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RESUMO

Portulaca pilosa L. pertencente a familia Portulacaceae, é uma planta herbacea comum nas
Américas e, na Amazobnia é conhecida popularmente como amor-crescido. E usada
tradicionalmente no tratamento de queimaduras, brotoejas, picadas de insetos e na
cicatrizacdo de feridas. Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades cicatrizantes
topica ndo clinica do gel de P. pilosa a 10% (GPP) e do extrato propilenoglicolico de P.
pilosa (EPP) em ratos Wistar. Na analise do EPP por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
foi possivel detectar a presenca de acido galico na concentragdo de 2.135 + 0.081 mg/mL.
Para a atividade cicatrizante foram empregados ratos Wistar divididos nos seguintes grupos:
controle negativo (gel-veiculo — GVE, 150 mg/kg), controle positivo (fibrinase®- FIB, 100
U/kg), gel de Portulaca pilosa 10% (GPP, 150 mg/kg) e extrato propilenoglicolico de P.
pilosa (EPP, 150 mg/kg), que foram submetidos ao procedimento cirtrgico para a producao
da ferida e, durante 7 dias consecutivos foram tratados uma vez ao dia por via tdpica, periodo
em que foram avaliados macroscopicamente. O EPP modulou de maneira significativa a
resposta inflamatoria tecidual, apresentando baixo numero de células inflamatdrias no estudo
histopatologico. O tratamento com o EPP e com o GPP estimulou de maneira significativa a
angiogénese e esta resposta foi superior ao grupo fibrinase®. O tratamento com o EPP e com 0
GPP estimulou de maneira significativa a proliferacdo de fibroblastos. Os grupos tratados com
EPP e GPP apresentaram padrdo de organizacdo da epiderme e derme melhor que o grupo
controle, com processo inflamatorio leve, com proliferacdo de fibroblasto e aumento da
formacdo de fibras colagenas. Assim sendo, a partir dos resultados obtidos pode-se sugerir
que o marcador fitoquimico da espécie P. pilosa para a atividade cicatrizante € o acido galico
e, aliado aos achados macroscopicos e microscopicos desencadeados pelas aplicacdes topicas
do EPP e GPP, pode-se concluir que esta espécie vegetal apresenta atividade cicatrizante
topica, com grande potencial de uso, ja que nesta acdo farmacoldgica estd associada uma
possivel atividade anti-inflamatdria topica.

Palavras chaves: Portulaca pilosa L.. Cicatrizacdo. Fitoterapico. Inflamacéo. Histopatologia.



ABSTRACT

Portulaca pilosa L. belongs to the family Portulacaceae, is a common herbaceous plant in
Americas and in Amazon is popularly known as love-grown. It is used traditionally in the
treatment of burns, buds, insect bites and wound healing. This study aims to evaluate the non-
clinical topical healing activities of P. pilosa 10% gel (GPP) and P. pilosa propylene glycol
extract (PPE) in Wistar rats. In analysis of the EPP by high performance liquid
chromatography showed the presence of gallic acid at a concentration of 2,135 + 0,081
mg/mL. For the healing activity, Wistar rats were divided into the following groups: negative
control (GVE - vehicle, 150 mg/kg), positive control (Fibrinase®- FIB, 100 U/kg), Portulaca
pilosa gel 10%, (GPP, 150 mg/kg), and propylenglycollic extract of Portulaca pilosa (EPP,
150 mg/kg), which were submitted to the surgical procedure for wound production and were
treated for 7 consecutive days, one time a day by topical route, during which they were
evaluated macroscopically. EPP significantly modulated the tissue inflammatory response,
presenting low number of inflammatory cells in the histopathological study. Treatment with
EPP and GPP significantly stimulated angiogenesis and this response was superior to the
fibrinase® group. Treatment with EPP and GPP significantly stimulated the proliferation of
fibroblasts. The groups treated with EPP and GPP presented an organization pattern of the
epidermis and dermis better than the control group, with a mild inflammatory process, with
fibroblasts proliferation and increased formation of collagen fibers. Thus, from the obtained
results, it can be suggested that the phytochemical marker of the P. pilosa species for
cicatrizant activity is gallic acid and, together with the macroscopic and microscopic findings
triggered by the topical applications of EPP and GPP, it can be concluded that this plant
species has topical healing activity, with great potential for use, since this pharmacological

action is associated with a possible topical anti-inflammatory activity.

Key words: Portulaca pilosa L.. Healing. Phytotherapic. Inflammation. Histopathology.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, as plantas sempre estiveram ligadas a histéria da
civilizacdo humana, servindo como alimento e remédio para as suas enfermidades (Boletim
Planfavi, 2014). No Brasil, ha registros de que os primeiros médicos portugueses que vieram
para ca, diante da escassez na coldnia de remédios empregados na Europa, muito cedo foram
obrigados a perceber a importancia dos remédios de origem vegetal utilizados pelos povos
indigenas (BRASIL, 2012). Neste contexto, as plantas medicinais eram usadas para estancar
hemorragias e cicatrizar feridas (LIMA, 2009). As plantas tém imenso potencial no manejo e
tratamento de feridas, sendo um grande nimero delas utilizado tradicionalmente em muitos
paises para o tratamento de feridas e queimaduras (THAKUR et al, 2011).

O conhecimento etnobotanico e etnofarmacologico da populacdo brasileira séo
vantagens importantes no processo de desenvolvimento de programas e projetos de pesquisa
de plantas medicinais, que devem ser fortalecidos com maior apoio a pesquisa e
conhecimento para viabilizar uma industria forte e adequada de produtos naturais, que ndo
esteja em detrimento dos recursos utilizados, como agente de desenvolvimento econdmico e
social, que alcance um equilibrio com o ambiente (SILVA et al, 2001).

Em levantamento etnofarmacoldgico de Alves et al. (2006), no Estado do Amapé que
identificou as dez plantas medicinais mais utilizadas por quarenta e um curandeiros
tradicionais, dentre estes, parteiras, raizeiros, mateiros, benzedeiras e agricultores, observou-
se a relevante frequéncia de uso da P. pilosa em diferentes localidades. Houve vinte
indicagOes para feridas, quinze para inflamagGes gerais e vinte indicagdes para seis outras
patologias, ou seja, quase 50% dos curadores tradicionais utilizavam a P. pilosa para
cicatrizacao de feridas. O que motivou a realizacdo deste trabalho foi o interesse em investigar
as atividades cicatrizantes do extrato e do gel da espécie Portulaca pilosa L.

Outrossim, a P. pilosa é uma espécie cultivavel, o que pode possibilitar a producao de
fitoterapico sem prejuizo ao ecossistema natural. Uma planta de uso tradicional no Norte do
pais, esta contida na Renisus - Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de SaGde — SUS (BRASIL, 2009), bem como é utilizada em fitocosméstico,
nas preparacdes de xampu e condicionador indicado para queda de cabelo, e fitoterapico na
forma de gel, indicado como auxiliar no tratamento de queimaduras, brotoejas, picadas de
insetos e como cicatrizante. No entanto, na pesquisa bibliografica realizada ndo foram

encontrados estudos cientificos para tais fins terapéuticos.
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Assim, é de extrema importancia que se faca pesquisas para confirmar os verdadeiros
efeitos das plantas no organismo, uma vez que, podem existir efeitos indesejaveis. Também é
importante incentivar estudos etnobotéanicos e etnofarmacoldgicos para aumentar o conjunto
de informagdes sobre plantas medicinais, e ainda incentivar o uso sustentivel dessa
biodiversidade (FIRMO et al., 2011).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar as atividades cicatrizantes
topica do extrato propilenoglicélico e do gel de P. pilosa em feridas cutaneas de ratos, bem

como, avaliar fitoquimicamente o extrato propilenoglicdlico.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar as atividades cicatrizantes tdpica ndo clinica do gel e do extrato

propilenoglicolico de Portulaca pilosa L. em feridas cutaneas abertas em ratos Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

» Auvaliar a acéo cicatrizante do gel de Portulaca pilosa L. em ratos Wistar;

» Auvaliar a acdo cicatrizante do extrato propilenoglicélico de Portulaca pilosa L. em ratos
Wistar;

> Awvaliar fitoquimicamente o extrato propilenoglicélico de Portulaca pilosa L.;

» Realizar o estudo macroscopico das feridas tratadas, com o0 gel e extrato
propilenoglicolico de Portulaca pilosa L.;

» Realizar o estudo histopatoldgico dos tecidos das feridas tratadas com o gel e extrato

propilenoglicolico de Portulaca pilosa L.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 0 PROCESSO DE CICATRIZACAO

3.1.1 Fases do processo de cicatrizagao

O processo cicatricial compreende uma sequéncia de eventos moleculares e celulares
que interagem para que ocorra a restauracdo do tecido lesado. Desde o extravasamento de
plasma, com a coagulacdo e agregacdo plaquetaria até a reepitelizacdo e remodelagem do
tecido lesado o organismo age tentando restaurar a funcionalidade tecidual (MENDONCA,
COUTINHO-NETO, 2009). Este processo pode ser dividido didaticamente em trés fases
sobrepostas: inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (ISAAC et al 2010, LAUREANO;
RODRIGUES, 2011).

3.1.1.1 Fase inflamatoria

A primeira fase do processo de cicatrizacdo inclui uma etapa precoce caracterizada por
fendmenos vasculares, hemostase e coagulacdo e outra por mecanismos predominantemente
celulares (LAUREANO; RODRIGUES, 2011, OLIVEIRA; DIAS, 2012, SAINI et al., 2016).
Nos fenbmenos vasculares a agregacdo plaquetaria e a coagulacdo sanguinea geram um
tampdo, rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a
invasdo de microrganismos, organiza uma matriz proviséria necessaria para a migracdo
celular (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). Inimeros mediadores quimicos, das
células inflamatdrias, como os leucdcitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos
estdo presentes nos mecanismos celulares (MANDELBAUM, 2003).

Com a lesdo tecidual, h& liberacdo local de substancias com propriedades vasoativas
(histamina, serotonina e bradicinina) que causam vasodilatacdo e aumento de fluxo sanguineo
no local e, consequentemente, sinais inflamatérios como calor e rubor. A permeabilidade
capilar aumenta causando extravasamento de liquidos para o espaco extracelular, e
consequente edema (TAZIMA et al, 2008). Com extravasamento de sangue dos vasos
lesionados, plaquetas sdo ativadas pelas substancias da matriz extracelular que envolve o
endotélio, fazendo com que tenha inicio os processos de adesdo e agregacdo celular (LI et al.,

2007). Proteinas de adesdo, fatores de crescimento e proteases ativadas ditam o
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desenvolvimento das outras fases do processo cicatricial (MANDELBAUM et al., 2003,
LAUREANO; RODRIGUES, 2001).

As plaquetas secretam fatores como o fator de crescimento transformador beta (TGF-
B), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) fator de crescimento epidérmico
(EGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) que desempenham um papel vital para a
progressdao normal da cicatrizacgdo (BROUGHTON et al., 2006). As proteinas de adesdo
(fibrinogénio, fibronectina, trombospondina e fator de Von Willebrand) e ativacao de enzimas
(fator de Hageman) perpetuam a ativacdo e secrecdo plaquetarias, assim como a
transformacdo do fibrinogénio em fibrina, por parte da trombina produzida localmente
(ISAAC et al 2010).

Outros mediadores inflamatérios incluem os metabolitos do acido araquidénico
liberados pelas fosfolipases que iniciam reagfes complexas que levam a producdo de
eicosanoides, dentre estes: prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. A sintese de
eicosanoides segue uma de duas vias: a via da ciclo-oxigenase, que culmina na sintese de
prostaglandinas, e a via da lipo-oxigenase, que culmina na sintese de leucotrienos. As
prostaglandinas induzem a inflamacdo e potencializam os efeitos da histamina e de outros
mediadores inflamatorios. A histamina e os leucotrienos sdo complementares em suas agoes
no fato de que tém funcbes similares, afetam a permeabilidade vascular na resposta
inflamatéria (PORTH; MATFIN, 2008).

A fase celular da inflamacdo envolve a liberacdo dos primeiros elementos celulares a
alcancarem o local da ferida que sdo os leucécitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos,
linfécitos e os mondcitos, com a funcdo de desbridar as superficies da ferida, fagocitar as
particulas antigénicas e corpos estranhos. O pico de atividade dos polimorfonucleares ocorre
nas primeiras 24-48 horas ap6s o trauma, seguindo-se de um maior aporte de macrofagos
durante os dois a trés dias seguintes. O macrdfago, tambeém ativa os elementos celulares das
fases subsequentes da cicatrizagdo tais como fibroblastos e células endoteliais. O macréfago é
a célula inflamatdria mais importante dessa fase. Permanece do terceiro ao décimo dia.
Fagocita bactérias, desbrida corpos estranhos e direciona o desenvolvimento de tecido de
granulacdo (MANDELBAUM et al., 2003, TAZIMA et al., 2008).

3.1.1.2 Fase proliferativa

O segundo estagio do processo de cicatrizacdo é a fase de proliferacdo, que se

caracteriza por fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. Na fibroplasia ocorrerdo migracéo e
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proliferacdo de fibroblastos, concomitante a sintese de novos componentes da matriz
extracelular (ISAAC et al., 2011). Este processo ocorre geralmente 2 dias a 3 semanas apos a
lesdo e resulta no tecido de granulacdo no espaco da ferida. A granulacdo é o efeito de
fibroblastos e macréfagos que fornecem uma fonte continua de fatores necessarios para
estimular a angiogénese e fibroplasia. Isso resulta num leito de coldgeno que ajuda a
preencher o defeito em torno das bordas da ferida e novos capilares séo produzidos (MAYET
etal., 2014).

A angiogénese € etapa fundamental do processo de cicatrizacdo, na qual novos vasos
sanguineos sdo formados a partir de vasos preexistentes. Os novos vasos participam da
formacdo do tecido de granulagdo provisorio e suprem de nutrientes e de oxigénio o tecido em
crescimento (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). A sintese de colageno é dependente
da oxigenacéo das células, da hidroxilagdo da prolina e lisina, reacdo essa mediada por uma
enzima produzida pelo préprio fibroblasto, em presenca de co-enzimas (vitaminas A, C e E),
ferro, testosterona, tiroxina, proteinas e zinco. O colageno é o material responsavel pela
sustentacdo e pela forca tensil da cicatriz, produzido e degradado continuamente pelos
fibroblastos. Inicialmente, a sintese de colageno novo é a principal responsavel pela forca da
cicatriz, sendo substituida ao longo de semanas, pela formacéo de ligacGes cruzadas entre 0s
feixes de colageno (TAZIMA et al. 2008).

O queratindcito é um componente celular principal da epiderme, responsavel pela
restauracdo da epiderme apds a lesdo através de um processo denominado epitelizacdo tem
papel na reorganizacdo da matriz extracelular (ISSAC et al., 2011; PASTAR et al., 2014).

3.1.1.3 Fase remodelacao

A maturacdo da ferida tem inicio durante a 3% semana e caracteriza-se por um aumento
da resisténcia, sem aumento na quantidade de colageno. H4 um equilibrio de producéo e
destruicdo das fibras de coldgeno neste periodo, por agdo da colagenase. O desequilibrio desta
relacdo favorece o aparecimento de cicatrizes hipertroficas e queldides (TAZIMA et al.,
2008). Moléculas de colageno comegam a se formar, sofrem mais modificacfes e comecam a
formar-se uma estrutura helicoidal tripla caracteristica. O coladgeno é liberado no espaco
extracelular em que estaveis ligacbes cruzadas sdo formadas. Como colageno amadurece no
local da ferida mais e mais ligagdes cruzadas intramoleculares e intermoleculares séo
formadas (MAYET et al., 2014).
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3.1.2 TIPOS DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

Normalmente, cicatrizacdo de feridas dura até 2 anos, porém fatores nutricionais e
metabolicos, tais como desnutricdo, atrasam a cicatrizacdo. Uma dieta nutricional seria
provavelmente benéfica nestas condi¢des. Outros fatores que influenciam a cicatrizagdo de
feridas sdo a tensdo de oxigénio nos tecidos, o estado hemodinamico e os efeitos de
substancias como cortisona, vitaminas A e C e zinco (HEUGHAN; HUNT, 1975). Para Porth
e Matfin (2010) o objetivo principal do processo de cicatrizacdo é preencher o espaco criado
pela destruicdo tecidual e restaurar a continuidade estrutural lesada, desta forma, o reparo do

tecido conjuntivo ira forma a cicatriz que pode acontecer de 2 formas:

3.1.2.1 Cicatrizacdo por primeira intencdo: ocorre quando as bordas sdo aproximadas,
havendo perda minima de tecido.
3.1.2.2 Cicatrizagdo por segunda intencdo: ocorre uma perda maior de tecido onde as bordas

da ferida ficam afastadas.

3.1.2 Pesquisas com cicatriza¢do em ratos

A cicatrizagdo € uma cadeia de eventos altamente complexa e, embora nunca seja
possivel eliminar o risco de sofrer uma ferida, o arsenal clinico continua a se expandir com
métodos para controla-la (CHILDS; MURTHY, 2017). Desse modo, varios estudos tém sido
realizados mostrando diferentes formas terapéuticas para a cicatrizagdo de feridas em ratos.
Recentemente, estudo com lucidone, uma ciclopentenodiona de ocorréncia natural,
demonstrou resposta especifica sobre a proliferacdo celular, migracdo de queratindcitos,
fibroblastos e células endoteliais desencadeando a angiogénese em feridas provocadas em
ratos através da ativacdo das metaloproteases que desencadeiam a cascata de sinalizacéo
molecular (PI3K/AKT, Wnt/B-catenina e NF-kappa B) (YANG et al., 2017).

Em feridas provocadas no dorso de ratos diabéticos, o potencial terapéutico de um
analogo ao agonista do receptor peptidico glucagon de tipo 1 (Glp-1) exendina-4 (Ex4; 0,5
mg/kg/d, i.p.), por 2 semanas, atenuou a resposta inflamatoria e melhorou a angiogénese
durante a fase de proliferacdo precoce da cicatrizagcdo de feridas, a0 mesmo tempo que
melhorou a regeneracdo mediada pelo TGF- B/metaloproteinase durante a fase de maturacéo
(ROAN et al., 2017).
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Kim et al., (2017) aplicaram compressas de nanofibras associada a proteina adesiva de
mexilhdo - MAP e policaprolactona - PCL na cicatrizacdo de feridas cutaneas, as quais
mostraram regeneracdo acelerada num modelo de cicatrizacdo de feridas de pele de rato, o
que pode ser atribuido a um ambiente altamente compativel para o crescimento de
queratindcitos, capacidade de captar fatores inerentes ao crescimento e capacidade de
absorcdo de exsudado. Assim, as nanofibras misturadas com MAP podem também ser
potencialmente exploradas para diversas aplicacdes de regeneracao de tecidos.

Um estudo com tensoativo lipopeptideo microbiano com propriedades antimicrobiana,
anti-ruga, hidratante e anti-radicais livres, foram introduzidos com seguranga em produtos
dermatoldgicos, por apresentarem baixa citotoxicidade em células humanas. O potencial
cicatrizante desse biossurfactante de lipopeptideo de Bacillus subtilis (SPB1) foi avaliado em
feridas induzidas por excisdo em ratos. Os resultados para cicatrizacdo com a aplicacao topica
do gel de SPB1 no local da ferida a cada dois dias, aumentou significativamente a
percentagem de contracdo da ferida. No décimo terceiro dia os animais apresentaram ferida
totalmente re-epitelializada com perfeita regeneracao epidérmica (ZOUARI, et al., 2016).

Um estudo randomizado com aplicacdo de polidesoxirribonucleotideo (PDRN), em
ratos machos com idades de 8 semanas e, que receberam laser, mostrou que promove a
cicatrizagdo de feridas aumentando a angiogénese e aumentando as taxas de crescimento de
fibroblastos, evidenciando a espessura do tecido de granulacdo significativamente superior &
do grupo de controle (YU; LEE, 2016).

Pesquisadores investigaram as propriedades cicatrizantes do extrato hexanico do
rizoma de Curcuma purpurascens (HECP) com a administracdo topica em feridas excisional
em ratos. Os resultados revelaram significativa reducdo da largura da cicatriz correlacionada
com aumento do conteddo de colageno e células fibroblasticas, acompanhada pela reducédo
das ceélulas inflamatdrias no tecido de granulacdo. Ao nivel molecular, o HECP facilitou o
processo de cicatrizacdo das feridas através da regulacdo negativa de Bax e da regulacdo
positiva da proteina Hsp70 no local da ferida. A formacdo de novo vaso sanguineo foi
observada na coloracdo tricrébmica de Masson de feridas tratadas com HECP (100 e 200 mg /
kg). Além disso, a administracdo de HECP causou um aumento significativo nas atividades
antioxidantes enzimaticas e um declinio na peroxidacéo lipidica. Ou seja, 0 HECP acelerou o
processo de cicatrizagdo de feridas em ratos através de atividade antioxidante, efeito de
angiogénese e respostas anti-inflamatorias envolvendo Hsp70 / Bax. (ROUHOLLAMHI et al.,
2015).



22

CMC2.24, uma curcumina quimicamente modificada, foi testada na cicatrizagdo de
feridas cutaneas de ratos diabéticos, melhorando significativamente a contracdo da ferida.
Estudos adicionais indicaram a eficacia da CMC2.24 durante periodo de tempo mais
prolongados de até 30 dias (ZHANG et al., 2016). Também em ratos diabéticos, o gel com
extrato bruto da casca de Stryphnodendron adstringens a 1% foi avaliado. O extrato bruto
estimulou principalmente a migracdo celular e a proliferacdo de queratindcitos no inicio do
tratamento e, atuou na reparacdo de tecidos, estimulando a producéo de fibras colagenas no
local da ferida. O extrato bruto favoreceu a formacdo da matriz extracelular deixando mais
organizada e, preencheu toda a extensdo da ferida e também promoveu a regulacdo da ciclo-
oxigenase-2 e do fator de crescimento endotelial vascular, que sdo essenciais para 0 processo
de cicatrizacdo. Estas acdes do extrato bruto em feridas diabéticas sdo provavelmente devidas
a presenca de proantocianidinas (PINTO et al., 2015).

Pesquisadores desenvolveram uma nova cobertura composta de camada esponjosa de
acido hialurénico (HA) contendo componentes bioativos. O curativo para feridas preparado
pelo método de liofilizacdo tem uma estrutura de duas camadas: uma camada superior
composta de HA (HMW-HA) de elevado peso molecular reticulado e uma camada inferior
composta de HA de baixo peso molecular (LMW-HA) contendo arginina (Arg), fosfato de
ascorbil de magnésio (derivado de vitamina C: VC) e fator de crescimento epidérmico (EGF),
denominado como curativo EGF. O potencial de cada curativo para feridas foi avaliado em
testes em animais utilizando ratos Sprague Dawley (SD) e ratos com diabetes induzida. Os
resultados mostraram que tanto o curativo livre de EGF como o curativo EGF diminuiram o
tamanho da ferida e promoveram a formacéo de tecido de granulagdo associada a angiogénese
mais eficazmente quando comparada com o grupo controle. Em particular, o curativo EGF
tem maior potencial para cicatrizacdo de feridas quando comparado com curativo sem EGF
(SHIMIZU et al., 2014).

Eleutherine indica L. tem sido utilizada para cicatrizacdo de feridas na medicina
popular. O extrato metandlico de E. indica apresentou atividade cicatrizante em lesdo cutanea
de ratos Wistar, comprovada pela analise histopatoldgica e western blot. O extrato metandlico
de E. indica apresentou atividade acelerando a cicatrizacdo das feridas, evidenciado pela
rapida taxa de contracdo da ferida e maior teor de hidroxiprolina no tecido de granulacédo. O
ensaio de western blot revelou a propriedade do extrato metandlico de E. indica de estimular
a producdo de colageno mediada pela proteina Smad. O estudo revelou que E. indica promove
a cicatrizacdo de feridas através do aumento da producédo de coldgeno mediada por Smad no
tecido de granulacgéo das feridas (UPADHYAY et al, 2013).
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O extrato metandlico das folhas de Alternanthera brasiliana (Familia:
Amaranthaceae) foi avaliado na cicatrizacdo de feridas em ratos sprague dawley
envelhecidos. Em comparagdo com o grupo controle, a porcentagem de contracdo da ferida
foi significativamente maior no grupo tratado com A. brasiliana (pomada a 5% p/p). Os teores
de colageno, elastina e hidroxiprolina do tecido de granulacdo do grupo tratado com A.
brasiliana aumentaram significativamente em relagdo ao grupo controle, indicando a
atividade cicatrizante da planta. Estes achados também foram confirmados pelo estudo
histopatologico (BARUA et al., 2012).

Estudos realizados com taninos extraidos dos frutos verdes de Terminalia chebula em
feridas cuténeas de ratos, mostraram percentagem superior de contracdo da ferida, formacéo
do tecido de granulacédo e organizacdo das fibras colagenas no grupo tratado com taninos em
relacdo ao grupo controle. Assim, concluiram que os taninos dos frutos de T. chebula Retz
promove a cicatrizacdo cutanea em ratos, provavelmente devido a atividade anti-bacteriana e
angiogénica (LI et al., 2011).

Shivhare et al. (2010) avaliaram o potencial cicatrizante do extrato metandlico dos
frutos de Trichosanthes dioica em feridas por excisdo e incisdo em ratos. Observaram efeito
cicatrizante significativo, quando comparado ao grupo controle. Todos os parametros, tais
como: contragdo da ferida, periodo de epitelizacdo, teor de hidroxiprolina, resisténcia a tracéo
e estudos histopatologicos mostraram alteracfes significativas em relagdo ao grupo controle,
demonstrando o potencial cicatrizante deste extrato.

As feridas, cronicas e agudas, continuam sendo motivos de grande preocupacdo e
quando se avalia as condigdes socioecondmicas. Como tal, as tecnologias desenvolvidas em
muitos ramos dentro das ciéncias e das engenharias séo incorporadas constantemente em
terapias inovadoras para a aplicacdo na cicatrizacdo de feridas. Embora muitas dessas terapias
sejam experimentais, elas resultaram em novos insights sobre a fisiopatologia da cicatrizacdo
de feridas e, por sua vez, no desenvolvimento de tratamentos mais especializados para estados

de cicatrizagdo de feridas normais e anormais (ZIELINS et al., 2014).
3.2 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE CICATRIZANTE
Diversos estudos bioldgicos ja foram conduzidos para avaliar a acdo cicatrizante em

diferentes espécies vegetais (AGYARE et al.,, 2016, SAINI et al., 2016). Plantas com

atividade cicatrizante podem ter acdo direta na cicatrizacdo de feridas, da mesma forma como
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extratos de plantas com agdo antimicrobiana podem evitar a contaminagdo das lesoes
(CSUPOR et al., 2010).

A Aloe vera € reconhecida como estimulante da proliferacdo de fibroblastos,
angiogénese, producdo de diversos fatores de crescimento, sintese dos componentes da matriz
extracelular e pelo aumento da quantidade de ligacBes cruzadas entre as moléculas de
colageno na pele (TAKAHASHI, 2009; ATIBA, 2011; TARAMESHLOO, 2012).

Resultados obtidos com pomada do extrato metandlico das folhas de Pupalia lappacea
mostraram aumento significativo na porcentagem de contracdo, repitelizacdo e resisténcia a
tracdo da ferida em ratos quando comparado aos grupos controle, bem como apresentou
atividade antibacteriana, contra P. aeruginosa, S. aureus e B. subtilis. Os animais nao
apresentaram sinais de toxicidade ao receberem 2.000 mg/kg do extrato administrado por via
oral. Ou seja, validaram o uso desta planta da medicina tradicional para o tratamento de
feridas (UDEGBUNAM et al., 2014).

Napoleona vogelii foi outra planta investigada pela sua propriedade cicatrizante. Neste
estudo, o extrato de suas folhas apresentou efeito cicatrizante significativo quando utilizado
topicamente em feridas provocadas em ratos albinos adultos, comparando aos grupos
controle. A analise fitoquimica do extrato revelou varios constituintes bioativos incluindo
glicosideos, taninos, alcaloides, terpenoides, saponinas, esterdides, proteinas e carboidratos.
Concluiram que o extrato de folha de N. vogelii contém compostos bioativos potentes com
atividade na cicatrizacdo de feridas, confirmando seu uso em feridas na medicina tradicional
(ADIELE et al., 2014).

Dwivedi et al. (2015) investigaram a cicatrizagdo de feridas em ratos Wistar, atividade
antimicrobiana e antioxidante do extrato metandlico das folhas de Pongamia pinnata, por via
oral, e obtiveram como resultados a maior porcentagem de contracdo da ferida, aumento da
resisténcia a tracdo, resisténcia a ruptura, aumento das expressdes de hidroxiprolina e
hexosamina. Potente atividade antioxidante por inibi¢cdo da peroxidagdo lipidica, reducdo do
nivel de glutationa e aumento da atividade da catalase. Niveis de TNF-alfa e de IL-6
aumentados foram observados com o tratamento com P. pinnata e atividade antimicrobiana
significativa contra S. aureus e C. albicans. Os resultados indicaram que o extrato de P.
pinnata apresenta potente capacidade de cicatrizacdo de feridas.

Um estudo avaliou os efeitos sobre a cicatrizacao de feridas com a aplicacédo tdpica de
uma emulséo contendo o extrato padronizado das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess
(Clusiaceae) em ratos. No 14° dia, os animais tratados com a emulsdo exibiram reducéo de

90,67% das areas da ferida. A avaliacdo histoldgica revelou que no 21° dia, o grupo tratado
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com a emulséo apresentou aumento significativo dos fibroblastos em comparagdo com 0s
outros grupos (LORDANI et al., 2015).

Estudos com o gel contendo extrato aquoso de Leptadenia reticulata a 10% em inciséo
e queimaduras em ratos, mostrou um importante papel na atividade cicatrizante de feridas
confirmado em estudos histopatolégicos (SNEHA et al., 2016). Outro gel estudado, foi o gel
do extrato bruto de Poincianella pluviosa, o qual promoveu a regulacdo de proteinas,
estimulou a migracdo de queratindcitos e ajudou a acelerar os processos envolvidos na
cicatrizacdo, promovendo angiogénese precoce, 0 que levou a um aumento da superficie re-
epitelializada, com significativa atividade mitdtica. A maturacdo das fibras de colageno
também foi aumentada, o que afetou beneficamente a matriz extracelular (BUENO et al.,
2016).

Um estudo com a utilizagdo topica da pomada contendo o pé da casca de Caesalpinia
ferrea apresentou eficiéncia significativa no auxilio da reparacdo cicatricial de feridas
cutaneas de caprinos (OLIVEIRA et al., 2010). Enquanto que, Kobayashi et al (2015)
analisaram a composicéo fitoquimica do extrato etandlico dos frutos de C. ferrea e obtiveram
acucares redutores, fendis e taninos, sesquiterpenolactonas e outras lactonas, e antraquinonas
como resultado. O mesmo extrato foi usado nas concentragdes 12,5% e 50% para 0
tratamento de feridas cutdneas em ratos para avaliar 0 processo de cicatrizagdo macro e
microscopicamente e o extrato etanolico de C. ferrea a 12,5% foi significativamente mais
eficiente do que a 50%.

Das plantas estudadas no Brasil merecem destaque as que possuem efeito cicatrizante
Stryphnodrendron adstringens (Mart.) Coville (ARDISSON et al., 2002), Aloe vera (L.)
Burman f, Calendula officinalis L, Caesalpinia ferrea Mart. e Schinus terebinthifolius Raddi,
que possuem suas preparacdes padronizadas no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2011) (quadro 1) e, as espécies Anacardium occidentale L. (SCHIRATO
et al., 2006) e Arrabidaea chica Verlot. (ARO et al., 2013) por configurarem na Relacdo de
Plantas de Interesse do SUS - RENISUS, e por possuirem publicacdes cientificas
comprovando a atividade cicatrizante, bem como, a Portulaca pilosa L. por ser usada

tradicionalmente no tratamento de feridas.
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Quadro 1. Plantas medicinais contidas no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira usadas

para tratar feridas, reconhecidas pela Anvisa

Nome cientifico Nome popular Parte usada Indicacdes (uso externo)

Aloe vera (L.) Burman f Babosa. Folhas Cicatrizante.

Arnica montana L. Arnica Folhas Anti-inflamatério em contusdes e
distensBes, nos casos de equimoses e
hematomas.

Caesalpinia ferrea Mart. Jucd Fava Cicatrizante e antisséptico.

Calendula officinalis L. Caléndula Folhas Anti-inflamatério e cicatrizante.

Cordia verbenacea DC. Erva-baleeira. Folhas Anti-inflamatoério.

Lippia sidoides Cham. Alecrim- Folhas Anti-inflamatério,  antisséptico  da

pimenta. cavidade oral e nas afec¢des da pele e
couro cabeludo.

Malva grossheimii ljin. Malva Folhas e flores | Anti-inflamatério e antisséptico da

secas cavidade oral.

Plantago major L. Tanchagem, Folhas Anti-inflamatério e antisséptico da

tansagem e cavidade oral.
tranchagem.

Punica granatum L. Roma. Casca do fruto | Anti-inflamatério e antisséptico da
cavidade oral.

Salvia officinalis L. Salvia. Folhas Anti-inflamatorio e antisséptico da

cavidade oral.

Schinus terebinthifolius | Aroeira-da-praia. | Cascas do | Anti-inflamatério e cicatrizante
Raddi caule. ginecoldgico.

Stryphnodendron Barbatiméo Casca do | Cicatrizante.

adstringens (Mart.) Coville caule.

Fonte: Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, BRASIL, 2011.

Segundo Panizza et al., (2012) os constituintes fitoquimicos sdo metabolicos

secundarios responsaveis pela atividade bioldgica das plantas medicinais. Plantas ricas em

taninos sdo empregadas tracionalmente no tratamento de diversas patologias, dentre elas, as

feridas. O tanino ajuda no processo de cura das feridas, queimaduras e inflamacdes através da

formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a

pele ou mucosa danificada (SIMOES et al.,, 2001). As atividades antioxidante e

antimicrobiana apresentadas pelos extratos polares parecem ser devidas a constituicao e teor

de compostos fenolicos da classe dos taninos presentes na casca de S. adstringens (SOUZA,

2007).
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O extrato etandlico das folhas de Chrysophyllum cainito foi padronizado em termos de
seu contetido em &cido galico (um composto fenolico com propriedade cicatrizante) utilizando
uma técnica de HPTLC validada. A atividade antioxidante das folhas de C. cainito também
foi avaliada in vitro. A aplicacdo topica revelou o potencial cicatrizante de feridas em ratos
albinos Wistar machos ao comparar com os grupos controle (SHAILAJAN; GURJAR, 2016).

Os efeitos do é&cido galico (AG, éacido 3,4,5-trihidroxibenzéico, um composto
polifendlico derivado de plantas) sobre o processo de cicatrizagdo em condi¢es normais e
hiperglicidica, similar ao diabetes, em queratindcitos e fibroblastos humanos, revelam que AG
é um potente antioxidante que diretamente regula a expressdo de genes antioxidantes. Além
disso, AG acelera a migragéo celular de queratindcitos e fibroblastos em condigdes normais e
hiperglicidica. Além disso, fatores ativados no tratamento com AG conhecidos por serem
marcadores da cicatrizacao de feridas, tais como cinases de adesédo focal (FAK), quinases N-
terminais c-Jun (JNK) e quinases reguladoras de sinal extracelular (Erk), sustenta o papel
benéfico de AG na reparacdo de feridas, demonstrando que AG pode ser um agente viavel
para a cicatrizacdo de feridas e possui potencial para o tratamento de feridas resultantes de
complicacdes metabdlicas (YANG et al., 2016).

Além dessas plantas, existem diversos produtos de origem natural que tiveram sua
atividade cicatrizante comprovada cientificamente, como o 6leo de Copaifera sp, (VIEIRA et
al., 2008, CORREIA et al., 2008, MENDONCA; ONOFRE, 2009, ESTEVAO et al., 2009,
GARCIA; YAMAGUCHI, 2012), o fruto de Cacarica papaya (LEITE et al.,, 2012, DE
BRITO; DE LUCENA FERREIRA, 2015), o ¢leo de girassol (CARVALHO, 2014), o extrato
da casca do fruto de P. granatum (NAYAK et al., 2013, ZEKAVAT et al., 2016), ou seja, ha
um mercado crescente nesta area e interesse no desenvolvimento de pesquisas que
comprovem a eficacia de produtos de origem natural, inclusive fitoterapicos com atividade
cicatrizante de feridas como alternativa de tratamento, a fim de garantir acesso com seguranca
e qualidade. Melhor seria se os produtos originados fossem da biodiversidade amazonica uma

vez que agregaria valor socio-econdmico na regido.

3.3 O GENERO Portulaca

O género Portulaca inclui plantas herbaceas, carnosas, anuais ou perenes, com folhas
alternadas, inflorescéncia em cimeira, 2 sépalas, 4 a 5 pétalas livres, estames geralmente
numerosos, ovério infero e fruto capsula com deiscéncia longitudinal ou transversal. E

amplamente distribuido nos neotrépicos e regides tropicais e subtropicais da Africa,
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ocorrendo também algumas poucas espécies na Australia, Europa e Asia (COELHO;
GIULETTI, 2010a).

No Brasil, o género inclui 13 espécies e uma ampla distribuicdo, ocorrendo em todas
as regides, porém com maior concentracdo e diversidade nas regides Nordeste e Sudeste,
especialmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. As espécies
sdo encontradas nos mais variados ambientes, especialmente em areas abertas, campos
arenosos e solos pedregosos do campo rupestre (COELHO; GIULETT]I, 2010b).

3.4 ESPECIE Portulaca pilosa

A P. pilosa L. (figura 1) é uma planta cultivavel pertence a familia Portulacaceae,
conhecida popularmente como amor-crescido herbacea, prostrada que apresenta folhas
carnosas lanceladas, possui flores parpuras em cachos terminais sendo comum nas Américas
(MENDES et al., 2011), com distribuicdo geogréafica na Argentina, Belize, Bolivia, Caribe,
Chile, Coldmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Groelandia, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Panama, Peru, Africa do Sul, EUA, Venezuela (CARVALHO,
2011). No Brasil tem ocorréncia confimada nas regides Norte, Nordeste e Centro-oeste
(PORTULACEAE, 2017).

FIGURA 1. Parte aérea da espécie vegetal Portulaca pilosa L.
Foto: Autora, 2015.

A descricdo macroscépica da P. pilosa refere ser uma erva com caule geralmente

prostrado, ramos 5 a 15 cm de comprimento, verdes, muito ramificado, tricomas axilares 4
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mm comprimento, multisseriados, interaxilares, conspicuos, lanosos, esbranquicados (Figura
2). Folhas com peciolo 1,5 a 2 mm, cilindrico; limbo 12 a 24 x 1 a 2 mm, linear-lanceolado,
subglobosos, nervura central ndo evidente; base atenuada; apice agudo; margem inteira sem
bordo esbranquicado; glabras; persistentes; folhas involucrais 5 a 10 por inflorescéncia, 15 a
20 x 1 a 2 mm, linear-lanceolada; base arredondada; apice agudo; margem inteira sem bordo
esbranquicado; glabras. Inflorescéncia 3 a 7 flores, cada uma abrindo de uma vez. Flores
sésseis com 0,4 a 0,8 cm de didmetro; sépalas 5 a 7 mm de comprimento, glabra, dorso
cdncavo, apices agudos; pétalas 5, purpdreas; lamina obcordada 4 a 8 mm, apice emarginado;
estames 15 a 20; filetes 2 a 3 mm de comprimento, anteras 0,8 a 1 mm de comprimento;
estilete 1,5 a 3 mm comprimento, ramos estigmaticos 4 a 5, 1,5 a 2,0 mm compr. Pixidio 3a 5
mm comprimento (Figura 3), pedicelado, pedicelo 0,5 mm, opérculo conico 1 a 2 mm alt.
Sementes 10 a 15 por fruto, negras, opacas, 0,5a 0,7 mm (COELHO e GIULETT]I, 2010).



Figura 2. Exsicata da espécie vegetal Portulaca pilosa L.
Fonte: ABBOTT, 2015.
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Figura 3. Portulaca pilosa L. 39. Habito; 40-41. Folhas; 42.
Pixidio.
Fonte: COELHO; GIULETTI, 2010.
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3.4.1 Aspectos quimicos e farmacoldgicos de Portulaca pilosa L.

Segundo Vieira (1991), a Portulaca pilosa L. tem como constituintes: mucilagem,
vitaminas A, B1, B2 e C. Os testes quimicos mostraram-se positivo para flavonoides,
mucilagem e taninos (CALDAS; MORAES, 2003). A prospeccao fitoquimica revelou a
presenca de agucares redutores, fendis e taninos, esteroides e triterpenoides, glicosideos
cardiacos e carotenoides no extrato etanolico seco de P. pilosa (MENDES et al., 2011).

As propriedades da vitamina A tém sido utilizadas na medicina, sobretudo no
tratamento de distdrbios cutdneos, como acne e seborréia. A vitamina C (acido ascorbico) €
essencial para o crescimento e para as forcas das fibras no tecido subcutaneo, cartilagem,
0ssos e dentes (MANN, 2009). Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina
tradicional no tratamento de diversas patologias como diarréia, reumatismo, hemorragias,
feridas e queimaduras (PANIZZA; VEIGA; ALMEIDA, 2012). Baurin et al. (2002)
mostraram que o extrato de P. pilosa sobre cogumelos apresentou 93% de atividade de
inibicdo da tirosinase, sendo Gtil no desenvolvimento de agente para clareamento da pele.

Pesquisa ndo clinica realizada pela Central de Medicamentos-CEME sob o Parecer
Técnico n® 007/91 com o objetivo de avaliar farmacologicamente o extrato de P. pilosa,
obteve como resultado que o extrato aquoso e hidroalcéolico da planta, quando administrados
por via oral, ndo apresentaram qualquer toxicidade, ao passo que na administracdo
intravenosa foi evidenciado efeito toxico. A preconizada atividade antipirética foi observada
nos animais que receberam o extrato intraperitonealmente, ao passo que nos tratados por via
oral o extrato ndo foi capaz de reduzir a hipertermia. Foi confirmada a atividade anti-
inflamatoria da P. pilosa, mediante avaliacdo da atividade antiedematogénica e da inibi¢éo do
aumento da permeabilidade vascular. E, por fim, foi evidenciada, apos realizacdo de testes

especificos, a sua atividade antiespasmodica (BRASIL, 2006).

Pesquisa de Mendes et al. (2011) com o extrato etandlico seco de P. pilosa L. revelou
que possui entre moderada e boa atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa.
Portanto, tém potencial para ser usado na producéo de fitoterapicos contra infeccdes causadas

por microrganismos gram-negativos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E CONSIDERACAO ETICA

O estudo experimental controlado, quantitativo, ndo clinico e randomizado, foi
conduzido no Laboratério de Pesquisa em Farmacos, do Departamento de Ciéncias Biologicas
e da Saude da Universidade Federal do Amapa — UNIFAP, localizada na Rodovia Juscelino
Kubitscheck, Km 02, s/n, bairro Zerdo, municipio de Macapa, Estado do Amapa, Brasil.

O estudo foi realizado de acordo com as recomendacdes dispostas pela Declaracdo
Universal dos Direitos dos Animais, pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e com as resolucdes do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e demais leis
vigentes que estabelecem normas praticas didatico-cientifica de conduta de pesquisa
experimental em animais. Este estudo foi encaminhado a Comisséo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amapd (UNIFAP) para a avaliagdo e emissdo do parecer
consubstanciado, sendo aprovado sob o protocolo n° 0016/2015 de 01 de julho de 2015
(ANEXO 1).

4.2 MATERIAL BOTANICO

O material botanico utilizado corresponde as partes aéreas da espécie P. pilosa L. que
foi coletado no més de agosto no ano de 2015, no Polo Hortifrutigranjeiro do Distrito
Fazendinha, sob as coordenadas latitude -0,017924 0° 1°4,53” S longitude -51,104460 51°
6’16,06” W, 05.VI1.2015, Municipio de Macapa, Estado do Amapa, Brasil, por A.S.A. Barros
e P.C. Cantuaria. A exsicata foi preparada e depositada no Herbario Amapaense do Instituto
de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa - IEPA (HAMAB).

4.3 PREPARO DO EXTRATO PROPILENOGLICOLICO DE P. pilosa (EPP)

Para a obtencdo do EPP, 1 kg das partes aéreas da planta foram secadas em estufa de
ar circulante e moidas, em seguida, submetidas a extracdo em percolador modelo (LM20) com
solucdo hidropropilenoglicélica a 70% (v/v), a temperatura de 37°C, por 10 dias, na propor¢do
de 1:1 (m/v). A solucdo extrativa foi filtrada, obtendo-se rendimento de 48% e densidade
1.022 g/mL.
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4.4 PREPARO DO GEL DE P. pilosa (GPP)

A seguinte formulacéo foi empregada:

Fase A: Metilparabeno (290 mg)
Propilparabeno (190 mg)
Propilenoglicol (4 g)

Fase B: Carbopol (2 g)
Agua destilada (93.59)

Foram aquecidos os componentes da fase A e B, logo em seguida as fases foram
misturadas lentamente com auxilio de agitador mecénico até obtencdo de aspecto e
caracteristica de gel base, a correcdo do pH para 6,5 foi realizado utilizando trietanolamina.

O GPP foi obtido acrescentando 10 mL de extrato propilenoglicolico em 100g de gel

base, assim obtendo a concentracdo de 10%.

45 ANALISE DO EPP POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

Utilizou-se cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu modelo LC-9A
em sistema isocratico composto por bomba, controlador de sistema e auto-injetor Shimadzu
SCL-6B, forno de coluna Shimadzu CTO-6A com a coluna Shimadzu ODS-H, coluna de fase
reversa C18 (Shim-pack VP-ODS, 150x4.6mm; 5 um), mantido a temperatura 30°C e detector
UV-VIS com arranjos de fotodiodo Shimadzu SPD-MG6A, ajustado para 280nm. O extrato foi
diluido em metanol (1:5 m/v) e filtrado em membrana Millipore de 0,45 um. O volume de
injecdo foi de 10 pL. A fase mdvel foi composta por fase A: Agua acidificada com 0.05%
acido acético (Synth®) e fase B: acetonitrila (P.A., Synth®) em sistema isocratico (70 % de
Fase A, 30% Fase B). A vazdo da fase mével foi ajustada para 1,0 mL/min.

A quantificacdo de acido galico (Sigma-Aldrich, USA) foi realizada por comparacéao

da area do cromatograma utilizando solucéo padréo contendo 1 mg/mL.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE TOPICA
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4.6.1 Animais e tratamentos

A espécie animal utilizada no estudo foi ratos Wistar provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratdrio
CEMIB — Universidade de Campinas, UNICAMP, com 21 dias de idade, os quais ficaram por
um periodo de ambientacdo, agrupados em grupo de cinco animais por gaiolas de polietileno,
mantidos sob condic¢des controladas de temperatura (21 £ °C), com livre acesso a alimentacao
e agua potavel, com ciclos claro/escuro de 12 horas e troca de maravalha, no Laboratorio de
Pesquisa em Farmacos da Universidade Federal do Amapa.

Foram empregados 20 ratos, adultos, machos e fémeas, pesando entre 250-350g,
divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 5/grupo) e posteriormente alocados em gaiola
metabdlica, individualmente, apds provocada a lesdo até o final do experimento recebendo
racao e agua ad libitum.

Os tratamentos propostos foram administrados nas feridas imediatamente apos o
procedimento cirargico diariamente, por via tépica com auxilio de espatula descartavel,
sempre no mesmo periodo do dia, durante 7 dias de acordo com 0s grupos e doses:

Grupo 1: Controle negativo - Gel-veiculo 150 mg/kg (GVE)

Grupo 2: controle positivo - Fibrinase® (desoxirribonuclease 666 U, fibrinolisina 1U,

cloranfenicol 0,019 e excipiente g.s.p. 1,0g — Cristalia®) 100 U/kg (FIB)

Grupo 3: Gel de P. pilosa a 10% -150 mg/kg (GPP)

Grupo 4: Extrato propilenoglicolico de P. pilosa -150 mg/kg (EPP)

4.6.2 Procedimento cirurgico para realizacao das feridas cutaneas

Para realizar o procedimento cirurgico os animais foram previamente anestesiados
com maleato de acepromazina 1% (10 mg/kg, UNIVET®) e tiopental sédico (45 mg/kg,
Cristalia®) por via intraperitoneal (SILVA, 2011), logo ap6s procedeu-se a tricotomia da
regido dorsal de todos os animais, com maquina de tosa delimitando uma area retangular de
aproximadamente 3 cm x 5 c¢cm, posteriormente foi realizada assepsia com alcool iodado e
induzida les&o circular de 6mm no dorso interescapular do animal, com auxilio de punch para
biopsia de pele, tesoura e pinga para remocdo do tecido até exposi¢do da fascia muscular
dorsal. Assim, a ferida cutanea foi produzida.
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4.6.3 Procedimento de mensuracao e registro fotografico das feridas

Para avaliar as areas das lesdes, estas foram mensuradas utilizando paquimetro digital
ZAAS Precision-Digital Caliper 0-150mm e registradas com camera fotogréafica digital
Samsung, modelo NX30, 20,3 megapixels, acoplada a um tripé fixado perpendicularmente ao
plano horizontal, sendo mantida uma distancia de 30 cm desse plano, propiciando focalizagédo
melhor da ferida. As imagens digitais das feridas foram obtidas imediatamente apds o
procedimento cirargico e no 7° dia de tratamento. As fotografias foram armazenadas no
formato Windows Jpeg (JPEG).

O célculo da &rea das feridas foi realizado com base nas medidas dos didmetros das
imagens obtidas com paquimetro digital, e as analises foram processadas através do programa
Able Image Analyser, versao 3.6, MulLabs, software desenvolvido para realizar a mensuracéo
da area de feridas por imagens digitais. O programa permite medi¢cGes dimensionais:
distancia, area, angulo em imagens digitais e sua calibracdo espacial esta disponivel para
fornecer medicbes dimensionais em varios sistemas de conversdo de unidades, filtros de
correcdo de imagens, inumeros formatos de exportacdo. Desta forma, obteve-se as areas

iniciais e finais das feridas.

4.6.4 Avaliacdo macroscopica da contracao da ferida

A avaliagcdo macroscopica foi realizada a partir dos valores das médias das areas das
feridas obtidas, utilizando o calculo do grau de contracdo da ferida expresso em percentual,
pela seguinte formula (RAMSEY et al., 1995):

Percentual de contracgéo da ferida (%) = (Ao - Af) x 100.
Ao
Onde: Ao é a éarea inicial, corresponde ao dia do procedimento cirdrgico e Ay, area
final, 7° dia de tratamento.
Na analise macroscopica, a evolucdo da cicatrizacdo da ferida de cada grupo foi
avaliada pelas caracteristicas do leito da ferida, presenca de exsudato, edema e ocorréncia de

hemorragia.
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4.6.5 Procedimento para bidpsia e eutanasia

Ao finalizar o tratamento, os animais foram submetidos a um procedimento cirdrgico
com anestesia prévia, para exérese do tecido com a ferida em processo de cicatrizacdo para
analise histoldgica. Foi usada a associacdo de anestésicos anteriormente descrita, a qual foi
bem tolerada pelos animais, realizada a assepsia com alcool iodado e posteriomente, a ferida
foi excisada com margem de seguranca de lcm da pele integra em torno da lesdo, em
profundidade até a fascia muscular com auxilio de pinca anatdbmica e tesoura. O tecido
removido foi imediatamente imerso em solucdo de bouin, em frasco previamente identificado
com o nome de cada grupo. Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia por

inalacdo de dioxido de carbono em camara de gas.

4.6.6 Procedimento e analise histopatoldgica

O 7° dia ap6s a inducdo cirdrgica da lesdo excisional foi escolhido para avaliar
histologicamente as caracteristicas morfoldgicas e celulares do processo cicatricial e, 0s
seguintes parametros foram avaliados: presenca de células inflamatdrias, proliferacéo
fibrobléstica e angiogénese e caracterizacdo das fibras colagenas. O tecido estudado passou
por preparacdo para analise em microscopio de luz que consistiu em acondiciond-lo em
cassete, previamente identificado, posteriormente, passou pelos seguintes processos: fixagéo,
desidratacdo, diafanizacdo, inclusdo, microtomia até a obtencdo das laminas para coloracao,
conforme protocolo do Laboratorio de Pesquisa de Farmacos do DCBS da Unifap - Macapa -
AP.

A Preparacdo do tecido para exame microscopico incluiu:

Fixacdo: a fixacao tem varias finalidades dentre elas, a de evitar a digestdo dos tecidos
por enzimas presentes nas préprias células (autdlise), ou por bactérias e preservar em grande
parte a estrutura e a composicdo molecular dos tecidos (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013).

Neste caso, o tecido foi imerso em solucao de Bouin por 24 horas.

Desidratacéo: foi obtida com a imersdo do tecido em recipientes contendo solucGes
de alcool com concentragdes crescentes (alcool 70%, &lcool 80%, &lcool 100% | e alcool
100% 1), o qual permaneceu uma hora em cada solucdo, a fim de remoc¢édo completa da agua

para ser incluido em parafina.
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Diafanizacéo: o &lcool presente no tecido foi substituido por xilol que é miscivel
tanto em alcool como em parafina. Desta forma, o tecido foi imerso em xilol (xilol | e 1I)
permanecendo 40 minutos em cada recipiente, a fim de promover a total remocdao do alcool e

a parafina podesse penetrar eficientemente no tecido.

Inclusdo: em estufa mantida em 56°C, o tecido passou pela infiltragdo por meio de
imersdo em dois banhos de parafina liquida durante 3 horas. Apds este procedimento, o tecido
foi removido do cassete e incluido em molde de inox contendo parafina, sobrepondo a base do
cassete identificada inicialmente. Este se solidificou em contato com temperatura ambiente.
Apos resfriamento, 0 molde pode ser removido e obteve-se um bloco de parafina com o tecido

em seu interior, o qual foi levado ao processo de corte em micrétomo.

Microtomia e montagem dos cortes sobre as laminas: para obtencdo das seccdes
bem finas e uniformes, os blocos foram submetidos ao processo de corte no micrétomo, sendo
obedecida a espessura de 5 pm. A medida em que os cortes foram realizados, eles eram
imediatamente colocados para flutuar em recipiente contendo dgua a 40°C, para promover o
seu estiramento. Em seguida, os cortes foram posicionados sobre a lamina, previamente
desengordurada e identificada, colocados em um suporte de vidro (berco) e levados a estufa a
50°C para secagem por 25 minutos. Apos esse procedimento as laminas foram submetidas a

etapa de coloracao.

Coloragéo: os corantes usados foram a combinacdo de hematoxilina e eosina (HE)
para contagem de células com caracteristicas histomorfologicas associadas aos processos
inflamatorio e reparador. O processo consistiu ha passagem das laminas em banhos xilol,
alcool e agua, promovendo a desparafinizacdo, eliminacdo do solvente, fixacdo e hidratacdo

seguindo os procedimentos descritos abaixo:

XL 10 minutos
Alcool absoluto ..........cceveeeveercenene, 3 minutos
Alcool absoluto Il..........cccvevvreeeveeennne. 3 minutos
AICOOI 95%........oceeveereereeesererereenens 3 minutos
AICOO0I 80%........veeereeeeireerereeseeenen 3 minutos

AICOO! 701, 3 minutos
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Agua destilada.............cccooevnce... imersdo rapida
Hematoxilina.........cccooeveivienieiciennn, 3 minutos
Agua destilada.............cocovvrrrrrrernnnann. 5 minutos
EOSINGA....ccviiieiiie e 6 minutos
Agua destilada............coocvrrrrcrnnnn. 10 segundos
AICOOI 70% ... 10 segundos
AICO0I 80%.........oveeveieeeireeeereeen, 10 segundos
AICO0l 90%.......oocvveerrereeiereeeee e, 10 segundos
Alcool absoluto I.............ccccveeeee.e. 10 segundos
Alcool absoluto I...........cceeveveevercennene, 1 minuto
XL 1 minuto

Ap0s este processo, as laminas foram colocadas individualmente sob papel toalha para
absorcdo do excesso de solugdo e posteriormente a laminula foi fixada na lamina
empregando-se o0 balsamo de Canad4, finalizando o preparo do tecido em lamina para analise
no microscopio de luz.

As imagens histoldgicas destas laminas foram capturadas por camera digital (MDCE-
5C) acoplada ao microscopio Optico (Olympus CX41), sob foco fixo e clareza de campo
utilizando-se as objetivas de 10, 40 e 100 vezes de aumento. Os critérios histoldgicos
incluiram: células inflamatorias, proliferacdo fibroblastica e angiogénese, os quais foram
quantificados de acordo com focos/corte. Utilizou-se também analise por microscopia
eletrénica de varredura (MEV, modelo TM3030, Hitachi), para tanto, as laminas foram

preparadas com corte tecidual de 15 pm sem submissao a coloragéo.

4.6.7 Analises estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos, foram utilizadas mdultiplas
comparagOes entre 0s grupos experimentais e analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste
de Tukey. Resultados com niveis de significancia de p < 0.05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os programas estatisticos utilizados foram GraphPad Instat e

Prism (verséo 5.03).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados cromatograficos do EPP (Figura 4 e 5), foi possivel identificar
0 &cido galico comparando a frequéncia do tempo de retencdo, o pico correspondente ao acido
galico apresentou tempo de retencdo em 6.034 + 0.107 minutos (n = 4) e sua quantificacdo no
EPP foi de 2.135 £ 0.081 mg/mL (n = 4).

O acido galico é um componente da classe dos taninos muito frequente em diversas
classes de plantas, principalmente naquelas que possuem continua exposicdo a luz solar.
Estudos envolvendo a composicdo quimica do extrato de Portulaca pilosa ja demonstraram a
presenca de componentes polifendlicos principalmente flavonoides e taninos (MENDES et
al., 2011). Estudos descreveram que a presenca de taninos em plantas medicinais esta
relacionada a atividade cicatrizante, pois as propriedades antibacterianas e a capacidade de
ligacdo desses compostos com o tecido lesionado séo fatores que contribuem na aceleracéo do
processo de cicatrizacdo (LI et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2015).
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Figura 4. Cromatograma obtido por analise em HPLC da substancia padrdo, acido galico, com pico de
retencdo em 5,958 minutos. Fase movel A: Agua acidificada com 0.05% &cido acético e fase B:
acetonitrila em sistema isocratico (70% de Fase A, 30% Fase B). Vazdo 1,0 mL/min.




40

mV
] 3 Det.A Ch1
| b
750+
4 [v]
J &
o
1 |
500+ |||
250+ | ||
] | |
b g "‘I & ™ [ ‘<{I @
[ R \‘—H-_ e [ ~
—_—Y T[T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5
min

Figura 5. Perfil cromatografico por analise em HPLC do EPP (extrato propilenoglicélico

de Portulaca pilosa), com pico de retencdo em 6,172 minutos equivalente ao acido galico. Fase movel A:
Agua acidificada com 0.05% &cido acético e fase B: acetonitrila em sistema isocratico (70% de Fase A, 30%
Fase B). Vazdo 1,0 mL/min.

Em relacdo aos estudos da avaliacdo cicatrizante, observou-se que o grupo GVE, teve
predominio de exsudato com crosta espessa aderida a epiderme, ja os demais grupos tratados
(EPP, GPP e FIB), apresentaram exsudagdo apenas nas primeiras horas do inicio da leséo,
com posterior predominio de tecido de granulacdo (Figura 6).

O exsudato € um liquido derivado dos fluidos que escapa dos vasos sanguineos para o
leito da ferida, e aparece logo no inicio da fase inflamatdria do processo de cicatrizagdo em
resposta a lesdo tecidual, favorece a cicatrizacdo propiciando a migracdo de células
inflamatorias para o local da lesdo, além de veicular nutrientes importantes para a proliferacdo
celular. Em feridas cutaneas, a presenca de exsudato € normal durante as primeiras horas, a
predominancia de exsudacdo por um longo periodo pode promover retardo no processo de
cicatrizacdo, fato que pode explicar o retardo observado na cicatrizacdo do grupo tratado com
GVE (Figura 6), pois quando o exsudato persiste pode haver o favorecimento de infecgdo e,
dificulta o desenvolvimento do tecido de granulagdo (CHADWICK; MCCARDLE, 2015).

Na medida em que ocorre 0 processo de cicatrizacdo, a tendéncia é que ocorra a
diminuicdo da quantidade de exsudato produzido pela ferida (SPEAR, 2012), isso pode
explicar a reducdo de exsudacgédo apresentada nos grupos tratados com FIB, GPP e EPP. No
estudo de cicatrizacdo utilizando extrato da espécie Luehea diviricata foi observado que a
formacdo de exsudato estava presente apenas no periodo inicial da lesdo (BATISTA et al.,
2015).
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Dia GVE FIB GPP EPP.

Figura 6. Aspectos macroscépicos das feridas tratadas com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase®
100 U/kg (FIB), Gel de P. pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg -
EPP) no 1°. dia e 7°. dia de tratamento.

No processo de contracdo, as células epiteliais comecam a proliferacdo poucos dias
apos a ocorréncia da lesdo, estimuladas por fatores de crescimento liberados principalmente
por macrofagos, a diminuicdo da area delimitada pela ferida ocorre por conta do movimento
migratério das células basais dos limites da ferida em direcdo ao centro com a finalidade de
reparar o local lesionado (DI-NARDI et al., 2004).

Na analise do percentual de contracdo da ferida, observou-se que ao término do
periodo de tratamento, o grupo tratado com EPP apresentou resultado estatisticamente
significativo quando comparado com o grupo GVE, evidenciando aumento percentual de
contracdo de 56%. Ja os grupos tratados com GPP e FIB, apesar de terem demonstrado
aumento do percentual de contragdo em relagdo ao grupo GVE (41,52% e 32%
respectivamente), mas ndo foram estatisticamente diferentes do controle (Figura 7). Observa-
se que o grupo tratado com EPP apresentou diminuigdo da area da ferida quando comparado
com os demais grupos, principalmente com relagéo ao grupo GVE (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre a contragdo das

feridas cutaneas em ratos Wistar.

Grupo Dial - Ao Dia 7 - At Contracéo
(mm?) (mm?) (%)
GVE 28,6+ 0.51 20,6+6.5 29,42+12
FIB 28,74+0.42 19,6+48,2 32+9.1
GPP 28.66+0.47 16,8+4,3 41,52+9.2
EPP 28.74+0.42 12,68+5 56+8.9

Os nlmeros representam a media da area das feridas (mm?), avaliadas imediatamente ap6s o procedimento
cirurgico (1°. dia) e 7 dias apds o tratamento. Media e desvio padrdo da area e percentagem de contragdo dos
grupos experimentais (n=5).
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Figura 7. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre a contragdo das
feridas cutaneas em ratos wistar. As barras representam a media = desvio padrdo (n = 5/grupo) das percentagens
da contracdo da ferida. Onde * (p < 0.05) representa o resultado estatisticamente significante. (a) comparado ao

grupo GVE, (b) comparado ao grupo FIB. ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey.
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O aumento do percentual de contracdo da ferida observado pelo grupo tratado com
EPP, também foi demonstrado utilizando outras espécies, no estudo descrito por Parente et al.,
(2009), que demonstrou aumento do percentual de contracdo da ferida de 47,91%, ja no
estudo com Sida cordifolia, foi descrito que no oitavo dia de tratamento houve aumento do
percentual de contracdo de 88.44% (PAWAR et al., 2013). Os resultados obtidos no
ctomatograma para o EPP, corroboram com estudos que vém demonstrando o potencial
cicatrizante de espécies vegetais contendo componentes fenolicos, principalmente taninos. Em
estudo realizado por Bueno et al., (2014) foi demonstrado o potencial cicatrizante do extrato
da espécie Poincianella pluviosa e na sua composicdo fitoquimica apresentava como
componente majoritario tanino, com énfase no acido galico. No estudo utilizando a espécie
Phoenix dactylifera L. foi confirmado a atividade cicatrizante desta espécie e a presenca de
compostos fenolicos e taninos (ABDENNABI et al., 2016).

A cicatrizacao da ferida envolve a progresséo de eventos que buscam restabelecer a
integridade do tecido danificado, o0s principais eventos compreendem 0S pProcessos
inflamatorios que favorecem a diapedese de células do sistema imune para o local da ferida, a
hiperplasia de fibroblastos e de células endoteliais dando inicio a angiogénese para compor a
formacéo do tecido de granulacao e, a proliferacdo de células basais da epiderme que auxiliam
no remodelamento do tecido traumatizado e a formacéo de fibras de coldgeno que aumentam
a resisténcia do tecido lesionado (HOUGHTON et al., 2005; MACRI; CLARK, 2009;
ISAAC et al., 2010; LAUREANO et al., 2011).

Na avaliacdo histopatologica das feridas dos animais apos 7 dias de tratamento, foi
possivel observar que o grupo tratado com GVE apresentou areas desorganizadas tanto na
epiderme quanto na derme. Observa-se reduzida hiperplasia epidérmica das células basais,
tecido de granulacdo pouco organizado em consequéncia a reduzida proliferacdo de
fibroblastos, observa-se discreta formacdo de neovascularizacdo e predominio de células
inflamatorias (Figura 8). Os grupos tratados com FIB e GPP, apresentaram epiderme e derme
mais organizada em relagdo ao grupo GVE, demonstrando a presenca de poucas células
inflamatorias com predominancia de proliferacdo de fibroblasto e pouca formacdo de
neovasos (Figuras 9 e 10). O grupo tratado com EPP também apresentou a epiderme e derme
organizadas, abundantes células epiteliais e espessa camada de queratina, presenca de poucas
células inflamatdrias com discreta angiogénese, predominancia de fibroblastos e aumento da
formacao de fibras de colageno (Figura 11).

As analises histopatoldgicas associadas ao percentual de contracdo das feridas,

reforcam que o tratamento tanto com GPP quanto com EPP, induziram a cicatrizacdo, no
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entanto, o tratamento com EPP foi o que apresentou melhor resultado, o que pode ser
confirmado pelos achados histopatologicos, uma vez que a reducdo da presenca das células
inflamatorias e a extensa formacdo de coladgeno é caracteristico de cura tecidual, pois o
coladgeno ndo s6 confere forca e integridade a matriz de tecidos como também desempenha
um papel importante na homeostase e na reepitelizacdo na Ultima fase de cicatrizagéo
(SUNTAR et al., 2010). Baseado neste fato, pode-se sugerir que o tratamento com EPP

acelerou o processo de cicatrizacdo levando a reparacao tecidual.
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Figura 8. Fotomicrografias de microscopia optica e eletrdnica de varredura da ferida do grupo tratado com Gel-
veiculo (150 mg/kg - GVE). EP: epiderme, D: derme, N: neovasos, Cl: células inflamatérias, F: fibroblastos e
FC: fibras coldgenas. HE.10X e MEV
500X
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Figura 9. Fotomicrografias de microscopia optica e eletronica de varredura da ferida do grupo tratado com
Fibrinase® 100 U/kg (FIB). EP: epiderme, D: derme, N: neovasos, Cl: células inflamatérias, F: fibroblastose
FC: fibras colagenas. HE.10X e MEV 500X.

TM3030Plus 1526 20170%21 11:14H D52 x500 200 um

Figura 10. Fotomicrografias de microscopia optica e eletronica de varredura da ferida do grupo tratado com
Gel de P. pilosa (150 mg/kg - GPP). EP: epiderme, D: derme, CP: células epiteliais, N: neovasos, Cl: células
inflamatorias e F: fibroblastos. HE.10X e MEV 500X.
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TM3030Plus 1542 2017101721 11:55HL D53 x500 200 um

Figura 11. Fotomicrografias de microscopia optica e eletrdnica de varredura da ferida do grupo
tratado com extrato propilenoglicdlico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP). EP: epiderme, D: derme, N:
neovasos, F: fibroblastos e FB: fibras colagenas. HE.10X e MEV 500X.

O processo inflamatério comeca imediatamente ap0s a lesao tecidual com a agregacéao
plaquetéria e a coagulacdo, que reestabelecem a hemostasia e formam uma barreira contra a
invasdo de microrganismos, em seguida a liberacdo de citocinas, mediadores pro-
inflamatorios que levam a producdo de eicosanoides e a liberacdo de substancias
vasodilatadoras como histamina e bradicinina promovem a migracao de células inflamatorias
para o local da ferida. Os neutrofilos e macrofagos vdo para o local da ferida e realizam a
fagocitose de microorganismos, materiais estranhos e tecido danificado. Uma vez que o local
da ferida é limpo, os fibroblastos migram para iniciar a formacéo do tecido e depositar a nova
matriz extracelular (DIEGELMANN; EVANS 2004; LODHI et al., 2016; ZHANG et al.,
2016).

Na anélise microscopica quantitativa do nimero de celulas inflamatdrias nas feridas,
observou-se que o grupo tratado com GVE apresentou o maior valor médio com 17,8 + 2,37
células/campo, e quando comparado aos outros grupos o resultado € estatisticamente de
extrema significancia (p < 0.001). O grupo tratado com GPP apresentou média de 12,12 + 1,6
células/campo, valor superior e extremamente significativo (p < 0.001) quando comparado
com os valores registrados nos grupos tratados com FIB (5,9+1,14) e EPP (4,1 + 1,88)
(Tabela 2 e Figuras 12 e 13).
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Tabela 2. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicolico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre as células

inflamatérias de feridas cutaneas em ratos Wistar.

Animais GVE FIB GPP EPP
R1 15.9 7 12 5
R2 20.5 4,5 14.5 2,5
R3 17.2 6 11 7
R4 17.4 7 14 3
R5 16.7 5 115 3
Médiatdp 17,8+2.37 5,9%1,14 12,12+1.6 4,1+1,88

Os numeros representam a presenca de células inflamatorias nas feridas cutaneas dos grupos tratados com GVE,
FIB, GPP e EPP. Media e desvio padréo (celulas/campo).
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Figura 12. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenogliclico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre as células
inflamatorias de feridas cutaneas em ratos wistar. As barras representam a media + desvio padrdo do nimero de
células inflamatorias (células/campo) dos grupos tratados. Sendo que p < 0.001 representa resultado
estatisticamente significante, onde: (a) comparado ao grupo GVE, (c) comparado ao grupo GPP e (d)
comparado ao grupo EPP. ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey.



48

Figura. 13 - Fotomicrografia da derme apresentando as células inflamatérias apds 7 dias de tratamento, Gel-
veiculo (150 mg/kg — GVE - A), Fibrinase® 100 U/kg (FIBF - B), Gel de P. pilosa (150 mg/kg - GPP - C) e
extrato propilenoglicolico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP - D). Coloragdo H.E (100x). Setas pretas indicando
células inflamatdrias.

Os resultados evidenciam que os tratamentos com GPP, EPP e FIB foram bastante
efetivos sobre a fase inflamatéria do processo de cicatrizagdo, uma vez que a reducdo de
células inflamatérias no local da ferida interfere na proliferacdo de fibroblastos e
consequentemente na formacéo do tecido de granulacdo. A acédo das células inflamatorias em
resposta ao trauma tecidual eleva as concentracdes de espécies reativas de oxigénios (ROS).
Nesse ponto, 0 processo de cicatrizacdo da ferida pode ser dificultado pela presenca de
radicais livres que podem causar danos na reparagéo tecidual (HOUGHTON et al., 2005).

A angiogénese € uma das caracteristicas histoldgicas mais importantes do tecido de
granulacdo no processo de cicatrizagdo da pele. A vascularizagdo envolve a diferenciacdo e a
proliferacdo de células endoteliais para formar neovasos que serdo componentes de um novo
sistema de vascularizacdo. O processo estabelece uma importante base para a cicatrizagéo de
feridas, pois 0s novos vasos sanguineos formados a partir de vasos pré-existentes, liberam
oxigénio e nutrientes que sdo essenciais para reparo da ferida (BAUER et al., 2005; LI et al.,
2011; OUDEGA, 2012).
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No que se refere a andlise microscOpica quantitativa da angiogénese (Tabela 3 e
Figuras 14 e 15), é possivel observar que o grupo de animais tratados com GVE apresentou
valor médio de 10,9 + 1,67 vasos/campo, e quando comparado a média dos grupos GPP (21,8
+ 4,08 vasos/campo) e EPP (34,4 + 5,17 vasos/campo), observa-se uma diferenca estatistica
extremamente significativa com p < 0.001, no entanto, é notdrio que o resultado obtido no
EPP é superior ao do GPP, uma vez que houve diferenga significativa (p < 0.001) entre esses
grupos. Ja o grupo tratado com FIB, apesar de ter demonstrado aumento (17,2 + 1,92

vasos/campo), ndo apresentou diferenca significativa em relagéo ao grupo GVE.

Tabela 3 - Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicolico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre a angiogénese de

feridas cutaneas em ratos Wistar.

Animais GVE FIB GPP EPP
R1 12 16 20 28
R2 11 17 19 30
R3 13 15 20 36
R4 9 20 29 38
R5 9,5 18 21 40
Mediat Dp 10,9+1,67 17,2+1,92 21,8+4,08 34,445,17

Os nUmeros representam a presenga de angiogénese nas feridas cutaneas dos grupos tratados com GVE, FIB,
GPP e EPP. Média e desvio padrdo (nimero de vasos/campo).
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Figura 14. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicolico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre a angiogénese de
feridas cutaneas em ratos Wistar. As barras representam a media + desvio padrdo do nimero de vasos/campo. p
< 0.001 representa resultados estatisticamente significantes onde: (a) comparado ao grupo Gel-veiculo, (b)
comparado ao grupo Fibrinase e (d) comparado ao grupo extrato propilenoglicélico. ANOVA one-way seguido
do teste de Tukey.
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Figura 15. Fotomicrografia da derme apresentando a angiogenese ap6s 7 dias de tratamento com Gel-veiculo
(150 mg/kg — GVE - A), Fibrinase® 100 U/kg (FIB - B), Gel de P. pilosa (150 mg/kg - GPP - C) e extrato
propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP - D). Coloragdo H.E (100x). Setas pretas indicando formagdo
de neovasos.

Em parte, 0 aumento significativo da angiogénese observadas nos grupos tratados com
GPP e EPP, pode ser devido ao fato de que a neovascularizagcdo ocorre em resposta a fatores
pré-angiogénicos, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), angiogenina e angiotropina liberados principalmente por
células do sistema fagocitario (RISAU, 1997; GREAVES et al., 2013). A densa populacao de
fibroblastos e células inflamatorias inseridas dentro da matriz de granulacdo observada nos
grupos tratados pode contribuir para o aumento desses fatores e, dessa forma acelerar o
processo angiogénico.

Quanto a da proliferacdo de fibroblastos, observou-se que o grupo tratado com FIB
apresentou extrema significancia (p < 0.001) em relacdo ao grupo GVE, com média de 43 +
7,87 células/campo. Os grupos tratados com GPP e EPP também apresentaram valores
significativos (p < 0.05) em relacdo ao grupo GVE, com médias de 28,42 + 2,87 e 31,72 +

5.85 células/campo, respectivamente (Tabela 4 e Figuras 16 e 17).
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Tabela 4. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre fibroblastos de
feridas cutaneas em ratos Wistar.

Animais GVE FIB GPP EPP

R1 15 53 24 37,5

R2 16 31 30,6 24,3

R3 22 43 30 37,5

R4 25,3 45 30,5 315

R5 195 43 27 27,8
Mediatdp 19.56%4,25 437,87 28,42+2,87 31,72+5.85

Os numeros representam a presenca de fibroblastos nas feridas cutaneas dos grupos tratados com GVE, FIB,
GPP e EPP. Média e desvio padrao (células/campo).

601

S 40- a
3 *a

o —T

it

—

L

(0] i T
N N4 Q
S X &K

Figura 16. Efeito do tratamento com Gel-veiculo (150 mg/kg - GVE), Fibrinase® 100 U/kg (FIB), Gel de P.
pilosa (150 mg/kg - GPP) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP) sobre os fibroblastos de
feridas cutdneas em ratos Wistar. As barras representam a media + desvio padrdo do namero de
fibroblastos/campo. p < 0.001 e *p < 0.05 representa resultados estatisticamente significantes onde: (a)
comparado ao grupo Gel-veiculo. ANOVA one-way seguido do teste de Tukey.
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Figura 17. Fotomicrografia da derme apresentando a proliferagdo fibroblastica apds 7 dias de tratamento
com Gel-veiculo (150 mg/kg — GVE - A), Fibrinase® 100 U/kg (FIB - B), Gel de P. pilosa (150 mg/kg -
GPP - C) e extrato propilenoglicélico de P. pilosa (150 mg/kg - EPP - D). Coloracdo H.E (100x). Setas
pretas indicando fibroblastos.

A fibroplasia é observada na fase proliferativa, em que ocorre a migracdo e
proliferacédo de fibroblastos, assim como a produgédo de outros componentes que irdo formar o
tecido de granulagdo e logo em seguida o remodelamento da ferida (ISAAC et al., 2011).
Diversos estudos descrevem que o potencial cicatrizante de plantas medicinais é
acompanhado do aumento do numero de fibroblastos e fibras colagenas no tecido de
granulacdo (NITZ et al., 2006), fato este que pode ser observado nos grupos tratados tanto
com o FIB quanto com o GPP e EPP.

Em estudos realizados por Silva et al., (2015) em que foi avaliado a atividade
cicatrizante das espécies Carapa guianensis e Orbignya phalerata, foi possivel também
observar o aumento do nimero de fibroblastos associado a agdo cicatrizante dessas espécies.
Outros estudos relatam que a importancia do nimero de fibroblastos estd relacionada com
fases posteriores a fase proliferativa, pois os fibroblastos assumem o fendétipo de
miofibroblastos que possuem o-actina e, isso favorece a contracdo da ferida a partir do sexto
dia de lesdo (GURTNER et al., 2008; MACRI, CLARK, 2009; GREAVES et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir as seguintes conclusdes:

a)

b)

d)

O marcador fitoquimico relacionado com a atividade cicatrizante topica da espécie
vegetal Portulaca pilosa € o 4cido galico;

O extrato proprilenoglicdlico de Portulaca pilosa apresentou melhor resultado
sobre o processo de cicatrizagdo, em comparacdo com o gel de Portulaca pilosa
10%. Este fato pode esta relacionado com a interagdo farmacotécnica do gel base
com o marcador fitoquimico acido galico, diminuindo a sua liberacéo;

O extrato proprilenoglicolico de Portulaca pilosa modulou de maneira
significativa a resposta inflamatoria tecidual, ja que apresentou baixo numero de
células inflamatorias no estudo histopatolégico;

O tratamento com o extrato proprilenoglicélico de Portulaca pilosa e o gel de
Portulaca pilosa 10% estimulou de maneira significativa a angiogénese e esta
resposta foi superior ao medicamento padréo utilizado fibrinase®;

O tratamento com o extrato proprilenoglicolico de Portulaca pilosa e o gel de
Portulaca pilosa 10% estimulou de maneira significativa a proliferacdo de
fibroblastos;

Os grupos experimentais que foram tratados com o extrato proprilenoglicolico de
Portulaca pilosa e o gel de Portulaca pilosa 10% apresentaram padrdo de
organizacgéo da epiderme e derme melhor que o grupo controle, com leve processo
inflamatorio, com proliferacdo de fibroblasto e aumento da formacdo de fibras

colagenas.

Assim sendo, a partir desse estudo inédito que descreve-se o marcador fitoquimico da

espécie P. pilosa e, aliado aos achados macroscopicos e microscopicos desencadeados pelas

aplicacOes tdpicas do extrato proprilenoglicélico e o gel de Portulaca pilosa 10%, pode-se

concluir que esta espécie vegetal apresenta atividade cicatrizante tdpica, com grande potencial

de uso, j& que nesta acdo farmacologica estd associada uma possivel atividade anti-

inflamatoria topica.
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Study of the non-clinical healing activities of the extract and gel of Portulaca pilosa L. in

skin wounds in wistar rats
—Manuscript Draft—

imaumnmmauw-mydmmmLu‘

dbmnbhmm

'l;:'_‘ e — e ——
i W“W

[t nru-c-i-r_cuuu
l(mmq ¢

|Background: Purtulece ploss L, belonging 19 the family Pomulacacean, is & comman
[ rtacecus plant in Do Amesices and B e Amazon, s populety koown & ove-
‘muhmuyu-muhuwammmm
(und wound healing. This atudy sims 19 evaluate Be teo-cloical Lpical bealeg activity
:dup.mumpuhw-madp.mmsmmm
rals

IMehods: For the healng activily, wistr i wede divided i the liowing groups.
| negative contrel (GVE - vehidla, 150 mpAg), poalive condol (Fiinsse®. F13, 100
|UAg), Pemuleca plotsa gel 10%, (GPP, 150 mgiyg), and propylengiycolic extrect of
|Pomulece plosa (EFP, 150 mghg), whith were subeiied 10 & surgiesl procedurs i
|obtaln Mo wounds, and were Masted oploaly fi 7 days. After treatmant, he teatod
ummmnmmuummm
[Resuin: The EPF when analyzed i HPLC was able 1o identlly he presance of gulic
..dd EFP signficardy modulated Sio Ssaue nflumenalory reaponse, tresendng low
numbed of inflammetory cells o te histopathological study. Treatment with EFP and
|GPP sigrificently stimulaind sngiogenasis and Dis response was superier 1o the
(Mol group. Treatment with EPP end GPFP sigrificanty stimulaisd the
|prolecaion of fobiests. The grougs bested with EFF and GPF presented
,Mmdummmwmmmm with a
mid bflarmetony process, wilh ftvobiast peolferation erd ncressed formation of
u:hauh-‘
|Consiusion: Thus, bom the resuits obtained 1 can be sugpested Mt the pivtochamicsl
Imarker of e P. pilcas species ko healing activty is galic acid and, togaher with 0w
Macrcecopic and microscopic fiodings iggered by he topical applicesions of EPF and
IGPP, & can be concludad fhat fis plant apecies has pical hesling Scily, with grost
|potential for use, sinoe this pharmaecclogical acSion is esscdated with & possibie wopical
‘and-inflenmatory actvity.

Puwered by SMtons Manaper® and Mrodudun Manageri fom Arjes Systems Conporation

65



Order of Authors Secondary Information:
Opposed Reviewers:

Igor Victor Ferreira dos Santos, PhD Student
Talisszon Taglialegna, Student

Tafnis Ingret dos Santos Sampaio, PhD Student
Jonatas Lobato Duarte, PhD Student

Caio Pinho Femandes, PhD

Leandro Macahado Rocha, PhD
Full Professor, Universidade Federal Fluminense
lean_machado@gmail.com

He is expert in pharmacognosy and experimental research.

66



Manusarpt Cick hore 1o dowrload Manwacrpt BMC complementary
mecicing [058e) S0cx

Cick haro to vow Inked Refarencos

Study of the non-clinical healing activities of the extract and gel of

Py Pormlace plosa L. in skin wounds in wistar rats

: Albenis Santana Alve: Bamres', Heliscn Oliveira Carvalho®, Igor Victor Ferrsima dos

. Saates’”, Talissen Taglialegna®, Tadnis Ingret dos Santes Sampaic'”, fonatas Lobate Daarte®,

s Caio Pinho Farnandes', Jose Carios Tavares Caralbo’*

v Programa & Pla-grodecctn oy Oévcio Formoctviicar, Dvportamento de Chtnaar Blollgio v b Sande
Lty Umvwradode Federal do Aragpd
11 Habwratdeis de Foguias em Farmacon. Curm de Formdew, Dper de Titn Bividgrczr « s Soude,
L3 Lmovwratdode Fedvral do dAmapd
L3 Taborzrir de Nanodusteovokgss Fiinarmoots Curwe de Formuiois, Deparsanenss de Crénac
L4 Buldgicay v da Sawde, Dniversidiade Federa! do Amopa
15 Norroponding saibor GroacorSan)lap b
ih
L1 Abztract
is
Ly Background: Pormilaca piloxa L., belonming to the family Portalacaceas, is a common
2 ’ berbacsous plant iz the Americas and in the Amazon i: popularly known as Jove-grown and is
:_, mdittonally w:ed 33 an ad in the Teatment of bumns., buds. msect bite: and wound bealing. This
‘: study aims 0 evaluat the noa-chinical tepacal healing actvity of the . priass gel (GPP) and
o the propylsmszlycol exwace of I'. pulosa (EPP) i Wistar ran.
28 Mechod:: For the healing activity, wistar rats were divided mte the following sroups: sezative
20 cenmol (GVE - vehicle, 150 mg'ks). positive coatrol (Fibrnass®- FIB, 100 Ukg), MNortulacy
p i ploss gel 10%, (GPP. 150 mg'kg), 2nd propvleaglycellic extract of Mortulaca pyiasa (EP?, 150
::: mg'kg) whick were submitted o0 a surgcal procedurs to chtain the wounds, 2ad were treated
j: toprcally for 7 days. After meatmeat, the treatwd area was removed and 2 histepathological
-:! analysis was performed.
1 Rezults: The ZPP when amalyzed in HPLC was able o0 idenafy the presemce of gallic acid EPP
at
4 f significantly modulaed the diswe mflammatory reipozse. pressntmg low zxmber of
:, flammatory cells in the histopatiolomical smudy. Troammant with EPP and GPP simiSicantly
:: stizonlated anmiogenesis and this respozse was supericr o the fibrinaze® group. Treatmzant with
:“ ZP? and GPP ugzificantly somulated the prelifsraton of Skroblasts. The groups treated with
:5 ZPP and GPP presented an orzanizaticn patterz of the epidermis and derms bemer than the
S0 coenmol group, with 2 mild infammarory process, with fibreblast prolifaration and mczeased
s : formaticn of collagen Ebers.

Concluzion: Tous. from: the rezzlts obtainsd it can be sugzested that the phytochemical marker
. cf the P, puinsa species for heaking actvaty 15 gallic acid and, together with the macroicopic and
5 microscopic £adings miggered by the topical applications of EPP and GPP, 1t can be concluded
o that thiz plant species has topical healing actvity, with gmeat petsntal for use, since thiz
poarmacclogical action is associated with 2 possible topical anti-inflammatory activity

L
[Y AR S



