).
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Em 1978, a OMS incentivou maiores investimentos para a area de plantas medicinais,
tornando a fitoterapia mais popular e confiavel diante dos profissionais de saude, sendo
considerado algum tempo depois como uma das formas de tratamento mais utilizada no
mundo (ELOFF, 1998).

Existem diversas razOes para que a fitoterapia seja realmente difundida entre a
populacdo, porém a dificuldade econdmica é considerada a principal, ndo permitindo o0 acesso
aos medicamentos industrializados, consequentemente levando o aumento da pratica da
medicina popular e do uso de plantas medicinais como 0 Unico recurso a saude
(GOLENIOWSKI et al., 2006; PHILLIPSON et al., 2007). No entanto, uma parcela da
populacdo demonstrou maior interesse pelo tratamento a base de plantas medicinais devido a
facilidade de acesso, baixo custo e compatibilidade cultural. Paises como Argentina, México e
Brasil desempenham um papel altamente lucrativo no comércio de plantas medicinais
(SAHOO et al., 2010).

Em 2006, a medicina popular teve um grande avango com a aprovacdo da Portaria de
nimero 971 do Ministério da Salde que trata da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006a). Essa portaria
traz entre suas normas, a elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e
fitoterapicas, assim como o aproveitamento do acesso aos usuarios do SUS. Apo6s alguns
meses, em 22 de junho de 2006 foi decretada a lei federal de nimero 5.813, que incentiva
pesquisas e apoia a implantacdo de servicos em caracter nacional pelas Secretarias de Saude
dos municipios, estados e do Distrito Federal (BRASIL, 2006b).

No entanto, mesmo mostrando todos esses avancos e excelentes evidéncias da
utilizacdo na parte clinica, poucas plantas dispdem de estudos cientificos para a elucidacao de
sua qualidade, eficacia e seguranca (CALIXTO, 2005), e apenas cerca 3% das plantas que sdo
mencionadas nas farmacopeias ocidentais sdo destinadas para o uso tdpico, provando que
ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre o processo de cicatrizacdo de lesdes

cutaneas e sua patogénese (KUMAR et al., 2007).

1.1.3 O Ecossistema Manguezal

O termo mangue é empregado para designar uma serie de espécies vegetais arboreas
ou arbustivas que pertencem as familias co-relacionadas que partilham caracteristicas
fisiologicas e algumas adaptagBes especiais, permitindo a essas espécies uma maior
resisténcia a grandes periodos de exposi¢do a agua, baixo teor de oxigénio e alta salinidade
(SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).
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O Manguezal é conceituado como um ecossistema costeiro que possui uma intensa
transicdo entre o ambiente aquatico e terrestre, exclusivo de regides subtropicais e tropicais,
onde populacBes de espécies vegetais interagem entre si, com microrganismos e animais
ocupando o mesmo ambiente fisico (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000; BARROS, et al.,
2000). A magnitude desse ecossistema tem sido citada por varios autores, como Pool et al.
(1975), Lindén et al. (1980) e Cintrén-Molero et al. (1983), pois consideram 0s manguezais
como ecossistemas extremamente ricos, em virtude da enorme quantidade de matéria organica
que é produzida neste ambiente e liberada para as aguas em forma de detritos, produzindo
assim alimento para varias espécies de peixes e crustaceos. Além da exportacdo de detritos,
0S manguezais possuem outras importantes funcdes, tais como: bercario para incontaveis
espécies de peixes, crustdceos e moluscos, manutencdo da qualidade da agua, além da
protecdo da linha de costa maritima (DIEGUES et al., 1990).

Outras particularidades também podem ser frisadas como caracteristicas dos
manguezais. As espécies vegetais presentes no mangue, por exemplo, sdo haléfitas, ou seja,
possuem tolerancia a salinidade (HOGARTH, 1999); também exibem algumas adaptacGes
importantes, tais como: morfoldgicas (raizes aéreas, raizes adventicias e pneumatoforos)
(SNEDAKER et al., 1981; CHAPMAN et al., 1984; SCHWAMBORN et al., 1996); e
fisiologicas (viviparidade e glandulas excretoras de sal (PANNIER, 1962; JOSHI et al., 1972;
PANNIER, 1984), concedendo uma maior competitividade em relacdo as outras plantas.

Estima-se que cerca de 70% das zonas costeiras subtropicais e tropicais sao ocupadas
por manguezais (LACERDA et al., 1999). No Brasil, segundo a Organizacdo das Nacoes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a area florestal dos manguezais totaliza
uma parcela de 13.000 km2 (LACERDA et al., 2006), sendo considerada a segunda patria com
a maior extensdo de areas de manguezal do mundo, estando atrds dos arquipélagos da
indonésia, com 42.550 km2, (SPALDING et al., 1997). Os manguezais situados no Brasil
(figura 1) s&o encontrados em quase todo o litoral, estendendo-se desde o Cabo Orange, litoral
do estado do Amapa, até Laguna em Santa Catarina (CINTRON-MOLERO et al., 1992;
LACERDA, etal., 1993).
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Figura 1. Distribuicdo dos manguezais no Brasil.
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Monteiro et al. (2004) demostraram que 0s manguezais do nordeste do Brasil
representam cerca de 10% da extensdo total dos manguezais brasileiros. Os magezais estao
predominantemente situados na foz dos principais rios do Pais, como o delta do Parnaiba-PlI,
rio Timonha-CE, rio Piranhas Acu-RN, rio Mamanguape-PB e o sistema estuarino de
Cabedelo-PB, além do sistema estuarino da llha de ltamaraca-PE.

O estado Pernambucano, por conta da sua localizacdo geogréfica, exibe uma das
menores faixas litoraneas da costa brasileira, com uma area de 23.973 hectares ocupada por
manguezais, e a maioria esté localizada nos municipios de lgarassu, Goiana, Itapissuma e Ilha
de Itamaracd, nas margens do Canal de Santa Cruz (BARROS et al.,, 2000). Quanto a
formacdo vegetal, Vasconcelos Sobrinho (1937) relata que nas florestas de mangue de
Pernambuco h& ocorréncia de cinco espécies pertencentes a trés familias: Rhizophoraceae
(Rhizophora mangle), Avicenniaceae (Avicennia nitida e A. schaueriana) e Combretaceae
(Conocarpus erectus e Laguncularia racemosa).

Com o desenvolvimento dos centros urbanos nas areas litoraneas, foi possivel verificar
uma intensa reducdo nas florestas dos manguezais, resultando na destruicdo das espécies em
decorréncia dos desmatamentos e aterramentos realizados para instalacdo de industrias,
Hotéis, Portuarios e complexos imobilidrios. Um dos grandes problemas envolvendo a
guestdo do desmatamento refere-se também a perda do conhecimento sobre o potencial
medicinal dessas plantas e a preocupante taxa de extingdo dessas espécies vegetais mostra a
real necessidade de considerar algumas acOes e propostas de preservacdo da heranca genética
desses vegetais (BORRIS, 1996).

1.1.4 Descricdo da espécie em estudo
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1.1.5 Classificacdo Taxonémica

Figura 2. Classificacdo cientifica da espécie Conocarpus erectus.

Reino: Plantae

Classe: Equisetopsida C. Agardh
I

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
I

Superordem: Rosanae Takht.
I

Ordem: Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: CorrIbretaceae R.BR
Género: (Ionocarpus L
Espécie: ConcI>carpus erectus L.

(BASHIR et al., 2014)

1.1.6 Familia Combretaceae

A Familia Combretaceae contém 18 géneros, onde o género Combretum é considerado
o maior distribuido em todo continente africano e possui cerca de 370 espécies que sdo
abundantemente utilizadas na medicina popular (MCGAW et al., 2001).

De acordo com Exell et al. (1966), a familia Combretaceae subdivide-se em duas
subfamilias: Strephonematoideae, que nao possui representantes na flora brasileira; e
Combretoideae, que dividide-se em duas tribos Combreteae e Laguncularieae as quais
apresentam incontaveis grupos na flora neotropical.

No Brasil, ocorrem cinco géneros nativos (Buchenavia, Crombretum, Conocarpus,
Terminalia e Thiloa), com cerca de 60 espécies, e dois géneros exoticos (Quisqualis e Bucida)
que podem ser encontradas na maioria das formacdes florestas brasileiras (SOUZA et al.,
2008).

Essa familia pode ser caracterizada como arvores ou arbustos, com folhas alternas
simples ou opostas, inteiras, cobertas por tricomas compartimentados. Possuem flores
pequenas, zigomorfas ou actinomorfas, pentdmeras ou tetrameras, receptaculo dividido em
duas partes, a inferior envolve o ovério e a superior que termina nos lobos do célice, pétalas
4 ou 5 ou ausentes, lobos do célice 4 ou 5, ovario infero, unilocular, 2-6 rudimentos seminais
pédulos e ovoides. Os frutos séo secos indeiscente, drupaceos ou betulidios, endocarpo
esponjoso ou ligneo, 1 semente, cotilédones plicados ou convolutos e ndo possui
endosperma (LINSINGEN et al., 2009).
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As espécies dessa familia sdo bastante utilizadas como recurso terapéutico de varios
tipos de dores, tosse, resfriado, esquistossomose, diarréia, conjuntivite, parasitose intestinais,
pneumonia, caxumba, sifilis, cancer, Ulceras gastricas, hipertensdo, hemorragias, febre, bem
como em infec¢des e no tratamento topico de feridas (WATT et al., 1962; HUTCHINGS et
al., 1996; MCGAW et al., 2001; FYHRQUIST et al., 2007; VAN WYK et al., 2009). Essas
plantas sdo geralmente preparadas por infusdo ou decoccdo a partir das folhas secas ou
frescas. As partes geralmente mais utilizadas sdo as raizes e folhas, sendo que seus frutos
devem ser evitados em virtude da sua aparente toxicidade (MCGAW et al., 2001;
FYHRQUIST et al., 2007).

Trabalhos fitoquimicos realizados com diferentes espécies da familia Combretaceae,
identificou inUmeros compostos bioativos, tais como: flavandides, triterpenos, dibenzil
aromaticos, fenantrenos, lignanas, cicloartano e aminoécidos (MASIKA et al., 2002;
CHOWDHURY et al., 2004).

Alguns estudos sobre a atividade antimicrobiana evidenciaram que os extratos das
partes aéreas e trés compostos inéditos isolados das folhas de Combretum zeyheri possuem
uma intensa agdo contra os microrganismos (MCGAW et al., 2001; BREYTENBACH et al.,
1989).

Além disso, foi relatada também uma intensa atividade antifungica de sete espécies da
familia Combretaceae e sugere-se que esse tipo de atividade ocorreu devido a presenca de
taninos e saponinas (BABA-MOUSSA et al., 1999).

Estudos com a finalidade de investigar possiveis atividades bioldgicas do glicosideo
acido mollico isolado de Combretum molle, mostrou que esses compostos foram capazes de
provocar hipotensao, bradicardia e vasodilatacdo, mas também revelou ser um potente anti-
inflamatorio, no teste de edema de pata e analgésico em modelos de contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético e no teste de placa quente (OJEWOLE, 2008a; OJEWOLE,
2008b).

1.1.7 Caracteristicas gerais de Conocarpus erectus L.

Conocarpus erectus é uma das duas espécies do género Conocarpus, pertencente a
familia Combretaceae e é conhecida popularmente como mangue de botdo, mangue negro ou
amora do mar (GILMAN et al., 1999). Possui tolerancia a alta salinidade e a terras secas, mas
também podem se desenvolver em regides alagadas (TOMLINSON et al., 1986). Essa espécie
geralmente ¢ mencionada como mangue “ndo verdadeiro”, justamente por ndo apresentar
algumas caracteristicas biologicas e morfoldgicas especificas das plantas de mangues, como:
viviparidade, raizes aéreas e também por serem localizadas nas bordas das florestas
(BARROS et al., 2000; KATHIRESAN et al., 2001).
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Segundo Linsingen e colaboradores (2009), C. erectus € considerada uma arvore que
pode atingir de 2 - 5 metros de altura e seus ramos sdo irregulares, superiores, glabros e
angulosos no &pice. Suas folhas alternas, com base cuneada, apice agudo, biglandulosa na
base do limbo e levemente carnosas. Apresenta peciolo curto, de aproximadamente 1 - 2 mm
e inflorescéncia em capitulos globosos pedunculados, axilares ou terminais. As flores se
desenvolvem em cachos, apresentando aproximadamente 2 — 2,7 mm de comprimento e €
possivel encontrarmos na mesma arvore flores masculinas e femininas. Ja seus frutos sdo
pequenos, organizados em capitulos globosos, suberoso-coriaceos, imbricados, apiculado e
escamiformes. Eles sdo chamados de infrutescéncia e sdo utilizados para a dispersdo da
espécie, apresentando uma cor marrom escuro.

Quanto a sua distribuicdo geografica Mundial, 0 mangue de botéo pode ser encontrado
no centro e no sul da Flérida, México, América Central, Bahamas, a maior parte das indias
Ocidentais, llhas das Bermudas, Africa Ocidental e na América do Sul, podendo se
desenvolver do Equador até o Brasil (NETTEL et al., 2008; HOWARD, 1989; LITTLE et al.,
1964).

arpus erectus.

ot i~ &

Figura 3. Partes aéreas da espécie Conoc

Propriedades Quimicas e Biologicas

Abdel-Hameed et al., (2012) realizaram estudos fitoquimicos da espécie C. erectus por
cromatografia de camada delgada (CCD) e observaram a presenca de compostos fendlicos,
especialmente taninos e flavondides em todas as fragfes. No mesmo estudo ainda avaliaram a
citotoxicidade das fragdes acetato de etila e n-butanol de C. erectus frente as linhagens HepG2
(hepatocarcinoma humano) e MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), utilizando o
método de sulforrodamina B (SRB). A fracdo de n-butanol das folhas apresentou uma maior

citotoxicidade frente a linhagem HepG2 com ICso = 4,89 pg/mL.
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Em estudos posteriores, Abdel-Hameed e colaboradores (2012; 2013) realizaram a
avaliacdo da atividade antioxidante através do método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
fosfomolibdénio, onde as fracGes de acetato de etila e n-butanol demostraram uma maior
capacidade em sequestrar radicais livres. Na atividade hepatoprotetora foi realizado o
tratamento com diferentes partes da planta em uma dose de 500 mg/kg durante 14 dias e
verificou-se que os niveis de alanina aminotransferase (ALT) reduziram significativamente. Ja
nos testes de proteinas totais, albuminas e globulina ndo houve diferenca em relacdo ao
controle.

O extrato acetato de etila de C. erectus apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia e Pseudomonas
aeruginosa), que indicou uma maior sensibilidade frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, e Mycobacterium pheli (ABDEL-HAMEED et al., 2012;
SHOHAYEB et al., 2013).

1.1.9 Aspectos morfoldgicos e fisiologicos da pele

A pele é conhecida como o maior 6rgdo, pelo fato de revestir toda a superficie externa
do corpo. Ela desempenha varias fun¢Ges no organismo, tais como: protecdo, percepcao de
sensacOes, termorregulacdo, sintese e secrecdo de substancias. Esta estrutura é constituida por
dois tipos de camadas, a epiderme (camada epitelial origindria do ectoderma) e a derme
(camada conjuntiva originaria do mesoderma). A hipoderme que € localizada bem abaixo da
derme, também é originada pelo mesoderma, mas ndo é considerada uma das camadas da pele
e tém a importante funcdo de unir os 6rgdos subjacentes (JUNQUEIRA et al., 2004,
GARTNER et al., 2007) (Figura 4).

Figura 4. Corte histoldgico da pele - microscopia de luz (100x) (coloragao HE).

Fonte: Autor Préprio (2015)..
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A epiderme pode atingir de 0,07 a 0,12 mm de espessura e forma a camada mais
externa da pele (SILVER et al., 2001). E formada pelo epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, possuindo quatro tipos celulares: melandcitos, queratindcitos, células de
Merkel e células de Langerhans. Os queratindcitos sdo as células mais numerosas e
constituem o epitélio cutdneo, podendo haver modificagbes em sua morfologia e sdo
responsaveis pela producéo de citocinas e sinalizacéo celular. Os melandcitos estdo presentes
na camada basal da epiderme e sdo responsaveis pela sintetizacdo de melanina, que tem a
funcdo de protecdo contra os raios ultravioletas, além de pigmentar a pele, pelos e cabelos
(SCHIAFFINO et al., 2010; MCLAFFERTY et al., 2012; KENDALL et al., 2013). As células
de Langerhans sdo células dendriticas, que estdo localizadas na mucosa e na pele, com funcéo
de processar, captar e apresentar os antigenos aos linfocitos, que quando estdo ativados
multiplicam-se, gerando citocinas e outros importantes mediadores que tém a funcdo de
defender o organismo (CUNNINGHAM et al.,, 2010). Com uma menor abundancia na
epiderme, também podemos citar as células de Merkel, que sintetizam catecolominas e
formam terminagdes nervosas que estdo associadas com a sensibilidade tatil (RABE et al.,
2006; DANGELO et al., 2007).

O estrato basal ou camada basal também denominado como germinativo € a primeira
camada da epiderme, possuindo células cuboides ou cilindricas situadas na membrana basal.
Essa camada, juntamente com a camada espinhosa, estd associada com a renovacdo da
epiderme, porque ambas possuem queratinGcitos com uma excessiva atividade mitdtica. A
camada espinhosa é composta por células poliédricas ou pavimentosas (células de Malpighi),
as quais dispdem de um maior nimero de queratina quando comprada com a camada basal.
Nesta mesma camada ainda podemos encontrar desmossomos e tonofilamentos, contribuindo
para que as células da epiderme fiqguem unidas proporcionando uma maior resisténcia a atritos
(JUNQUEIRA et al., 2004).

A terceira camada, nomeada camada granulosa, é composta por células achatadas com
granulos queratinizados e como substancia extracelular, proteinas e lipideos. O contetido
presente nesses granulos é transportado por exocitose, criando uma base lipidica sobre a
membrana plasmatica, impossibilitando a nutricdo celular da préxima camada (lGcida) e
impermeabilizando a regido epidérmica (GARTNER et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2004).
Por ultimo, a camada cornea que esta localizada na area mais externa da epiderme, onde 0s
queratindcitos sdo pavimentosos e queratinizados. Essa queratinizacdo é que permite que a
epiderme seja regenerada continuamente com indmeras células decorrentes das divisdes
consumadas na camada basal (RADOSTITS et al., 2002; GARTNER et al., 2007).
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A regido dérmica esta posicionada abaixo da epiderme, cuja sua espessura pode variar
de 1 a 4 mm, formada por tecido conjuntivo repleto de vasos, foliculos pilosos, corpusculos
tacteis, glandulas sebaceas e sudoriparas (SILVER et al., 2001; ARNOLD et al., 1994). Essa
regido pode ser fragmentada em duas camadas: a camada papilar, onde encontramos as papilas
dérmicas, fibras conjuntivas frouxas e as fibras elasticas; e a reticular que é considerada mais
profunda, na qual podem ser encontradas as fibras elasticas e as conjuntivas nao remodeladas.
Varios tipos celulares compdem a regido dérmica, especificamente: fibroblastos, fibrdcitos,
células imunolégicas (macréfagos, mastocitos e leucdcitos), além dos neutréfilos, eosinéfilos,
linfocitos e mondcitos (ARNOLD et al., 1994).

Os fibroblastos sdo céelulas delgadas com formato cilindrico, extremidades alongadas e
nacleo oval. Esse tipo de célula é responsavel por sintetizar componentes da matriz
extracelular que ira auxiliar na formacdo do tecido de granulacdo, reepitelizando e
assegurando a conservacdo da integridade do tecido (PAGNANO et al., 2008). Além disso, 0s
fibroblastos sdo capazes de sintetizar elastina, fibronectina, proteases e fibras colagenas,
tornando-se também encarregados pela remocédo do tecido desvitalizado presente nas feridas
(debridamento) e remodelando fisiologicamente a célula (HILDEBRAND et al., 2005).

O segundo tipo celular considerado como um dos mais importantes no processo
cicatricial sdo os fibrocitos, por auxiliar no mecanismo responsavel pela formacdo do
granuloma, na producéo de colageno e da matriz extracelular. Os fibrdcitos também participam
do processo de remodelacdo da pele e em processos inflamatérios, por meio da producdo de
fatores de crescimento e angiogénicos (ABE et al., 2001; QUAN et al., 2004).

Por fim, a hipoderme ou tecido subcutaneo, que é a camada mais interna do tecido
epitelial. Ela é formada principalmente por tecido adiposo e vasos sanguineos. A hipoderme
dispde de importantes funcdes, como: deposito de gordura, isolante térmico e protecdo para o
organismo (PROKSCH et al., 2008; DI MEGLIO et al., 2011) (Figura 5).



Figura 5. Delineamento representativo das estruturas da pele e seus constituintes celulares.
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1.1.10 Feridas: Definicdo e Classificacéo
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A ferida poder ser definida como qualquer lesdo na pele provocada por fatores

quimicos, fisicos ou biolégicos que leve a descontinuidade cutdnea (STRODTBECK et al.,

2001; BORGES et al., 2008). Fundamentado pelo processo de reparacdo, a evolucdo das

feridas podem ser mencionadas como agudas e cronicas. Feridas agudas sdo lesbes

ocasionadas por cortes, incisdes ou excisdes cirargicas que finalizam o processo cicatrizante

dentro do tempo determinado, respondem ao tratamento e cicatrizam sem nenhuma

complicacdo. Em contraposicao, as feridas cronicas sdo mencionadas como lesdes onde a

cicatrizacdo progride lentamente em virtude das repetidas injurias ao tecido e também a

provaveis processos patoldgicos que prejudicam a continuidade do processo cicatricial

(STRODTBECK et al., 2001).

Quanto ao comprometimento tecidual, existem trés tipos principais de leses da pele

(WEISSMAN et al., 1992):

1° - lesdo superficial: quando apenas a epiderme € lesada e a reepitelizacdo do tecido é

realizada por deslocamento das células sem resultar em cicatriz;

2° - lesdo profunda: constituida por feridas que apresentam perdas inestimaveis de

tecidos, pouca hemorragia, escassez de infeccdo e bordas com bastante proximidade;

3° - lesdo aberta: ferida apresentando perca de substancia, na maioria das vezes com
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infeccdo e suas bordas geralmente sé&o irregulares.

Outro tipo de classificacdo é referente ao agente causador da lesdo, podendo ser
cirdrgicas ou incisas, que sdo lesbes provocadas por instrumentos cortantes, lacerantes ou
perfurantes (TAZIMA et al., 2009).

Também podemos classificar as feridas como: limpas, limpas-contaminadas,
contaminadas e infectadas. As feridas limpas sdo lesdes causadas por procedimentos
cirurgicos, sem a presenca de nenhuma contaminacdo por microrganismos. O processo de
transformacédo da ferida limpa para limpa-contaminada pode levar de zero a seis horas e
apresenta indicios de contamina¢do. A contaminacdo por total ocorre quando a mesma
encontra-se exposta a agentes bacterianos por maior quantidade de tempo (seis a doze horas),
evidenciando presenca de debris celulares. No entanto, as feridas infectadas sdo facilmente
identificadas pela presenca de processos infecciosos, exsudagéo e tecido bastante debilitado
(RUND et al., 1996; DAVIDSON et al., 1998).

1.1.11 Processo de Cicatrizacdo Tecidual

A cicatrizacdo é um processo biolégico dindmico, dependente da combinagdo de
varios fatores e que abrange uma série de acontecimentos envolvendo elementos da matriz
extracelular, células residentes (fibroblastos, queratindcitos, células nervosas, células
endoteliais), leucdcitos (macrdfagos, linfdcitos, neutréfilos), mediadores protéicos (citocinas e
fatores de crescimento) e lipidicos (prostaglandinas, fator de agregacdo plaquetaria e
leucotrienos), objetivando a restauracdo da continuidade funcional e anatdémica do tecido
(BARBUL, 1990; BROUGHTON et al., 2006; EMING et al., 2007).

Segundo Gurtner et al. (2008), o processo cicatricial ocorre em quatros fases:
hemostasia, inflamacdo, proliferativa e remodelagéo (Figura 6).
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Figura 6. Fases do Processo de cicatrizacdo em lesdes cutaneas.
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Fonte: Experts Reviews in Molecular Medicine.

A fase da hemostasia tem inicio no momento da inducdo da lesdo tecidual e o
rompimento dos vasos sanguineos, acarretando o preenchimento de sangue rico em plasma e
elementos celulares para as areas lesadas (WERNER et al., 2003; BALBINO et al., 2005;
EMING et al.,, 2007;). As plaguetas presentes no sangue aderem-se as fibras colagenas
presente no endotélio lesado através de receptores especificos (Glicoproteinas — GPIb/IX/V),
que logo em seguida séo ativados, permitindo a liberacdo do conteudo granular e em
consequéncia estimulando a ativacdo dos fatores responsaveis pela coagulacdo plasmatica
(DIEGELMANN et al., 2004; STRONCEK et al., 2009). O desenvolvimento desse coagulo
contribuird para a juncdo das bordas das feridas, no cruzamento da fibronectina, além de
promover uma matriz provisoria em que células endoteliais, queratinocitos, fibroblastos
possam ingressar na lesdo para ajudar na reestruturacdo e prevenir a entrada de
microrganismos (MANDELBAUM et al., 2003; PARK et al., 2004).
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A inducdo das plaquetas ndo liberam apenas os fatores da coagulagdo que s&o
essenciais para a contencdo do sangramento e perda de eletrélitos e fluidos, mas também
secretam moléculas sinalizadoras (citocinas e fatores de crescimento) no local da ferida,
iniciando a resposta cicatricial. Dentre eles os dois fatores considerados como de maior
importancia sdo os fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que inicia o
processo de quimiotaxia de neutrofilos, fibroblastos e macréfagos, e o fator transformador de
crescimento-beta (TGF-PB), que ¢é encarregado de agregar outro importante sinal durante o
inicio da cascata da cicatrizacdo, atraindo os macrofagos e estimulando a secrecdo de
citocinas como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), interleucina 1- beta (IL-1p),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e PDGF (DIEGELMANN et al., 2004; STRONCEK et
al., 2009; KONDO et al., 2010).

A fase inflamatéria inicia-se logo apo6s a injdria do tecido, com duracgdo entre duas ou
mais semanas e na maioria das ocasides podem ser identificadas por sintomas caracteristicos,
como edema (inchaco), hiperemia (vermelhidao) e dor em torno do local lesionado (BUSTI et
al., 2005).

Durante a inflamacéo percebe-se a presenca de leucdcitos polimorfonucleares (PMN),
macrofagos, linfdcitos e incontaveis mediadores quimicos. No momento que ocorre a injdria
do tecido, os PMN séo estimulados e permanecem por um periodo de trés a cinco dias, sendo
eles primordiais para a realizacdo da fagocitose das bactérias no inicio do processo
inflamatério (MANDELBAUM et al., 2003; TELLER et al., 2009; REINKE et al., 2012).

Os macréfagos quando ativados sdo considerados as principais células durante o
processo de reparo do tecido, deteriorando e removendo constituintes existentes no tecido
conjuntivo danificado, como a elastina, coldgeno e proteoglicanas. Além desse papel, 0s
macrofagos tém a funcdo de secretar fatores quimiotaticos que contribui para a atracdo de
outras células inflamatorias para a regido da ferida; e produz prostaglandinas, que agem como
poderosos vasodilatadores causando a permeabilidade dos microvasos (SINGER et al., 1999;
EMING et al., 2007).

Outros dois tipos de células de suma importancia durante a fase inflamatoria sdo os
neutrofilos, que durante as primeiras horas apés a lesdo infiltram o local em grande
quantidade, predominando a area lesada até o segundo dia. Suas fung¢bes primordiais sdo
atribuidas ao bioprocesso de fagocitose durante a hidrolise enzimatica da matriz extracelular,
no direcionamento dos granulos para a rede de fibrina, digestdo de bactérias e tecidos
desvigorado de forma a favorecer a limpeza da area lesionada e viabilizar o inicio da proxima
fase (BROUGHTON et al., 2006).
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O segundo tipo celular sdo os mondcitos, que se agregam nos capilares e vénulas,
migram ao longo do endotélio e com sua chegada ao local amadurecem e ddo forma aos
macrofagos. Estas células prevalecem no decorrer de trés a cinco dias apos a injdria tecidual.
Elas possuem atribuicdes fundamentais na producdo e liberacdo de fatores que contribui na
maturacdo do tecido de granulagdo, auxiliando os neutrdfilos no processo de fagocitose de
bactérias e restos celulares, propiciando a multiplicacdo de células mesenquimais e
fibroblastos, atuando na angiogénese e contribuindo para a retirada dos neutrofilos, dando
inicio a proliferacdo celular (CLARK, 1996; KOOPMANN, 1991; MENDONCA et al.,
2009).

Assim que as células inflamatorias passam a ter uma quantidade reduzida na leséo, as
células endoteliais, os fibroblastos e queratindcitos permanecem a produzir os fatores de
crescimento PDGH, FGF-$ ¢ o fator de crescimento para queratindcitos alfa, cuja sua
atividade crucial é estimular a mitose dos fibroblastos e células epiteliais (BROUGHTON et
al., 2006).

A proliferacdo é a fase encarregada pelo fechamento da lesdo, tendo inicio em trés ou
quatro dias e pode permanecer até a quarta semana. Esta fase envolve angiogénese, intensa
migracdo celular e a producdo de colageno pelos fibroblastos, estimulando a reepitelizacéo
tecidual (GREAVES et al., 2013; SINNO et al., 2013; BEANES et al., 2003; LI et al., 2007).
Inicialmente, ocorre a ativacdo e migracdo de fibroblastos que passam a ser intensificados
devido a liberacdo de mediadores especificos, destacando-se fatores de crescimento como o
VEGF-A e 0 TGF-a que sao liberados por macrofagos. Com o aumento da quantidade de
fibroblastos ativados no tecido, os coldgenos comecam a ser sintetizados e em consequéncia a
matriz extracelular é substituida por um tecido conjuntivo mais resistente que ira contribuir
para a formacdo do tecido de granulacdo. Este processo é nomeado de fibroplasia e sua
competéncia depende rigorosamente da neovascularizacdo da regido (HARTLAPP et al.,
2001; TAZIMA et al., 2009; ONO et al., 2014).

A Neovascularizacdo (angiogénese) acontece na matriz extracelular do tecido
danificado, onde ocorre a migracdo e estimulacdo mitogénica das células endoteliais, que sdo
elementos fundamentais para o desenvolvimento desse processo (ARNOLD et al., 1991).
Capilares e vasos quando deteriorados passam a fornecer células endoteliais capazes de
invadir a matriz provisoria que ird propiciar a formagdo de um broto e se expandird para
acoplar-se a outro capilar permitindo a circulagdo do sangue (BARANOSKI et al., 2004).
Inimeras citocinas e fatores de crescimento parecem contribuir para o processo da
angiogénese, como o VEGF, peptideo regulador de afinidade da heparina (HARP), TGF-a,
TGF-B e PDGF (ARNOLD et al., 1991; JANIS et al ., 2014).
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ApOs o processo de angiogénese e fibroplasia, inicia-se a organizagdo do tecido de
granulacdo que é composto por fibroblastos, macrofagos e vasos neoformados que estdo
sustentados por uma matriz de fibronectina, acido hialurénico e coladgeno dos tipos I e Il. Sob
estimulo de alguns mediadores e fatores de crescimento, as células endotelias encontradas nas
extremidades da lesdo comecam secretar colagenase e plasminogénio na tentativa de
restabelecer a barreira protetora (WERNER et al., 2003). J& no fim dessa fase, a epiderme
comeca a restaurar-se, envolvendo multiplos processos, tais como, proliferacdo e migragéo de
queratinocitos, diferenciacdo em epirdeme estratificada e o restabelecimento da membrana
basal que interliga a epiderme com a derme e viabiliza a migracdo celular (MONACO et al.,
2003; LI et al., 2007; STOJADINOVIC et al., 2008).

A fase de remodelacéo tecidual representa a ultima fase da cicatrizacdo, podendo ser
caracterizada pela substituicdo do tecido de granulagdo para maturacdo, além da deposicéo,
agrupamento e reorganizacdo de fibras coldgenas (KONDO et al., 2010). Por consequéncia, as
células inflamatérias gradativamente comecam a desabitar a area lesionada e a hd o aumento
da sintese de colageno tipo I, devido ao aumento da quantidade de fibroblastos e a
necessidade da deposicdo de fibras coldgenas para substituir a matriz deteriorada
(DIEGELMAN et al., 2004).

Posteriormente, o tecido de granulacdo sofre uma reducdo que contribuird para a
formacdo de uma cicatriz preliminar, constituida por fibroblastos, colageno e fragmentos de
tecido elastico. Com o tempo esses fibroblastos desaparecem lentamente contribuindo para o
crescimento de uma cicatriz acelular que ocupa toda regido da lesdo, revestida por uma
epiderme integra e desenvolvida (KRAFTS et al., 2010).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades antioxidante, citotoxica e cicatrizante dos extratos hidroalcodlico de folhas

secas e frescas de Conocarpus erectus.

1.2.2 Objetivos Especificos

Preparar os extratos hidroalcoolicos das folhas frescas e secas de C. erectus e
realizar o perfil fitoquimico destes extratos;

Determinar os teores de fendis totais, taninos totais, flavonoides e cumarinas dos
extratos obtidos;

Analisar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C.
erectus;

Avaliar a citotoxicidade dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C. erectus
frente as células Vero e macrofagos (RAW-264.7);

Obter a formulacéo fitoterapica semi-solida contendo os extratos hidroalcodlicos
das folhas de C. erectus;

Investigar o potencial cicatrizante das formulagGes dos extratos hidroalcoolico das
folhas frescas e secas de C. erectus sobre lesdes cutdneas em ratos Wistar;
Analisar a histopatologia tecidual dos animais tratados com as formulacdes dos

extratos hidroalcodlico de C. erectus.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie C. erectus foram coletadas no mangue da llha de Itamaraca,
situado no litoral norte do Estado de Pernambuco, Brasil (Latitude sul 7° 48’ 69”/Longitude
Oeste 34° 51° 34”) em 20 de marco de 2015. Uma exsicata do material botanico foi
depositada no acervo do Herbario Geraldo Mariz, do Centro de Biociéncias (CB) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) devidamente enumerada e catalogada (n°
77.368).

2.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE CONOCARPUS ERECTUS

Apos a coleta, dividimos as folhas em duas porcbes, onde a primeira foi mantida
fresca e a segunda porcdo foi submetida a secagem em estufa de ar circulante a 45°C. Em
seguida, todo o material vegetal foi triturado com o auxilio de um moinho de facas. Para
obtencdo dos extratos hidroalcodlico foram utilizados 200 g do material vegetal para 500 mL
de solucdo etanol/agua 70% (v/v), que foram macerados em temperatura ambiente durante 48
horas, mantidos em vidros ambar, sob o abrigo da luz e com agitacbes ocasionais. Em
seguida, esses materiais extrativos foram filtrados, concentrados em rotaevaporador, sob
pressdo reduzida, a temperatura de 40-50 °C e logo depois liofilizados para obtencdo dos
extratos hidroalcodlico fresco e seco das folhas de C. erectus. Com base na metodologia
utilizada por Rodrigues et al. (2011), calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo
com a formula:

Re = (Pextrato /Pfolhas) x 100.
Sendo:
Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato liofilizado (g);

Pfolhas = Peso do po utilizado na preparacdo do extrato (Q)

2.3 PERFIL FITOQUIMICO — CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

A analise do perfil fitoquimico foi realizada segundo a metodologia descrita por
Wagner e Bladt (2009); Waksmundzka-Hajnos et al. (2008). Os extratos foram testados na
concentracdo de 5 mg/mL em Cromatografia de Camada Delgada (CCD) utilizando como fase
fixa silica gel Fzss (MERCK®) e fases moveis especificas de acordo com o metabolito
analisado. Foram usados reveladores e padres cromatograficos adequados conforme os tipos

de metabolitos.
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A presenca de alcaloides na espécie vegetal foi avaliada borrifando-se a placa
cromatografica com o reagente Dragendorff. A identificacdo dessa classe de metabolitos é
realizada quando na placa aparecem manchas laranja ou ainda marrom-alaranjada.

Para verificar a presenca de esteroides/triterpenoides, a placa cromatogréfica foi
borrifada com o reagente de Liebermann-Buchard e em seguida foi aquecida a 100 °C até o
surgimento de uma mancha azul-esverdeada que caracteriza a presenca de esteroides ou ainda
roxa/rosa caracteristica da presenca de triterpenos.

Quanto a presenca dos taninos, a placa cromatogréafica foi borrifada com a solucéo de
cloreto férrico. O resultado deste teste é considerado positivo para os taninos hidrolisaveis
quando ocorrerer a presenca de manchas azuis, enquanto que os taninos condensados é
confirmada pelo surgimento de manchas verdes.

Os derivados cumarinicos também foram avaliados, borrifando-se a placa
cromatografica uma solucédo de hidréxido de potassio (KOH 5%). A identificacdo desta classe
de metabolitos é considerado positivo quando ocorre o aparecimento de manchas verdes e
verde-azuladas indicando a presenca de cumarinas e manchas amarelo-esverdeadas indicando
a presenca de cumarinas ndo substituidas.

Na analise de flavonbides, as amostras foram aplicadas em placa cromatografica e
reveladas com reagente de NEU (solucdo a 1% de difenilboriletoxietilamina). A presenca de
flavonoides foi observada em camara de UV (365 nm), no qual manchas de fluorescéncia

alaranjada (as vezes vermelha), amarela ou verde representam esta classe.

2.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS

Para determinagdo do conteido de fenois totais foi utilizado a metodologia descrita
por Amorim et al. (2008). Os extratos da planta foram diluidos em metanol P.A numa
concentracdo de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata.

Foi adicionada uma aliquota de 0,2 mL (200 pL) do extrato diluido a um tubo de
ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (solugéo
aquosa 10%), 1 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%) e completamos o volume com
H20 destilada para 10 mL. Apds a preparacdo desta solucdo, agitou-se e posteriormente
permaneceu em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Passado
esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado com
agua destilada.

A curva de calibracdo foi realizada em tubos de ensaio com aliquotas de 0,05; 0,1;
0,15; 0,2; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 mL da solugdo padrédo de &acido tanico a 1 mg/mL, em agua
destilada. Posteriormente, foram adicionados 500 uL da solucéo de Folin-Ciocalteu e 1 mL da

solucdo de carbonato de sodio em cada tubo de ensaio. O volume final foi completado para 10



36

mL com &gua destilada. As concentrac¢Ges finais obtidas do &cido tanico foram 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 pg/mL, respectivamente. A cor azul produzida pela reacéo apresenta
absorcdo maxima a 760 nm e é proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de fenois
totais foi expresso como miligramas equivalentes de acido tanico por grama de amostra (mg
EATI/g).

2.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE TANINOS

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo protocolo desenvolvido por
Amorim et al. (2008) e adaptado para as espécies. Os extratos foram diluidos em metanol P.A
numa concentracao de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata.

Posteriormente, 1 g de caseina foi transferido para erlenmeyer de 50 mL,
acrescentando 6 mL da amostra diluida e 12 mL de agua destilada, em triplicata. Apds 3 (trés)
horas de reacdo sob agitacdo, a solucdo foi filtrada em baldo volumétrico e o volume foi
completado para 25 mL com agua destilada. Foi retirada uma aliquota de 1 mL e
quantificados os fendis residuais pelo método de Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi
calculado pela diferenca entre o conteddo de fendis totais e fendis residuais. Como padréo foi
utilizado o &cido tanico, a curva de calibracdo foi preparada como descrito no item 4.3,

2.6 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES

A quantificacdo dos teores de flavonoides foi baseada na metodologia descrita por
Peixoto Sobrinho et al. (2008). Esta reacdo promove um deslocamento batocrémico e uma
intensificacdo de suas absorcGes, podendo ser quantificado sem sofrer influéncia de outros
compostos fenolicos presentes na amostra.

Os extratos foram pesados e diluidos em metanol P.A numa concentra¢do de 1 mg/mL
em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma aliquota
de 200 pL do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio. Em seguida, foram
adicionados 0,120 mL (120 pL) de &cido acético glacial, 2 mL da solucéo de piridina (20%,
v/v em metanol P.A), 0,5 mL (500 pL) do reagente cloreto de aluminio (5%, p/v em agua
destilada) e completado o volume para 10 mL com agua destilada em cada tubo. Apos a
preparacgéo desta solugéo, agitou-se e em seguida permaneceu em repouso por 30 minutos, ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a absorbancia foi determinada a
420 nm contra um branco preparado com agua destilada.

A curva de calibracdo foi preparada com aliquotas de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5;
2 mL da solucdo de rutina (0,1 mg/mL em metanol), em tubos de ensaio. Posteriormente,
foram adicionados 120 pL da solucdo de acido acético, 2 mL da solucdo de piridina, 0,5 mL

do reagente cloreto de aluminio. O volume final foi completado para 10 mL com agua
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destilada. As concentracgdes finais de rutina foram de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0
pg/mL, respectivamente. O teor de flavondides totais foi expresso como miligramas
equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/g).

2.7 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CUMARINAS

O ensaio colorimétrico descrito por Osério e Martins (2004) com adaptagdes foi
utilizado para quantificar o conteddo de cumarinas. Foram transferidos 0,5 mL do extrato
diluido (1,0 mg/mL) para tubos de ensaio em triplicata. Posteriormente, foram adicionados 2
mL de agua destilada e 500 pL da solucdo de acetato de chumbo. A amostra foi agitada e, em
seguida, foram adicionados 7 mL de &gua destilada. Desta solucdo, 2 mL foram transferidos
para novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solugdo de acido cloridrico.

As amostras permaneceram por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente.
A absorbancia da mistura foi medida a 320 nm contra um branco preparado com &gua
destilada.

A curva de calibracdo (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400 e 500 pL) foi preparada
com uma solucdo padrdo de 1,2-benzopirona e todos os demais reagentes citados
anteriormente para os extratos, aferindo-se o volume final para 10 mL com &gua destilada. O
ensaio foi realizado em triplicata e as concentragdes finais de cumarina ficaram entre 0,4-20,0
pg/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso como miligramas equivalente de cumarina por

grama de extrato (mg EC/qg).
2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE C. ERECTUS

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada medindo a capacidade de
um composto para remover os radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme
descrito por Peixoto Sobrinho et al. (2011) com modificagoes.

Os extratos foram diluidos em metanol P.A numa concentracdo de 0,5 mg/mL em
baldo volumétrico de 100 mL, em triplicata. Aliquotas de 100 a 1000 pL de cada extrato ou
padrdo foram transferidos para tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 5 mL com
metanol P.A. As concentragdes finais dos extratos ou padrdo (&cido ascorbico) foram de 10-
500 pg/mL. Aos extratos diluidos foram adicionados 3 mL da solugdo de DPPH a 40 pg/mL
(ou 3 mL de metanol para o branco) em cada tubo, em duplicata. As solugfes foram agitadas
cuidadosamente e deixadas em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente. A absorbancia da mistura foi medida em espectrofotdometro a 517 nm, contra um
branco preparado com metanol. A solucdo do controle negativo consiste na utilizacdo da

solugéo de DPPH a 40 pg/mL. A atividade de remocao dos radicais livres foi expressa como a
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concentracgéo eficiente capaz de capturar 50% dos radicais (CEso).

2.9 PREPARACAO DAS FORMULACOES FITOTERAPICAS SEMI-SOLIDA (CREME)
CONTENDO EXTRATOS DE C. ERECTUS

A formulacdo semi-sélida, utilizando creme anibénico (Lanette) como veiculo, foi
produzido a partir dos extratos hidroalcoolico das folhas de C. erectus, sendo manipulada
dentro dos padr@es e controle de qualidade para medicamentos no Laboratorio de Prospeccao
Farmacotoxicoldgica de Produtos Bioativos da Universidade Federal de Pernambuco. As
concentracdes dos extratos utilizados foram de 5 e 10%. Como controle negativo foi utilizado
0 veiculo da formulacdo (creme lanette) e como positivo utilizamos o farmaco Dexpantenol

5% em creme.
2.10 MATERIAL BIOLOGICO
2.10.1 Células Vero e Macrofagos murinos (RAW-264.7)

As células Vero (fibroblastos de rim de macaco verde africano) e os macrofagos
murinos (RAW-264.7) foram provenientes do Laboratorio de Cultura de Células do
Departamento de Antibidticos/UFPE, mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo
setor.

2.10.2 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos wistar machos (Rattus norvegicus), pesando entre 250 a 300g,
provenientes do Biotério do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE. Os animais
foram acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de aco inoxidavel e maravalha
como cobertura, tendo acesso livre a agua “ad libitum” e ragdo balanceada (Presence - Purina
Brasil), mantidos num ambiente com temperatura de 22 + 2 °C e luminosidade controlada,
proporcionando um ciclo claro-escuro de 12 h. Os animais foram mantidos de acordo com as

normas internacionais do Conselho de Laboratorio de Animais Experimentais (ICLAS).

2.10.3 Procedimentos Eticos

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas sugeridas pelo
Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA) e com as normas estabelecidas
pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob protocolo de
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numero 23076.008471/2016-53. Este projeto encontra-se em concordancia com as normas
vigentes no Brasil, de acordo com a Lei 9.605- art. 32 e decreto 3.179- art. 17, de 21/09/1999,
no que se refere ao uso de animais para fins cientificos (Anexo 1).

2.11 ENSAIOS FARMACOLOGICOS
2.11.1 Avaliacgao citotoxica dos extratos hidroalcoolicos de C. erectus

A avaliacédo da citotoxicidade foi realizada pelo ensaio colorimétrico do MTT brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, conforme proposto por Takeuchi, Baba e
Shigeta (1991), com algumas modificaces segundo Sieuwerts et al. (1998). Uma suspenséo
(1x10° células/mL) de células Vero e outra de Raw 264.7 foram distribuidas em uma placa de
96 pocos contendo meio de cultura DMEM. As células foram mantidas em estufa a 37°C em
atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO,.

Apbs 24 h de incubacdo foram adicionadas diferentes concentracGes dos extratos
hidroalcodlico dissolvidos em DMSO (Dimetilsulféxido 1%) ndo suplementado com SFB
(Soro Fetal Bovino) e incubadas a 37 °C por 72 h. Apds esse periodo de reincubacdo foi
adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacdo, o meio de cultura com o
MTT foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada po¢o. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibi¢&o foi
calculada no programa GraphPad Prism 5.0. Uma escala de intensidade foi utilizada para
avaliar o potencial citotdxico das amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de
inibicdo), com atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e
sem atividade (inibicdo de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

2.11.2 Modelo de ferida excisional

Para o delineamento geral do experimento, ratos Wistar machos (200 - 250g) foram
divididos, aleatoriamente, em quatro grupos: Grupo | (controle negativo — creme lanette);
Grupo Il (FHFCS 10% - Formulacédo em creme do extrato hidroalco6lico das folhas secas de
C. erectus); Grupo Il (Dexpantenol — Padrdo) e Grupo IV (FHFCF 10% - Formulacdo em
creme do extrato hidroalcodlico das folhas frescas de C. erectus). Cada grupo foi subdividido
em quatro subgrupos com cinco animais cada para eutanasia nos 3°, 7°, 14° e 21° dias. Os
animais foram previamente anestesiados com uma associa¢do de ketamina (10 mg kg™?) e
xilazina (3 mg kg™). Posteriormente esses animais foram posicionados em decubito

ventral, para realizacdo da tricotomia manual e antissepsia com alcool iodado 0,1% e na linha
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média dorsal da regido cervical de cada animal, a area incidida foi demarcada usando um
punch metéalico com lamina cortante na sua borda inferior (x 10 mm?2). No procedimento
cirargico para retirada da pele, foram utilizados tesoura reta de iris e pinca de Adson. Os
tratamentos foram iniciados no dia da inducdo da lesdo e uma nova camada das formulagdes
ou veiculo (creme lanette) ou dexpantenol (5%) foram aplicados (+ 95mg) diariamente de
acordo com seus respectivos grupos, com auxilio de espéatulas estéreis. Medicdes dos
diametros maior e menor das bordas foram realizadas no momento da biépsia ao 3°, 7°, 14° e
21° dias.

2.11.3 Modelo de ferida excisional utilizando Aro de Contencéo

Foram utilizados 24 ratos Wistar os quais foram pesados e anestesiados com xilazina
(3 mg kg?) e cetamina (10 mg kg™?), por via intramuscular. Posteriormente os animias foram
posicionados em decubito ventral, e realizada a tricotomia manual e antissepsia com alcool
iodado 0,1%. Na linha média dorsal da regido cervical de cada animal, a area incidida foi
demarcada usando um punch metélico com lamina cortante na sua borda inferior (£ 10 mm2).
No procedimento cirdrgico para retirada da pele, tecido subcutaneo, paniculo carnoso e fascia,
utilizou-se tesoura reta de iris e pinca de Adson. Apos a excisdo, foi suturado um aro de
contencdo confeccionado em silicone atéxico e hipoalergénico, utilizando-se quatro pontos
isolados simples com fio monofilamentoso de néailon 4.0 agulhado, distribuidos
simetricamente, de modo que a ferida cirargica permanecesse no centro (GALIANO et al.,
2004).

Apos a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos com cinco
animais cada: Grupo | (controle negativo — creme lanete); Grupo Il (FHFCS 10% -
Formulacdo em creme do extrato hidroalcoolico das folhas secas de C. erectus); Grupo I
(Dexpantenol — Padréo), Grupo IV (FHFCF 10% - Formulacdo em creme do extrato
hidroalcodlico das folhas frescas de C. erectus), Grupo V (FHFCF 5% - Formulacdo em
creme do extrato hidroalcoodlico das folhas frescas de C. erectus) e Grupo VI (FHFCS 5%

- Formulacdo em creme do extrato hidroalcoolico das folhas secas de C. erectus), sendo
tratados diariamente durante 14 dias com + 95mg dos respectivos produtos. No 14° dia foi

realizada a avaliac@o dos tecidos e a area real das feridas foi mensurada.

2.12 AVALIACAO DO GRAU DE CONTRACAO (%) E MACROSCOPICA DOS MODELOS
EXCISIONAIS

Para avaliar a contracdo das feridas tratadas com os diferentes produtos, as mesmas

foram mensuradas utilizando um paquimetro digital (0-150 mm, Mitutoyo®). Utilizou-se a
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equagao formulada por Prata et al. (1988): onde A representa a area (mm?); “R”, o raio maior

7
T

e “r’, 0 raio menor.

A=n.R.r

O grau de contracdo expresso em percentual serd& mensurado pela equagdo proposta

por Ramsey et al. (1995), sendo: Wo = area inicial da ferida; Wi = area da final da ferida.
100 x (Wo — Wi)/ Wo = % de contragéo

As avaliacbes foram feitas pelo mesmo examinador, estando os animais sob
contencdo fisica. As feridas foram avaliadas também quanto a presenca de exsudato,

formacao de crosta, inicio da reepitelizacdo e presenca de fibrina.

2.13 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As feridas retiradas dos ensaios excisionais com aro de contengdo foram fixadas em
formalina tamponada neutra a 10% por um periodo de 24 horas. Em seguida, as amostras
foram desidratadas com etanol, clareada com xilol e infiltrada com parafina. Foram realizados
cortes de aproximadamente 5 pum de espessura e as amostras processadas de acordo com a
técnica histoquimica da hematoxilina/eosina. As laminas foram fotografadas no microscépio
Olympus BX-50 (Aumento de 100x), digitalizadas pelo programa DP2-BSW.

2.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos por média + desvio padrdo para cada grupo
experimental. Os dados foram avaliados por meio da anélise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias, seguido pelo teste de Tukey, considerando ****p<0,0001 como indicativos de
significancia estatistica quando comparados ao grupo controle. Os dados foram analisados

pelo programa GraphPad Prism versao Instant 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS
A partir da preparacdo dos extratos hidroalcoolico das folhas frescas e secas de
Conocarpus erectus foi calculado seus respectivos rendimentos (9,25% e 5,52%), no qual o

extrato hidroalcoolico das folhas frescas foi o que obteve maior rendimento (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento (%) dos extratos hidroalcodlico das folhas frescas e secas de Conocarpus erectus.

Extrato Rendimento
Folhas Frescas 9.25%
Folhas Secas 5.52%

Em geral, o rendimento dos extratos que sdo provenientes de espécies vegetais podem
apresentar variacOes devido aos métodos de extracdo (DINIZ et al., 2004). Segundo Sartorio
et al. (2000), no momento que o material vegetal € submetido ao processo de secagem,
ocorrera uma reducdo significativa da massa em relacédo a planta fresca, diminuindo assim seu
rendimento final.

ApOs a secagem, ocorrem desidratacdo e alteracdo da coloragcdo das folhas. Essa
modificacdo ocorre devido as reacdes quimicas e os pigmentos (clorofila e carotenoide), que
proporciona o escurecimento dos vegetais. Esses pigmentos sdao lipossollveis e sensiveis as
condicdes de secagem, ou seja, sofrem modificacdes quimicas devido ao aumento da
temperatura (CABRAL-MALHEIROS et al., 2010; SILVA et al., 2007).

3.2 PERFIL FITOQUIMICO — CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
A Tabela 2 mostra os resultados do perfil fitoquimico dos extratos hidroalcoolicos de

C. erectus por Cromatografia em Camada Delgada. Nesta analise, foram utilizados como

fase movel varios sistemas de solventes com diferentes polaridades.
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Tabela 2. Prospecgio fitoquimica dos extratos hidroalcodlico das folhas frescas e secas de C. erectus.

Metabolitos Padréges Reveladores Fase Mével/Proporgio Extrato Extrato
F. Frescas F. Secas
Taninos Acido Ténico Cloreto Cloroférmio: Metanol: + +
Férrico (1%) Agua (63:30:05)
Alcaloides Escopolamina Dragendorff Tolueno: Acetato de = :
Etila: Dietilamina
(10:20-10)
Flavonoides Quercetina NEU Acetato de Etila: Ac. + +
Fomico: Ac. Acético
glacial:Agua
(100:11:11:26)
Esterdides e Lupeol Liberman- Tolueno:Clorofémmio: + +
Terpendides Burchard Etanol (40:40:10)
Cumarina Acido KOH - Clorofémmio: Metanol: + *
Cumdrico ETOH (10%) Agua (01:0D)

(-) Nio detectdvel; (+) Presente.

Através dos resultados obtidos, verificou-se a presenca de terpendides/esteroides,
taninos, flavonoides e cumarinas, em ambos os extratos hidroalcodlicos. El-Kamali et al.
(2015) observaram a presenca de terpenddeis, flavonoides e taninos nos extratos etandlico e
aquoso de folhas C. erectus corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Segundo Matos (1997), a mesma espécie botanica coletada em regides diferentes pode
apresentar diferenca na sua composicdo quimica. Outro estudo realizado por Abdel-Hameed
et al. (2012) utilizando diferentes partes de C. erectus demonstraram que 0S cOmpostos
fendlicos, em especial taninos e flavonoides sdo os metabdlitos majoritarios presentes em
todas as fracBes do extrato metandlico, no qual conseguiram isolar e identificar rutina,

quercetina, catequina, acido galico e apigenina (derivados de flavonoide).

3.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES, TANINOS E
CUMARINAS

O teor de fendis e taninos totais foram maiores no extrato hidroalcodlico das folhas
frescas (46,07 e 42,18 mg EAT/qg, respectivamente). O extrato hidroalcodlico das folhas secas
apresentou maior teor de flavondides (15,23 mg ER/g), quando comparado com 0 extrato
hidroalcodlico das folhas frescas (9,86 mg ER/g). Os dois extratos apresentaram baixos teores

de cumarinas (tabela 3).
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Tabela 3: Determinacio dos contetidos de fendis totais, flavondides, taninos totais e cumarinas dos extratos
hidroalcodlico das folhas frescas e secas de C. erectus.

Extrato Fendéis  Totais Flavonoéides Taninos Totais Cumarinas
(mg EAT/g) (mg ER/g) (mg EAT/g) (mg EC/g)
Hidroalcoédlico 46.07 £3,02 9.86 +1.57 42.18+323 6.85+0.13
Folha fresca
Hidroalcodlico 3940+ 3.06 1523 +3.90 3861+275 6.31+0.54
Folha Seca

mg EAT/g = miligramas equivalentes de dcido tinico por grama de extrato.
mg ER/g = miligramas equivalente derutina por grama de extrato.
mg EC/g = miligramas equivalente de cumarina por grama de extrato.

Raza et al. (2016) realizaram a quantificacdo de fenois totais em diferentes partes da
espécie C. erectus utilizando o método de Folin-Ciocalteu e como padrdes acido galico e
catequina. O extrato etandlico das folhas apresentou alto teor de fendis totais (30,56 + 1,17
mg EAG/g e 58,23 mg EAC/g), corroborando com 0s nossos resultados.

Rajesh et al. (2016) determinaram o conteldo de taninos totais dos extratos aquoso
(25.85+1.45 mg EAT/qg), cloroférmio (24.46+£0.89 mg EAT/g) e metandlico (50.46+1.1 mg
EAT/g) das folhas de Terminalia catappa utilizando o método de Folin-Ciocalteu e o acido
tanico como padrdo. Esses resultados juntamente com os obtidos nesse trabalho mostram que
diferentes espécies da familia Combretaceae contem alto teor de taninos.

Outro estudo realizado com o extrato metandlico das folhas de C. erectus determinou o
teor de flavonoides pelo método de cloreto de aluminio usando como padrao rutina, revelando
gue o extrato obteve o resultado 27,0 £ 1,34 mg ER/g (Abdel-Hameed et al., 2013). A maioria
dos extratos polares sdo constituidos por compostos fenélicos, onde podemos encontrar uma
variedade de estruturas que possuem ao minimo um anel aromatico e um hidrogénio
substituido por um grupamento hidroxila. Os fendlicos sdo substancias sintetizadas por
plantas, mas que também podem ser originadas através do catabolismo dos aminoacidos
(SIMOES et al., 2010). Esses compostos sdo bastante conhecidos por possuir importantes
propriedades medicinais (BALASUNDRAM et al., 2006). Dentre os compostos fendlicos
podemos destacar uma variedade de compostos fragmentados em varias classes
(hidroxicinamico, &cido hidroxibenzdico, proantocianinas, antocianinas, flavonas, flavanonas,
flavonadis, isoflavonas, lignanas e estilbenos) (PANTELIDIS et al., 2007).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos evidenciar que o extrato
hidroalcodlico das folhas frescas possui uma maior quantidade de fendis e taninos totais,
provavelmente devido ao método de extracdo utilizado e a maior quantidade de 4gua presente
nas folhas. Enquanto que o extrato hidroalcodlico das folhas secas demonstrou possuir maior

eficiéncia na recuperacéo de flavonoides.
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3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE DPPH

A atividade antioxidante dos extratos hidroalccoolicos de C. erectus através do método
de sequestro de radicais livres DPPH, apresentaram os valores médios de CEsy para 0 método
de extracdo utilizando folhas frescas (51,89 + 2,94 pug/mL), folhas secas (55,10 + 1,97 pg/mL)
e acido ascorbico (13,04 pg/mL) (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlico das
folhas frescas e secas de Conocarpus erectus utilizando o radical livre

DPPH.
Extratos/Padrdes CEsp (ug/imL) =D.P.
Hidroalcodlico
Folha fresca 51.89+294
Hidroalcodlico
+
Folha seca 55,10+ 1.97
Acido ascérbico 13.04

CEsp = Concentragio que inibe 50% da concentragio inicial doradical DPPH

Eshwarappa et al. (2015) investigaram a propriedade antioxidante dos extratos
clorofémio, etandlico e aquoso das folhas de Terminalia chebula através do método de
sequestrar radicais livres DPPH, sendo o extrato etandlico o que apresentou maior capacidade
de sequestrar radicais livres, com CEsg de 96 + 2 pg/mL, seguido do extrato aquoso com CEsg
de 143 £06 pg/mL e cloroférmio com CEsp de 201 +03 pg/mL.

Vaérios estudos sugerem que existe uma relagcdo entre os teores totais de compostos
fenolicos e a capacidade antioxidante em diversas espécies de plantas (CAI et al., 2004,
KUMARAN et al., 2006). Os compostos fendlicos, incluindo os flavonoides e taninos,
derivados de produtos naturais, sdo considerados 0s principais constituintes responsaveis pela
atividade antioxidante de diferentes especies vegetais. A atividade antioxidante de compostos
fenolicos deve-se principalmente as suas propriedades redox, que Ihes permitem atuar como
agentes redutores, doadores de hidrogénio e sequestradores de oxigénio (RICE-EVANS et al.,
1996). Com o aumento de compostos fendlicos, também aumenta o numero de hidroxilas
disponiveis, consequentemente aumenta a possibilidade de doacdo de hidrogénios para os
radicais (RAJAEI et al., 2010).
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Estes compostos tém se destacado por apresentar inumeros efeitos benéficos
relacionadas a salde humana, tais como: atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana,
anticarcinogénica, antidiabética e cicatrizante (GUETENS et al., 2002; GALLI et al., 2005).
Portanto, a partir dos resultados observados neste trabalho, podemos sugerir que 0s extratos
hidroalcodlicos das folhas frescas e secas de C. erectus apresentaram relevante capacidade de

sequestrar radicais livres por conter um alto teor de compostos fendlicos.
3.5 AVALIACAO CITOTOXICA FRENTE AS LINHAGENS DE CELULAS VERO E RAW 264.7
O percentual de inibi¢do da viabilidade celular dos extratos hidroalcodlico das folhas
frescas e secas estdo apresentados na Tabela 5. Os extratos testados na concentragdo de 50

pg/mL ndo apresentaram citotoxicidade frente as linhagens Vero e RAW-264.7.

Tabela 5: Avaliagio da citotoxicidade dos extratos hidroalcodlico das folhas frescas e secas (50 pg/mL) de
Conocarpus erectus frente ds linhagens Vero e RAW-264.7.

Extratos % de inibicio (Vero) % de inibicio (RAW 264.7)
Hidroalcoélico
Folha fresca 152+1.1 218+21
Hidroalcodlico 240418 312409
Folha seca

Santos et al. (2013) investigaram a citotoxicidade dos extratos de Combretum rupicola
frente a células vero e concluiram que os extratos metanolico e cloroférmio ndo foram
considerados citotoxicos em todas as concentragdes utilizadas (0, 0.25, 2.5, 25 e 250 pug mL).

De acordo com Martins et al. (2009) os macrdfagos e os fibroblastos sdo células
fundamentais para a evolucdo de todo o processo cicatricial. Sendo os macrofagos os
principais responsaveis pela fase inflamatoria, contribuindo para o desenvolvimento do tecido
de granulacdo e desempenhar o processo de fagocitose das bactérias presente nas feridas. Por
outro lado, os fibroblastos tém como fungéo a sintese de elastina, fibronectina, proteases e
fibras colagenas, tornando-se encarregado pela remocéao do tecido desvitalizado presente nas
feridas e o remodelamento total da area lesionada (HILDEBRAND et al., 2005). Diante disto,
os extratos foram testados em dois tipos celulares que sdo importantes para o processo de
cicatrizacdo e os resultados mostraram que os extratos hidroalcoolico das folhas Conocarpus

erectus ndo foram citotdxicos frente as linhagens de Vero e RAW-264.7.
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3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS
DAS FOLHAS DE C. ERECTUS SOBRE LESOES CUTANEAS EM RATOS WISTAR.

3.6.1 Avaliacdo do grau de contracédo de ledes cutanea (%) em modelo excisional

Em relacdo a percentagem de contracdo das lesdes no modelo de ferida excisional, 0s
grupos tratados com FHFCS e FHFCF na concentracdo de 10%, e dexpantenol (5%) foram
estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle. O tratamento com FHFCS
apresentou percentuais de contragdo de 18,27%, 63,19%, 79,21% e 82,22% nos intervalos de
3, 7, 14 e 21 dias, respectivamente. Os animais tratados com FHFCF apresentaram maiores
percentuais de contracdo em comparagdo aos demais tratamentos, com 20,25%, 68,08%,

83,62% e 86,76% para os mesmos intervalos avaliados (figura 7).

Figura 7: Efeito cicatrizante das formulacbes semi-sélidas contendo o extrato hidroalcodlico das folhas seca
(FHFCS) e fresca (FHFCF) de Conocarpus erectus na concentracdo de 10% sobre lesdes cutaneas em ratos
Wistar utilizando o modelo de excisdo (n=5 animais/grupo).
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre grupos foram determinados por

meio da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey, ** p<0,01.

3.6.2 Avaliacdo dos aspectos macroscopicos e do grau de contragdo (%) de lesdes cutdnea em modelo

excisional com aro de contencao

Ao longo dos 14 dias de experimento a evolucdo das areas das lesdes foram analisadas
macroscopicamente, indicando uma melhor reepitelizacdo através dos tratamentos com

FHFCS e FHFCF em relacdo ao grupo controle (Figura 8).
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Do 1° ao 4° dia de tratamento com FHFCS e FHFCF foi observado a presencga de
hiperemia e edema moderado nas lesdes cutaneas, enquanto o grupo controle, tratado com
creme Lanette demonstrou hiperemia, exsudato e edema acentuado.

Apo6s a indugdo da lesdo cutédnea é formada uma solugdo constituida por coégulo,
fibrina e exsudato inflamatorio, originando a formagdo da crosta que recobrira a ferida
(SANTOS et al., 2006) .

Bates-Jensen (1998) descreveu em seu trabalho, que a presenca de exsudato pode ser
considerado normal durante as 48 ou 72 horas apds a indugdo da lesdo, caso contrério,
ultrapassando esse periodo sera reconhecido como um sinal de dano para o processo de
cicatrizacdo. A presenca de exsudato a partir das 72 horas contribuira para o crescimento de
microorganismo e desintegracdo do tecido de granulacéo.

No 7° dia, os grupos tratados com dexpantenol, FHFCS e FHFCF apresentaram crosta,
auséncia de hiperemia e edema, por outro lado, no grupo controle foi possivel observar pouca
guantidade de exsudato, apesar da formacéo de crosta. O aparecimento de crosta logo apds a
lesdo tecidual ocorre em razdo do contato com o ar, que promove 0 ressecamento da lesdo.
Sua principal funcdo é conter a hemorragia na area lesada e liberar mediadores quimicos
inflamatdrios, que por sua vez ira ativar os fatores de crescimento endotelial vascular e o
crescimento de plaquetas, importantes também no processo de angiogénese (ALVES et al.,
2011; REINKE et al., 2012).

No periodo entre o 9° e 14° dias, todos 0s grupos tratados apresentaram
desprendimento da crosta, sendo os tratamentos com FHFCS e FHFCF os primeiros que
apresentaram tecido cicatricial. Enquanto que os animais do grupo controle ainda

apresentavam fragmentos de crosta, caracterizando uma lenta formacao do tecido cicatricial.



Figura 8: Aspectos macroscopicos das lesdes cutdneas tratadas com creme Lanette,
FHFCS e FHFCF (5 e 10%) no 1° e 14° dia.
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Creme FHFCS 10%%
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Em relacdo a percentagem de contracdo das lesbes no modelo de ferida excisional
utilizando aro de contencéo, os grupos tratados com FHFCS e FHFCF nas concentragdes de 5
e 10% foram estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle. O tratamento com
FHFCS em ambas as concentracdes ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao
dexpantenol, onde apresentaram percentuais de contracdo de 85,31 e 88,83%,
respectivamente. Os animais tratados com FHFCF (5 e 10%) apresentram maiores percentuais
de contragdo em comparagdo ao dexpantenol, apresentando 92,33 e 92,58% de reducdo da

area da lesdo (Figura 9).

Figura 9: Efeito cicatrizante das formulacfes semi-solidas contendo o extrato hidroalcodlico das folhas seca
(FHFCS) e fresca (FHFCF) de Conocarpus erectus nas concentragdes de 5 e 10% sobre lesdes cutaneas em ratos
Wistar, utilizando o modelo com aro de contengdo (n=5 animais/grupo).
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre grupos foram determinados por
meio da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey, **** p<0,0001 e * nio significativo vs.
dexpantenol (5%).

Estes achados corroboram com outros estudos realizados com espécies da familia
Combretaceae. Estudos in vivo avaliaram a atividade cicatrizante da pomada produzida a
partir do extrato da casca de Terminalia catappa (Combretaceae) em lesbes induzidas em
ratos Wistar. O estudo revelou gque o tratamento com a pomada reduziu 97% a area das lesdes
cuténeas (KHAN et al., 2014).

Masoko et al. (2010) avaliaram os efeitos cicatrizantes dos cremes contendo 0s
extratos acetona das folhas de Combretum imberbe e Combretum nelsonii na concentragdo de
10 e 20% em leGes induzidas em ratos Wistar, onde verificaram que ambos 0s extratos

promoveram a aceleracdo da contracgao das ledes.
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Segundo Ghosh et al. (2012), os compostos isolados de plantas podem possibilitar a
contracdo das lesdes de forma mais eficaz e agil em relagdo a outros farmacos
comercializados, especialmente por estimular a proliferacdo de vérios tipos de células e
promover a epitelizagcdo consecutivamente.

As substancias provenientes de vegetais apresentam um excelente potencial na
aceleracdo da cicatrizacdo de feridas, sendo atribuida a sua magnifica atividade medicinal e a
presenca de metabdlitos secundarios, como os triterpenos, taninos e flavandides que podem
estar contidos nas partes anatdmica das plantas (ADIELE et al., 2014). Varios estudos tém
comprovado as propriedades farmacoldgicas dos taninos como sendo o principal responsavel
pela formacdo de uma barreira mecénica devido a precipitacdo das proteinas dos tecidos
lesados, formando um revestimento protetor que favorece a regeneracdo (HEIJMEN, 1997;
PANIZZA et al., 1998).

3.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Com relacdo as alteracdes no tecido cicatricial, foi observado que os animais tratados
com creme Lanette apresentram ruptura no tecido epitelial, caracterizando uma reepitelizacao
ndo continua e a reorganizacdo do tecido conjuntivo na regido cicatricial (Figura 10).
Entretanto, nos grupos tratados com FHFCS e FHFCF (5 e 10%) foi observado a
reepitelizacdo continua da regido cicatricial, reorganizacdo do tecido conjuntivo frouxo,
presenca de fibras colagenas com arranjo modelado proximo ao epitélio e grande
concentracdo de fibroblastos. O grupo tratado com dexpantenol (5%) apresentou
reepitelizacdo ndo continua da regido cicatricial, reorganizacdo do tecido conjuntivo e
presenca de fibras colagenas desorganizadas (Figura 10 e 11).

Li et al. (2011) investigaram o potencial cicatrizante dos taninos extraido da espécie
Terminalia chebula (Combretaceae) no tratamento de feridas cutaneas em ratos. Os resultados
demonstraram alteragdes semelhantes aos encontradas neste trabalho, como uma melhor
reepitelizacdo, proliferagdo de fibroblastos e moderada quantidade de fibras colagenas
organizadas, contribuindo para a aceleragdo do processo cicatricial. Dessa forma, podemos
sugerir que os grupos tratados com FHFCS e FHFCF em ambas as concentragdes
apresentaram uma melhor reepitelizacdo da regido cicatricial, possivelmente devido a
presenca de metabolitos secundarios, entre eles, os taninos que promove a formagdo de uma
barreira mecéanica no tecido lesado favorecendo a cicatrizacdo do tecido e a regeneracéo

celular.
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Figura 10. Cortes histolégicos dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional com
aro de contencéo corado com hematoxilina e eosina (HE 100 X).

Os grupos séo representados por (a) creme lanette, (b) FHFCS (10%), (c) FHFCF (10%), (d) dexpantenol (5%),
(E) FHFCF (5%) e (F) FHFCS (5%). Tecido epitelial (TE); Tecido conjuntivo (TC); Reepitelizacdo continua da
regido cicatricial (RRC); reepitelizacdo ndo continua da regido cicatricial (RNC).
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Figura 11. Cortes histoldgicos dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional com aro
de contencéo corado com tricomio de masson (100 X).

Os grupos sdo representados por (a) creme lanette, (b) FHFCS (10%), (c) FHFCF (10%), (d) dexpantenol (5%),
(E) FHFCF (5%) e (F) FHFCS (5%). Tecido epitelial (TE); Fibras colagenas (FC); Reepitelizagdo continua da
regido cicatricial (RRC); reepitelizagdo ndo continua da regido cicatricial (RNC).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

v

Os extratos hidroalcodlico das folhas secas e frescas de Conocarpus erectus

apresentaram, na triagem fitoquimica, taninos, flavonoides, triterpenos e cumarinas;

O extrato hidroalcodlico das folhas frescas de C. erectus apresentou maiores teores de
fendis e taninos totais, em relacdo as secas, apresentando maior capacidade de

sequestrar radicais livres DPPH;

Os extratos ndo apresentaram citotoxicidade frente as linhagens de células Vero e de
macrofagos (RAW-264.7);

As feridas tratadas com FHFCS e FHFCF (5 e 10%) apresentaram maior grau de

contracdo quando comparadas ao grupo controle;

Histopatologicamente, os grupos tratados com FHFCS e FHFCF (5 e 10%)
promoveram uma melhor reepitelizacdo tecidual, com presenca de fibroblastos e fibras
colagenas, caracterizando uma evolucdo mais rapida do processo cicatricial quando

comparados aos outros tratamentos;

Portanto 0 nosso estudo mostrou que a administracao topica das formulagdes contendo
extratos hidroalcodlicos das folhas secas (FHFCS) e frescas (FHFCF) de C. erectus
nas concentracdes de 5 e 10% auxiliam na aceleragdo do processo cicatricial,
sugerindo estar associado a antividade antioxidante dos metabdlitos secundarios

encontrados, tornando-se alternativas terapéuticas no reparo de leses cutaneas.
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