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Resumo

Gastaldo, Brunno Carvalho, Agdo de constituintes de Solidago chilensis MEYEN
(arnica brasileira) nos mecanismos de cicatrizacdo de feridas em ratos. 2013. 117 f.
Dissertagcdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo. 2013

Plantas medicinais sdo usadas por 80% da populacdo mundial. O Brasil, devido a
sua grande diversidade de clima, possui uma forte medicina tradicional. Muitas espécies
vegetais sdo usadas pela populacdo como anti-inflamatérias e cicatrizantes. Neste cenario
esta Solidago chilensis. Sucedanea da Arnica montana, esta presente na lista de plantas de
interesse da ANVISA (RENISUS), e possui uma investigacdo cientifica defasada. Para
apoiar o uso popular e resolver as questdes sobre 0 seu mecanismo de acdo foram
desenvolvidos testes demonstrando a acdo cicatrizante desta espécie. Experimentos de
ferida aberta e bolsa de ar foram realizados em ratos, para determinar sua participagédo
como um pro ou anti-inflamatoério. Estes testes incluem contagem de migracdo celular e
dosagem de citocina, frente ao estimulo de seu extrato e fragbes. Ensaios in vitro foram
realizados para indicar o tipo celular predominante envolvido e a dose toxica (indicada pela
fragmentag&o de ADN e viabilidade celular). Todos os experimentos foram executados com
0 extrato hidroetandlico a 70%, liofilizado e com as fracdes cloroférmio, acetato de etila, e
aguosa. Paralelamente, uma triagem quimica por CLAE e CCD foi realizada para
determinar, por RMN, alguns marcadores. Foi observado uma reducao significativa da area
da ferida no dia 5° dia de tratamento com LHEE em gel de carbopol, justamente na
passagem da fase de inflamacgéo para a fase de granulacdo, indicando uma aceleracdo da
fase inflamatdria. Também foi observado um aumento da liberagdo de L-selectina, IL-1, IL-6
no ensaio de bolsa de ar, mas em oposi¢do, percebe-se um efeito oposto quando
administrado concomitantemente com um estimulo pré-inflamatério. Diversos compostos
devem estar atuando para culminar com essa atividade, entre eles endotoxinas,
contaminantes inerentes ao ambiente nao estéril, diterpenos téxicos e flavonéides, como a
quercitrina. O supracitado fendmeno indica um efeito modulador da resposta imune.

Palavras chave: Citocinas, Solidago chilensis, cicatrizacao, inflamacao, neutréfilos



Abstract

Gastaldo, Brunno Carvalho, Action of constituents of Solidago chilensis Meyen
(Brazilian arnica) in rats wound healing mechanisms. 2013. 117 f. dissertation (master's
degree) - Faculty of Pharmaceutical Sciences - University of Sdo Paulo, Sdo Paulo. in 2013

Medicinal plants are used by 80% of the world population. Brazil due its vast
climatically diversity possess a strong traditional medicine. Many vegetal species are used by
the population as anti-inflammatory and wound healer. In this picture there is Solidago
chilensis. Ersatz of the Arnica Montana, and present in the ANVISA’s plants of interest list
(RENISUS), posses a lagged scientific investigation. To support the popular use and
elucidate questions about its mechanism of action were developed tests demonstrating the
healing action of this specie. Open wound and air pouch experiments are developed with rats
to determinate the activities as a pro or anti-inflammatory. These tests include a cellular
migration count and cytosine dosage. In vitro essay were performed to indicate the
predominant cellular type response and the toxic dosage (indicated by DNA fragmentation
and the cellular viability). All the experiments were executed with the lyophilized 70%
hydroethanolic extract, and the fractions chloroform, ethyl acetate, and aqueous. An
alongside chemical screening by THL and HPLC were carried on to determine by NMR some
key compounds. It was verified a significant reduction of the wound in the 5th day in the open
wound experiment, which is the passage of the inflammation phase to the granulation phase.
Also it was noted ad increase of the L-selectin, IL-1, and IL-6 liberation by neutrophils but a
decrease when administrated concomitant with a pro- inflammatory stimulus. Several
compounds must be acting to culminate this activity, including endotoxin, inherent
contaminants in the non-sterile environment, toxic diterpenes and flavonoids such as
quercitrin. The aforementioned phenomenon points to a modulatory effect of the immune
response. The obtained result indicates a potential use in wound healing processes with has
immune deficiency and also hiperresponsivite. Further studies will be performed to verify the
most active fraction, and its main compounds.

o Keywords: Cytokines, Saolidago chilensis, wound healing, inflammation, neutrophil
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1. Introducéao

Desde os primérdios, o homem utiliza a natureza para beneficio proprio, fato que
pode, por exemplo, ser visualizado no campo farmacéutico, onde séo feitas modificacbes
genéticas, identificagcdo de novos principios ativos de origem vegetal e extracdo de produtos
naturais com potencial terapéutico (BRASILEIRO, 2006; SILVA G., 1999; SIMOES, 2007).
S&o0 muitas as compilagcdes de plantas curativas, como por exemplo o papiro Ebers de 1.500
a.C. e a “De Matéria Médica” do século XII/XIll de Dioscérides, que possuem drogas

farmacos utilizadas até os dias atuais (LETONA, 2009).

Em paises desenvolvidos, como Alemanha e Canada, até 80% da populagéo faz uso de plantas medicinais como
medicina alternativa, mas em paises em desenvolvimento até 95% da populacdo considera a
medicina tradicional como tratamento primario, principalmente na América do sul, Asia e Africa.
(OMS, 2011). E dificil quantificar com precisdo valores de vendas devido as varias nomenclaturas e
legislacdes dos diversos paises, contudo estimativas apontam uma crescente movimentacao
financeira na area, como mostra a Figura 1 Crescimento da venda de fitoterapicos em 9 paises
representativos (Butdo, Canada, Republica Checa, Ird, Madagascar, Malasia, Paquistdo, Sudao e
Suécia) (OMS, 2011)

chegando a um aumento de 40% (no periodo de 1999 2001) (OMS, 2011).
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Figura 1 Crescimento da venda de fitoterapicos em 9 paises representativos (Butdo, Canada, Republica Checa,
Ird, Madagascar, Malasia, Paquistdo, Suddo e Suécia) (OMS, 2011)
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No entanto, o uso indiscriminado de medicamentos sintéticos ou naturais, sem 0s
necessarios estudos de seguranca, eficiéncia e eficicia, apresenta um grande risco a saude
(OMS, 2011).

Das espécies vegetais que possuem a atividade cicatrizante comprovada pode-se
citar: Aloe vera, Calendula officinalis, Matricaria camomila e Copaifera sp. (SILVA G., 1999,
SARABIA, 1999), e com poucos e pontuais estudos a Solidago chilensis (GOULART, 2007,
SMOLAREK, 2009). Assim, no presente estudo pretende-se focar na atividade cicatrizante

de S. chilensis e sua participagéo na fase inflamatoria do processo de cicatrizagao.

1.1. Solidago chilensis

O género Solidago (Asteraceae) possui 80 espécies, destas, 37 contam com alguns
estudos. Muitas espécies sdo utilizadas pelo mundo, S. virgaurea (goldenrod) na Asia e
Europa, e S. canadensis, S. odora, e S. gigantea na América do Norte. As espécies
possuem, de forma geral, atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e analgésica (TAMURA,
2009; GOULART 2007; TORRES, 1985).

Em S. virgaurea por exemplo, foram encontrados taninos, 6leo essencial, diterpenos,
saponinas, acidos fendlicos, flavondéides e leiocarposideo, que possui atividade diurética e
anti-inflamatéria, o que a remete ao uso de inflamagédo na bexiga. Também o extrato da
mesma planta é um dos componentes do fitomedicamento Phytodolor™. Esse
fitomedicamento € produzido pela Steigerwald Arzneimittel GmbH da Alemanha e tem
indicagdo para inflamacdo das juntas, associada com doencas reumatoéides, e artrite,
demonstrando uma reducdo da necessidade da utilizacdo de anti-inflamatérios néo
esteroidais convencionais entre os pacientes que receberam esse tratamento (BARRETT,

2004).
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S. chilensis é encontrada em muitos paises da América do Sul, particularmente nas
regides sul e sudeste do Brasil (TORRES, 1985), sendo utilizada popularmente como
sucedanea da Arnica montana (arnica-verdadeira) (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002).
Lorenzi, em “Plantas medicinais no Brasil: nativas e exéticas” (2002), faz um extenso
levantamento bibliografico e afirma que apesar de ndo ter comprovacdo cientifica é
amplamente utilizada segundo a tradi¢éo popular.

Essa planta pertence a ordem Asterales Lindl, familia Asteraceae Bercht. & J. Presl|,
género Solidago L., espécie Solidago chilensis Meyen e consta na 1° Ed. da Farmacopéia
Brasileira (1926) (TROPICOS, 2009).

Como sindnimo cientifico encontra-se Aster polyglossus var. microglossus DC. (IPNI,
2010). Alguns autores ainda consideram como sinénimo Solidago microglossa (TROPICOS,
2009), S. marginella, S nitidula, S. odora, S. polyglossa, S. vulneraria (OLIVEIRA, 1998).
Popularmente € denominada de arnica-brasileira, arnica-silvestre, erva-lanceta, espiga-de-
ouro, lanceta, macela-miuda, rabo-de-rojao e sapé-macho (OLIVEIRA, 1998; BRASILEIRO,
2006).

E um vegetal ereto medindo até 1 metro de altura por 1,5 cm de espessura na base.
Possui um caule simples, nao ramificado, de cor verde claro a acinzentado. O colénquima
subepidérmico é pouco desenvolvido e os feixes vasculares sao do tipo colateral aberto,
relacionados com canais secretores (OLIVEIRA, 1998). Suas folhas sédo sésseis, serrilhadas
na porcao distal, alternas, membranosas, com até 10 cm de comprimento, 1,5 cm de largura
e lisas (Figura 2). O mesofilo se caracteriza pela heterogeneidade simétrica e células
parenquiméticas de paredes finas. A nervura central € biconvexa e bastante proeminente na
abaxial. Possui trés feixes vasculares envolvidos pelo parénquima fundamental, também
relacionados com canais secretores. Podem-se observar estdmatos anomociticos em
ambas as faces também apresentando tricomas tectores unisseriados com 1 a 4 células,

sendo o terminal alongado e delgado Figura 3). O parénquima palicadico é formado por 2
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fileiras de células em ambas faces. Possui inflorescéncias em panicula, amarelas,
constituidas por 8 a 10 floretas tubulosas e 18 a 20 floretas liguladas, atingindo até 20 cm
(CHICOUREI, 1997; OLIVEIRA, 1998). Seu fruto é do tipo aquénio medindo 1mm de
comprimento, com pequenas elevacdes em sua superficie. Com a base ligeiramente aguda,
seu 4pice é truncado e encimado pelo papo. A droga ndo apresenta cristais de oxalato de

calcio e possui odor fracamente aromatico e sabor amargo (OLIVEIRA, 1998).



Figura 2 Fotografia da espécie Solidago chilensis (TROPICOS, 2012)
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Figura 3 Representacdo de cortes histolégicos de S. chilensis. Da esquerda para a direita: lamina foliar, corte
transversal evidenciando o parénquima, e corte transversal da nervura central da folha (OLIVEIRA,
1998).

Estudos fitoquimicos demonstraram nas partes aéreas a presenca de alcalbides,
taninos e flavonoides, no verao e inverno. Na primavera encontra-se somente a presenca de

taninos e flavondides (CHICOUREI, 1997). Oleo essencial (MOREL, 2006), &cidos
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carboxilicos, terpendides e hidrocarbonetos alifaticos também foram encontrados na planta,
sendo suas raizes ricas em diterpenos (TORRES, 1985).

A quercitrina (Figura 5) foi encontrada por Miranda (2001) e esta presente em
outras plantas com atividade anti-inflamatéria. Medina (2002) estudou o efeito desse
flavondide e demonstrou seu efeito anti-inflamatério. Lhuillier (2007) identifica-o e apresenta

seu espectro, indicando picos de absor¢cdo em 254-256 e 345-355 nm (Figura 4).

0 260 280 300 320 240 360 380 400

Wavelength (nm)

Figura 4 Espectro de absor¢cdo UV da quercitrina mostrando seus picos de absorcdo (LHUILLIER, 2007)
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Figura 5 Estrutura molecular da quercitrina (disponivel em: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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A espécie em estudo tem descrita atividade anti-inflamatéria (GOULART, 2007) e
anti Candida albicans (DUARTE, 2005). Foi efetiva para o tratamento de lumbago (doenca
reumatica da regido lombar) o que d& indicios de sua atividade (SILVA,A., 2010). Tamura
(2009) descreve a participacdo do extrato etanolico (95%) no processo de inflamacéo, em
ensaios de edema de orelha, bolsa de ar e microscopia intravital, quando administrado pelas
vias oral, topica e intraperitoneal. Foi apontado que a atividade anti-inflamatéria ocorre
gquando administrado por via tépica e intraperitoneal. Entretanto, nesse trabalho, n&o foi
esclarecida qual a quantidade de contaminantes presentes na amostra, dado essencial
posto que diferentes concentragbes de lipopolissacarideo (LPS) e diferentes tempos de
exposicdo ao mesmo podem interferir na resposta inflamatéria e no tipo celular
predominantemente envolvido, o que influencia na fase da cicatrizacdo. Tamura (2009)
também utiliza uma dose considerada toxica por Facury Neto (2004).

Como restringimos o objeto de pesquisa na fase inflamatéria do processo de
cicatrizacdo é fundamental saber se o tipo celular predominante nessa fase, neutrofilos, séo
influenciados pela administracdo da droga, assim como analisar a toxicidade das
substancias testadas frente a esse tipo celular.

Outro ponto de divergéncia na literatura é que focamos nesse trabalho foi o estudo
das fracBes com o objetivo de destacar os provaveis tipos de compostos responsaveis pela
atividade anti-inflamatoria e sua relagdo com a atividade cicatrizante

Em relacdo a acdo farmacoldgica, Miranda (2001) realizou um estudo utilizando a
tintura de S. chilensis a 50% e n&o observou melhora no processo de cicatrizagdo. Estudos
mais aprofundados devem ser realizados, uma vez que, sabe-se que a aplicacdo de
solventes orgénicos em feridas ou ensaios que envolvam células por si s6 pode

comprometer o resultado final e exigem controles adicionais de toxicidade.
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Nesse sentido, Chizzola (2008) demonstrou que o0s extratos com maior potencial
anti-inflamatdrio sdo aqueles obtidos com etanol entre 55 e 75% (solventes de polaridade
média), por possuirem maior concentracdo de fendis, sendo que nessas concentracées ha
uma extracdo de compostos tanto apolares como polares. Assim, a extracdo de S. chilensis
deve ser realizada com porcentagens menores de etanol (70%).

De Freitas (2008) observou que o extrato aquoso da espécie tem propriedades anti-
hemoliticas e estabilizantes da osmolaridade eritrocitaria. Facury Neto (2004) demonstrou a
atividade cicatrizante ap0s administracdo intraperitoneal do extrato aquoso de S. chilensis
em ratos. Essa diminuicdo, quando comparada com o controle, foi pequena, mas
significativa, com aumento das fibras colagenas. O solvente aquoso, provavelmente, ndo
extraiu os componentes com polaridade intermediaria como flavonas e flavonéis, muito
menos 0s mais apolares como diflavonéis, di-hidroflavonéis, isoprenoides, entre outros
(CECHINEL FILHO, 1998). O referido solvente também néo é ideal para a extracdo de
compostos fendlicos antioxidantes (MOHSEN, 2009), sendo importante um estudo com as
outras fragcbes. No mesmo estudo Facury Neto (2004) ndo verifica toxicidade ao figado
causada pelo extrato aquoso por via intraperitoneal, dada a manutencdo dos indices de
enzimas hepdticas. , e ainda que a DLsq € a DLyg foram 54,7 =+ 0,3 mg/kg e 86,2 mg/kg,
respectivamente. Conclui entdo que o indice terapéutico, nessas condi¢cdes, € reduzido
(dose eficaz 16,1mg/kg). e que extratos da espécie ndo devem ser utilizados
sistemicamente, visando o efeito cicatrizante e anti-inflamatério, e ainda que estudos mais
aprofundados devam ser realizados utilizando fracbes mais puras do extrato bruto e por
outra via de administragdo (FACURY NETO, 2004).

Morel (2006) demonstrou que o extrato metandlico e o éleo essencial da espécie
apresentaram uma atividade antimicrobiana, ambos contra: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella setubal,

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae e C. albicans.



25

Brasileiro (2006) por sua vez verificou que o extrato diclorometanico apresentou atividade
inibitéria contra S. aureus, e que 0 mesmo extrato da planta é téxico para o crustaceo
Artemia salina, sendo sua DL g5, de 72.42 ppm. Foi demonstrado que a infusdo de folhas
desta planta tém um baixo potencial mutagénico, e possui atividade anti-proliferativa e
citotoxica (BAGATINI, 2008).

O flavondide quercitrina (quercetina-3-O-ramnosideo) demonstrou atividade anti-
inflamatéria, posto que a concentracao de 50uM inibiu em 78,6% de producdo de 6xido
nitrico (NO), 76,5% de TNF — a, e 80,6% de IL — 6, sem causar citotoxicidade, e ainda
reduziu a populacdo de células no estagio S, aumentando no estagio GO e G1 em uma
relacdo dose dependente com p> 0,001 (FANG, 2008). Também é demonstrada atividade

anti-inflamatéria pelo modelo de edema de pata por carragenina (ERDEMOGLU, 2008).

1.2. Mecanismos fisiopatologicos envolvidos no processo de
cicatrizacao

Cicatrizacdo €é o termo utilizado para definir o processo pelo qual um tecido lesado é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado. O processo envolve componentes da matriz
extracelular, células residentes (queratinécitos, fibroblastos, células endoteliais, células
nervosas), leucocitos, e mediadores de natureza lipidica (prostaglandinas, leucotrienos, fator
de agregacdo plaquetaria) e proteica (citocinas, e fatores de crescimento) (HATANAKA,
2007). Didaticamente, o processo de cicatrizacdo € separado em quatro fases: (I)
coagulacao, (II) inflamacéo, (lll) proliferacdo e (IV) remodelamento. Estas fases nao
ocorrem isoladamente, trata-se de uma sequéncia de eventos celulares, teciduais e

bioquimicos organizados para restabelecer o tecido apés a injuria (Figura 6).
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Figura 6 Relacdo entre os tipos celulares e as fases da cicatrizagdo (HATANAKA, 2007).

1.2.1.Fase inflamatoria.

A fase inflamatéria tem duracdo de aproximadamente 24 a 72 horas e caracteriza-se
pelo aparecimento dos sinais classicos da inflamag¢@o como dor, calor, rubor e edema. Os
mediadores quimicos inicialmente liberados por plagquetas e mastécitos provocam
vasodilatacdo, aumentam a permeabilidade dos vasos e favorecem a quimiotaxia
principalmente de neutréfilos e mondcitos/macrofagos que tem como funcdo combater os
agentes invasores e realizar a fagocitose dos produtos resultantes da lise tecidual
(MOLLINEDO, 1999). Neutréfilos, além de suas conhecidas atividades de producdo de

proteases e espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio, estdo intimamente
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envolvidos com as reacdes de formacdo de tecidos através da producdo de fatores de
crescimento e citocinas, responsaveis pela recomposicdo da celularidade regional e
restabelecimento da homeostasia tecidual (MOLLINEDO, 1999).

A chegada de leucécitos ao local da inflamacdo depende de substancias
gquimioatraentes como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Este é liberado
imediatamente ap6s a lesdo em grandes quantidades a partir da degranulacdo das
plaguetas, apresenta propriedades quimiotaticas sobre macrofagos, neutrofilos e
fibroblastos (WERNER, 2003). O TGF- B 1 é o fator de maior influencia para a infiltracdo de
neutrofilos, e é liberado de plaguetas, macrofagos e fibroblastos, apds a lesdo. O TGF- B
também induz varios tipos celulares a produzir mais TGF- B elevando sua concentragdo no
foco inflamatério. Além disso exerce efeitos importantes sobre a angiogénese que é
importante na fase fibroblastica e de remodelamento do tecido (WERNER, 2003).

A fase inflamatéria também é modulada por quimiocinas como as proteinas
inflamatorias para macrofagos (MIP) (GILLITZER, 2001). As MIPs exercem uma posi¢ao
estratégica durante a cicatrizacdo. Sao principalmente encontradas durante os primeiros 7
dias ap6s o ferimento e integram os eventos inflamat6rios com os de reparo tecidual. Sdo
responsaveis pelo acumulo inicial de macréfagos, células que apresentam capacidade
fagocitica, de apresentacao de antigenos e fonte de fatores de crescimento. Di Pietro et al,
(1998) demonstraram em modelo murinico, que a deplecdo de MIP-1 no processo de
cicatrizacdo reduz de forma indireta a atividade angiogénica por reduzir a chegada de
macro6fagos no sitio de reparo.

A producgédo de citocinas pro-inflamatérias como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) ocorre rapidamente apds o trauma. Estas
mediam o0s sintomas associados com o trauma. Embora esta resposta (mediada por
citocinas) seja parte essencial para a cicatrizacdo, a sua produgdo em excesso esta

associada com a severidade da doenca em muitos processos inflamatérios / infecciosos.
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TNF-a e IL-1, por exemplo, sdo os principais mediadores da resposta inflamatoria aguda.
S&do importantes na ativacdo de células endoteliais e na expressdo de moléculas de adesao,
fato que contribui para o recrutamento e acumulo de mais fagocitos na area inflamada
(MOLLINEDO, 1999; LIU HL, 1995; ABBAS, 1998).

No sitio da inflamacéo, neutréfilos produzem espécies reativas de oxigénio, que séo
de vital importédncia na atividade microbicida e inflamatéria destas células. A atividade
microbicida é dependente da ativacao do sistema NADPH oxidase, ou seja, da geracao de
EROs (burst respiratério) e mobilizagdo de céations no fagossomo (BABIOR, 1999;

BORREGAARD, 1993, SHAW, 2010)

1.2.2.Fase de formacéao de tecido de granulacao/proliferativa

Na fase proliferativa ocorre neoangiogénese, producdo de colageno jovem pelos
fibroblastos e intensa migracdo celular (principalmente queratindcitos), promovendo a
reepitelizacdo. Inicialmente, a migracdo e ativacdo de fibroblastos séo intensificadas em
decorréncia da liberacdo de mediadores principalmente, por macréfagos, destacando-se
fatores de crescimento como TGF- a (Fator de crescimento transformante-alfa) e VEGF-A
(Fator de crescimento vascular — endotelial - A). Com o aumento do numero de fibroblastos
ativados para a producdo de colageno no local, a matriz comeca a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e elastico. Este processo é denominado de fibroplasia. Sua
eficiéncia € dependente da ocorréncia em paralelo da formagdo de novos vasos sanguineos
(KNIGHTON, 1981; HARTLAPP, 2001). VEGF-A é o principal regulador da vasculogénese e
angiogénese durante o desenvolvimento do tecido cicatricial, assim o aumento de VEGF
acelera o processo de cicatrizacdo (BRETTBART, 2001).

Com a angiogénese e a fibroplasia se inicia a formacdo do tecido de granulacéo

composto por macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados que estdo suportados por uma
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matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno tipo | e Il. Este tecido é
edematoso e caracterizado pela presenca de muitos espacos vazios, devido a imaturidade
dos vasos, 0s quais sdo extremamente exsudativos e sangram com facilidade (CORRAL,
1999).

Sob o estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células
endoteliais do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar
colagenase e ativador do plasminogénio. Essas substancias promovem aberturas na
membrana basal que permitem a migragdo das células endoteliais que, atravessando a
parede do vaso e utilizando como substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida,
seguem em direcdo a regido da lesdo (WERNER, 2003). As células epidérmicas possuem
potencial mitético latente e no caso de uma machucadura, o mecanismo inibitério
desaparece e as células entram imediatamente em processo mitético. Ao final desta etapa,
o leito da ferida esta totalmente preenchido por tecido de granulacdo. A rede linfatica passa
por regeneracdo e a circulacdo esté restabelecida pela neovascularizagcdo. Lentamente, o
tecido de granulagéo é enriquecido com mais fibras colagenas o que comeca a dar a regido
lesada a aparéncia de cicatriz devido ao acumulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO,
1987). Os queratinécitos nesta fase tornam-se células hiperproliferativas e migratérias que
produzem e secretam componentes da matriz extracelular e polipeptideos sinalizadores, ao
mesmo tempo em que seu citoesqueleto € alterado para a producdo de queratina

(MONTESANO, 1988).

1.2.3.Fase de remodelamento do tecido

A fase de remodelamento pode durar de meses a anos. Nesta fase, ocorre
reorganizacdo do colageno e aumento da resisténcia da cicatriz, que adquire maior forca

ténsil e empalidece. O remodelamento envolve etapas sucessivas de producgédo, digestéo e
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orientacdo das fibrilas de colageno. A deposi¢céo de colageno é feita a principio de maneira
aleatéria tendo como orientacdo a organizacao da fibronectina e dependente da natureza e
direcéo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras sdo subsequentemente digeridas pela
colagenase, novamente sintetizadas, e arranjadas de acordo com a organizacdo das fibras
do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligagcdes covalentes. Essas
ligacdes sdo formadas entre moléculas de tropocolageno no ambito da fibrila e entre as
préprias fibrilas. Repeticdes sucessivas de quebra, sintese, direcionamento e ligacdo
formam fibras maiores de colageno, resultando numa configuragdo mais uniforme da
cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia devido a organizacao das fibras acompanharem as
forcas mecéanicas a que o tecido estd sujeito durante a atividade normal. Uma ferida
somente pode ser considerada resolvida depois de concluida a maturacdo e remodelagem
da matriz extracelular.

Quando a ferida completou o seu fechamento e 0s microorganismos foram
eliminados, os linfcitos constituem o subsistema leucocitario mais abundante em feridas
humanas (CLARK, 1988). Os linfocitos ndo sdo somente efetores imunes, mas também,
produtores de fatores de crescimento (ENGELHARD, 1998). De forma notavel, nesta etapa,
eles sdo atraidos para a regido da ferida em igual nUmero que os mondcitos e, a partir do
décimo quarto dia, sdo os leucdcitos que predominam na regido. Os eosindéfilos aparecem
nas ultimas fases do reparo e presume-se que podem estar relacionados a producédo de
fatores de crescimento (BLOTNIK, 1994).

Os medicamentos que agem como cicatrizantes estimulam o processo de
cicatrizacdo ou restabelecem as condi¢Bes imprescindiveis a cicatrizacdo. Usualmente séo
utilizados alguns medicamentos para aumentar o processo da cicatrizacdo, como:
Bepantol© (dexpantenol) Bayer, Fibrase© (fibrinolisina, desoxirribonuclease, cloranfenicol)

Pfizer, Kollagenase© (Colagenase e Cloranfenicol) Cristalia, Iruxol Mono© (colagenase)
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Abbott, Paraqueimol© (Sulfacetamida sédica) Aché, e Trofodermin© (Acetato de Clostebol)

Pfizer (DEF 2007/2008; ANVISA, 2010), entre outros.
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2. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi verificar a atividade cicatrizante de do extrato

hidroetandlico a 70% das partes aéreas deS. chilensis, focando no estudo da fase

inflamatoria do reparo tecidual e nas funcdes de neutréfilos através de ensaios in vivo.

2.1. Objetivos especificos

Obter o extrato hidroetandlico a 70% das partes aéreas de S. chilensis,
Fracionar o extrato com cloroférmio, acetato de etila e agua,

Realizar a triagem fitoquimica do extrato e das fracoes,

Obter o perfil cromatografico em CCD e CLAE do extrato e das fragfes,

Isolar os compostos majoritarios,

Verificar a carga microbiana da planta, da droga, do extrato e das fracdes,
bem como andlise de endotoxinas do extrato e das fracdes,

Analisar a citotoxicidade in vitro nos tipos celulares em que for encontrada
ativacdo ou inativacao frente ao extrato e fracoes,

Analisar in vitro a producéo de citocinas por neutrofilos,

Verificar a atividade cicatrizante do extrato e das fracdes, apés a inducdo de
ferimento em ratos, através da analise macroscépica do processo de
cicatrizacdo (area e tamanho do ferimento),

Analisar a migracdo de neutréfilos em bolsa de ar induzida no dorso e
mediadores inflamatorios liberados (TNF-a, IL-1b e CINC-2a/B) na éarea do

ferimento e na bolsa de ar induzida frente ao extrato e as fracdes.
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3. Justificativa do trabalho

O conhecimento dos mecanismos pelos quais S. chilensis interfere nas fases de
reparo tecidual é essencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Desta
forma, este estudo visa definir possiveis efeitos da Solidago chilensis na fase inflamatéria do
processo de cicatrizacdo de feridas.

Nesse sentido, foram utilizados neutrofilos, pois estas células estdo presentes na
fase inflamatoria do processo de cicatrizacdo e sdo envolvidas com as reacdes catabdlicas
de degradacao de tecidos através da producéo de proteases e espécies reativas de oxigénio
e hitrogénio; apresentam atividade no processo de angiogénese e formacdo de tecidos
através da producgédo de fatores de crescimento; e liberacdo de citocinas e espécies reativas
de oxigénio (PARK, 2004; GILLITZER, 2001; WERNER, 2003). Sabe-se que a producao
excessiva de citocinas e espécies reativas de oxigénio por leucdcitos pode levar a injaria
tecidual e a morte celular. Sendo assim, a hiper ou hiporresponsividade encontrada em
células tratadas com S. chilensis pode desencadear ativacdo apropriada, contribuindo para
0 processo de cicatrizagdo, ou inapropriada, aumentando a susceptibilidade do organismo a
microorganismos invasores. Neste aspecto, é importante a verificacdo de seu potencial
antioxidante sua influencia na migracdo de neutrofilos e na liberagdo de citocinas
importantes no processo como TNF- a, IL-1 B e CINC-2a/B.

Neste estudo foram utilizados modelos animais. Para isso, ratos com feridas
induzidas e tratadas com S. chilensis foram monitorados quanto aos seguintes aspectos: (a)
analise macroscopica do processo de cicatrizacdo (tamanho); (b) migracdo celular e (c)
andlise por ELISA (kit DuoSet® ELISA Development Systems) das citocinas presentes na
area do ferimento.

Varios pontos sdo relevantes quando consideramos que a S. chilensis contém

substancias que podem regular o processo de regeneragdo do tecido. Por exemplo, para
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otimizar a intervencao terapéutica, torna-se necessario o conhecimento prévio do efeito do
farmaco na cronologia da lesdo, a fim de maximizar os efeitos benéficos do tratamento. A
partir da analise efetuada neste trabalho, pretende-se eleger a forma ideal de intervencéo
com o objetivo de potencializar o evento predominante. Extratos de origem vegetal sdo
utilizados em ferimentos, principalmente em paises da América Latina (CARDOSO, 2004). A
perspectiva futura € que, se houver efeitos benéficos, estes sejam evidenciados, bem como
0 mecanismo envolvido determinado. Além disso, serd possivel desenvolver formulagbes
(biomembranas, géis, pomadas) para aplicagdo em humanos.

A espécie S. chilensis é altamente utilizada pela populacdo brasileira, apesar de
somente poucos estudos terem sido publicados em revistas indexadas (figura 1).

A espécie é altamente adaptavel, de facil cultivo e baixo custo, o que garante a
espécie vegetal um lugar na lista da ANVISA de plantas de interesse (LORENZI, 2002). Se
for acrescentado o interesse crescente no género, comprovado pelo aumento de estudos
publicados (Figura 7), e a comprovagdo de espécies do mesmo género com atividade
cicatrizante (TAMURA, 2009) torna-se imprescindivel fazer um estudo dos componentes

presentes em fracGes de varias polaridades e sua relagdo com atividade.
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Figura 7 (A) Numero de publicagdes encontradas na revisdo da literatura em diferentes bases de dados (Pub
Med, Thompson, Scopus e Scielo) com as palavras chaves: Solidago, Solidago chilensis, Solidago e
Infamacgdo e Solidago e Cicatrizagdo. (B) Nimero de publicagfes sobre o género Solidago por
década.



35

4. Material e métodos

O fluxograma apresentado na Figura 8 relaciona ndo cronologicamente os
experimentos. Em rosa estdo os ensaios - biolégicos, sejam eles in vitro (ovalados) ou in
vivo (quadrados), -quimicos em laranja, - os extratos em verde e a - preparagao destes

em azul. Com o LHEE.

=

@
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Liofilizacao
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oy »% [caturzs]

- Experimentos

Figura 8 Fluxograma dos experimentos realizados com os extratos de S. chilensis
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4.1. Obtencao dos extratos

As partes aéreas da espécie vegetal (depositada no herbério da Unicamp sob
namero UEC 121.391) obtidas por cultivo pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agrondmicas da Universidade Estadual de Campinas
(CPQBA/UNICAMP) foram secas em estufa a 40° C com circulacdo de ar, marca Estufa
Soc.Fabbe Ltda, e pulverizadas em moinho de facas e martelos marca Thomas®, passando
por tamis de 1 mm. O extrato hidroetandlico a 70% foi obtido por percolacdo da droga
vegetal, segundo o método "A" da Farmacopéia Brasileira 2° ed (1959). O extrato foi
evaporado por rotaevapor Bichi R-114, a presséo reduzida e temperatura limite de 40 °C e
entéo liofilizado em liofilizador LK4, da marca Edwards do Brasil, obtendo-se assim o extrato
hidroetanolico liofilizado (LHEE - liofilized hydroethanolic extract). Este foi acondicionado em
frascos de vidro ambar fechado, em dissecador contendo silica. Trés quartos da massa total
foram fracionados consecutivamente por particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente da marca Synth grau P.A., obtendo-se ao final 3 fracbes, cloroférmio
(FCHCIy), acetato de etila (FACOELt) e aquosa (FH,0). Essas fracbes foram concentradas em
rotaevaporador e liofilizadas de acordo com 0 mesmo processo descrito acima (CECHINEL

FILHO, 1998; GOULART, 2007).

4.2. Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada para o LHEE e para as fragcdes. Foram realizados
testes para os seguintes grupos de principios ativos:
a. Cumarinas: visualizacdo em solucdo alcalina com aparecimento de
coloracdo amarela, e visualizacdo do extrato sob a luz UV 466nm
(fluorescéncia azul ou verde) (SIMOES, 2006);

b. Polifendis: reacdo com cloreto férrico (FeCls) (SIMOES, 2006);
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c. Flavonoides: cianidina (Shinoda), cloreto de aluminio e hidréxido de sodio
(COSTA, 2001);

d. Taninos: acetato de chumbo, proteina (gelatina), alcaldides, reacdo com
FeClI3) (COSTA, 2001; SIMOES, 2007);

e. Antraquinonas: reacdo de Borntraeger (COSTA, 2001);

f. Saponinas teste de espuma (COSTA, 2001).

4.3. Perfil cromatogréafico e isolamento dos compostos majoritarios

4.3.1.Cromatografia em camada delgada (CCD)

O perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizado
para o LHEE e para as fracdes com o seguinte sistema cromatogréfico:
a. Cromatografia ascendente;
b. Placas de vidro de 20 x 20 cm, recobertas com silica gel 60g;s4;
c. Saturacdo total (1 hora), temperatura ambiente;
d. Concentragao do extrato de 1mg/ml;
e. Fase movel acetato de etila (AcOEt), acido férmico, acido acético,
etilmetilcetona, agua (50: 7: 3:30:10) (WAGNER, 1996).
Para determinacdo de compostos fendlicos o revelador foi cloreto férrico (COSTA,
2001), com visualizagdo a luz visivel (COSTA, 2001); flavonodides, revelador NP (&cido
difenilbdrico 2-amino etiléster) (WAGNER, 1996; COSTA, 2001) e visualizacao ultravioleta a
365nm (apd6s NP) (WAGNER, 1996); para terpenos o revelador € anisaldeido sulfarico (AS)

seguido de aquecimento a 100°C por 5 min. (WAGNER, 1996).



38

4.3.2.Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil por CLAE foi realizado em um equipamento Shimadzu® LC-20A, detector
PDA (Photodiode Array), coluna Shimadzu® C18 Shim-Pack VP-ODS de 250 mm x 4,6 mm
e tamanho de particula de 5 um. Inicialmente foi feita uma corrida em gradiente de 60 min.,
5-100% B (acetonitrila grau HPLC Tedia®) em agua Milli-Q® neutra, com fluxo de 1mL/min
para avaliar qual a polaridade dos principais compostos. Posteriormente essa corrida foi
otimizada para uma melhor separacéo dos picos, originando o gradiente de acetonitrila (grau
HPLC Tedia®) de 60 min., 10%-60% e de 60% a 100% em 15 min conforme mostra a tabela

1.



Tabela 1 Configuracéo das corridas cromatograficas em CLAE desenvolvidas para otimizar a separa¢éo dos componentes dos extratos FAcCOEt e FH,0

Solvente (solubilizagao N2 da Concentragao
Extrato  da amostra corrida da amostra Corrida, em porcentagem de ACN
Aquoso  H20 c1 1mg/ml
AcOEt Acetona C2 0,5mg/ml 5'10%, 65' 100%, 75' 100%, 80' 100%, 85% 5'
AcOEt Acetona C2 0,5mg/ml 5'10%, 65' 100%, 75' 100%, 80' 100%, 85% 5'
AcOEt MeOH c3 0,5mg/ml 5'10%, 10' 25%, 70', 45%, 75' 100%, 80' 100%, 85' 5%
Aquoso  H20 Cc4 1mg/mi 5'1%, 65'40%, 70' 100% 75' 100%, 80' 5%
AcOEt MeOH C5 0,5mg/ml 5'10%, 10' 25%, 26', 26' 30%, 30' 100%, 35' 100%, 40' 5%
AcOEt MeOH cé6 0,5mg/ml 5'26%, 20' 26%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH c7 0,5mg/ml 5'5%, 50' 30%, 55' 100%, 60' 100%, 65' 5%
AcOEt MeOH c7 0,5mg/ml 5'5%, 50' 30%, 55' 100%, 60' 100%, 65' 5%
AcOEt MeOH Cc8 0,5mg/ml 5'24%, 20' 24%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH c9 0,5mg/ml 5'25%, 20' 25%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH cio 0,5mg/ml 5'23%, 20' 23%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH Cc11 0,5mg/ml 5'22%, 20' 22%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH Ci12 0,5mg/ml 5'21%, 20' 25%, 21' 100%, 30' 100, 35' 5%
AcOEt MeOH Ci13 0,5mg/ml 5'20%, 20' 25%, 20' 100%, 30' 100, 35' 5%




4.3.3.ldentificacdo dos compostos

A fracdo FACOEt foi analisada por RMN 300 MHz e CLAE - MS na integra pois, uma
vez gue o0 componente majoritdrio é muitas vezes mais abundante que 0s outros
componentes seu sinal subrepuja-os possibilitando sua identificacdo sem que haja a
necessidade de isola-lo. J& a FCHCI; foi fracionada por cromatografia em coluna (CC) e

placas de CCD preparativa de 1000um.

4.4, Carga microbiana

A andlise microbiolégica foi realizada para a droga seca, através da contagem de
microrganismos viaveis totais empregando-se o método de contagem em placas (F. Bras.
IV, 1988):

Uma amostra de 10g da droga foi dispersa em 90 mL de meio de cultura.
Posteriormente foram feitas diluigbes seriadas, adicionando 1mL em um tubo de ensaio
contendo 9mL de TSB (caldo tripticaseina de soja) sucessivamente. Cada uma dessas
diluicdes foi plaqueada (em duplicata) em agar triptona soja TSA (Trypticase soy agar) e
incubada a 36° C para crescimento bacteriano e agar Sabouraud dextrose SDA

(Sabouraud Dextrose Agar.) incubado a 25°C para crescimento de fungos (SOUSA, 2006).

4.5. Endotoxinas

O ensaio de endotoxinas foi realizado pelo laboratério CONFAR® (Laboratério de
Controle de Medicamentos, Cosmeéticos, Domissanitarios, Produtos afins a as Respectivas
Matérias-Primas) nos extratos LHEE, FCHClI;, FACOEt e FH,0.

O teste realizado foi o LAL (Limulus amebocyte lysate) utilizando o kit Lonza® 50-

650U (LIMULUS AMEBOCYTE LYSATE, 2010).
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4.6. Ensaios bioldgicos

Os ensaios de cicatrizacdo foram realizados nas instalagbes da Universidade
Cruzeiro do Sul, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Elaine Hatanaka, e aprovados pelo
comité de ética da referida instituicdo sob o numero 47/05/2011 e ratificados pelo comité de
ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP.

As amostras foram dissolvidas em tampao isoténico fostato-salino PBS (phosphate
buffered saline) estéril ou quando nao diretamente solUveis em solventes hidrofilicos foram
dissolvidos em etanol e entdo diluidos com PBS, sempre mantendo uma concentragdo de
etanol final inferior a 0,05% (concentracdo testada em experimentos prévios que nao

demonstrou causa alteracao fisiologica celular).

4.6.1.Cultura celular, necrose e apoptose.

Neutréfilos foram obtidos por lavagem intraperitoneal de ratos, utilizando 40mL de
PBS, 3 horas depois de uma inoculagéo intraperitoneal de glicogénio de ostra (Sigma tipo I,
de ostra) para induzir a migracao de neutrdfilos. O lavado foi centrifugado por 10 min. a 4° C
em 500G. As condi¢cdes de tratamento foram: meio de cultura RPMI — 1640 com 10%
suplementado com SBF (soro bovino fetal), glutamina (2 mM) e Hepes (20mM) (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA) 10° células, a 37° C e 5% de CO,. O numero de células
viaveis foi determinado por contagem em camara de Neubauer por exclusdo de trypan blue
em microscopio optico. Os tratamentos foram preparados dissolvendo as amostras (LHEE,
FH,O, FACOEt, FCHCI3) em etanol 100% a uma concentragcdo de 0,1mg/ml e ent&o diluidos
com agua estéril até a concentracao de 0,1ug/ml, seguido de diluicdes decimais seriadas.
Como controle foram usadas células ndo tratadas. Todas as analises foram feitas em

duplicatas.
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Os neutrdfilos foram transferidos para placas de 96 pocos e foi adicionada uma das 4
amostras (LHEE, FH,O, FAcOEt, FCHCl;) em uma das concentracbes finais de
0,1000ug/ml, 0,0100ug/ml, 0,0010ug/ml ou 0,0001ug/ml. Esses 5 grupos (controle e extrato
nas 4 concentracdes) também foram testados com a adicdo concomitante de um estimulo
positivo LPS (5 pg/mL) para a verificacdo da acdo anti-inflamatoéria. Apés o tempo de
incubacdo as placas de cultura foram centrifugadas a 500G por 5 min a 4° C. O
sobrenadante foi guardado a -80° C para doseamento de CINC, VEGF, L-selectina, TNF- a
e IL-1B por ELISA (DuoSet kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e o precipitado (pellet)

para as analises de necrose e apoptose.

4.6.1.1. Ensaio de Integridade de membrana (necrose celular)

As placas de cultura foram cultivadas conforme descrito acima e o pellet
ressuspendido em 450 mL de PBS e 50 mL de iodeto de propidio (50 mg/mL em PBS) e
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton—Dickinson, USA). O iodeto de
propidio € um composto fluorescente altamente solGvel em agua que ndo penetra em
membranas celulares integras. A fluorescéncia foi medida usando o canal FL2 (laranja —
vermelho 585/42 nm). Dez mil eventos foram analisados por experimento e as células com

fluorescéncia foram analisadas pelo software Cell Quest (Becton— Dickinson)

4.6.1.2. Ensaio de fragmentacao de ADN (apoptose)

As células foram incubadas e centrifugadas como descrito acima. O pellet foi
ressuspendido em 450 mL de solucao hipotdnica (0.1% citrato de sodio, e 0.1% Triton-X-
100) e 50ml de iodeto de propidio (50 mg/mL em PBS), e entdo incubado por 30 min. Esse

detergente permeabiliza as células permitindo a entrada do corante que se incorpora a
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fragmentos de ADN. Assim quanto maior a fragmentagdo maior a fluorescéncia. A leitura

também foi realizada como descrito acima.

4.6.2.Ensaio de ferida aberta

O ensaio de cicatrizacdo foi realizado com 20 ratos Wistar machos (150 a 180q9),
oriundos do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, separados aleatoriamente
em 5 grupos de 4 animais: - controle (PBS); - Dersani® (usado para comparar com um
medicamento usualmente utilizado em postos de saide) (MAGALHAES, 2007); - LHEE; -
LHEE suspendido em gel de carbopol ETD 2020 (extrato incorporado a 10%).; - e gel ETD
2020. Todos os animais receberam agua e racdo da marca Purina® ad libitum e foram
acondicionados em caixas de polietieno em condicbes de umidade e temperatura
ambientais (46-50%, 22°C), com fase de claro e escuro de 12 horas cada (GARROS, 2006).
Os animais foram anestesiados por xilazina (20 mg.mL-1) e ketamina (50mg.mL-1)
(FACURY NETO, 2004), e entdo tiveram o dorso tricotomizado seguido de limpeza com
etanol 70% (FACURY NETO, 2004; LIMA., 2006). Uma ferida foi entdo aberta, até a fascia
muscular, com uma tesoura cirdrgica e um modelo de area guia de 1cm?, criando uma ferida
de 1cm? (GARROS, 2006; LIMA, 2006). Ap6s a cirurgia os animais receberam topicamente
0,1 mL de um dos cinco tratamentos 1 vez ao dia (GARROS, 2006), por 15 dias ou até o
fechamento total da ferida, permanecendo em gaiolas individuais (LIMA, 2006). O tamanho
dos ferimentos foi medido no tempo inicial, nos primeiros 3 dias e entdo a cada 2 dias por
meio de fotografia digital a uma distancia padronizada de 60 cm e anadlise digital pelo

software Image Pro-Plus.

4.6.3.Ensaio de migracdo de neutréfilos em bolsa de ar estéril
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O efeito do extrato LHEE sobre a migragdo de neutrdfilos in vivo foi avaliado através
da inducédo de bolsa de ar estéril no tecido subcutaneo do dorso de ratos. Sete dias apés a
administracdo de 20 mL de ar esterilizado por filtro com diametro menor que 0,22um as
bolsas foram novamente insufladas com 10ml de ar esterilizado e foi adicionado 1 mL de
PBS para controle, 1 mL de PBS estéril contendo o extrato LHEE a 0,01mg/ml (dose néo
letal para neutrdfilos testada em ensaio de fragmentacdo de ADN e de viabilidade celular) o
que corresponde a uma dose de 0,033mg/kg, 1mL de PBS estéril contendo o estimulo
positivo para quimiotaxia fMLP (N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine) (10 nM) ou 1mL
de PBS estéril contendo uma mistura 1:1 da solugéo de fMLP (10 nM) e LHEE. Quatro horas
apos a injecdo do estimulo, os animais foram eutanasiados e o exsudado inflamatorio foi
coletado por lavagem da cavidade formada com 5 mL de PBS. A suspensao foi centrifugada
a 400 G por 10 min. a 4°C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS,
tendo seu numero contado em camara de Neubauer. O sobrenadante foi congelado para a
dosagem posterior de citocinas pelo método de ELISA (DuoSet kit; R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) para as seguintes citocinas, TNF, CINC-2ab, MIP, IL-6, IL-1, TNF e

L-selectina (TAMURA, 2009).

4.7. Andalise estatistica

Todos os resultados foram comparados usando ANOVA, seguido do teste de ajuste
de p utilizando o método de Bonferroni. Resultados foram considerados significativos

quando p=<0.05.
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5. Resultados

5.1. Obtencao dos extratos

A planta foi coletada diretamente da colecdo de espécies vegetais do
CPQBA/UNICAMP no dia 14 de abril de 2010, totalizando uma massa de 2,760kg. Depois
de seco obteve-se a massa de 6589 (24% da massa fresca), sendo a temperatura da estufa
de secagem nao maior que 40° C, garantindo uma maior seguranca para a estabilidade dos
metabdlitos secundarios. A moagem resultou em uma massa de 561g (85% da droga seca
ou 21% da planta fresca).

A partir da droga moida foi realizada a percolacé@o utilizando-se 7 litros de solvente
(etanol - agua, 7:3). O extrato foi concentrado em rota-evaporador em pressdo reduzida,
para a retirada do etanol, e liofilizado obtendo-se uma massa de 81,5¢g, 14% da droga moida
(3,46% da planta fresca), apresentando-se em forma de pdé higroscopico, de coloracéo
castanho-clara e aroma levemente adocicado. Utilizando 56,259 do extrato liofilizado
(aproximadamente 2/3) foi feito o fracionamento. Este foi realizado por particdo liquido-
liquido, formando uma suspensdo em agua a 10%, seguido de extracdo pela adicdo
consecutiva dos solventes CHCIl; e AcOEt, restando no final a fragdo aquosa. Apds o
fracionamento obteve-se 38,139 da fracdo aquosa (67,79% do liofilizado, e 2,426% da
planta fresca), 4,449 da fracdo acetato de etila (7,89% do liofilizado e 0,273% da planta
fresca) e 10,649 da fracao cloroférmica (18,92% do liofilizado e 0,677% da planta fresca),

assim um rendimento total (somando a massa das 3 frag6es) de 94,06%.

5.2. Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica demonstrou a presenga de compostos fendlicos e saponinas na

fracdo aquosa e taninos e flavonodides na fragdo acetato de etila. Nao foi possivel determinar
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a presenca de outros componentes nem desses nas outras fracdes devido & coloragdo dos

extratos dificultar a visualizacdo da mudanca de cor.

5.3. Perfil cromatografico e Isolamento dos compostos majoritarios

5.3.1.Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os cromatogramas obtidos por CCD demonstram que o fracionamento foi eficiente
para a separacdo de compostos, com 12 bandas no LHEE e na FH,O, 6 na FACOEt e 8 na
FCHCI3;, como mostra a figura 9 abaixo. A fracdo CHCI; extraiu principalmente compostos de
baixa polaridade que ndo sao revelados por NP, por exemplo os compostos terpenicos, com
pode ser observado no cromatograma em camada delgada revelado com anisaldeido
sulfarico, ja a fragdo AcOEt concentrou a grande quantidade de compostos fendlicos como a
grande banda amarela presente na parte superior (Figura 9), enquanto isso o residuo
aguoso reteve em maior quantidade de compostos mais polares, corroborando o encontrado
nos resultados obtidos na triagem fitoquimica. Nas figuras A e B sdo mostrados os
compostos fendlicos. Fica claro que na fracao de polaridade intermediaria ha predominancia
de um determinado composto, uma vez que ele aparece como uma grande banda amarela e
até se sobrep®e as outras que estdo préoximas. Esse resultado é confirmado pela analise por
CLAE em que o pico majoritario satura o detector ultrapassando 4000 mAU (figura 10). Na
figura C sdo mostrados os compostos terpenicos como a a-amirina e o bauerenol
(identificado por outros autores (CERDA-GARCIA-ROJAS, 1996; DE CARVALHO, 1998).e

também encontrados nesse extrato).
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Figura 9 Cromatogramas obtidos por CCD com o extrato e as fragcdes de S. chilensis com a fase movel acetato
de etila, acido férmico, acido acético, etil-metil-cetona, agua (50: 7: 3:30:10) (WAGNER , 1996). Na
sequencia, da esquerda para a direita no cromatograma A: extrato bruto (etanol 70%), fracdo
aquosa, fracdo acetato de etila, e fragdo cloroférmica, e nos cromatogramas B e C extrato bruto
(etanol 70%), fragdo aquosa, fragdo acetato de etila, fragcdo cloroférmica e padrdo de quercetina. (A)
Revelador NP em visualizagdo em UV, 466 (B) Revelador FeCI3 em visualizagdo em luz visivel, (C)
Revelador AS em visualizagdo em luz visivel

5.3.2.Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os cromatogramas obtidos por CLAE foram desenvolvidos inicialmente como
descritos na metodologia e sdo apresentados nas Figura 10 Figura 11 (FAcCOEt e FH,0,

respectivamente).
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Figura 10 Cromatograma obtido por CLAE para a fragcdo acetato de etila de S. chilensis. Gradiente de acetonitrila
de 5%- 100% em 60 min., (A) plano geral, (B) detalhe.
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Figura 11 Cromatograma obtido por CLAE para a frac@o aquosa de S. chilensis. Gradiente de acetonitrila de 5%-
100% em 60 min, (A) plano geral, (B) detalhe.
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A partir dos cromatogramas obtidos, foram ensaiadas novas fases para se obter
uma separacdo melhor dos picos como mostra a Tabela 1 Configuracdo das corridas
cromatograficas em CLAE desenvolvidas para otimizar a separacdo dos componentes dos
extratos FACOEt e FH,O e os cromatogramas Figura 12Figura 13. Com a concentracdo
préxima de 24% de acetonitrila, um maior nimero de picos pode ser separado na FAcCOEt
(C8). Aumentando a concentracdo de ACN em 1% alguns picos se tornam mais definidos,
mas um numero maior deles se sobrepde. Ja ao reduzir a quantidade do solvente apolar fica
nitida a formacdo de picos com “ombro” indicando que mais de uma substancia esta

presente naquele sinal. A FH,O foi desenvolvida conforme a Tabela 1 e estd apresentada na

Figura 13
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Figura 12 Cromatograma obtido por CLAE para a fracdo AcOEt de S. chilensis. Gradiente de acetonitrila de 5'
24%, 20' 24%, 25' 100%, 30' 100, 35'5 (A) plano geral, (B) detalhe.
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Figura 13 Cromatograma obtido por CLAE para a fra¢do aquosa de S. chilensis. Gradiente de acetonitrila de 5'
1%, 65' 40%, 70' 100% 75' 100%, 80' 5% (A) plano geral, (B) detalhe

Na fracdo FACOEt o composto majoritario apresentou um tempo de retencao de

17.403 min. Esse pico possui uma alta pureza e seu espectro apresenta picos de

absorbancia em 204, 254 e 354 nm (Figura 14).
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Figura 14 Espectro obtido por CLAE para o pico de retencdo 17.403 min da fracdo AcOEt de S. chilensis.
Gradiente de ACN de 5' 24%, 20' 24%, 25' 100%, 30' 100, 35' 5% (A) Picos de absorbancia, (B)
pureza (C) imagem 3D (eixo x = comprimento de onda, y = fluorescéncia e z = tempo de retencéo.

Essas caracteristicas também foram encontradas em um dos picos do extrato

aquoso com retencdo 16.617 min, apesar de ndo apresentar a mesma pureza (Figura 15).

Figura 15 Espectro obtido por CLAE para o pico de retencdo 16.62 min da fracdo aquosa de S. chilensis.
Gradiente de ACN de 5' 1%, 65' 40%, 70' 100% 75' 100%, 80' 5% (A) Picos de absorbancia, (B)
pureza
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No extrato aquoso 0 pico majoritario apresenta um tempo de retencao de 27.364 min.

e picos de fluorescéncia em 190, 220, 240 e 325nm (Figura 16)
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Figura 16 Espectro obtido por CLAE para o pico de retengdo 27.364 min da fracdo aquosa de S. chilensis.
Gradiente de ACN de 5' 1%, 65' 40%, 70" 100% 75' 100%, 80' 5% (A) Picos de absorbancia, (B)
pureza

Uma vez que esta descrito na literatura que nesta espécie vegetal esta presente o
flavonéide quercitrina, foi realizado um cromatograma (gradiente de ACN de 5' 10%, 65'
100%, 75' 100%, 80" 100%, 85% 5), utilizando um padrdo de quercitrina para comparar seu
tempo de retencdo Figura 17 e picos de absorbéancia (Figura 18) com os cromatogramas
realizados com as amostras de S. chilensis. Foi detectado que apresenta picos de
absorbéancia iguais aos obtidos nas fracdes AcOEt e aquosa, sendo seu majoritario em

26.154 min. o que fortalece a hipotese de ser o mesmo flavondide.
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Figura 17 Cromatograma obtido por CLAE para a o padrdo do flavondide quercitrina. Gradiente de acetonitrila de
5'10%, 65' 100%, 75' 100%, 80' 100%, 85% 5 (detalhe do cromatograma obtido).
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Figura 18 Espectro obtido por CLAE o padrdo de quercitrina. Gradiente de ACN de 5' 10%, 65' 100%, 75' 100%,
80' 100%, 85% 5. (A) Picos de absorbancia, (B) pureza (C) imagem 3D (eixo x = comprimento de
onda, y = fluorescéncia e z = tempo de retencéo.



56

5.3.3.ldentificacdo dos compostos

A fracdo CHCI; foi fracionada por cromatografia em coluna com silica Fasy
devido a sua facilidade em trabalhar na bancada por cromatografia em coluna, comparado a
CLAE. Foram coletadas 88 amostras distintas que foram entdo agrupadas em 28 por
similaridade de composicdo quimica (avaliada por CCD) e foram numeradas em ordem
crescente de polaridade. As 15 primeiras subfracdes (ja agrupadas) estdo apresentadas na
Figura 19.

As subfracdes 5 e 6 foram plaqueadas juntas numa tentativa de aumentar a
gquantidade de cada composto. Da subfracéo 2 foram isolados 3 compostos, no entanto ndo
em quantidade suficiente para a realizagcdo de um RMN ja das fragbes 5 + 6 e 7 foram
obtidos seis compostos isolados (bandas 7, 8, 9, 10, 13 e 14) (Tabela 2). Destas subfractes
foram realizados espectros de H' e em seguida C* para as bandas 8,13 e 14 por
apresentarem maior massa. A analise destes espectros foi feita pela Profa. Dra. Ingrit

Collantes

(A) (B)
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Figura 19 Cromatogramas obtidos para as 15 primeiras subfra¢gfes obtidas a partir do fracionamento da FCHCI3
de S. chilensis. Fase movel hexano: acetato de etila (9:1). (A) visualizacdo em UV 254nm, (B)
visualizagcdo em UV 366nm, (C) revelagdo com acido sulfdrico a 20% seguido de aguecimento
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Tabela 2 Massa das bandas obtidas por fracionamento por cromatografia em coluna da FCHCI3 de S. chilensis.

Massa
Subfracdo Bandas (mg)

1 0,5
7,9
0,4
0,8
16
18
10,9
7,9
5,1
4,2
3,2
3,4
10,9
24,4
3,8
2,9
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Figura 20 Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (300 MHz) CDCl; do composto 1 (presente na banda 8) do extrato FCHCI; de S.chilensis



O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura 20) apresenta
sinais caracteristicas da presenca de um anel furdnico, como um duplo dubleto (dd) em
7.352 ppm com constante de acoplamento (J) 1.5 Hz, correspondente ao H-16, um dd em
7.206 ppm com J 1.5, 0.94 Hz correspondente ao H-15, um multipleto (m) em 6.257 ppm
correspondente ao H-14, um multipleto em 5.194 ppm correspondente ao H-4, também
observa-se na regido a campo alto, regido caracteristica para composto alifatico como um
singleto largo em 1.672 ppm correspondente ao hidrogénios da metila 19, um singleto largo
em 0.856 ppm correspondente ao hidrogénios da metila 17, um singleto em 1,393 ppm
correspondente ao hidrogénios da metila 18 e um singleto em 1.10 ppm dos hidrogénios da
metila 20.

O espectro de RMN-"3C apresenta 20 sinais (Figura 21) o que sugere que possa ser

um diterpeno como apresentamos na Tabela 3.
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Figura 21 Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (75 MHz) CDCIz do composto 1 do extrato FCHClI3 de S.chilensis



Tabela 3 Deslocamentos quimicos de RMN-13C (75 MHz) em CDCI3, do composto presente na banda 8
comparados com da literatura (Torres et al 1989).

N° C Composto 1  Torres et al 1989
1 65.777 65.5
2 39.456 39.3
3 116.143 116.2
4 144.449 144.2
5 37.841 37.8
6 37.609 37.5
7 27.412 27.3
8 36.903 36.9
9 39.318 39.2
10 48.671 48.6
11 38.816 38.7
12 17.957 17.9
13 125.285 125.2
14 138.231 138.5
15 142.573 142.4
16 110.768 110.7
17 17.957 155
18 17.782 17.7
19 19.608 195

20 20.866 20.7




GOsE U—

=1

VericalScaleFactor

bandaid-h.001.esp

BIESLTY  zpsensty ||

+E2008 0

BETLEE Oy

0.7

0.6

GBS0 L=

v 20 LT

@TEEE L —

T B e
vrssz i |

COBTLE rﬁmﬁn

IPLELE -

uwy o =
(=] (=] (=]

RASUSYU | paTIE LLLIGH

R ——

SBLYES 0 ponp0 ) _ S0 0

_

i

DSETLS D
BLEES9 0,

vivass o |

0.5

| ATEEEL O- L

1.0

—

R

CALFLE T

BRGETE |

08115
08ZLLE W T
BGLGE8 L | o
MET0E0 TS
s5eagl 7

2.0

3.0

LERTIT Eny

SrEiFE _q[__.
e e T

4.0
Chemical Shift (ppm)

LGTERE mu__r

SEGOLY —
FECOEYS
SFECER'S

LLLBEVSS

6.0 4]

CRM-d
6.5

CHLOROF!
T.0

=

wa

0.2
D.1

7 do extrato FCHCI3 de

(300 MHz) CDCl3 dos compostos 2 e 3 encontrados na banda n. 14 da subfracéo

énio

ética nuclear de hidrog

ancia magné

Figura 22 Espectro de resson

S. chilensis.



Como o espectro de RMN-'H (Figura 22) é formado por trés compostos, apresenta
uma grande dificuldade para definir quais os sinais dos hidrogénios de cada molécula. Pode-
se afirmar que na regiao de 5.437 ppm estdo presentes 0s sinais dos hidrogénios olefinicos,
para a-amirina H-12 e para bauerenol H-7, na regido de 3.239 ppm. Também é verificada a
existéncia dos sinais dos hidrogénios carbinélicos (H-3) para a-amirina e bauerenol. A regido
de 0-2.5 ppm é a regido dos hidrogénios alifaticos, e por se tratar de uma mistura de trés
terpenos, se torna complexo identificar cada hidrogénio de cada molécula.

Os deslocamentos quimicos dos compostos 2 e 3 estdo apresentados na Figura 23
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Figura 23 Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (75 MHz) CDCIl; dos compostos 2 e 3 encontrados na banda n. 14 da subfragdo 7 do extrato FCHCI3 de
S. chilensis.



Tabela 4 Deslocamentos quimicos de RMN-13C (75 MHz) em CDCls, do composto 2 e 3 comparados com da
literatura.

N° C Composto a-amirina Composto Bauerenol (ilexol)
2 de Carvalho et. al; 3 Cerda-Garcia-Rojas et, al;

1998 1996
1 38.86 38.7 36.911 36.92
2 27.289 27.2 27.711 27.74
3 79.051 79.6 79.255 79.21
4 38.78 38.7 38.889 38.88
5 55.217 55.1 50.461 50.48
6 18.365 18.3 24.169 24.19
7 32.962 32.8 116.471 116.49
8 40.039 39.9 145.352 145.31
9 47.661 47.7 48.272 48.29
10 36.912 36.9 35.224 35.23
11 23.645 23.6 16.83 16.86
12 124.442 124.4 32.475 32.49
13 139.592 139.6 37.762 37.76
14 42.104 42.0 41.246 41.26
15 28.744 28.7 28.896 28.91
16 26.634 26.6 37.719 37.71
17 33.755 33.7 32.06 32.06
18 59.101 59.0 54.941 54.97
19 39.617 39.6 35.377 35.39
20 39.675 39.6 32.06 32.06
21 31.26 31.2 29.238 29.26
22 41.246 41.5 31.544 31.56
23 28.118 28.0 27.536 27.56
24 15.616 15.7 14.649 14.66
25 15.492 15.7 12.99 12.99
26 16.830 16.9 23.645 23.65
27 23.369 23.3 22.67 22.67
28 28.219 28.1 37.98 37.99
29 23.267 23.3 25.631 25.65
30 21.369 21.4 22.532 22.55

5.4. Carga microbiana

Os resultados encontrados mostram que a contagem bacteriana esta dentro das
recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e cinco vezes acima em relacao
a presenca de fungos, porém encontra-se proxima do limite.

Os valores estédo apresentados na Tabela 5 juntamente com as recomendacdes da

(OMS).
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Tabela 5 Carga microbiana encontrada na droga dizer qual a droga seca e recomendacdo da Organizagao
Mundial da Saude.

Carga microbiana Max. OMS

Bactérias 9,85 X10' UFC/mL 10’ UFC/mL

Fungos 5,13 X 10° UFC/mL  10° UFC/mL

5.5. Endotoxinas

A quantidade de endotoxinas foi analisada pelo Laboratério de Controle de
Qualidade de Medicamentos, Cosméticos, Domissanitarios, Produtos Afins e as Respectivas
Matérias-Primas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - CONFAR®, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Terezinha de Jesus Pinto, para o extrato bruto e para as 3
fracOes (aquosa, AcCOEt e CHCI;). Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados em

Unidade Endotdxica (UE) por mL, nanogramas por mL e UE por kilograma.

Tabela 6 Quantidade de endotoxinas encontradas no extrato e nas fra¢cdes, em EU por mililitro (UE/mL),
nanogramas por mililitro (ng/mL) e por kilo

Quantidade de Quantidade de Quantidade de

endotoxinas em endotoxinas em endotoxinas em

EU/mL (ng/mL) UE por kilo
Extrato bruto 3,16 X 10° 2,1 X 10* 9,48 X 10*
FCHClI, 1,62 1,07 X 10* 4,86 X 10™
FACOEt 2,5 1,6 X 10* 75X 10"

Residuo
aquoso 1,99 X 10" 1,32 5,97




5.6. Ensaios bioldgicos

Os resultados foram normalizados para que diferentes experimentos pudessem ser
comparados, uma vez que diferentes animais de diferentes ninhadas podem apresentar uma

resposta absoluta bastante distinta ao mesmo tempo em que suas relacbes com o controle

negativo se mantem similares.

5.6.1.Cultura celular, necrose e apoptose.

Ensaios de cultura realizados com neutrofilos tratados como extrato o LHEE e as
fragcbes em diferentes concentracdes e/ou com LPS indicam que o extrato induziu a

liberagcdo de citocinas, conforme apresentada na Tabela 7 e nas figuras 24, 25, 26 e 27.

Tabela 7 Liberacé@o de algumas citocinas testadas em cultura de neutréfilo com LHEE em relagdo a um controle
recebendo como tratamento solugdo fisioldgica estéril. Os dados sdo representativos de 3
experimentos realizados e duplicatas e estdo expressos como média + desvio padrdo. Nao foram

observadas diferengas estatisticas entre os grupos

Concentragao 0,1 0.0100 0.0010 0.0001
(mg/ml)

Mip 158% 275% 266%  206%
Mip com LPS 152% 187% 196% 181%
TNF - o 141% 153% 161% 158%
TNF - o com LPS 142% 156% 170%  153%
IL-10l 140%  148% 149% 147%
IL-1a com LPS 138% 149% 138%  137%
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Figura 24 Liberagdo de citocinas por neutréfilos sob o efeito de LHEEO ensaio de cultura realizada com o FH,O

indica. Os dados séo representativos de 3 experimentos realizados e duplicatas e estdo expressos

como média + desvio padrao. Ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos
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5.6.1.1. Viabilidade celular e fragmentacéo de ADN

Os resultados indicaram que a concentracdo de 0,1pug/ml de LHEE e de FCHCI;
causou apoptose Figura 28), uma vez que os baixos valores de fluorescéncia (PI-H)
observados na (Figura 30) em relacdo a Figura 29, se devem a diminuicdo de iodeto de
propidio ligado a pares de bases de ADN de neutréfilos estimulados pelo extrato LHEE. Na
Figura 28 o eixo das abscissas indica a quantidade de fragmentacdo de ADN. A
concentracdo de 0,1pg/ml de LHEE causou apoptose, por outro lado, as outras
concentracdes ndo sdo estatisticamente diferentes do controle, indicando que ndo héa
apoptose. Esse resultado apresentado corresponde ao inverso da fluorescéncia, de modo
gue quanto menor o valor de absorbancia (indicando uma menor incorporacéo de iodeto de

propidio em pares de bases de ADN integro), maior a fragmentacdo. Esse resultado foi
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normalizado dividindo-se cada um dos valores de fragmentacdo pelo valor do controle,
assim o controle passa a ter o valor de fragmentacdo 1 e os outros valores passam a ter

valores relativos a esse, denominando-se assim unidade relativa (UR).
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Figura 28 Fragmentacéo de ADN sob o efeito do extrato LHEE (A) e CHCI3(B) em unidades relativas
((1/absorbancia)/controle). Os dados séo representativos de 3 experimentos realizados e duplicatas
e estao expressos como média + desvio padrdo. Foram observadas diferengas estatisticas entre os
grupos com p<0,0001.
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Pelas figuras abaixo se pode perceber a diferenca entre uma concentracdo que
causa apoptose na Figura 29 e uma concentracdo que ndo causa necrose na Figura 30,
sendo estatisticamente diferentes as concentra¢des 0.0 e 0.1ug/ml com um p<0,0001. Na
area pl5 no grafico € notavel que ocorre uma diminuicdo da fluorescéncia em relacao a
populacdo controle (curva com valores menores de PI-H) quando h& apoptose, pois a
fragmentagcdo do ADN diminui a quantidade de pares de bases nitrogenadas integras para
ligar com o fluoréforo, caracterizando um processo de apoptose. Também pode se perceber
reducdo do tamanho celular (em relacdo a populacéo controle) observada pela diminuicdo
do valor de FSC-A (Forward Scatter, fator de volume celular) e de SSC (Side Scatter,
indicador de complexidade celular). As contagens de tamanhos menores indicam a

presenca de fragmentos celulares, ao invés de celulas integras.
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Figura 29 Efeito do tratamento controle sobre a complexidade celular (SSC) volume corpuscular (FSC) e adesao do fluoréforo (iodeto de propidio) a pares de ADN integros.
Sendo indicativos da quantidade de fragmentagcdo de ADN e morte por apoptose
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indicativos da quantidade de fragmentag&o de ADN e morte por apoptose
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Figura 31 Necrose celular sob o efeito do extrato LHEE (A) e CHCI3(B) em unidades relativas
((1/absorbancia)/controle). Os dados sao representativos de 3 experimentos realizados e duplicatas
e estdo expressos como média + desvio padrdo. Foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos com p<0,0001.

O ensaio de viabilidade celular aponta que a concentracdo de 0,1ug/ml de LHEE

causa necrose (Figura 31) celular. Neste grafico a unidade do eixo das abscissas € o valor
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inverso da absorbancia das amostras dividido pelo valor do controle (-),assim o controle
passa a ter o valor de fragmentacdo 1 e 0s outros valores passam a ter valores relativos a
esse denominando assim unidade relativa (UR). Diferentemente do ensaio de viabilidade
celular, os altos valores de absorbancia observados na Figura 33 em relacdo a Figura 32
pelo valor de PI-H (area p2) se devem ao iodeto de propidio entrar na célula, o que s6 pode
ocorrer com a ruptura da membrana indicando necrose. Também pode-se observar a
reducdo do tamanho celular (em relacdo a populacao controle) indicada pelo fator FSC-A e

da complexidade celular pela redugéo de SSC.
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5.6.2.Ensaio de ferida aberta

O ensaio de ferida foi desenvolvido para simular uma circunstancia de cicatrizacdo
proxima da real, possibilitando maior interagdo com o meio externo (mesmo que este seja
bastante controlado).

A Figura 34 apresenta a relacdo entre a porcentagem da area da ferida em relacdo a
inicial ao longo do experimento e fotografias dos resultado obtido no ensaio de cicatrizagédo
com o modelo de ferida aberta. E possivel observar que o medicamento Dersani, em todas
as fases, causou um retardamento do fechamento da ferida, visto que a reducdo do
tamanho é menor em todos o0s casos, apesar de estudos realizados obterem resultados
diferentes (MAGALHAES, 2007). Ainda assim ndo retardou o tempo final, uma vez que
todas as feridas fecharam dentro de 15 dias. E possivel observar ainda que entre o inicio
(dia 0) e o 4° o grupo tratado com o extrato LHEE em gel de carbopol obteve um
aceleramento da cicatrizacdo justamente a passagem da fase inflamatéria para a de
granulacdo, com uma reducdo do tamanho da ferida de aproximadamente 47% no 4° e 51%

no 8° quando comparado ao grupo controle de cada dia.
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Figura 34 Fotos das feridas dos grupos controle negativo e extrato suspendido no gel de carbopol nos dias 0 4 e 8, correspondendo ao inicio da ferida, fase de granulagéo e
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5.6.3.Ensaio de migracao de neutréfilos em bolsa de ar estéril

5.6.3.1. Células

Este experimento, realizado com o LHEE, demonstrou uma maior migracdo de
células na bolsa no grupo tratado com LHEE em relagdo ao grupo controle (solucao
fisiolégica), conforme apresentado na Figura 35. Ainda na mesma figura pode-se perceber
um antagonismo entre o extrato e o estimulo positivo LPS, uma vez que a resposta segue
um padréo de agonista parcial. A diferenca da migracdo celular entre o extrato (LHEE) e o

controle negativo foi considerada significativa, pois o valor de p foi menor que 0,05.
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Figura 35 Boxplot relacionando a quantidade de leucdcitos encontrados no exsudato inflamatério em relagéo ao
tipo de tratamento utilizado. Os dados s&o provenientes de 1 experimento com n= 8. p<0,005 * em
relac@o ao controle (-).

Esse resultado demonstra um potencial efeito modulador da resposta inflamatoéria,
uma vez que tem a capacidade de aumentar a inflamacdo quando esta ndo ocorre, e
também tem a capacidade de diminui-la perante a presenca de outro estimulo inflamatério,

diminuindo a lesédo em tecidos adjacentes por estresse oxidativo.
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5.6.3.2. Citocinas

O sobrenadante da lavagem intraperitoneal dos animais tratados com LHEE teve as
citocinas CINC, MIP, IL-6, IL-1, TNF e L-selectina quantificadas por ELISA conforme descrito
na metodologia, e os resultados estdo apresentados na Figura 36 abaixo.

Foi observado um aumento significativo da liberacdo de IL-1, IL-6 e L-selectina
quando da administracdo de LHEE, uma reducdo da liberacdo de TNF e ainda pode-se
perceber que a administragdo do extrato juntamente com um estimulo inflamatério exerce
uma reducdo da resposta inflamatdria em comparagdo a administracdo do estimulo
inflamatorio (LPS) isoladamente, ou da resposta inflamatéria causada somente pelo extrato.

Isso pode ser observado em todas as citocinas e significativamente diferente em TNF.
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Figura 36 Comparacdo entre a liberacdo das citocinas mediante & aplicacdo de um dos 4 tratamentos (PBS,
extrato EtOH 70%, LPS, LPS + extrato EtOH 70%).Observa-se diferenca significativa quando p<0,05

*, p<0,01 ** e p<0,001 *** em relacéo ao controle (-).
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6. Discussao

A elaboracdo do extrato bruto foi realizada com um solvente hidroalcodlico 70%
tendo em mente alguns fatores; primeiramente, a grande quantidade de compostos
extraidos por esse solvente; em segundo lugar, por ser este o solvente utilizado
popularmente para a confec¢do de tinturas (CECHINEL FILHO, 1998), e, portanto ideal em
um estudo etnofarmacoldgico; por Ultimo, este é também um método de assepsia que
controla a contaminag&o microbiana.

A triagem fitoquimica realizada por reagentes colorimétricos corrobora com o descrito
na literatura, (TORRES, 1987; CHICOUREI, 1997) indicando a presenca de compostos
fendlicos nas fragbes aquosa e AcOEt, e flavondides na AcOEt como pode ser percebido
nas analises colorimétricas e também nos cromatogramas obtidos, e, uma vez que a coleta
foi realizada diretamente da cole¢do do CPQBA — UNICAMP, pode-se afirmar que se trata
da espécie vegetal descrita por Meyen.

O resultado das analises de CCD também vai de encontro com as técnicas
colorimétricas e pode-se ainda afirmar que foi eficiente para separar componentes em 3
faixas de polaridade diferentes. Isso também pode ser observado nos cromatogramas
realizados por CLAE, pois os tempos de retencdo da fragdo aquosa foram menores que 0s
obtidos na fracdo AcOEt. Nesta Ultima destaca-se um pico com uma absorbancia muito
maior que dos outros componentes. Esse fendmeno também foi detectado em CCD, de
modo que acredita-se que tanto esse pico como a grande banda amarela na CCD sejam
relativos ao mesmo composto. Esta espécie vegetal possui em sua descricdo quimica o
flavonéide quercitrina (TORRES, 1985), sendo esse, portanto, utilizado como padréo. Ao
comparar 0s cromatogramas obtidos é possivel supor que essa banda em destaque seja a
referida flavanona, especialmente quando se observa o espectro de ultra violeta. Em

Lhuillier (2007), tem-se um espectro desse composto que € compativel com o obtido
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experimentalmente neste trabalho. Com base na literatura e nos resultados obtidos é de se
esperar que esse pico seja relativo a quercitrina (quercetina-3-o-rhamnosideo).

Os cromatogramas obtidos para a fracdo aquosa apresentaram uma grande
guantidade de picos saindo proximo dos 5’, o que indica compostos de alta polaridade. Esta
fracdo, apesar de apresentar picos com uma absorbancia menor em comparacéo a FAcCOEt,
possui polaridades ligeiramente dispares, tal que sua separacao foi rapidamente realizada.
Possivelmente a quercitrina também esta presente nesta fracdo uma vez que a banda da
CCD especulada como sendo relativa a esse composto também aparece, contudo em
menor quantidade, na fragdo aqui discutida.

A cromatografia da fracdo CHCI; foi realizada por CC e em CCD preparativa devido a
sua facilidade de separacdo de compostos. Do composto presente da banda 8 foram feitos
0s espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H) e de carbono 13
(RMN-'*C). Verificou-se que este Ultimo apresenta 20 carbonos, concordantes com 0s
deslocamentos quimicos propostos por Torres, (1989). Pela revisédo bibliografica da espécie
em estudo sabe-se que S. chilensis apresenta diterpenos, o que permitiu a identificacdo
como diterpeno clerodanico 1-naftalenol, 8-[2-(3-furanyl)etil)-1,2,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-
4,4a,7,8-tetrametil, (Figura 37) também denominado (1S)-15,16-epoxi-1-hidroxi-3,13(16),14-
clerodatrieno, por comparacdo de seus espectros com a literatura correspondente

(TORRES,1989).
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Figura 37 Estrutura quimica proposta para a substancia encontrada na banda n. 8 (composto 1) da subfragdo
5+6 do extrato FCHCI; de S. chilensis.

A proposta para a banda 13 é a seguinte molécula, ainda sem referencia bibliogréfica
que sustente a proposta.

H,C

\\/OH

CHj
H,C

Figura 38 Estrutura quimica proposta para a substancia encontrada na banda n. 13 (composto 2) da subfracéo 7
do extrato FCHCI3 de S. chilensis.

H3C

HO

H.C™" HO cY
3 CH, Hs

Figura 39 Estrutura quimica de a-amirina e bauerenol respectivamente encontradas na banda n. 14 (composto 2
e 3) da subfracdo 7 do extrato FCHCI3 de S. chilensis.

Analisando o espectro de RMN-"*C, observamos que o composto da banda 13 é o

majoritario, e que o0s outros dos compostos (triterpenos) foram identificados pela
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comparagdo do espectro com a literatura para a-amirina (DE CARVALHO, 1998) e
bauerenol (CERDA-GARCIA-ROJAS, 1996).

J& a proposta para os espectros de RMN-"H e RMN-*3C da banda 14 é a mistura de
dois triterpenos (a-amirina e bauerenol) com o composto da banda 13 que esta ainda por
definir. Da mistura de triterpenos o primeiro possui esqueleto tipo ursano e o segundo do
tipo bauerano.

Os ensaios bioldgicos foram iniciados com a contagem microbiolégica da droga pré-
moida que se apresentou dentro dos limites estabelecidos pela OMS para produtos de uso
topico e aqueles que ainda passardo por um processo de descontaminacdo que é 10’
UFC/mL. A maceragdo com etanol 70% exerce uma dupla funcdo, tanto serve como
solvente para a extracdo de compostos fendlicos, entre varios outros, quanto diminui
drasticamente a carga microbiana, agindo como um antisséptico.

A carga microbiana, apesar de ser um grande indicio da contaminacdo capaz de
ativar o sistema imune, ndo basta per se para verificar a contaminacédo, posto que so verifica
0S microrganismos viaveis presentes. As proteinas presentes na parede de bacterias gram
negativas também sdo capazes de promover a ativacdo leucocitaria e desencadear uma
resposta imune, seja ela inata ou adaptativa. Assim é imprescindivel a verificacdo da
gquantidade destas endotoxinas, justamente por esses compostos serem pirogénicos.

Devido a grande dificuldade de despirogenacao do produto final, pensou-se que
segundo as boas préticas de fabricagdo € mais prudente um controle microbiano em todas
as etapas, principalmente se tratando de um produto de natureza vegetal no qual pode
haver a degradacao de algum composto ativo pelo processo de descontaminacéo.

Assim procedeu-se a analise da carga de endotoxinas. Esta se apresentou elevada
no extrato bruto quando comparada com o limite estipulado pelo érgao de vigilancia sanitaria
estadunidense (FDA) para veiculagbes endovenosas. Essa instituicdo determina que a dose

maxima que um ser humano pode receber sem haver resposta imune é 5 UE por kilograma,
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por mililitro por hora. As fracdes AcOEt e CHCI; estdo bem préximas desse limite ndo
permitido para uso em humanos, porém nos ensaios biolégicos utilizados néo sdo utilizados
administracbes endovenosas, de modo que essa norma 4 utilizada como referéncia para os
ensaios de cultura celular.

E sabido que endotoxinas podem desencadear uma reacdo inflamatdria no
organismo, porém se esse estimulo for muito grande a resposta inflamatéria diminui por uma
acao reguladora enddégena contra os efeitos nocivos da inflamacdo. Assim € importante a
analise de contaminantes para que se possa detectar sua influencia na resposta obtida. De
uma forma geral, acreditamos que a manipulacdo de extratos vegetais de uso popular e
preparo caseiro, seja realizada sem ensaios de controle de endotoxinas e que a maioria dos
efeitos desses extratos observados até o momento podem ser uma somatéria do efeito do
extrato mais contaminantes.

Para a determinacdo da concentracdo de trabalho tanto em experimentos in vivo
qguanto in vitro foram realizados ensaios de toxicidade visando a obtencdo das
concentracdes capazes de induzir apoptose e ou necrose em neutrofilos

Quando uma célula ou tecido sdo sobrecarregados por estimulos diversos os
mesmos podem ser danificados, fato que pode resultar na morte celular. Essa pode ocorrer
de forma agressiva como por rompimento de membrana (morte por necrose celular) ou
ainda de forma controlada e sem grandes danos para os tecidos vizinhos, como a morte
celular programada (por apoptose) (BONINI, 2000). A apoptose é a morte celular
programada que leva a uma degradagao “limpa” da célula e sua eliminagdo. Quando a
apoptose € desencadeada ocorre uma série de reacdes em cadeia que ndo danificam o
tecido, nesses casos apenas a célula que sofreu apoptose é eliminada do tecido. A
apoptose é identificada morfologicamente através de alteracdo da membrana celular
(estrangulamento de vesiculas, chamados de “corpos apoptéticos”), diminuicao do nucleo

celular, condensacédo da cromatina e fragmentacdo do ADN. A necrose por outro lado é uma
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reacdo mais violenta em que a prépria membrana celular € rompida antes que haja
sinalizacdo intracelular para isso. A necrose celular é caracterizada por uma lesdo mais
intensa com dano em tecidos adjacentes e liberacdo de conteldo intracelular para a matriz
extracelular (COTRAN, 1996).

Foi demonstrado que tanto no LHEE quanto na fracdo cloroférmica (FCHCIy)
concentracdes acima de 0,1 pug/ml de extrato séo toxicas para as células. Nesses casos,
observa-se a ocorréncia tanto de necrose, percebida pela ruptura da membrana celular e
entrada do fluoréforo na célula, quanto por apoptose, percebida pela fragmentagédo do ADN
e diminuicdo de sua ligacdo com o iodeto de propidio. Como esse fendmeno so6 foi
observado em LHEE e FCHCL; pode se supor que a atividade citotéxica é resultado de
componentes presentes nessa fracdo mais apolar que obviamente estariam presentes em
menor concentragdo no estrato bruto (LHEE). Diterpenos podem ter atividade téxica como
aponta Sobral (2009) e estdo presentes em maior concentracdo na fracdo CHCl;. Esses
compostos foram encontrados em alguns extratos vegetais mas ndo contam com estudos
biolégicos aprofundados. Dos componentes identificados, na FCHCI; foi encontrada a a-
amirina, que também esta presente em outros extratos vegetais associados com atividade
toxica (SOBRAL, 2009), podendo assim contribuir com os resultados citotdéxicos
encontrados tanto no LHEE quanto na fracdo cloroférmica (FCHCI;), principalmente
sabendo que justamente nessa fracdo é encontrada a menor quantidade de endotoxinas.
Outro componente presente em extratos com auferida atividade toxica é o diterpeno
soligagenona, também presente nas frac6es mais apolares (BENEVIDES, 2004) de extratos
desta planta (TORRES, 1985).

Os ensaios de cultura celular realizados apontam para uma agao proé-inflamatéria
principalmente para as citocinas IL-1, TNF, e MIP, no entanto, essa acdo ndo € observada
quando o tratamento € feito em conjuncdo com um agente pro-inflamatério. Como ja dito

anteriormente, essa atividade é muito importante no inicio do processo de cicatrizacao. No
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entanto, maiores estudos devem ser realizados neste sentido para que se possa chegar a
uma relacdo dose-resposta mais precisa, uma vez que 0 processo de purificacdo de
neutréfilo de rato € iniciado usado o glicogénio de ostra com estimulo quimiotatico, o que
pode levar a uma ativacao parcial destas células.

Com base nos dados obtidos, observam-se indicios de que o LHEE acelera o
estabelecimento da fase de formacdo de tecido de granulacdo apontando uma acéo anti-
inflamatéria, uma vez que no inicio desta o grupo tratado com o extrato em gel de carbopol
apresentou a maior reducéo da aérea da ferida quando comparado a todos 0s outros grupos
(solucdo fisiolégica, LHEE puro, o tratamento utilizado como referencia Dersani®, e o gel
puro). O gel formulado foi escolhido por possuir um carbdmero de facil dispersdo, assim
sendo mais rapido e facil de preparar, evitando o surgimento de grumos (CONTRERAS,
2002). Ele foi usado para aumentar o tempo de interagdo entre o tratamento LHEE e o
ferimento, e por aumentar a umidade na regido, condicdo indispensavel para uma
cicatrizacao eficiente.

No decorrer do experimento a formagcdo de uma camada de coagulo formada
justamente para fechar a ferida, separando-a do meio externo, dificulta a interagdo entre os
tratamentos e a ferida, entdo pode se supor que a influencia deles seja maior nos dias
iniciais do experimento.

O controle positivo usado foi o Dersani, que € uma mistura de &acidos graxos
(caprilico, caprico, caprdico. laurico e linoleico principalmente) com vitamina A, E e lecitina.
Apesar de seu registro na ANVISA como risco grau 2 (produtos cosméticos) € amplamente
utilizado como medicamento voltado para o tratamento de escaras e lesbes da pele, como
mostra Magalhdes (2007). No referido trabalho aponta um aumento de fibras colagenas e da
densidade vascular quando tratado com a mistura de 6leos presentes no Dersani®, enquanto
que Pereira (2007) mostra a agdo benéfica na cicatrizacdo de alguns compostos isolados

desse o6leo por causar um aumento da migracdo celular e degranulacdo de citocinas



93

inflamatorias, o que facilitaria o inicio do processo de cicatrizacdo, fatores esses que
levaram a escolhé-lo como medicamento referéncia no fechamento da ferida. O efeito pro-
inflamatério do Dersani® é notado nos experimentos aqui realizados, pois a area da ferida
aumenta nos dias iniciais da cicatrizagdo. Contudo, a utilizacdo desse produto nas fases
subsequentes dificulta o reestabelecimento da homeostase, pois, faz perdurar o processo
inflamatorio. Isso é notado quando h& um retardamento do fechamento da feria ao longo do
experimento em relacdo ao controle.

O resultado obtido, se analisado com o da cultura celular na qual foi verificada a
atividade inflamatéria (por liberacdo de citocinas inflamatérias), juntamente com a anti-
inflamatoria observada na ferida aberta, assinala para uma agdo modulatoria da inflamacéo,
tornando mais aguda a curva inflamatéria (ascensao e descensao mais rapidas dos
fendbmenos inflamatoérios), diminuindo a duracdo dessa fase e acelerando a passagem para
a fase de granulacéo.

O ensaio de bolsa de ar realizado ajuda a entender melhor o mecanismo de acéo por
minimizar os interferentes externos e por fornecer dados celulares e humorais. O ensaio
com LHEE traz resultados que corroboram com a hipétese anterior, uma vez que mostra
significativo aumento de recrutamento celular e ao mesmo tempo um efeito agonista parcial
guando administrado juntamente com um estimulo sabidamente inflamatério (fMLP). Os
agonistas parciais atuam como antagonistas por competicdo quando sdo administrados
juntamente com o0s agonistas totais, diminuindo a resposta inflamatéria, por exemplo. As
citocinas dosadas mostram um aumento significativo de L-selecina, uma molécula de
adesdo celular indicando um aumento da migracdo leucocitéria, IL-1 sendo liberada por
neutréfilos, que séo o principal tipo celular da fase inflamatéria, e IL-6, uma citocina liberada
por macrofagos, que age com o mediador inflamatorio (tanto pré quanto anti-inflamatério) e

com fator quimiotatico para neutréfilos (HATANAKA, 2007).



94

De acordo com o0s nossos resultados acreditamos que o extrato LHEE tenha
gquantidade suficiente de endotoxinas para ativar o sistema imune quando este se encontra
na condicao basal. Porém em condicBes onde a ativacdo seja realizada por outro estimulo
como LPS ou até mesmo o préprio ferimento (pico da fase inflamatéria do processo de
cicatrizacdo) ha o predominio dos efeitos anti-inflamatérios dos compostos quimicos
presentes no extrato como a quercitrina.

Dessa forma extratos da espécie vegetal poderiam ser bons agentes cicatrizantes,
uma vez que poderiam iniciar a fase inflamatéria e “desativa-la”, tornando-a curta e
autolimitada como deve ser.

Essa acdo mediadora é bastante encontrada em diversos extratos vegetais (FANG,
2008), no entanto nenhum trabalho discute a influencia nos resultados do contaminante
(LPS) inerente ao cultivo vegetal. Esses compostos podem ser 0s responsaveis pela
predominancia inicial da acdo inflamatéria (e indispensavel para o processo de reparo
tecidual) que, ao ultrapassar um limiar, desencadearia a resposta anti-inflamatéria
possivelmente atribuida aos compostos fenélicos. Estando presentes em todos os cultivos, é
bastante improvavel que nao estejam em todos os extratos, principalmente os realizados
popularmente e sem medidas assépticas, e ainda podem ser componentes indispensaveis
para a acao cicatrizante atribuida a muitas plantas, principalmente quando associados a
substancias anti-inflamatdrias, como os flavondides. A somatoéria da resposta destes 2
componentes (pré e anti-inflamatoérios) pode ser decisiva para tornar a curva inflamatéria
mais aguda. E fundamental que se saiba qual o papel executados pelas endotoxinas no
processo de cicatrizacdo e ainda qual o tipo de sinergismo entre esse contaminante e outro
componentes quimicos do extrato. De modo geral nao se encontra na literatura trabalhos
gue levem em conta esses dois fatore levantados aqui, como pode-se observar em Facury

Neto (2004), Fang (2008), Goulert (2007), Liz (2008), Manga (2004) e Tamura (2009).
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Além das endotoxinas, outros componentes também podem proporcionar a
inflamacao necessaria para iniciar o processo de cicatriza¢do. Fang (2008) demonstra que
compostos com atividade antagbnica estdo presentes em Phyllanthus urinaria e destaca o
papel anti-inflamatério da quecitrina, com inibicdo de TNF-a e IL-6 e também com
diminuicdo da fase log e aumento da fase estacionaria de macréfagos. A inibicdo do fator de
necrose tumoral também é percebido no extrato LHEE de S. chilensis.

Ainda com relacdo a quercitrina, varios trabalhos mostram que ela esta presente em
extratos com atividade anti-inflamatéria (ERDEMOGLU, 2008; FANG, 2008; MANGA, 2004).
Noreen(1998) demonstraram que esse flavonol possui a capacidade de inibir a producéo de
COX - 1, e ainda, Hammer (2007) demonstrou a inibicdo da producdo de PGE, a uma
concentracdo de 5 — 20 yM, mostrando outro aspecto da referida atividade.

Medina (2002) também demonstrou capacidade desse flavondide de diminuir a
inflamag&o por reduzir o estresse oxidativo e a infiltragdo de neutréfilos, porém ficou
evidente que esse efeito é restrito a concentracdes entre 1 e 5 mg/kg, assim possuindo um
estreito indice terapéutico (aspecto também percebido por Facury Neto (2004) ou um efeito
modulatério mediado por sua concentracao.

E interessante perceber que Comalada (2005) afirma que a atividade anti-
inflamatdria da quercitrina é devida a clivagem do glicosideo e liberacdo de sua genina, a
quercetina.

Esses efeitos encontrados na administracéo isolada do referido composto ndo séo
necessariamente detectados no extrato vegetal, pois outras substancias modificam a sua
resposta. Contudo, esta molécula deve desempenhar um papel substantivo na acdo anti-
inflamatdria atribuida a espécie vegetal.

A espécie vegetal em questdo é estudada por alguns autores. Facury Neto e
colaboradores (2004) realizam um experimento de ferida aberta com observacfes no 7° e

14° dia, a partir de uma infusdo das partes aéreas de S.chilensis, aplicada por via
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intraperitoneal. Observam uma reducdo da ferida no 14° dia e que a DLsy € igual a
54,7mg/kg, sendo 3.4X maior que a dose terapéutica. Afirmam que em trabalhos de outros
autores nao foi verificada a acéo cicatrizante e que esse resultado pode ser devido a efeitos
antagonistas de componentes da planta.

Liz (2008) utiliza o rizoma da planta para preparar uma infusdo e realiza
posteriormente um fracionamento resultando em uma fragéo n-butanol e o residuo aquoso.
O ensaio utilizado foi 0 de bolsa de ar e avaliou a atividade anti-inflamatoria frente a preé-
inoculagdo de um estimulo inflamatorio (carragenina). No ensaio foi ainda medida a
atividade da mioloperoxidase e da adenosina desaminase (ambos marcadores de ativacdo
leucocitéria), concentracéo de nitrato/nitrito e niveis de IL-1 e TNF - a. Foi detectada uma
reducdo da migracdo celular em doses acima de 50mg/kg e especialmente na fracéo
butanolica em concentra¢gdes acima de 10mg/kg. Ilgualmente as doses acima de 50mg/kg e
na fracdo butanolica em concentragbes acima de 10mg/kg inibiram a atividade da
mioloperoxidase e da adenosina desaminase.

Goulart (2007), pertence ao mesmo grupo de pesquisa de Liz (2008) e utiliza as trés
partes (rizoma, folhas e inflorescéncias) para fazer trés infuses. Da mesma maneira testa o
extrato aquoso e as fragbes n-butanolicas e residuo aquoso do extrato aquoso do rizoma. O
ensaio utilizado também foi o de bolsa de ar e avaliou a atividade anti-inflamatéria frente a
pré-inoculagcédo de um estimulo inflamat6rio (carragenina). No ensaio também foram medidas
a atividade da mioloperoxidase e da adenosina desaminase, concentragdo de nitrato/nitrito e
niveis de IL-1 e TNF - a. Os resultados mostram que as concentracdes de 10, 25, 50 mg/kg
e acima diminuem a migracao leucocitaria, mas a inibicdo de exsudagdo celular ocorre
somente em concentragdes maiores que 50mg/kg.

Tamura (2009) ndo descreve a parte da planta utilizada e realiza uma extracdo com
etanol 93%. Foram testados: edema de orelha, migragdo em bolsa de ar, leucograma,

microscopia intravital, e CLAE - MS. As doses usadas para o edema de orelha e para a



97

bolsa de ar foram de 12.5 25 e 50 mg/kg. Os resultados indicaram diminuigcdo do edema nas
3 concentracbes usadas para as vias tépica e intraperitoneal; reducdo da migracao celular
especialmente de células polimorfonucleares; e diminuicdo do rolamento celular. os
principais componentes encontrados foram o &cido 5-O-E-, 3,4- e 4,5-di-O- E-cafeico e
rutina.

Os trés primeiros trabalhos utilizam o extrato aquoso para iniciar o estudo. Esse tipo
de extrato é mais eficiente para extrair compostos com uma maior polaridade como taninos
e alguns flavonoides. os taninos sdo moléculas capazes de complexar proteinas e assim
séo indicados por sua acdo como antissépticos e por facilitar a formagédo do coagulo. Eles
também sdo antioxidantes e portanto diminuem a lesdo causada pelas espécies reativas do
oxigénio. Contudo os compostos com atividade anti-inflamatéria mais consagrada s@o os
flavondides e esses demandam um solvente mais apolar para serem extraidos.

Os 3 ultimos trabalhos utilizam uma dose acima de 50mg/kg, dose essa que Facury
Neto (2004) afirma ser toxica (DLso 54,7mg/kg). Como pode-se observar em Liz (2008) e
Goulart (2007), as fragbes mais apolares possuem uma menor migragdo de leucdcitos.
Possivelmente esse resultado seja devido a morte celular, uma vez que 0s compostos
téxicos indicados por Facury Neto tem essa caracteristica.

Ainda pode-se apontar que nenhum dos 4 trabalhos analisa a quantidade de
pirogenicos presentes na amostra e sua parcela de responsabilidade nos resultados. Como
ja explicitado, um estresse celular demasiado causa apoptose e, em casos mais
acentuados, necrose.

No presente trabalho fica claro que concentragbes maiores que 0,1mg/mL causam
tanto necrose quanto apoptose de neutrdéfilos. Dos 4 trabalhos supra citados o que utiliza a
menor dose € o de Tamura (2009), que se utiliza de uma dose de 12.5 mg/kg em 1ml, o que
corresponde a uma concentracdo de 3,75 mg/mL. Nessa concentracdo certamente havera

morte celular, impedindo a inflamag&o de acontecer e esse efeito sera muito mais evidente
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em concentragcbes maiores, como 0s resultados demonstram. Bagatini (2008) ainda
demonstram que a infusdo das folhas a concentracdo de 1,75mg/kg e 14mg/kg possuem
atividade citotoxica e antiproliferativa. Esses resultados deixam claro que a concentragéo do
extrato utilizado faz muita diferenca nos resultados obtidos e é de fundamental importancia
para a finalidade que se deseja 0 medicamento, uma vez que € preciso que haja inflamacéao

no inicio do processo de cicatrizacdo e depois que essa inflamacao cesse.
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7. Conclusodes

Com base nos resultados obtidos e na literatura, pode-se afirmar que a espécie
vegetal € capaz de causar diferentes modificacbes no processo de reparacdo tecidual.
Também é claro que diferentes fases deste processo necessitam de diferentes estimulos,
para que sejam maximizadas. Assim, essas diferentes atividades apresentadas pela espécie
em questéo podem ser aproveitadas nos diferentes momentos desse processo.

Fica evidenciada uma atividade moduladora da inflamacdo, uma vez que néao
somente diferentes concentragfes séo capazes de gerar respostas pro ou anti-inflamatorias,
como - e mais importante - o nivel inflamatdrio também € capaz de mudar a resposta obtida
de pro-inflamatério para anti-inflamatério, com na presenca de diferentes concentracdes de
compostos pré inflamatérios (como LPS e fMLP) ou anti-inflamatérios (como a quercitrina).
Esses resultados sugerem que a espécie possa ser interessante para tratamento de
pessoas com dificuldade de inflamag¢do, uma vez que estimulam essa fase, a0 mesmo
tempo em que é desestimulada quando atinge sua acrofase, permitindo e acelerando a

passagem para a fase seguinte (fase de formacgéo de tecido de granulag&o).
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