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RESUMO

CARMIGNAN, F. Avaliacdo de hidrogel com extrato de Equisetum pyramidale na
cicatrizacdo de feridas. Campo Grande: 2017. (Tese — Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso tdpico do hidrogel de Equisetum
pyramidale na restauracdo tecidual em lesdes cutaneas induzidas em modelo animal. O
extrato etanolico das partes aéreas de E. pyramidale foi submetido a andlise fitoquimica,
a quantificacdo de flavonoides e fenais totais, espectrometria de massas e cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para o ensaio da atividade cicatrizante utilizou-se ratos Wistar
nos seguintes grupos (n= 5): grupo com solucéo fisioldgica (G1); grupo com hidrogel
(G2); grupo com a pomada colagenase (G3); grupo com 2% de extrato etandlico de
Equisetum pyramidale no hidrogel (extrato/hidrogel) (G4). Os periodos de tratamento
consistiram de 3, 7 e 21 dias, realizando-se analises macroscdpica e histopatoldgica, com
dados finais submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), com p<0,05. Os resultados
fitoquimicos e de quantificacdo indicaram a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides. Na avaliacdo da regressao da ferida, ndo houve a diferenca na regressdo da
ferida entre os grupos tratados até 3 dias. Macroscopicamente, aos 21 dias, ndo houve
diferenga no tamanho da ferida entre os grupos. Os animais do grupo controle e hidrogel
no 7° dia pds-operatdrio apresentaram 0os mesmos eventos: crosta, células inflamatorias,
vasos sanguineos e coladgeno. Os animais do grupo colagenase apresentaram uma
diminuicdo de células inflamatdrias, crosta mais espessa e colageno mais evidente do que
0s grupos controle e hidrogel, porém com processo de hemorragia. No entanto, o
extrato/hidrogel induziu uma diminuicdo do infiltrado inflamatdrio, tecido de granulacéo,
crosta mais espessa e proporcionou um colageno mais definido do que os outros grupos.
Dessa forma, nos achados histologicos dos grupos colagenase e extrato/hidrogel foram
efetivos principalmente na organizacdo das fibras coldgenas quando comparados aos
demais grupos. Portanto, pode-se concluir que o extrato etanolico de E. pyramidale em
hidrogel mostrou resultados satisfatérios no processo de cicatrizacdo devido a
composic¢do quimica do extrato em adi¢do a umidificacdo proporcionada pelo hidrogel.

Palavras-chave: lesdo cutanea; cicatrizacao; flavonoides; E. pyramidale, hidrogel



ABSTRACT

CARMIGNAN, F. Evaluation of Equisetum pyramidale extract in wound healing.
Campo Grande: 2017. (Tese — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul).

The aim of this work was to evaluate the effect of topical use of Equisetum pyramidale
hydrogel on tissue restoration in induced skin lesions in an animal model. The ethanolic
extract of the aerial parts of E. pyramidale was submitted to phytochemical analysis,
quantification of total flavonoids and phenols, mass spectrometry and high performance
liquid chromatography. For the healing wound, Wistar rats were used in the following
groups (n = 5): group with physiological solution (G1); Hydrogel group (G2); Group with
the collagenase ointment (G3); Group with 2% ethanolic extract of Equisetum pyramidale
in the hydrogel (extract / hydrogel) (G4). The treatment periods consisted of 3, 7 and 21
days, with macroscopic and histopathological analysis, with final data submitted to
Analysis of Variance (ANOVA), with p <0.05. Phytochemical and quantification results
indicated that phenolic compounds and flavonoids are the major metabolites. In the
evaluation of wound regression, there was no difference in wound regression between
groups treated up to 3 days. The animals of the control group and hydrogel on the 7th
postoperative day presented the same events: crust, inflammatory cells, blood vessels and
collagen. The animals of the collagenase group presented a decrease of inflammatory
cells, thicker crust and collagen more evident than the control and hydrogel groups, but
with hemorrhage process. However, the extract/hydrogel induced a decrease in
inflammatory infiltrate, granulation tissue, thicker crust and provided a more defined
collagen than the other groups. Macroscopically, at 21 days, there was no difference in
wound size between the groups, but in the histological findings the collagenase and
extract / hydrogel groups were effective mainly in the organization of the collagen fibers
when compared to the other groups. Therefore, it can be concluded that ethanolic extract
of E. pyramidale in hydrogel showed satisfactory results in the healing process.

Keywords: cutaneous lesion; healing; Flavonoids; E. pyramidale, hydrogel
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo é um fenbmeno natural de reorganizacdo dos tecidos organicos que
se inicia a partir da perda tecidual e no qual o tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo vascularizado. E um processo que envolve fendmenos bioquimicos e
fisioldgicos para promover a restauracdo tissular, que pode ser dividido em fases que
incluem inflamagdo, proliferagédo e remodelacdo tecidual (OLIVEIRA et al., 2010).

Esforcos significativos vém sendo realizados para evitar a cura tardia e melhorar o
processo de cicatrizacdo, principalmente, nas feridas crénicas, pois os tratamentos sao
limitados (PEREIRA, BARTOLO, 2013). Entretanto, muito ainda precisa ser descoberto,
em especial para ser utilizado em paises subdesenvolvidos, onde a incidéncia e a
prevaléncia de lesdes crbnicas sdo muito elevadas, principalmente em portadores de
diabetes (TRESVENZOL et al., 2013).

A reepitelizacdo ocorre mais rapidamente em feridas ocluidas do que naguelas
expostas ao ar, devido ao ambiente Umido e quente que o curativo proporciona,
estimulando células viaveis a liberarem fatores de crescimento e angiogénese. Dentre 0s
produtos que mantém a ferida imida, destaca-se o hidrogel (FILHO et al., 2014), aplicado
topicamente, constituidos somente com o hidrogel ou podendo ser adicionados ativos,

como por exemplo, plantas medicinais.

Plantas medicinais tornam-se alternativas de grande relevancia para o processo de
cicatrizacdo de feridas, que comecam a fazer parte da atencdo a salde brasileira,
considerando que seu uso seja validado por estudos que afirmem seu potencial
cicatrizante, o que sugere estudos de comprovacao clinica, custos e beneficios (GAINZA
et al., 2015).

A utilizacdo de plantas medicinais vem crescendo e o mercado mundial de
fitofarmacos gira em torno de varios bilhdes de ddlares. Este fato é de extrema
importancia, considerando-se que o Brasil se encontra, atualmente, nas primeiras
posicdes no mercado mundial de farmacos. A instalacdo de industrias envolvendo a
sintese de farmacos a partir de produtos naturais poderia, assim, ser um consideravel polo
de crescimento e desenvolvimento para os Estados brasileiros, principalmente o Estado
de Mato Grosso do Sul, que compreende dois biomas, o Cerrado e 0 Pantanal, rico em
diversidades vegetais (MELO et al., 2010).
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Dentre as plantas medicinais, destaca-se as cavalinhas que habitam quase todos
0s paises tropicais do mundo, particularmente no Brasil € encontrada na Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiés, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul, adaptam-se perfeitamente em terrenos arenosos e umidos (POTT, POTT, 1994,
2000). Pertencem a familia Equisetaceae e ao género Equisetum, tendo estudos que
comentam que a composicdo dos constituintes quimicos depende principalmente do
estagio de desenvolvimento da planta, tendo como marcadores quimiotaxénomicos 0s

ésteres do acido cafeico, flavonoides e estilpirilona (VEIT et al., 1995).

Entre as espécies do género, a Equisetum arvense tem maior informacéo
cientifica, demostrando a presenca de triterpenos e flavonoides na sua constitui¢ao
quimica (FRANCESCATO et al., 2003). Entretanto, a Equisetum pyramidale, utilizada
na medicina popular e comercializada como remineralizante, diurética e anti-inflamatoria
(POTT, POTT, 2000), principalmente no Cerrado e Pantanal sul mato-grossense, ndo
possui muitos estudos quanto sua composi¢do quimica e uso quanto sua acdo anti-

inflamatoria.

Os extratos de plantas devem ser adicionados em veiculos dermatoldgicos para
serem aplicados topicamente no local afetado. Um bom veiculo dermatoldgico deve
promover de forma perceptivel a capacidade de recuperacdo da pele (AULTON, 2016).
Entre os veiculos aquosos, destaca-se o hidrogel, apresentando facil espalhamento
(CORREA etal., 2005) e permitem a entrega sustentada dos ativos (GAINZA et al., 2015)
sendo utilizado em alguns estudos como de ALMEIDA et al. (2012), KHAN et al. (2013)
e FLORES et al. (2015).

Neste sentido, este trabalho foi realizado para determinar o perfil fitoquimico do
extrato de Equisetum pyramidale e avaliar seu potencial para cicatrizacdo em feridas de
segunda intencdo através de modelo animal, incorporado em hidrogel, por meio de

analises morfomeétricas, histoldgicas e estatisticas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

Cicatrizacao de feridas

A pele, considerada um dos maiores 6rgdos do corpo humano, tem fungdes de
barreira contra o ambiente externo incluindo a protecdo contra agentes danosos e
infecciosos, manutencdo da temperatura corporal, controle dos processos de desidratacao
e funcdo neuro-sensorial. A pele é composta por duas camadas, a epiderme e a derme.
Atualmente, a hipoderme néo faz parte da pele, mas esta em contato com ela e contribui
para a sua forca ténsil (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013). Como a pele recobre a
superficie corporea e fica exposta a alteracdes ambientais, ela é suscetivel a danos,
denominado lesGes ou feridas cutaneas.

As feridas sdo o rompimento da continuidade da pele. Podem ser classificadas
como de primeira, segunda e terceira intencao sendo o0 processo de cicatrizagao a principal
diferenca entre elas. A cicatrizacdo por primeira intencdo ou unido primaria sdo feridas
com bordas opostas, decorrente de uma incisdo cirurgica limpa ndo-infectada,
aproximada por suturas, havendo perda minima de tecido. Por segunda inten¢do ou unido
secundaria, ocorre perda mais extensa de células e tecido, conforme observado no infarto,
ulceracdo inflamatoria, formacdo de abscessos e feridas superficiais com grandes
defeitos, comprometendo a reparacdo, que se torna mais complicada e lenta (Figura 1).
A cicatrizagdo por terceira intencdo ou unido terciaria é resultante de uma ferida ndo
suturada no tempo previsto ou quando a sutura se rompe e a ferida necessita ser suturada
novamente, comprometendo o processo de cicatrizacdo (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 2016).

As etiologias mais comuns de feridas incluem Ulceras por pressdo, pé diabético e
Ulceras vasculares (Ulceras venosas e arteriais) e sdo consideradas de segunda intencao.
A Ulcera por pressdao € um dano localizado sobre a pele e/ou subjacente do tecido onde
ocorreu como resultado da presséo ou de cisalhamento e/ou uma combinacdo deles. Por
outro lado, a Ulcera do pé diabético é uma das complicacdes da diabetes mais temida. A
Ulcera do pé diabético aparece como uma consequéncia de varios fatores, tais como
mudancas mecénicas em conformacdo da arquitetura 6ssea do pé, neuropatia periférica

(nervos danificados) e doenca vascular periférica (bloco artérias), os quais ocorrem com
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maior frequéncia e intensidade. Assim, a Ulcera do pé diabético, Ulceras vasculares sao
causadas por um transtorno de circulacdo que conduz a uma reducéo do fluxo de sangue
arterial ou retorno do sangue venoso prejudicado (GAINZA et al., 2015).

INCISAO CIRURGICA SUTURA CICATRIZ

Figura 1. Esquema de cicatrizacdo de primeira intencéo e segunda intencdo. Fonte: COTRAN; KUMAR,;
ROBBINS (2016).

Estima-se que nos Estados Unidos da América cerca de seis milhdes de pessoas
apresentem feridas cronicas em membros inferiores e que na populacdo idosa a
prevaléncia seja de 15%. Além disso, com o aumento dos casos de obesidade, ha um
crescente nimero de casos de Ulceras de pé por diabetes mellitus cuja incidéncia vem
aumentando em cerca de 14% ao ano (ABBADE et al., 2005).

No Brasil ndo existem estudos epidemioldgicos que permitam estabelecer esse
percentual, porém, pode-se esperar que cerca de 570 mil brasileiros apresentem novas
feridas cronicas a cada ano. Na populacdo acima de 80 anos, essa prevaléncia pode ser de
20 para cada 1000 individuos (OKAMOTO, 2009).

7

Cicatrizacdo de feridas cutdneas é um acontecimento fisiolégico complexo
concebido ndo so6 para restaurar a funcao de barreira da pele e homeostase, mas também
para reduzir o risco de infeccdo e ainda mais complicagdes (GAINZA et al., 2015). No

processo ocorre o reparo de tecidos que pode se dar de duas formas: (1) pela regeneracgéo
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com a recomposicao da atividade funcional do tecido e/ou (2) pela cicatrizagdo com
restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da sua atividade funcional pela
formagdo de cicatriz fibrotica (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005). Ambos processos
envolvem a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celulares, aléem da interacdo das
células com as matrizes (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2016).

O processo de cicatrizagdo envolve sobreposicdo de trés fases bem definidas:
inflamatoria, proliferativa ou reparacdo e remodela¢do ou maturacdo (Figura 2). Varios
processos proliferativos ocorrem durante a fase proliferativa, incluindo angiogénese,
fibroplasia, epitelizacio e contracdo da ferida. E importante entender que esses eventos
microscopicos sdo iniciados, mediados e sustentados por mediadores bioquimicos
conhecidos como citocinas e fatores de crescimento, inicialmente estimulado pelas
plaquetas e subsequentemente, por macréfagos, células endoteliais e fibroblastos
(HOSGOOD, 2006; COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2016).

.
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Figura 2. Representacdo esquematica das fases da cicatrizagdo correlacionando nimero de células por
periodo de tempo apos a lesdo. Fonte: COTRAN; KUMAR; ROBBINS (2016).

Ap0s a ocorréncia do ferimento, a agregagéo plaquetéaria e a coagulacdo sanguinea
formam um tampao com fibrina cuja funcéo € o restabelecimento da hemostasia e barreira
contra a invasdo de microrganismos, além de formacdo de uma matriz extracelular
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provisoria a migracdo celular. As plaquetas, induzidas pela trombina, liberam varios
fatores de crescimento, entre eles, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
o fator de crescimento transformante-B (TGF-B), o fator de crescimento epidérmico
(EGF), o fator de crescimento transformante-a (TGF-a) e o fator de crescimento de
células endoteliais (VEGF). As glicoproteinas adesivas, fibronectina e trombospondina,
constituintes da matriz extracelular provisoria, também sdo estimuladas. Além disso,
ativacdo de céelulas parenquimatosas pela lesao, produz numerosos mediadores vasoativos
e fatores quimiotaticos que auxiliam o recrutamento das células inflamatorias no local da
ferida (CLARK, 1996).

Posteriormente, neutréfilos migram em diregdo a ferida, que podem ser
estimulados por produtos bacterianos, tecido danificado e agentes quimiotaticos, como a
histamina e a prostaglandina, que aumentando a permeabilidade vascular, favorecendo a
exsudacdo plasmatica, chegada dos elementos celulares na ferida e entdo uma resposta
inflamat6ria com duracdo de aproximadamente trés dias (HOSGOOD, 2006).

Seguindo o processo, 0s neutréfilos diminuem e os mondcitos circulantes irdo se
diferenciar em macréfagos, passam a exercer a fungédo de degradacédo e remocéo do tecido
danificado, além de serem as principais células envolvidas no controle do processo de
reparo pois produzem varios fatores de crescimento, tais como o PDGF, o TGF-B, o fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e o VEGF, que se destacam como as principais
citocinas necessarias para estimular a formacéo do tecido de granulacdo (CLARK, 1996;
HOSGOOD, 2006; COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2016).

O reparo tissular é um processo complexo, que envolve a interacdo entre células
estromais e circulatdrias que sdo ativadas por uma pléiade de mediadores de natureza
quimica diversificada, fragmentos de células e matriz extracelular, microrganismos e por
alteracdes fisico-quimicas no microambiente da lesdo e das areas a ela circunjacentes. A
ativacdo dessas células as leva a profundas alteraches na sua expressao génica e
modificam drasticamente as suas caracteristicas fenotipicas. A producdo e presenca de
mediadores proteicos e lipidicos sdo criticos para 0 processo, uma vez que a migracao
celular, a indugdo mitdtica de células labeis locais e a producdo de matriz extracelular séo
eventos centrais. Na sua evolucdo, alternam-se harmoniosamente momentos de
predominio de reacGes catabdlicas sobre anabodlicas e vice-versa (BALBINO, PEREIRA,
CURI, 2005).

A transicdo da fase inflamatoria para a fase proliferativa € marcada pela invaséo

de fibroblastos e um aumento do acimulo de colageno na ferida. Além disso, hd migracao
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e formacdo de novo endotélio dentro da ferida. A combinacdo de novos capilares,
fibroblastos e tecido conjuntivo fibroso forma o caracteristico tecido de granulagdo que
preenche o ferimento por baixo da crosta ou sob a bandagem. O tecido de granulagao
protege a ferida, fornece uma barreira a infeccdo e uma superficie para epitelizacdo. O
tecido de granulacdo tambeém contém fibroblastos de ferida chamados miofibroblastos

que sdo importantes na contragéo da ferida (HOSGOOQOD, 2006).

J& no processo de remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e células
inflamatdrias desaparecem do local da ferida ocorrendo a formacéo de cicatriz. O teor de
fibras de colageno do tecido de granulacéo € alterado. A fibra de colageno se tornam mais
espessas, mostram uma maior ligacdo cruzada e assumem uma orientacdo ao longo das
linhas de tensdo. A reorganizacao do tecido conjuntivo e rearranjo de feixes de colageno
pode levar meses ou mesmo anos para ocorrer. O aumento da resisténcia mecanica é
extremamente lento (HOSGOOD, 2006; MENDONCA, COUTINHO-NETO, 2009).

Nas Gltimas décadas, estudos tem sido realizado no sentido de identificar
substancias capazes de favorecer o processo de cicatrizagdo por seu grande potencial de
aplicacdo clinica. Agentes enzimaticos, como DNAse e a colagenase, atuam promovendo
0 desbridamento da ferida e auxiliam na restauracdo tecidual de maneira discreta e
indireta. Entretanto, outras substancias, entre elas, plantas medicinais, cuja composi¢ao
sdo diferentes constituintes, devem ser pesquisadas para potencializar os reparos das
feridas (MENDONGCA, COUTINHO-NETO, 2009).

Tratamento das feridas cutaneas

No tratamento das feridas, as condigdes clinicas do paciente, o cuidado com o
curativo e o desbridamento do tecido inviavel devem ser avaliados. Além disso, existem
fatores sisttmicos, como a idade, a imobilidade, o estado nutricional, as doencas
associadas e o uso de medicamentos continuos e, fatores locais, como a localizacdo
anatdmica da ferida, a presenca de infeccdo e de tecido desvitalizado, que podem
comprometer o processo de reparagdo (SANTOS et al., 2011).

O curativo ideal deve propiciar um ambiente fisiolégico para a ferida, que é
alcancado quando ocorrer a manutencdo do leito da ferida Umida; a absor¢do do excesso

de exsudato; o aumento da temperatura local para facilitar a distribuicdo de oxigénio no
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leito da ferida; reducdo do espaco morto; protecdo fisica; ndo ocorrer dor durante as
trocas; minimizar a formacéo de tecido cicatricial exuberante; possuir minima toxicidade;
favorecer o desbridamento de tecido desvitalizado e permitir trocas gasosas (FILHO et
al., 2014).

Sabe-se, atualmente, que a reepitelizacdo ocorre mais rapidamente em feridas
ocluidas devido ao ambiente Umido e quente, podendo ser proporcionado pelo curativo,
estimulando células viaveis a liberarem fatores de crescimento e angiogénese (SANTOS
etal., 2011; PEREIRA, BARTOLO, 2013; FILHO et al., 2014). Avancos na compreensdo
do processo de cicatrizacdo de feridas, bem como no desenvolvimento de novos recursos
e tecnologias no tratamento sdo almejados, entretanto, ainda ndo existe um curativo Gnico
que possa ser utilizado em todos os estagios do processo cicatricial (PEREIRA,
BARTOLO, 2013; FILHO et al., 2014).

Os curativos que proporcionam a ferida Umida podem ser os curativos que
absorvem o excesso de exsudato da ferida como os produtos de alginato de célcio e a
hidrofibra, aqueles que mantém o nivel de umidade do tecido como o hidrocoloide e o
poliuretano e, por Gltimo, os que doam umidade ao tecido lesado, como o hidrogel. Para
tanto, ha diversas maneiras e produtos disponiveis tais como, agentes topicos, solucdes,
enxertos, curativos interativos e bioativos, comercialmente disponiveis ou sob
investigacdo, estimulando o processo de regeneracdo da pele (PEREIRA, BARTOLDO,
2013).

Terapias alternativas também vem sendo pesquisadas com sucesso, como por
exemplo, a pele de ré e suas secrec¢des estdo sendo exploradas como pomada ou curativo
de cobertura da ferida, impedindo a penetracdo de agentes patogénicos e a desidratagdo
(MASHREGHI et al., 2013). A terapia de desbridamento de larvas Lucilia sericata é um
método eficaz e seguro na qual as secrec¢des da larva inibem as respostas pré-inflamatorias
de mondcitos humanos através de um mecanismo ciclico dependente de AMP, regulando
os processos inflamatorios (VAN DER PLAS et al.,, 2009; ABELA, 2017). J4 a
hirudoterapia é a aplicacdo de sanguessugas que a partir das suas glandulas salivares
secretam uma mistura complexa de compostos (por exemplo, vasodilatadores,
anticoagulantes, anestésicos e analgésicos) com caracteristicas bioldgicas e
farmacologicas relevantes, estimulando localmente o processo de cicatrizacdo (SINGH,
2010).

Além dessas terapias alternativas, pesquisas relatam que, apesar do

desenvolvimento de farmacos sintéticos, as plantas medicinais continuam sendo uma
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alternativa no tratamento de diversas doencas (BADKE, 2012), pois tém importancia
medicinal, econdmica e antropologica/cultural, o que reflete no conhecimento de sua
diversidade e uso. Sua aplicagdo para cicatrizacdo de feridas é topica sob a forma de
infusdes, decocgdes, tinturas, xaropes, 0leos, hidrogéis, pomadas e balsamos, ou direto
na pele (BONIFACIO et al., 2014; JARIC et al., 2018).

Existe uma estimativa de existéncia de 250.000 espécies de plantas globalmente,
porém sdo conhecidas entre 50.000 a 70.000 por sererm usadas na medicina moderna em
todo o mundo, dessas 15% ja foram avaliadas fitoquimicamente e apenas 6% foram
selecionados para atividade biolégica (JARIC et al., 2018).

Os avancos das ciéncias fitoquimica e fitofarmacoldgica permitiram elucidacGes
das composicdes e das atividades bioldgicas de varios produtos de plantas medicinais
(BONIFACIO et al.,, 2014), com destaque para as atividades anti-inflamatdria,
antioxidante, antimicrobiana e estimuladora de células (PEREIRA, BARTOLO, 2013).
Uma grande variedade de diferentes constituintes como Alcaloides , 6leos essenciais,
flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas, acidos graxos e compostos fenolicos sdo
potencialmente capazes de melhorar a cicatrizacdo. Baixo custo, disponibilidade e menos
efeitos colaterais sdo outras vantagens das plantas medicinais (BAHRAMSOLTANI et
al., 2014).

E importante lembrar que o Ministério da Sadde busca estimular a insercdo das
praticas complementares de cuidado no sistema oficial de saude. Destaca-se a
implementacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
(BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) (BRASIL, 2006b), ambas no ano de 2006, e que visam estimular o acesso as
praticas complementares e as plantas medicinais, para o cuidado em saude, de forma
eficaz e segura (PIRIZ et al., 2014).

As plantas medicinais amplamente utilizadas no tratamento topico de feridas, em
diferentes regibes do mundo, incluem Aloe vera (L.) Burm. f. (KHAN et al., 2013;
NEGAHDARI et al., 2017; MERCES et al., 2017), Arnica montana L. (CASTRO et al.,
2012), Caléndula officinalis L. (NICOLAUS et al., 2017; OKUMA et al., 2015; JARIC
et al., 2018), dleo tea tree (Melaleuca alternifolia Cheel) (FLORES et al., 2015), entre
outras. Dessa forma, as plantas medicinais podem abrir novos caminhos para intervengédo
terapéutica em feridas cutaneas (REUTER, 2010; PEREIRA, BARTOLO, 2013; JARIC
etal., 2018).
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Tratamento de feridas com plantas medicinais do Cerrado e Pantanal

O Mato Grosso do Sul possui um mosaico vegetacional compostos dos biomas
Cerrado e Pantanal que se intercalam por formacdes savanicas, lenhosas e campestres,
formacdes florestais e vegetacdo aquatica (EITEN, 1978). Em ambos os biomas se
encontram fragmentos naturais de florestas estacionais semideciduais e deciduais
incluindo até cactaceas em sua flora, oferecendo uma ampla gama de habitats, paisagens
e produtos madeireiros e ndo madeireiros (POTT, 2003).

Especificamente o Pantanal, é conhecido como o maior complexo de areas umidas
do mundo e em relagdo a América do Sul é a maior planicie inundavel (ADAMOLLI, 1981)
com aproximadamente 138.200 Km? em territorio brasileiro (SILVA, 1997) e 0 Mato
Grosso do Sul é contemplado com a maior area, com 65% desta planicie e 0 Mato Grosso
com 35%.

Grande parte do Pantanal € coberta por vegetacdo savanicas de cerrado,
contemplado por comunidades vegetais hidréfilas (POTT, 2003). Os diversos tipos
fisiondmicos € resultado da interacdo entre fatores edaficos, hidrologicos e
biogeograficos (LOURIVAL et al. 2000), como os capdes, que sdo grandes montes de
terra, cobertos por vegetacdo com formato circular ou eliptico e esparsamente distribuidos
em campos sujeitos a inundacdo sazonal (PONCE, CUNHA 1993). Ja as bordas do
Pantanal sdo constituidas de espécies vegetais tipicas de mata ciliar e savanas inundaveis,
enguanto a parte central, quase nunca inundavel, possui espécies caracteristicas de mata
semideciduais (DAMASCENO et al., 1996)

Por sua vez, o Cerrado brasileiro é o segundo maior bioma da América do Sul em
area e é considerado uma das savanas com maior biodiversidade botanica, sendo muitas
plantas usadas na medicina tradicional brasileira (BEUCHLE et al., 2015), onde ha
influéncias de comunidades tradicionais (pantanal, quilombolas, pescadores, indigenas,
agricultores familiares, raizeiros), que possuem um grande conhecimento sobre as
mesmas e seu meio ambiente (DE ALBUQUERQUE et al., 2008).

Neste dois Biomas encontram-se inimeras espécies de uso na medicina popular
relacionados a plantas, como por exemplo, no artigo do JESUS et al. (2009), procedeu
um levantamento etnobotéanico das plantas utilizadas como antitlceras gastricas e anti-
inflamatdrias no Distrito de Pirizal — Mato Grosso, no Pantanal. MACEDO; FERREIRA
(2004) estudou sobre plantas hipoglicemiantes utilizadas por comunidades tradicionais
na Bacia do Alto Paraguai e Vale do Guaporé, Mato Grosso. SILVA et al., (2010)
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verificou a utilizacdo de plantas medicinais para hiperlipidemias e obesidade encontradas
no Cerrado mato-grossense. POTT et al., (2011) estudou sobre a diversidade da flora e
principais tipos vegetacionais do Pantanal. BORTOLOTO et al. (2015) estudou as plantas
do Pantanal utilizadas como alimento da comunidade. RODRIGUES (2006) observou a

toxicidade e restricdo de uso das plantas da regido quilombola.

Das espécies vegetais frequentemente usados na forma de banhos e chéas na
regido de Mato Grosso utilizadas no tratamento de doencas como afecgdes, feridas e
Ulceras, erisipelas, herpes labial e verrugas estdo 36 exemplares, entre os quais destacam-
se as espécies: Astronium fraxinifolium; Bixa orellana; Brosimum gaudichaudii; Cassia
grandis; Heliotropium indicum; Jacaranda brasiliana; Macrosiphonia velame; Pistia
stratiotes e Senna alata (MACEDO; FERREIRA, 2004).

Na regido de Cerrado de Mato Grosso do Sul, especificamente em Ponta Pord,
fronteira com o Paraguai, PEREIRA et al. (2009), entrevistaram 200 pessoas sobre 0 uso
de plantas medicinais e deste estudo foram registrados 17 familias, 28 géneros e 30
espécies e entre as espécies nativas e exdticas empregadas para tratamento de doengas de
pele e cicatrizacdo estdo Maytenus ilicifolia; Cassia hirsuta; Bowdichia virgilioides; Aloe
vera; Malva sylvestris; Citrus limonum; Sambucus nigra; Rosmarinus officinalis e

Mentha piperita.

J& na regido na borda do Pantanal e Pantanal sul mato-grossense, junto as
comunidades rurais, da sub-regido do Rio Negro e raizeiros das cidades de Aquidauana e
Miranda, Mato Grosso do Sul, OLIVEIRA et al. (2011) em um estudo etnobotéanico e
etnofarmacoldgico sobre o uso de plantas medicinais descreveu o uso de 25 familias, 45
géneros e 48 espécies de plantas medicinais. As espécies sdao empregadas para diversos
tratamentos entre eles, plantas com acdo cicatrizante como as: Alternanthera brasiliana
(L.), (Familia: Amaranthaceae) conhecida como chapéu de couro; Arnica - Lychnophora
ericoides (Familia Asteraceae); Erva de Luceira - Pluchea sagittalis (Familia
Asteraceae); Melao-de-Sao-Caetano — Momordica charantia L. (Familia Curcubitaceae);
Gervdo - Stachytarpheta cayennensis (Familia Verbenaceae); Erva-de-bicho -
Polygonum hydropiperoides (Familia Polygonaceae); Capim amargoso — Setaria
poiretiana (Familia Poaceae).

BIESKI et al., (2011) realizou o levantamento etnoboténico de plantas medicinais
no distrito de Nossa Senhora Aparecida do Chumbo, localizado em Poconé, Mato Grosso.

Foram citadas 376 espécies de plantas medicinais pertencentes a 285 géneros e 102
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familias. Os resultados abrangeram 18 categorias de doencas, com predominancia para
doencas relacionadas a lesdes, envenenamento, transtornos mentais e comportamentais.
Das 55 especies citadas como cicatrizante destacam-se: Allium cepa L., conhecida como
cebola (Familia Amaryllidaceae); as plantas da Familia Amaranthaceae descritas foram
Alternanthera brasiliana L., conhecida como Terramicina; Alternanthera dentata,
conhecida como Ampicilina; Amaranthus aff. viridis L., conhecida como caruru de
porco; Chenopodium ambrosioides L., conhecida como Erva-de-santa maria, entre outras.

Dessa forma, nesta tese de doutorado foi observada a necessidade de um
levantamento bibliografico sobre as espécies apontadas como cicatrizantes na regido do
Cerrado e Pantanal sul mato-grossense. Para tanto, a coleta de dados ocorreu através de
uma analise de dados secundarios, por meio de uma revisdo sistematica da literatura
(GALVAO et al, 2004), que objetivou responder a seguinte questdo: “Quais plantas
medicinais sdo consideradas e utilizadas para o processo de cicatrizacdo de feridas no
Cerrado e Pantanal mato-grossense, Brasil?”. As buscas foram realizadas nas bases
eletronicas de dados Scielo e PubMed, utilizando os descritores previamente consultados
no DECs (Descritores em Ciéncias da Saude) “Medicinal plants” AND “Pantanal” AND
“healing” e seus correspondentes em portugués, “Plantas medicinais” e “Pantanal” e
“Cicatrizagdo”. Apos nova analise para atualizacdo, realizou-se novamente a busca,
incluindo somente a palavra “Plants” e “Planta”.

Além disso, foram incluidas, as plantas medicinais do livro Plantas do Pantanal
de autoria POTT e POTT (1994), publicado pela Empesa Brasileira de Pesquisa e
Agropecuaria (EMPRAPA), pois € referéncia no Estado e comtempla informagdes de 500
espécies principais de plantas colhidas no Pantanal, sendo algumas cicatrizantes.

Como critérios de exclusdo, adotaram-se artigos que nao apresentassem nenhum
aspecto do tema proposto ou que estivessem redigidos em outras linguas que nao as acima
citadas ou trouxessem resultados de teses e dissertacdes, devido ao grande tamanho destas
publicacdes

Este levantamento teve como resultado as informac6es apresentadas na Tabela 1.
A tabela apresenta a familia, nome cientifico, nome vernacular, 6rgdo vegetal, aplicacéo
topica e substancias quimicas das plantas, além da referéncia bibliografica. Dessa forma,

foram encontradas 75 espécies, distribuidas em 49 géneros e 37 familias botanicas.
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Tabela 1. A familia, nome cientifico, nome vernacular, 6rgdo vegetal, aplicacdo tdpica e substancias quimicas das plantas medicinais para

cicatrizacdo da regido do Cerrado e Pantanal sul mato-grossense.

- Orgio .. N - . )
Familia Nome Cientifico Nome Vernacular Veggetal AplicagGes tépicas Substancias quimicas Bibliografias
Quina-genciana,
Fabaceae Acosmium subelegans Mohl. perobinha-do- Casca Lavar feridas Taninos, Flavonoides, Alcaloides . 1,2
campo
Liliaceae Aloe barbadensis Mill. Babosa folhas Feridas Antraquinonas 160, 177
Anacardiacea Anacardium humile A. St.-Hil. Cajuzinho-do- Folhas Cicatrizante Tanlno:s, Flavonoides, Es.ter0|des, 3,4,5,6
cerrado Triterpenos, Saponinas.
Al h ili L. .
Amaranthaceae ternant ;Z‘::;:S' iana (L) Terramicina Folhas Feridas Flavonoides 160, 161, 162
Alternanthera
Amaranthaceae dentata(Moench) Stuchlik ex Ampicilina Folhas Feridas Compostos fendlicos, Flavonoides 160, 161, 162
R.E. Fr
Amaranthaceae Anadenanthera colubrina Vell. Morcego Casca Cicatrizante Compostos. fendlicos, Tanlnos, 1,7,8,9,10
Flavonoides, Alcaloides .
Fabaceae Andira inermis H.B.K Guiso-de-cascavel Folhas Contra erisipela Alcaldide, Flavonoides. 6,11,12,
Annonaceae Annona dioica St. Hill. . .Cerat|cu.m'; Folhas, Amolecer feridas Alcaloides . 13,14
arixicum; arixicum frutos
. . A j hica (H . e,
Bignoniaceae rrabidaea chica (Humb. & Crajiro Feridas Flavonoides, antocianinas 160, 168
Bonpl.) B. Verl
Euphorbiaceae Aporosella chacoensis Sepg. Jacarepito Casca Cicatrizante Taninos. 1
Asteraceae Bidens pilosa L. Picdo-preto Folhas Feridas Compostos fetr;cr)]lilrigz, flavonoides, 160, 166
Caraguati,
Bromeliaceae Bromelia balansae Mez. grav.ata € Folhas, Amacia feridas Taninos, Flavonoides. 14, 15, 16, 17, 18, 19
bananinha do frutos
mato
Bulnesia sarmientoi Lor. ex
Zygophyllaceae uinest ! Pau-santo Resina Cicatrizante Catequinas. 20

Griseb.
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Tabela 1. (continuagéao)

- Orgao P AL . - .
Familia Nome Cientifico Nome Vulgar Veggetal AplicagGes topicas Substancias quimicas Bibliografias
Em pé contra .
Flacourtiaceae Casearia decandra Jacq. Pururuca Casca em po fl:e):(r)i(j:s Polifendis. 21
Flacourtiaceae Casearia sylvestris Sw. Cha-de-frade Folhas Doengas de pele Acido gélico, Saponinas, Diterpenos. 1, 21, 22, 23,24
Folhas
. . . ’ Taninos, acido galico, Alcaloides,
Cecropiaceae Cecropia pachystachya Trec. Embauba frutos, refinas 1, 25,26
brotos ’
Cereus peruvianus (L.) J. S Monoterpenos, Eter e dcidos
Cactaceae P Muell AR Tuna ou cacto Fruto Limpar feridas monoinsaturados, Arabinose, 27, 28, 29,
' Galactose, Acido galacturénico.
Acido galico, Flavonoides,
Capparidaceae Cleome spinosa Jacq Mussambe Planta toda Feridas GlicoFlavonoides, Antocianinas, 1, 30, 31, 32
Alcaloides .

Commelinaceae Commelina nudiflora L. Erva-de-santaluzia Folhas Feridas Alcaloides, saponinas 160, 173

Fabaceae Copaifera langsdorfii Desf. Fava-de-anta Casca Cicatrizante Oleo de copaiba. 1,23

. " , Oleo d o . ,
Fabaceae Copaifera martii Hayne Copaiba coZZib: Cicatrizante Oleo de copaiba. 1, 23,33
Fabaceae Crotalaria micans Link Guaranazinho Folhas Cicatrizante Alcaloides . 18, 34, 35
Croton urucurama Baill. Sangra D’ Agua Casca, Cicatrizante Taninos, Flavonoides, Esterdides. 24, 40, 41

Euphorbiaceae
Dilleniaceae

Orchidaceae

Fabaceae

Equisetaceae

Curatella americana L.

Cyrtopodium virescens Rchb. f.
&Warm.

Dimorphandra mollis Bth.

Equisetum giganteum L.

Lixeira
*

Amendoim-do-
campo,
amendoim-bravo

Cavalinha

folhas, latex

Casca, folhas

Pseudobulbo

Casca

Parte aérea

Lavar feridas

Cicatrizante

Ferimentos

Cicatrizante

Taninos, Flavonoides, Terpenos,
Esterdides, Saponinas.

Polissacarideos.
Taninos, Flavonoides.
Compostos fendlicos, Flavonoides,

Esterdides, Alcaloides , Saponinas,
Hidrocarbonetos.

1, 23, 36,37, 38, 39

42,43

1,23,13,36,44

45, 46
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Tabela 1. (continuagéao)

- Orgdo . AL . - .
Familia Nome Cientifico Nome Vulgar Veggetal AplicagGes topicas Substancias quimicas Bibliografias
. . , , . . Compostos fendlicos, Esteroides,
Equisetaceae Equisetum pyramidale Goldm. Rabo de cavalo Parte aérea Cicatrizante Triterpenos 47, 48.
Amaranthaceae Gomphrena eleaans Mart Perpétua- Folhas e Cicatrizante Taninos, Flavonoides, Cumarinas, 1,47, 48, 49, 50, 51,
p g ’ elegante caule Esterdides, Saponinas. 52,53, 54, 55
. , . Compostos fendlicos, Taninos,
Hancornia speciosa var. Frutos e Feridas e . . .
Apocynaceae . .. Mangava-mansa . Flavonoides, Cumarinas, Esteroides, 160, 165
gardneri (A. DC.) M"ull. Arg folhas dermatite .
Saponinas.
Crista-de-galo, Folhas
Boraginaceae Heliotropium indicum fedegoso-do- ) Feridas Alcaloides . 38,56, 57, 58
flores, raizes
mato
Boraginaceae Heliotropium filiforme Lehm Sete-sangria folhas Feridas Alcaloides . 160, 172
. . e Fava-de-arara; . . . -
Hippocrateaceae Hippocratea volubilis L. cip6-preto Folhas Cicatrizante Triterpenos, Acidos graxos. 1,59, 60, 61, 62
Fabaceae Inga urugliensis Hook. Inga Casca Cicatrizante Flavonoides, Esterdides, Saponinas. 1, 13, 63, 64, 65
Bignoniaceae Jacaranda caroba (Vell.) A. DC Caroba folhas, Feridas Taninos, FIavon0|f:les, Estercides, 160, 169, 170
cascas Saponinas.
folh Tani Fl i E o]
Bignoniaceae Jacaranda decurrens Cham Carobinha OINES, Feridas anlno§, avonoides, s.ter0|des, 160, 170,171
cascas Triterpenos, Saponinas.
Euphorbiaceae Jatropha aff. Gossypiifolia L. Pinhdo-roxo Folhas Feridas Triterpenos, taninos 160, 174
Clusiaceae Kielmeyera coriacea Mart. Gordiana Folhas Lavar feridas Resina 1,66
Taninos, Flavonoides, Esterdides 1, 23, 15,67, 16,17
L h L . . : H.I' M _ 7 I_ f . 7 7 7 7 7 7 7 ’ ’
ythraceae afoensia pacari St. Hi angava-brava  Casca em po avar feridas Saponinas. 68, 69, 18, 70, 71
Moraceae Maclura tinctoria L. Tailva Seiva Cicatrizante Flavonoides. 1,76,77
Amaranthaveae Mangifera indica L. Mangueira folnas e Ferida aIcaI0|de§, fendis e tf.:lnanS, 160, 163
caules saponinas, esteroides
Folhas Queimaduras de
Arecaceae Mauritia flexuosa Linn.f. Buriti frutos' pele, ajudando na Triterpenos. 23,72,73,74,75

cicatrizacao
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- Orgio . o - - )
Familia Nome Cientifico Nome Vulgar Veggetal AplicagGes topicas Substancias quimicas Bibliografias
e g g . . Folhas, . . . .
Celastraceae Maytenus ilicifolia Planch. Espinheira Santa caule raizes Cicatrizante Taninos, Flavonoides, Terpenos. 77,78,79, 80, 81, 82
. Folhas, L . .
Celastraceae Maytenus macrodonta Reissek Cancorosa caulc:a ra:izes Cicatrizante Taninos, Flavonoides, Terpenos. 78, 83, 84.
Lamiaceae Mentha spicata L. Hortela-vicki Folhas Feridas Oleos essenciais 160, 176
Cumarinas, Diterpenos (Acido
Asteraceae Mikania capricorni B.L. Rob. Jasmim-do-mato Folhas Cicatrizante caurendico), Sesquiterpenos, Oleo 39, 85, 86, 87, 88
essencial.
. , . . Taninos, Cumarinas, Saponinas, Oleo
Asteraceae Mikania glomerata Spreng Guaco Folhas Cicatrizante . . 1,87
essencial, Resinas.
Moraceae Morus niara L Amora Folhas, Cicatrizante; Taninos, Acido gélico, Acido elagico, 1, 23, 13, 15, 89, 90,
grat. frutos Feridas Flavonoides, Antocianinas. 91, 92, 93.
Aroeira
. M d d . ’ C d L e . .
Anacardiacea yracroardon urunaeuva aroeirado-do- asca do Cicatrizante Polifendis, Flavonoides. 39,94, 95
Allem - caule
sertdo
Ochnaceae Ouratea hexasperma A. St.-Hil. Curte-seco Casca Feridas Tanino, Flavonoides, BiFlavonoides. 1,96, 97, 98, 99
Araceae Philodendron imbe Schott. Cipd-capa-homem Folhas Contra Erisipela Acido tanico, Esterdides, Terpenos. 1, 18,100, 101
LesG ta - . .
Piperaceae Piper aduncum L Erva-de-jaboti Folhas, e(sfeei:::waanni:as Acido benzgico e derivados, 102, 106, 107, 108,
P P ’ ) frutos . Chromanas, Flavonoides. 109, 110, 111
amazonensis)
Folhas Lavar feridas e 112,113,114, 115
Pi Pi I . medium L. Falso-jab di ’ . Amid iperidini irrolidinicas. ! ! ! ’
iperaceae iper amalago var. medium also-jaborandi frutos queimaduras. midas piperidinicas e pirrolidinicas 116, 117
. . - . Folhas, Li Feridas, Acido cl énico, Acid
Piperaceae Piper angustifolium Lam. Pimenta-do-mato othas Im.par . eridas ‘ o.c orc?g.erllcc? claos 1,102, 103, 104, 105
frutos Cicatrizante Hidroxicinamicos.
Flavonoides livres e glicosilados, 1,118,119, 120,
Polygalaceae Polygala longicaulis Kunth Brilhantina Folhas Feridas Isoflavonas, Xantonas, Triterpenos, 121,122,123, 124,

Saponinas, Oligossacarideos. 125
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Familia

Nome Cientifico

Nome Vulgar

Orgio
Vegetal

AplicagGes topicas

Substancias quimicas

Bibliografias

Asteraceae

Burseraceae

Myrtaceae

Fabaceae
Clusiaceae

Euphorbiaceae
Phytolaccaceae

Connaraceae

Sapotaceae
Solanaceae

Solanaceae

Amaranthaveae

Loganiaceae

Fabaceae

Porophyllum ruderale (Jacq.)

Cass.

Protium heptaphyllum March

Psidium guineense Sw

Pterogyne nitens Tul.
Rheedia brasiliensis Mart.

Ricinus communis L.

Rivina humilis L.

Rourea induta Planch.

Sapium haematospermum Hub.

Sideroxylon obtusifolium Penn.
Solanum paniculatum L.

Solanum viarum Dun
Spondias purpurea L.

Strychnos pseudoquina A.St.-

Hil.

Stryphnodendron obovatum

Benth.

Picdo-branco

Pau-de-breu,
incenso

Araca

Amendoim-bravo
Cupari

Mamona
*

Campeira,
boticainteira

Leiteira

Laranjinha
Jurubeba

jud, jud-bravo

Seriguela

Quina

Barbatimao

Folhas,
flores,
caules
Folhas,
frutos, caule

Brotos
Folhas,
cascas

Sementes

Frutos e
folhas

Folhas

Folhas

Latex

Casca
Caule, casca
sementes
folhas,

frutos,
cascas

Casca

Casca

Feridas

Cicatrizante

Cicatrizante

Cicatrizante

Feridas

Feridas
Feridas

Ferida

Feridas

Cicatrizante
Cicatrizante

Ferida

Ferida

Cicatrizante

Cicatrizante

Tanino, Compostos fendlicos,
Flavonoides, Aldeidos, Esterdides,
Terpenos, Cumarinas

Esterdides, Alcaloides , Saponinas.

Tanino, Compostos fendlicos,
Flavonoides, Aldeidos, Esterdides,
Terpenos, Glicosideos.

Tanino, Flavonas, Alcaloides

Compostos fendlicos, Flavonoides,
Xantonas, Benzofenonas.

Alcaloides, terpenoides
Alcaloides .
Ligninas, neoligninas, Flavonoides.

Lignanas, Flavonoides, Terpenos,
Esterdides.
Triterpenos, Saponinas.
Alcaloides , Esterdides, Saponinas.
Alcaloides .

saponinas e terpenoides

Flavonoides, Alcaloides

Taninos, Flavonoides,Triterpenos,
Esterdides, Saponinas.

160, 167

13, 16, 126

1,127,128

1,129, 130,
1,131,132,133

160, 175
1,134,135

1,136, 137,138

1, 139, 140, 141

1,142,143
1, 13, 144, 145, 146
8,146

160, 164

1, 14, 15, 18, 16, 28,
37,147

1, 148, 149, 150, 151
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Familia Nome Cientifico Nome Vulgar V?a;gg;gl AplicagGes topicas Substancias quimicas Bibliografias
Canditba Folhas Taninos, Flavonoides, Triterpenos,
Ulmaceae Trema micrantha L. o ’ Feridas Saponinas, Esterdides, Alcaloides, 1,152,153
periquiteira cascas L
glicosideos
Sterculiaceae Waltheria communis A. St.-Hil. Malva, malva- Folhas, _Ferl.das, Alcaloides peptideos 1, 15, 154,155, 156
branca flores Cicatrizante
L feri
Olacaceae Ximenia americana L. Lim3do-bravo Casca avar feridas, Taninos, Resinas 1, 15, 157, 158, 159

Cicatrizante

1-POTT; POTT (1994); 2-VIOLANTE et al. (2008); 3-PEREIRA et al. (2000); 4-LORENZI; MATOS (2002); 5-ALVES et al. (2010); 6-BARROSO (1999); 7-OLIVEIRA et al. (2007); 8-MONTEIRO et al. (2005); 9-ARAUJO et al. (2008); 10-DELGOBO et al. (1999); 11-KRAFT et
al. (2000); 12-KRAFT et al. (2001); 13-SANTOS et al.. (2003); 14-VEJA et al. (2007); 15-GUARIM NETO (1987); 16-GUARIM NETO (1996); 17-PASA; GUARIM NETO (2005); 18-GUARIM NETO; MORAIS (2003); 19-ANHOLETO et al. (2010); 20-KAMRUZZAMAN et al.
(2010); 21-SILVA et al. (2009); 22-SILVA et al. (2008); 23-SOUZA; FELFILI (2006); 24-SCAVONE et al. (1979). 25-CONSOLINI; MIGLIORI (2005); 26-STANGE et al. (2009); 27-SITRITA et al. (2004); 28-REZANKA et al. (1998); 20-TANAKA et al. (2010); 30-NOZZOLILLO et
al. (2010); 31-JORDHEIM et al. (2009); 32-SHARAF et al. (1997); 33-EURIDES et al. (1998); 34-FLORES et al. (2009A); 35-TOKARNIA et al. (2000); 36-SIQUEIRA (1981); 37-GUARIM NETO et al. (2008); 38-USTULIN et al. (2009); 39-ALEXANDRE-MOREIRA et al. (1999);
40-GURGEL et al. (2005); 41-MARASCHIN-SILVA; AQUILA (2006); 42-BARRETO; PARENTE (2006); 43-ROMERO-GONZALEZ et al. (.2008); 44-MATTEUCCI et al. (1995); 45-POTT; POTT (2000); 46-DANIELSKI et al. (2007); 47-OLISKOVICZ et al. (2006); 48-MILANEZI et
al. (2010); 49-MUSSURY et al. (2006); 50-SAITO et al. (2004); 51-MUSSURY et al. (2007); 52-SOUZA et al. (2008); 53-SARKER et al. (1995); 54-YOUNG et al. (1997); 55-SAVCHENKO et al. (1998); 56-REDDY et al. (2002); 57-FROLICH et al. (2007); 58-SOUZA et al. (2005);
59-PINHO et al. (2009); 60-ALVARENGA; FERRO (2000); 61-MARIOT; BARBIERI (2007); 62-VELLOSA et al. (2007); 63-REYS et al. (2005); 64-VIVOT et al. (2001); 65-GROSSMAN et al. (2005). 66-GARCIA CORTEZ et al. (1998); 67-BERG; DEN (1980); 68-FACHIM; GUARIM
(1995); 69-SOLON et al. (2000); 70-LIMA et al. (2006); 71-ROGERIO et al. (2008); 72-MACEDO; FERREIRA (2004); 73-COSTA et al. (2010); 74-SANTOS et al. (2010); 75-ZANATTA et al. (2010); 76- EL-SOHLYA et al. (1999); 77-BUENO et al. (2005); 78-NUNES et al.
(2003); 79-RATTMANN et al. (2006); 80-BAGGIO et al. (2007); 81-BAGGIO et al. (2009); 82-SOUZA et al. (1999); 83-ORABIA et al. (2001); 84-PULLENA et al. (2003); 85-VENEZIANI; OLIVEIRA (1999); 86-MAIORANO et al. (2005); 87-YATSUDA et al. (2005); 88-COSTA et
al. (2008); 89-GOES et al. (2005); 90-QUEIROZ et al. (2002); 91-VIANA et al. (2003); 92-BOTELHO et al. (2007); 93-ARAUJO SA et al. (2009); 94-NADERI et al. (2004); 96-WANG et al. (2009); 97-SCHLEDER et al. (2007); 98-MOREIRA et al. (1999); 99-MBING et al. (2003);
100-MBING et al. (2006); 101-FENNER et al. (2006); 102-FEITOSA et al. (2007); 103-TENORIO (2008); 104-ARROYO et al. (1999); 105-RANILLA et al. (2010); 106-TIRILLINI et al. (1996); 107-GUIMARAES; GIORDANO (2004); 108-BALDOQUI et al. (1999); 109-TORRES-
SANTOS etal. (1999); 110-RALI et al. (2007); 111-FLORES et al. (20098). 112-LAGO et al. (2009); 113-ACHENBACH et al. (1984); 114-ACHENBACH et al. (1986); 115-DOMINGUEZ; 115- ALCORN (1985); 116-DOMINGUEZ et al. (1986); 117-JI; SIDNEY (2004); 118-LEONTI
etal. (2002); 119-ALVES et al. (2008); 120-SOSA et al. (2002); 121-JUNG et al. (1993); 122-ZHANG et al. (1997); 123-ZHANG et al. (1998); 124-L1 et al. (1999); 125-PIZZOLATT! et al. (2000); 126-BANDEIRA et al. (2002), 127-NEIRA GONZALEZ et al. (2005); 128-BEGUM et
al. (2002); 129-FERREIRA et al. (2009); 130-REGASINI et al. (2008); 131-MARTINS et al. (2007); 132-ALMEIDA et al. (2008); 133-PEREIRA et al. (2010); 134-STRACK et al. (1987); 135-STINTZING et al. (2004); 136-ABDON et al. (1998); 137-HE et al. (2006); 138-
KUWABARA et al. (2003); 139-FATOPE et al. (1996); 140-SALIS et al. (2006); 141-FORERO et al. (2008); 142-SALIS et al. (2004); 143-SANCHEZ-MEDINA et al. (2009); 144-FRANCO; BARROS (20086); 145-MESIA-VELA et al. (2002); 146-COELHO et al. (1998); 147-
ARANTES et al. (2005); 148-LOPES et al. (2008); 149-LOPES et al. (2009); 150-SANCHES et al. (2005); 151-EURIDES et al. (1995/1996). 152-FRIMMEL et al. (2000); 153-SCHOENFELDER et al. (2006); 154-MOREL et al. (1999); 155-MOREL et al. (1999B);156-GRESSLER
etal. (2008); 157-EROMOSELE et al. (2002); 158-MEVY et al. (2006); 159-SORO et al. (2009); 160-BIESKI et al., 2011; 161-PINTO et al,,2017; 163- MENESES GARCIA (2014); 164- MARISCO; PUNGARTNIK (2015); 165- ASSUMPGAO ET AL. (2014); 166-
ARROYO ET AL. (2007); 167- CONDE-HERNANDEZ ET AL. (2014); 168- BARBOSA ET AL. (2008). 169- BRAGA ET AL. (2003); 170- GACHE ET AL. (2009); 171- SANTOS ET AL (2012); 172- EMIL ET AL (2016); 173 — UJOWUNDU ET AL.
(2008); 174- RUCHI; RENU (2010); 175- LEITE ET AL. (2005); 176- SOUZA ET AL. (2006); 177- FREITAS; GASPI (2014).
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Da classe de metabolitos secundarios presentes nas 75 espécies predominam os
flavonoides seguido dos taninos. Os flavonoides ja sdo conhecidos como potentes
antioxidantes naturais que atuam no combate de radicais livres, por estas caracteristicas
este grupo de substancias possui descrito inimeras atividades bioldgicas comprovadas
entre elas a acdo anti-inflamatoria, analgésica, regenerativa de cartilagens, 0ssos e
produzem vasodilatagdo (COOK; SAMMAN, 1996) e no tratamento de feridas
(HOUGHTON et al., 2005).

As espécies vegetais com as propriedades anti-inflamatorias tém frequentemente
um nivel elevado de flavonoides e aquelas utilizadas para firmar e tonificar a pele sdo
ricas em taninos que tém um efeito adstringente e para tratamento de infec¢des em lesdes
cutdneas é importante as plantas que atuam como antimicrobianas e antifingicas
(ABURJAI; NATSHEH, 2003).

Do levantamento realizado nesta Tabela 1 poucas espécies apresentadas foram
investigadas quanto a atividade cicatrizante em modelos experimentais e algumas delas
como a Equisetum pyramidale ja é conhecido o potencial cicatrizante de seus extratos,
porém faz-se necessario conduzir experimentos com o uso de formulag¢Ges que sejam mais

eficazes no tratamento de feridas de segunda intencéo.

Geénero Equisetum

No Cerrado Brasileiro e Pantanal, encontram-se inimeras espécies de uso na
medicina popular entre as quais tem-se as cavalinhas, da familia Equisetaceae, dentro das
Pteridofitas pertence a ordem Equisetales. A classe Equisetopsida, possui um Unico
género, o Equisetum, que pertence ao filo Sphenophyta, originario do fim da era
paleozoica, cerca de 300 milhdes de anos atrds (KISSMANN, GROTH, 2000),
consideradas verdadeiros fosseis vivos (STANICH et al., 2009). E o Unico género no
extinto da classe Equisetopsida, descrito por Lineu em 1753 (WEBERLING;
SCHWANTES, 1986).

O nome latim é derivado de equi, cavalo, e setum, cauda, devido ao fato de que
seus caules germarios parecerem encavalados. Assim, esta espécie é conhecida
popularmente como cavalinha e/ou rabo de cavalo, planta com o caule aéreo principal
ramificado com verticilos, conforme Figura 3 (WEBERLING; SCHWANTES, 1986).
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S&o conhecidas aproximadamente 30 espécies descritas e seus hibridos. As
plantas possuem caracteristicas primitivas, de grande interesse filogenético, evolutivo e
ecoldgico (SOTA et al., 2009). Séo plantas vasculares (SILVA-PINEDA et al., 2009), e
a maior parte dos representantes podem atingir até 6 m de altura, caule aéreo, nitidamente
dividido em nos e entrenos, pela bainha de folhas vestigiais ao redor dos nos e pelos
estrobilos terminais (Figura 3) (KISSMANN, GROTH, 2000; LARGE et al., 2006).
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Figura 3. Equisetum (A) caule aéreo principa ramificado com verticilos. (B) Equisetum fértil brota do
ch&o em primavera, contendo esporos dentro do estrébulo no topo dos brotos. Fonte: KNOWLTON (2012).

As espécies do género, distribuida em diferentes regides do mundo, como
Europa, Asia, Américas do Norte, Central e do Sul (LARGE et al., 2006), sdo
consideradas cosmopolitas, com exce¢do da Austrélia, Nova Zelandia e continente
antartico (BENNERT et al., 2005; LARGE et al., 2006).

No Brasil, as espécies deste género estdo distribuidas na Bahia, Minas Gerais, Sdo
Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiés, e no cerrado de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, adaptando-se perfeitamente em terrenos arenosos e Umidos (POTT;
POTT, 1994, 2000).

De maneira geral, as espécies de Equisetum sdo utilizadas popularmente como
diurético, digestivo, antianémico e anti-inflamatorio (REUTER, 2010) e a parte da planta
empregada como medicinal sdo as hastes estéreis (AL-SNAFI, 2017). As espécies do
género Equisetum predominantemente sdo a Equisetum palustre L., Equisetum
bogotense, Equisetum hyemale L., Equisetum arvense L., Equisetum telmateia Ehrh.,
Equisetum ramosissimum Desf., Equisetum pratense, Equisetum sylvaticum L. e
Equisetum fluviatile L (MELLO; BUDEL, 2014).
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No entanto, entre as espécies do género Equisetum, E. arvense tem a maior

informacdo cientifica pautada em estudos quimicos, fisioldgicos e ensaios biolégicos do

seu uso na medicina popular dos paises do hemisfério norte, onde é frequente

(FRANCESCATO et al., 2013). E, inumeras substancias foram descritas, e 0s primeiros

trabalhos com a planta foram publicados em 1940 com a identificacdo dos flavonoides

quercetina-3-glicosideo, canferol-7-glicosideo e luteolina-5-glicosideo (SALEH et al.,

1972). Na Tabela 2 estdo representados alguns grupos quimicos relacionados com a

atividade de E. arvense.

Tabela 2. Grupos quimicos (nome quimico/estrutura molecular) de E. arvense

Nome quimico Estrutura molecular Ref.
uercetina
Q 1,2
HO o
Quercetina-3-glicosideo
3
FO] . \\
Acido cafeico OCHs
2,4,5
HO
HO
H
CH
Canferol HO o ‘
H 6
I
OH
HO 8]
OH
Apigenina ‘
pig 6,8
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OH
Luteolina HO o
| OH 6

Canferol-3-O-soforoside RO O
(I
OR

HO @]

OH
oo A :
Canferol 3-O-rutinoside-7-O-glicosideo ‘ |

HO 0
R:i=Glc (1 »3) glc, R=H

OH
R0 0O ‘ 2
Canferol 3-O-(6"-O-malonilglucoside)-7-O- ‘ |
ramnosideo OR,
o o

R:= Rut, R>= Ram

CH
canferol 3-O-rutinoside-7-O- RO © ‘ 3,2
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BECKERT et al. (1997). (6) OH et al. (2004). (7) ONISZCZUK et al. (2014), (8) MIMICA-DUKIC et al.
(2008).

A E. arvense L., faz parte da Farmacopeia Europeia apresentando funcées
diureticas e antioxidantes, porém, sdo relatadas a especie outras propriedades, como:
vasorelaxante, antinociceptiva, anti-inflamatéria, hemostatica, anti-séptico,

antimicrobiano, hipoglicemiante, cicatrizante, tratamento de distarbios 0sseos,



cicatrizacao 0ssea apdés cirurgia ou fratura 6ssea (AL-SNAFI, 2017). Inclusive, no Brasil,
E. arvense é utilizada em programas do Sistema Unico de Saude (SUS) para o tratamento
da hipertensdo arterial (REUTER, 2010).

Estas propriedades estdo relacionadas com a presenca de minerais como acidos
silicicos e silicatos, potassio, enxofre, manganés, magnesio importantes como diuréticos,
vasorelaxantes e cicatrizantes. Aos acidos fenolicos, por exemplo, o acido ferulico e
acido cafeico, os Flavonoides, glicoflavonoides, taninos, Alcaloides e os esteroides estdo
relacionados aos demais usos terapeuticos (VEIT et al. , 1995a,; AL-SNAFI, 2017).

Ja como anti-inflamatoria, antioxidante e cicatrizante estudos recentes foram
desenvolvidos in vitro, com modelos experimentais e em seres humanos, utilizando
extratos hidroalcoloicos, glicolicos assim como formulagcdes a base da planta e os
resultados sdo promissores (MIMICA-DUKIC et al., 2008; STAJNER et al., 2009;
AZAY et al, 2010; HAYAT et al, 2011; SPARAVIGNA et al., 2013;
ASGHARIKHATOONI et al., 2015; AL-SNAFI, 2017).

A composicdo quimica de E. arvense depende dos efeitos da localizagdo
geografica, dos fatores ambientais, da sazonalidade, da genética e de seus hibridos (VEIT
et al., 1995;; HOHLFELD et al., 1996; BECKERT et al., 1997; NAGAI et al., 2005;
BRUNE et al., 2008). Dos fitoconstituintes nas especies do Género e seus hibridos os
compostos  fendlicos e os flavonoides sdo considerados como marcadores
quimiotaxonémicos (WIEDENFELD et al., 2000).

O interesse pelas propriedades farmacoldgicas e bioquimicas da atividade anti-
inflamat6ria e antimicrobiana vem crescendo, como observado no estudo de
ALAVARCE et al. (2015). A respeito de candidiase oral e estomatite dentéria, a
composicao quimica do extrato etandlico de E. giganteum mostrou compostos fenolicos,
derivados de acidos cafeico e ferdlico, heterosideos flavonoides derivados de quercetina
e canferol, alem de estirilpironas. Nas concentra¢fes mais altas, apresentaram atividades
antimicrobianas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.
Também demonstrou atividade antiaderente de Candida albicans em modelo
experimental semelhante as dentaduras, e o extrato ndo mostrou citotoxicidade em
contato com células humanas.

No estudo de ASGHARIKHATOONI et al. (2015), observaram a eficacia
satisfatoria da aplicacdo de pomada de E. arvense a 3% na cicatrizacdo de feridas, redugéo
da inflamacdo e alivio da dor durante o periodo de 10 dias apds episiotomia em nuliparas.

Foi um ensaio clinico duplo-cego realizado em 108 maes p6s-parto (54 mulheres no grupo
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experimental usaram a pomada de cavalinha e 54 mulheres no grupo do placebo) no
Centro educacional-médico de Alzahra, na cidade de Tabriz, Ira.

Ja, no estudo europeu de GRUNDEMANN et al. (2014), foi investigada a
capacidade imunomoduladora do extrato de E. arvense comercialmente disponivel sobre
a funcdo de linfocitos primarios humanos in vitro. A proliferacéo de células T foi inibida
de forma dependente da dose pelo extrato sem inducao de apoptose ou necrose. Este efeito
foi mediado pela inibicdo da ativacdo dos linfécitos, especificamente pela diminuigdo da
expressao do receptor de superficie CD69 e IL-2 e da producéo intracelular de IL-2. Além
disso, o tratamento inibiu as funcdes efetoras, como indicado pela producéao reduzida de
IFN- ¥ ¢ TNF- a, indicando que 0 extrato usado de E. arvense interfere com a
polifuncionalidade de células imunocompetentes, proporcionando assim uma agédo anti-

inflamatoria.

Diferentes espécies de Equisetum tém sido utilizadas amplamente no Brasil em
diferentes produtos cosméticos, medicina tradicional e, inclusive em programas do SUS
como anti-hipertensiva, entretanto, existem poucos estudos fitoquimicos e biolégicos
para garantir a seguranca de uso. Desta forma, observa-se a necessidade de mais estudos
com espécies deste grupamento vegetal. Assim, estudaremos neste trabalho a E.
pyramidale por ser abundante na regido do Estado de Mato Grosso do Sul e ndo possuir

muitas informacdes na literatura.

Equisetum pyramidale: aspecto botanico, quimico e farmacoldgico

A Equisetum pyramidale Goldn € apontada como uma planta daninha de solos
umidos e pantanosos, infestando principalmente pastagens, lavouras perenes, terrenos
baldios e beira de estradas. E uma planta toxica para equinos e outros animais domésticos,
cuja acgdo é devido a substancias antitiaminicas (LORENZI; MATQS, 2002).

Com caracteristicas muito agressivas em terrenos Umidos e pantanosos da regido de
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, é muito persistente e de dificil erradicacéo
(LORENZI; MATOS, 2002).

Segundo KISSMANN e GROTH (2000), ela é conhecida popularmente por

cavalinha, pinheirinho, erva-canudo, cauda-de-raposa, arvore-de-natal.
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Dos caules aéreos e verdes (de 0,7a 1,5
cm de didmetro) nascem ramos que se
dispdem em verticilos. Os caules
aereos sdo ocos, sulcados no sentido
longitudinal e apresentam nds e
entrends. As folhas sdo pequenas e
verticiladas em torno do caule verde.
Tém forma de pequenas escamas
escuras. Cada né possui um verticilo de
folhas soldadas entre si, pelas bases
(Figura 4) (RICOS, 2015).

Figura 4: Partes aéreas de E. pyramidale cultivada
(Horta de plantas medicinais, Campo Grande —
MS).

MARCHESE et al. (2009) levantaram e documentaram as plantas usadas pela

populagdo da comunidade rural de “Passo a Dinamarca Ilha” em Pato Branco, Estado do

Parana, e entre as 114 espécies identificadas esta a E. pyramidale.

E. pyramidale cultivada, em Campinas — SP, é rica em sais minerais como calcio,

magnésio, manganés e zinco (NASCENTES et al., 2001) e em relagdo a composi¢do

quimica MATIAS (2010) isolou e identificou as estruturas das substancias por
espectroscopicos de RMN de *H e de *C e técnicas de COSY, DEPT, HMQC, HMBC,

NOESY. Das partes aéreas da planta, cultivada em Campo Grande — MS, foi sugerida a

presenca de dois triterpenos (acido ursélico e olendico), um esteroide (24a-etil-colestan-

5-eno-3p-ol), uma mistura de aglcares da fracdo hidrometandlica e como constituinte

majoritario o &cido ferulico cis e trans, conforme Tabela 3.



Tabela 3. Principais estruturas quimicas identificadas por RMN da E. pyramidale. Fonte: Adaptado de
MATIAS (2010).

Nome quimico Estrutura molecular

Acido oleandico

Acido ursélico

Sitosterol

Acido fertlico trans




Acido ferulico cis

O uso do extrato etandlico de E. pyramidale em pomada ja foi descrito por
MATIAS (2010), o ensaio de atividade cicatrizante foi realizado em ratos Wistar e
demonstrou apds 30 dias de tratamento que o extrato etanélico (2,0%) em pomada de
vaselina/lanolina foi eficiente na reparagdo tecidual. Também, foi avaliada a atividade
antibacteriana frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis ATCC
29212, utilizando-se o teste de susceptibilidade para a determinacdo da concentracdo
minima inibitdria, concentragdo bactericida e a atividade antibacteriana (teste de difusdo
em agar). O extrato etandlico e as fracdes hexano, acetato de etila e hidrometandlica

mostraram valores de concentra¢do minima inibitéria (MIC) maiores que 0,1 mg/mL.

Em outro estudo com E. pyramidale, CORREA et al. (2013) avaliaram o extrato
a 20% em pomada nas lesdes cutaneas em modelo de ratos com diabetes. Os resultados
foram promissores e mostraram que 0 uso do extrato etandlico em pomada, diminuia as
células inflamatorias no local da inflamacao, resultando em cura mais rapida, com menos
crosta e menor quantidade de secrecdo em comparagdo com 0 grupo controle, sendo
eficaz no processo inflamatdrio do reparo tecidual, contribuindo para um processo mais

répido e reepitelizacdo de tecido mais organizada.
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Hidrogel

Os ativos utilizados para tratamento de feridas, entre eles farmacos e plantas
medicinais, devem ser adicionados em veiculos dermatoldgicos para serem aplicados
topicamente no local afetado. Um bom veiculo dermatologico deve promover de forma
perceptivel a capacidade de recuperacdo da pele. Como regra geral, para lesdes umidas,
deve-se empregar um veiculo aquoso, enquanto para pele seca, um lipofilico (AULTON,
2016).

Entre os veiculos aquosos, destaca-se o0 hidrogel, apresentando féacil
espalhamento, ndo é gorduroso, confortavel para o paciente e pode veicular principios
ativos hidrossoluveis e lipossomas (CORREA et al., 2005). Neste sentido, sdo usados em
inmeras aplicagdes cosméticas e/ou farmacéuticas, incluindo dispositivos
oftalmoldgicos, biossensores, biomembranas e transportadores para a liberagédo
controlada de farmacos ou proteinas. Assim, os hidrogéis sdo considerados sistemas semi-
solidos formados por redes poliméricas tridimensionais por meio de liquido hidrofilico,
0 que confere rigidez a estrutura (ALLEN, POPOVICH, ANSEL, 2013; AULTON,
2016).

Polimeros sdo substancias de alto peso molecular, podem ser naturais (pectina,
agar, adraganta, quitosana, fibrina, acido hialurénico, colageno, gelatina), semi-sintéticos
(derivados de celulose como metilcelulose e hidroxicelulose) ou sintéticos (acidos
carboxivinilicos ou carbémero - Carbopol®). De acordo com as caracteristicas dos
polimeros, podem ser idnicos ou ndo-ibnicos. Os de natureza ndo-ibnica possuem
estabilidade em ampla faixa de pH, tornando-se possivel a veicula¢do de substancias de
caréater acido, como os alfa-hidroxiacidos. Ja os de carater aniénico sdo pH dependentes,
sendo estaveis em pH neutro ou proximo do neutro (ALEMDAROGLU et al., 2006;
AULTON, 2016).

Os carbomeros (Carbopol®) séo constituidos de polimeros de &cido acrilico de
alto peso molecular com ligagdo cruzada. A viscosidade é dependente da concentracéo
do agente gelificante e com os carbdmeros é adquirida, também, pela adi¢cdo de uma base
organica ou inorganica, como por exemplo trietanolamina ou hidroxido de sédio, a
dispersdo aquosa. O Carbopol Ultrez® se dispersa facilmente na 4gua enquanto que o
Carbopol 940® necessita de um contato maior com o veiculo para se dispersar (CORREA
etal., 2005; KHAN et al., 2013).

43



Os hidrogeis sdo muito interessantes porque sao faceis de preparar e permitem a
entrega sustentada dos ativos. A velocidade de liberagdo de compostos ativos depende
diretamente do tamanho de poro localizado dentro da rede tridimensional, influenciado
pelo tipo de polimero escolhido. Assim, o perfil de liberacdo pode ser modulado
aumentando ou reduzindo a extensdo da reticulacdo do polimero ou o grau de
entumescimento (GAINZA et al., 2015).

Além disso, o hidrogel pode ser projetado para manter a umidade na superficie da
ferida, proporcionando um ambiente ideal para a cura, a manutencdo da hidratacdo da
pele e permitindo que o corpo se livre do tecido necrosado (ALEMDAROGLU et al.,
2006). Apos evidéncias, observou-se a semelhanga do hidrogel com o tecido dérmico e a
capacidade de induzir a regeneracéo parcial da pele. A inovagao no cuidado avancado da
ferida é ainda orientada para o desenvolvimento dos chamados curativos ativos, nos quais
o0s hidrogéis sdo combinados com componentes que melhoram o propdsito principal de
proporcionar um ambiente benéfico para a cicatrizacdo de feridas (FRANCESKO,
PETKOVA, TZANOV, 2017).

No estudo de ALMEIDA et al. (2012), desenvolveram hidrogel de Carbopol
Ultrez® a 0,025% (p/p) com dispersdo aquosa de rutina no polissorbato 80. A efic4cia da
formulacdo foi avaliada através da regressao de lesGes cutaneas em ratos e pela andlise
do estresse oxidativo. Apds 5 dias de tratamento nas feridas, o hidrogel contendo rutina
apresentou diminuicdo na area da ferida, na analise do estresse oxidativo mostrou
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e aumento da atividade da catalase em comparacgéo
com o hidrogel controle. Dessa forma, observou-se a viabilidade do hidrogel contendo
rutina para melhorar a cicatrizacdo de feridas na pele.

KHAN et al. (2013) formulou e otimizou um extrato de Aloe vera contendo
Carbopol 934® como agente gelificante e investigou os efeitos da aplicacdo topica na
cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas cirurgicamente em ratos Wistar. Como
resultado, obtiveram menor hiperplasia do tecido no grupo controle em comparacdo com
0S outros grupos tratados. Em animais tratados com gel, observou-se a cura de 80,14%
até 14 dias. Enquanto nos animais do grupo controle ndo tratados apresentaram 52,68%
de cicatrizagdo de feridas no 14° dia. Por outro lado, os animais do grupo de controle
também apresentaram inflamacdo e formacgéo de pus até 5° dia de estudo, enquanto os
animais tratados ndo apresentaram inflamacdo observavel e formacdo de pus. Dessa
forma, observou-se que o gel preparado tem efeito promissor no processo de cicatrizagéo

de feridas.
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FLORES et al. (2015) prepararam hidrogel de Carbopol Ultrez® contendo
nanocapsulas e nanoemulsao de 6leo de tea tree e avaliaram sua eficdcia na protecdo da
pele por UVB e cicatrizagdo de feridas cutaneas através da regressdo da lesdo cutanea em
ratos. As nanocapsulas contendo hidrogel apresentaram maior reducdo da area da ferida
em comparagdo com o nanoemulsdo contendo hidrogel. Este estudo mostra a viabilidade
da obtencdo de formulacBes dermatolégicas contendo o 6leo de tea tree associado em
sistemas nanoestruturados em hidrogel, representando uma abordagem promissora para

o0 tratamento tdpico de disturbios inflamatérios e cicatrizacéo de feridas.

Diante do exposto, neste trabalho foi desenvolvido um hidrogel de Carbopol 940®
contendo extrato de E. pyramidale, uma planta do Cerrado sul mato-grossense, para
aplicacdo topica com objetivo de cicatrizacdo de feridas. A formulacdo desenvolvida foi
avaliada quanto a eficacia nas feridas sob ponto de vista clinico, morfométrico e
histopatoldégico em modelo de ratos. Assim, neste trabalho, foi levado em consideracao
para o desenvolvimento da formulagéo, o seu custo, sendo escolhidos métodos e matérias-

primas para ser disponibilizado um produto final com eficiéncia e acessivel a populacéo.
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Objetivos




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do hidrogel com extrato de Equisetum pyramidale para

aplicacdo topica na cicatrizacdo de feridas de segunda intencdo em modelo animal.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter extrato de Equisetum pyramidale e desenvolver formulagdo de hidrogel
com extrato de Equisetum pyramidale;

e Analisar o (s) constituinte (s) do extrato de Equisetum pyramidale por prospeccao
fitoquimica, Cromatografia de Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), InfraVermelho (V) e Espectometria de massas (EM);

e Avaliar histologicamente o processo cicatricial nos grupos experimentais em

modelo de cicatrizacdo em ratos;

e Determinar por meio de analise morfométrica a regressdo da ferida cutanea

induzida nos grupos experimentais;

e Quantificar a presenca de fibras colagenas nos grupos experimentais;
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3 MATERIAS E METODOS

4.1. ANALISE FITOQUIMICA DA Equisetum pyramidale

4.1.1. Coleta e identificaco. As partes aéreas da E. pyramidale foram coletadas em
mar¢o de 2016, na horta de plantas medicinais da Universidade Anhanguera Uniderp
(Latitude 20° 26'16,6 "'S e Longitude 54° 32'14,5 " O), na cidade de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Apos a identificacdo, um exemplar foi catalogado e incorporado

na colecdo da Universidade sob o nimero 02214.

4.1.2. Obtencéo do extrato etandlico. O material vegetal foi seco em estufa de circulacdo
de ar a 40 °C £ 5 °C (Marconi, MA35) durante 72 h, triturados com um moinho de facas
(Skymsen, LS-04) proporcionando tamanho de particula 0,250 mm (mesh 60). O pé foi
submetido a extracdo com etanol (&lcool etilico absoluto 99,5%) em banho de ultrassom
(Unidque, 1450) durante 60 minutos, na proporcao de 20:100 (planta: etanol p/v). O
extrato foi extraido por maceracéo estatica até a exaustdo com mudanca de solvente apds
48 h. Em seguida, os filtrados (com algod&o) foram concentrados sob pressédo reduzida a
60 °C £ 5 °C em evaporador rotativo (Tecnal, MA120) produzindo o extrato etanélico

bruto seco, com rendimento de 15 %.

4.1.3. Prospecgdo fitoquimica. O extrato etanodlico a 20% foi submetido a analise
fitoquimica classica (MATOS, 2009), realizada em triplicata e comparada com a amostra
controle (extratos a 20%) e as leituras dos resultados foram obtidas observando a alteragédo
de cor e a precipitacdo do filtrado. A leitura foi representada por: negativa (x), baixa (+),
parcialmente moderada (++) moderada (+ ++) e alta intensidade (+++), com frequéncia
de 0, 10, 25, 50, 75 e 100%, respectivamente (FONTOURA et al., 2015).

4.1.4. Determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides. Para quantificar fenois
totais foi utilizado o método Folin-Ciocalteu com acido galico (Vetec®) (10 a 350 mg/mL)
como padrao, e os flavonoides foram quantificados pelo méetodo do cloreto de aluminio
e, como padrdo, quercetina (Sigma®) nas concentragdes de 0,05 a 0,3 pg/mL para

construcdo da curva de calibragcdo (DO et al., 2014).
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4.1.5. Cromatografia de camada delgada (CCD). O extrato etanolico (10 uL) foi
adicionado em cromatoplacas de aluminio (Merck GF2s4), além dos padrdes quercetina
(Sigma®), pinocembrina (Sigma®) e rutina (Sigma®) para flavonoides e &cido galico
(Vetec®) para os fenois, todos dissolvidos em solugio etandlica a 1%. O sistema de
eluente  foi  hexano:diclorometano:metanol:acetato  de  etilazdcido  formico
(4,0:1,0:0,5:1,0:1,0). A visualizagdo das bandas por irradiagdo com luz ultravioleta no
comprimento de onda de 254 e 365 nm (Vilber Lourma®, VOO-6168) e como revelador
NP-PEG, seguindo a metodologia descrita em WAGNER E BLADT (2009).

4.1.6. Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV). As composigdes
quimicas do extrato etanélico foram obtidas a partir de espectros infravermelhos com
granulos de brometo de potassio (KBr) em um modelo de espectrdometro FT-IR ABB
BOMEM (Série MB) na gama 400-4000 cm™.

4.1.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): Diluiu-se o extrato etandlico
bruto com metanol a uma concentracdo de 10 mg/mL e depois submeteu-se a uma analise
no equipamento Shimadzu SCL-10AVP equipado com uma bomba binaria DGU-14A,
LC-10AD, forno CTO-10AS, auto-injetor SIL-10AF e detector de matrizes de diodos
SPD-M10A. As analises foram realizadas numa coluna de LiChrospher-100 RP-18
Merck de fase inversa (250 mm x 4,6 mm id e tamanho de particula de 5 um, Darmstadt,
Alemanha) equipada com uma pré-coluna Merck (10 mm x 4,0 mm id). Utilizou-se um
gradiente de agua ultrapura acidificada com &cido acético glacial (pH = 3,0) (A) e
acetonitrila (B) como se segue: 10% (0 min), 90% (80 min) e 10% (90 min). Para
composto ndo polar: dgua - 90% (0 min), 10% (80 min) e 90% (90 min) com uma taxa de
1,0 mL/min, 40 ° C (X 290 nm), temperatura do forno foi ajustada a 50 °C e a detecc¢do
foi realizada a 220 nm e 340 nm. Os cromatogramas foram visualizados e manipulados

no software da Classe-V/P.

4.1.5. Espectrometria de massas (EM). Diluiu-se o extrato etandlico com metanol até
uma concentracgdo final de 10 mg/mL e submeteu-se a anélise no Cromatdégrafo UFLC
Shimadzu LC-20AD acoplado a detectores DAD e IES-Q-QTOF microTOFIII (Bruker
Daltonics), monitorado entre 240-800 nm e operado em modo de ionizagdo positivo (m/z
120-1300). Foi utilizado como fase mével 4gua (A) e acetonitrila (B) (grau HPLC, Vetec,

Rio de Janeiro, Brasil), ambos com 0,1% de acido formico. Este método iniciou com 3%
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de B por 2 minutos, 25% de B por 25 minutos e aumentando até 80% de B ao longo de
40 minutos com mais O fluxo foi de 0,3 mL/min, temperatura coluna: 50 °C, coluna
Kinetex 2.6uC-18.

4.2. OBTENCAO DO HIDROGEL COM EXTRATO DE Equisetum pyramidale

Para a preparacdo do hidrogel, foi adicionado 1% de Carbopol 940® como agente
gelificante, 0,1% de metilparabeno como conservante e agua destilada como veiculo sob
agitacdo constante, posteriormente foi adicionado 0,2% de trietanolamina como agente
basificante, obtendo um gel com consisténcia média. Apds obtido o hidrogel, foi
incorporado 2% do extrato etandlicoda E. pyramidale.

4.2.1 Andlise macroscopica. Foi realizada ap6s 24 horas do preparo das amostras,
durante e apés todas as avaliagBes, onde foram observadas as caracteristicas
organolépticas e a homogeneidade do gel. As caracteristicas organolépticas foram

relacionadas a cor, odor, homogeneidade e separacdo de fases (ANVISA, 2004).

4.2.2 Analise do pH. Foi realizada diluindo a amostra em agua destilada conforme a
técnica de Fieldler (PRISTA et al.,1995).

4.2.3 Centrifugacdo. Colocou-se em tubo de centrifuga 50 g da formulacdo e
centrifugou-se a 3500 rpm por 15min. Observou-se ou ndo a ocorréncia de separacao de
fase ou de se liquefazer ou ndo (ANVISA, 2004).

4.3. AVALIACAO DE CICATRIZACAO IN VIVO

4.3.1. Animais. O experimento foi realizado com 60 ratos Wistar adultos (Rattus
norvegicus albinus), machos, com peso de 300 £ 15 g, com cerca de 8 a 10 semanas,
mantidos no biotério da Universidade Anhanguera Uniderp. Os ratos foram levados para
a sala de teste pelo menos 1 hora antes do experimento e foram observados durante 21
dias. Todos os animais tiveram acesso livre a ragdo comercial Nuvital® e 4gua ao longo
do estudo. Os procedimentos de cuidado e manuseio dos animais estavam de acordo com

as diretrizes da Associacgéo Internacional para o Estudo de Dor com uso de animais e
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foram aprovados (nGmero 3001) pelo Comité de Etica Animal da Anhanguera
Educacional Ltda.- CEUA/AESA.

4.3.2. Procedimento cirargico.

4.3.2.1. Periodo preé-operatdrio. Os animais foram pesados em balanca semi-analitica e
foram anestesiados com cloridrato de ketamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), com
0,2 mL/100 g de peso animal, por via intraperitoneal (FLECKNELL, 2009).

4.3.2.2. Inducdo da ferida. Os ratos foram posicionados no decubito ventral e
imobilizados sobre uma tdbua de madeira, utilizando tensores eléasticos nos membros,
assim eles foram delimitados na regido dorsolateral direita um espago de 2 cm por 2 cm,
sendo 0,5 cm da coluna vertebral e 1 cm acima da crista iliaca. Um punc¢do de metal com
um diametro de 8 mm foi utilizado para a indugdo da ferida. Um fragmento cutaneo
circular foi removido no centro das areas delimitadas, ja tricotomizadas até a exposicao

da fascia muscular superficial ou externa (Figura 5).
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Figura 5. Inducdo da ferida nos animais no experimento.

4.3.3. Grupos experimentais. Os animais receberam identificac@es individuais e foram
separados aleatoriamente, alojados em caixas com 2 animais cada, em quatro grupos de
quinze animais, com trés tempos de coleta, 3, 7 e 21 dias (n=5). Os grupos experimentais
foram: Grupo 1 (G1) — soro fisiol6gico, Grupo 2 (G2) - hidrogel, Grupo 3 (G3) -
colagenase, Grupo 4 (G4) - extrato etanolico de E. pyramidale a 2% incorporado em

hidrogel. O tratamento foi iniciado imediatamente apds a cirurgia, todos 0s grupos



experimentais foram tratados com 0,2 mL de produto uma vez ao dia, no mesmo periodo,
diariamente. Foram tiradas imagens fotogréaficas dos grupos de animais para avaliar a
evolucéo da cicatrizagéo (Figura 6).

A pomada comercial Collagenase® (Colagenase 0,6 U/g) foi selecionada como
grupo controle positivo, uma vez que utilizada para o tratamento de feridas cutaneas de
segunda intencdo atuando na cicatrizagcdo contribuindo com a formacdo do tecido de
granulacdo, pois degrada o coladgeno desnaturado, sem afetar o colageno recém-formado.

No final do periodo experimental, os animais foram pesados para calcular a dose
do anestésico para a eutanésia, que foi realizada, com a presenca de médico veterinario,
por administracdo intraperitoneal de dose letal de cloridrato de ketamina (75 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) com 0,4 mL/100 g de peso animal (MASSONE, 2003).

Figura 6. Fotos dos animais em tratamento do gfu'po experimental G1 nos tempos 3, 7 e 21 dias, para
acompanhamento da evolucédo da cicatrizacdo.

4.3.4. Andlise de peso dos animais e analise de contracgéo das feridas

Os animais foram pesados aos 3 dias, 7 dias e no final do experimento (21 dias)
para avaliagdo. As feridas foram observadas diariamente e mensuradas nos tempos 3, 7 e
21 dias através de imagem fotografica (Camera Digital Sony Cyber-shot DSC-W510,
12,1 MP), com altura padronizada (16 cm), a partir do 1° dia de experimento, conforme
Figura 6. As imagens fotograficas de cada animal foram analisadas no programa ImageJ
1.49, para o célculo da regressao da ferida (ANDRADE, 2012), conforme Figura 7.
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Figura 7. Processo de anélise da regressao da ferida do experimento pelo Image J.

4.3.4. Analise histoldgica. Apds eutanasia, as areas dorsais dos ratos foram removidas
cirurgicamente (Figura 8), fixada em formol tamponado a 10%. Em seguida, as amostras
foram incorporadas em blocos de parafina e seccionadas em amostras de 5 um de
espessura com um micrétomo rotativo (Microm HM320). As sec¢des resultantes foram
coradas com hematoxilina e eosina e vermelho de Picrosirius. As amostras coradas foram
examinadas sob microscopia Optica (Carl Zeiss). As laminas coradas com Picrosirius
foram analisadas no software IMAGELAB para quantificar a porcentagem de fibras de

colageno presente na regido de cicatrizagao.

Figura 8. Remocdo cirargica da &rea dorsal do animal do experimento apds eutanésia.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados sdo apresentados como médias + desvio padrdo e sdo representativas de
duas experiéncias separadas de cinco animais por tempo / grupo experimental. Utilizou-
se a andlise de variancia bidirecional (ANOVA) para comparar 0S grupos e 0s tempos.
Nos casos de distribuicdo ndo-normal de dados, o teste estatistico ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis foi utilizado nas comparagdes intergrupos. O teste de Friedman em
comparag0es intragrupos. A normalidade foi avaliada utilizando o teste de Lilliefors. As
diferencas estatisticas foram consideradas significativas em p <0,05. A analise foi

realizada através do programa GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE FITOQUIMICA DA Equisetum pyramidale

5.1.1 Prospeccéo fitoquimica

Existem varias metodologias descritas para a preparacdo de extratos vegetais,
visando o isolamento de seus constituintes quimicos, entre elas, a maceracao estatica se
destaca. A eficiéncia da extracdo é afetada pela natureza quimica dos fitoquimicos, o
método de extracdo utilizado, o tamanho de particula da amostra, o solvente utilizado,
bem como a presenca de substancias interferentes. O rendimento da extracdo depende do
solvente tendo como variavel a polaridade, o pH, a temperatura, o tempo de extracao e a
composicao da amostra (SIMOES et al., 2017).

Neste estudo a obtencdo do extrato etandlico da E. pyramidale foi satisfatoria
com rendimento de 15 %. Para obtencdo deste extrato, o solvente escolhido foi o etanol,
pautado em outros estudos que relataram que a maior concentracdo de compostos
fendlicos, observado no género Equisetum, foi utilizando solventes de alta polaridade,
que possui maior afinidade pelos constituintes quimicos (ZHOU; YU, 2004,
FRANCESCATO et al., 2013; QUEIROZ et al., 2015; ALAVARCE et al., 2015).

Neste estudo, foi realizada a prospecc¢ao fitoquimica com o objetivo de realizar
0 rastreamento das classes dos compostos organicos do extrato etandlico de E.
pyramidale. Os resultados, na forma de porcentagem estdo demonstrados na Figura 9.

A andlise indicou uma diversidade nas classes de metabolitos secundarios,
especialmente no grupo de compostos fendlicos e flavonoides, seguidos de grupos
quimicos de alta polaridade, como taninos e saponinas e, com menor frequéncia,
cumarinas, esteroides, triterpenos e agucar redutores, conforme observado nas outras
espécies do género Equisetum (FRANCESCATO et al., 2013; ALAVARCE et al., 2015;
AL-SNAFI, 2017).



Classe de Metabélitos Secundarios

Aciicares Redutores
Cumairinas
Esteroides
Triterpenos
Saponinas

Taninos

Flavonoides

Compostos fenélicos
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 9. Frequéncia (%) das classes de metabolitos secundarios de extrato etandlico de E. pyramidale.
Negativo (-), 10% (Intensidade parcial = £), 25% (baixa), 50% (Parcial moderado = ++) 75% (Moderado
= ++ *) e 100% (Alta intensidade = +++).

5.1.2. Determinacdo compostos fenolicos e flavonoides

Apds resultado do rastreamento dos compostos organicos, 0S compostos
fenolicos totais e flavonoides foram quantificados. Para quantificar fendis totais foi
utilizado o método Folin-Ciocalteu com acido galico (Vetec®) como padrdo nas
concentracdes de 10 a 350 mg/mL para construcdo da curva de calibracdo, obtendo a
seguinte equacdo da reta Y = 1,067x - 0,004 (R? = 0,982). O resultado da quantificacio
de fendis foi 198,55 + 0,133 mg/g.

J4, os flavonoides foram quantificados pelo método do cloreto de aluminio e,
como padréo, utilizou-se a quercetina (Sigma®) nas concentragdes de 0,05 a 0,3 pg/mL
para construcio da curva de calibragdo (Y = 0,0061x - 0,0633) com R? = 0,999, segundo
DO et al. (2014). Como resultado foi obtido 134,49 £+ 0,166 mg/g de flavonoides.

Resultados semelhantes foram obtidos no estudo com a E. telmateia Ehrh, onde
o0 conteudo fendlico total foi expresso como equivalentes de acido galico e variou de 129,0
a 262,7 mg acido galico/g (RADOJEVIC et al. , 2012).

5.1.3. Cromatografia de camada delgada (CCD)
A CCD, considerada método qualitativo para identificacdo dos fitoconstituintes,

foi realizado com o extrato etandlico da E. pyramidale utilizando como padrBes
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quercetina, pinocembrina e rutina para flavonoides e acido galico para os fenais,

conforme apresentada na Figura 10.

| Figura 10. Cromatoplaca de aluminio (Merck GFazss). As
substancias aplicadas foram: (1) acido galico (Vetec®), (2)
rutina (Sigma®), (3) quercetina (Sigma®), (4) pinocembrina
(Sigma®), (5) extratos de E. pyramidale.

Na CCD empregando os diferentes padrdes para fendlicos e de flavonoides,
sugere-se a presenca da pinocembrina (4'-deoxy flavanona), de coloracdo esverdeada, um
flavonoide priméario, onde no género Equisetum foi encontrado apenas para as partes
aéreas de E. myriochaetum (CAMACHO et al., 1992).

5.1.4 Espectrofotometria de absorcao no infravermelho (1V)

O espectro de 1V obtido a partir do extrato etanélico da E. pyramidale encontra-
se demonstrado na Figura 11 A. A presenca de flavonoides (Figura 11B) foi observada
no espectro de 1V com bandas de absorcdo a 3,380 cm™ na vibracdo de alongamento de
OH e nabanda 1602 e 1659 cm™ em relagdo a vibragdo de alongamento de C=C e C=0o,
insaturados, respectivamente. O sinal correspondente ao alongamento assimétrico da
ligacdo C-O-C é observado a 1159 cm™, e 0 associado com o alongamento da ligagdo C-
O ocorre a 1027 cm™. O sinal associado a flexdo das ligagGes CH, ocorre a 1425 cm™,
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Figura 11. Espectro de IV (KBrMax cm™) do extrato etandlico das partes areas de E. pyramidale, Campo
Grande — MS.

5.1.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatogréafico obtido por CLAE a 340 nm confirmam os fitoquimicos
encontrados neste estudo (Figura 12 A, B), mostrando uma regido que é caracteristica dos
derivados de flavanona. De acordo com o levantamento de MERKEN; BEECHER
(2000), as flavanonas e seus glicosideos poder ser detectados a 290 nm (BOGDANOV,
1989). Flavonas, flavondis e flavonol e os glicosideos geralmente sdo detectados em
comprimentos de onda de 270 nm (BROLIS et al., 1998), 365 nm (CROZIER et al.,
1997).
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Figura 12. Imagem A: Cromatograma do extrato etandlico de E. pyramidale: rt = 21,85 min. Imagem B:
A 340 nm.

5.1.6. Espectometria de massas

A espectrometria de massas foi utilizada para investigar os compostos quimicos
presentes no extrato etandlico de E. pyramidale. Na Figura 13 e Tabela 4, estdo os

cromatogramas e compostos sugeridos, respectivamente.

Intens.
[mAU]
x1043 A
2.0
15 2 ’3
104 1 4
05 v
T T = T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 Time [min]
= 1 NEG_1-6_01_4051.d: UV Chro 210-800 nm
Intens.
mau
x104 B
2]
g v
sy T T T T T
0 5 10 15 20 25

[——Equisetum NEG_1-6 01 4051.d: BPC-AllMS

Intens.
x104

o kN oW A
Lol
N

[ WO WY A Arn A—.—LJ\
0 5 10 15 20 25
[— 1 pos_1-6_01_4055.d: BPC +All MS

30 35 Time [min]

]

Figura 13. Cromatogramas de CLAE-DAD-IES-EM (TOF) do extrato etanolico de E. pyramidale.
Imagem A: Cromatograma no UV de 210 a 800 nm. Imagem B: Cromatograma modo ion negativo.
Imagem C: Cromatograma modo ion positivo. Os picos estdo relacionados de acordo com 0s compostos

listados na Tabela 4.
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Tabela 4. Tempo de retencdo (TR), modo ion negativo e positivo, absor¢cdo de UV (nm), formula molecular,
principais fragmentos e elucidacdo do composto do extrato etanélico de E. pyramidale.

TR m/z UV (nm) Formula Principais Composto Ref.
# [min] molecular  fragmentos
(M-H) (MS?)

478; 378; Canferol 3-O-sophorosil-7-O-

1 11,7 771,1985 260;355  CasHasO21 197 glucosideo 1), )
2 329 2850771 222,287  CisHoOs 2551;61571; Luteolina Q)
3 330 2550666 215,287 CisHuO: 1o 0% Pinocembrina @)

TR m/z UV (nm) Formula Principais Composto Ref.
# [min] molecular  fragmentos

(M+H)* (MS?)

1 117 7732140 212,355 CwHuOn 611449  Canferol Z‘Iﬁ’;‘s’%';%m”'o' @, )
2 16,9 1971172 216 C11H1703 179 Loliolideo ?3)
3 265 221,0804 260; 325 C12H1304 165 Flavonoide / Cromeno* 3)
4 32,9 287,0003 222;287 C15H1106 167 Luteolina 1)
5 33,0 257,0808 215;287 C15H1304 153 Pinocembrina (@)
6 335 317,1019 221;288 C17H1706 203; 167 Flavonoide* ?3)
7 34,8 3551901 227; 265 Ca2H2704 205; 165 Flavonoide* 3)
8 36,3 301,1067 223;288 C17H170s 167 Flavonoide* ?3)
9 36,4 339,1855 224 Ca2H2703 241; 182 NI -

Flavonoide*= flavonoide ndo identificado, NI: ndo caracterizado. Referéncias: (1) VEITT et al. (1995), (2)
FRANCESCATO et al. (2013), (3) WANG; JIA (2005), (4) CHASSET et al., (2016).

A conformacdo dos constituintes quimicos por CLAE-DAD-IES-EM (TOF),
permitiu combinar o tempo de retencéo das substancias com os dados de absor¢do no UV.
A técnica forneceu, também, informacbes sobre o ion molecular e fragmentos
caracteristicos que possibilitaram confirmar as estruturas das substancias analisadas
(Tabela 4). O extrato etandlico é constituido por um terpenoide (1), dois flavonoides (2 e
5) e contém ainda trés flavonoides que ndo foram identificadas (6-8) e uma substancia
ndo caracterizada (9) (Tabela 4).

Diante dos resultados expostos acima, quanto a prospecgdo fitoquimica, a
quantificacéo, os espectros de 1V, CLAE e CLAE-DAD-IES-EM (TOF), pode-se sugerir
que os compostos fenolicos e flavonoides, com destaque para a pinocembrina, Sa0 0S
constituintes principais do extrato etanolico de E. pyramidale.

Aos compostos fendlicos e derivados tém sido atribuidos a sua atividade
antioxidante, pois possuem estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou poliméricas, além disso podem estar livres ou

complexados a agucares (glicosideos) e proteinas (ANGELO; JORGE, 2007).
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Os compostos fendlicos em geral atuam interrompendo a cadeia da reacdo através
da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo
lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. O outro mecanismo
antioxidante esta relacionado com o retardo da etapa de iniciacdo da autoxidacao, por
diferentes mecanismos que incluem complexagcdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperoxidos para formar espécie ndo radical, absorcéo da radiacdo
ultravioleta (ADEGOKE et al., 1995; BAHRAMSOLTANI et al., 2014).

Dentre os compostos fendlicos, destacam-se os flavonoides, os acidos fenolicos e
0s taninos, presentes no género Equisetum e na E. pyramidale, inclusive sendo
confirmadas pelas analises realizadas e em acordo com o estudo quimico de MATIAS
(2010). Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15
atomos de carbono, organizados na configuracdo Ce-C3-Cs Os flavonoides séo
caracterizados por possuirem dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 11B). O
anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B ¢é derivado da
fenilalanina (ANGELO; JORGE, 2007; RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

Variagdes em substituicdo do anel C resultam em importantes classes de
flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavanois, isoflavonas e
antocianidinas. Flavonois e flavonas ocorrem geralmente como glicosideos. A principal
diferenca entre eles € a presenca de um grupo hidroxi em C3 em flavonois, por
modificacdo nos anéis e no grau de metilacdo e glicosilacdo. Estas modificacdes
dependem do estagio em que a planta se encontra, se jovem ou adulta, e de quais
compostos quimicos estdo prevalecendo naquele momento (MERKEN; BEECHER,
2000; ANGELO; JORGE, 2007; RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

Em especial, o resultado do CCD, em conjunto com o espectro de CLAE-DAD-
IES-EM (TOF) sugere a presenca da pinocembrina (C1sH1204) no extrato etanolico de E.
pyramidale, uma flavanona, considerada flavonoide priméario, de baixo peso molecular.
A presenca de grupos fendlicos no anel A da molécula e a presenca do grupo 4-ceto no
anel C sdo caracterizados por possuir uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas,
incluindo antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, apoptose (RASUL et al., 2013)
e capacidade de remodelamento anti-inflamatorio (RASUL et al., 2013; VARGAS-
SANCHEZ et al., 2015, GIRI et al., 2016), podendo inibir a peroxidacao lipidica (LI-LI
et al, 2011), inibir a producdo induzida de IL-6 e TNF-a através da atenuagdo da ativagao
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de fator nuclear kappa (NF-«xB) via de sinalizacdo em células in vitro (SOROMOU et al.,
2012).

A pinocembrina é um dos principais constituintes quimicos da propolis e a
atividade antioxidante deste produto da abelha é correlacionada a sua presenca, entre
outros constituintes (HERNANDEZ et al., 2007; VARGAS-SANCHEZ et al., 2015). No
género Equisetum foi encontrado somente na E. myriochaetum (CAMACHO et al., 1992)
e, agora, neste estudo, na E. pyramidale. Em uma revisédo apontaram que este flavonoide
foi isolado em uma variedade de grupos de plantas como nas espécies da familia
Piperaceae, Lauraceae, Asteraceae, Pinaceae, Myrtaceae, Euphorbia, Bignoniaceae
(RASUL et al., 2013).

J& a luteolina é amplamente distribuida no reino vegetal e o seu potencial
antioxidante é conhecido em varios modelos de estresse oxidativo, e reportado que o
potencial antioxidante é duas vezes mais forte do que a vitamina E e tem
fortes propriedades de eliminag&o de radicais de superoxido. A essa flavona é atribuida
um amplo espectro de atividades biologicas, dente elas esta a inflamacéo e a cicatrizagdo
de feridas de segunda intencdo em animais induzidos a diabetes (LODHI; SINGHAI,
2013).

J& o Canferol 3-O-sophorosil-7-O-glucosideo é um glicoflavonoide comum em
extratos de E. arvense (rabo-de-cavalo) que tém uma longa tradicdo no tratamento de
distdrbios inflamatorios. Para entender as bases moleculares para o uso desta planta rica
em flavonoides da classe do canferol (Canferol 3-O-sophorosil-7-O-glucosideo, Canferol
3-O-rutinoside-7-O-glucosideo, Camferol-3-O-soporosideo e Camferol-3-O-
glucosideo), GRUNDEMANN et al. (2014) investigaram e constataram a capacidade
imunomoduladora do extrato da planta e sua viabilidade sobre a atividade de linfocitos
humanos ativados por mitogeno e constaram o efeito mediador através da inibicdo da
ativacdo de linfocitos, especificamente pela diminuicio do CD69 e
Expresséo de receptor de superficie de IL-2 e producéo intracelular de IL-2. Com isto 0s
autores sugerem que a E. arvense por inibir a producdo reduzida de IFN-y e TNF-a ¢
interferir na polifuncionalidade de células imunocompetentes possui acdo anti-
inflamatoria.

Portanto, os flavonoides, como anti-inflamatorio (HERTOG; HOLLMAN;
VENEMA, 1992) reduz a inflamagé&o e encurta o periodo inflamatorio. Com isto, plantas
medicinais com um efeito anti-inflamatério tépico podem acelerar o processo de

cicatrizacdo; no entanto, a atividade antiflogistica ndo é um pré-requisito do efeito
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cicatrizante (CSUPOR et al., 2010). Seu potencial medicinal depende amplamente do
sinergismo entre a estrutura quimica dos flavonoides e as estruturas quimicas de outras
classes de compostos (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

J4, os terpenoides, no caso do loliolide, sdo especificamente interessantes pois
exibem potencial anti-inflamatorio, antimicrobiano, espasmoédico e antitumoral
(PROKOPENK et al., 2013). Neste estudo, observou-se, a partir do espectro de massas,
a presenca no extrato etandlico de E. pyramidale. Este composto consta no género
Equisetum, relatado na E. ramosissimum (WANG; JIA, 2005).

Entre os acidos fendlicos presentes no género Equisetum, o acido cafeico e os seus
derivados tém propriedades anti-inflamatoérias e antioxidantes (MATIAS, 2014). Os
acidos fenolicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula. Podem
ser derivados do &cido hidroxibenzoéico (&cido gélico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico,
vanilico e siringico) e derivados do acido hidroxicindmico (acidos cafeico, ferulico, p-
cumarico e sinaptico) caracterizados por serem compostos aromaticos com trés carbonos
que formam uma cadeia lateral (C6 —C3) (ANGELO, JORGE, 2007).

Os outros metabdlitos secundarios encontrados na E. pyramidale, sdo os taninos,
polimeros fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007), possui a capacidade de estimular a
proliferacdo de queratindcitos em torno da area lesada, o que facilita a reepitelizacdo da
ferida e envolve a migracdo de queratindcitos nas bordas da lesdo da ferida. Estas
substancias favorecem o aumento do numero de ligagdes cruzadas entre as fibras de
colageno presentes na matriz extracelular e ajudam na orientacéo destas fibras em tecidos
conjuntivos, tais como a pele e é essencial para a correta funcdo dos tecidos
(HERNANDES et al. 2010).
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5.2. OBTENCAO DO HIDROGEL COM EXTRATO DA Equisetum pyramidale

Sabe-se que o aumento da umidade local nas lesdes cutaneas melhora a taxa de
reepitelizacdo das feridas e pode liberar fator de crescimento (HOSGOOD, 2006). Para
isso, o veiculo hidrogel pode ser produzido para proporcionar um ambiente ideal para
cicatrizagdo, mantendo a hidratacdo da pele e permitindo que o corpo se liberte do tecido
necrético (ALEMDAROGLU et al., 2006), portanto a forma farmacéutica hidrogel foi
escolhida para este estudo.

Um dos principais ingredientes da formulacdo do hidrogel € o agente gelificante.
Neste estudo, o hidrogel foi elaborado com Carbopol 940® 1% como agente gelificante,
metilparabeno 0,1% como conservante e agua destilada como veiculo sob agitagdo
constante, posteriormente foi adicionado trietanolamina 0,2% como agente basificante,
obtendo um gel com consisténcia media.

O Carbopol 940®, definido como polimero acrilico hidrossoldvel, derivado de
carbémero, € amplamente utilizado em formulagdes farmacéuticas topicas,
principalmente, por suas propriedades de aumento de viscosidade, por ser sintético e
manter as caracteristicas antimicrobianas (ROWE, 2009; AULTON, 2016). O carbémero
foi dispersado em &gua, foi umectado e formou uma dispersdo aquosa (resina e agua) com
valor de pH 2,8 — 3,2. Neste estado pré-dissolvido a molécula esta em espiral e sua
capacidade espessante é limitada. A neutralizagdo se faz necessaria com base inorganica,
como a trietanolamina utilizada neste estudo, ionizando a resina e gerando cargas
negativas ao longo da cadeia do polimero. A repulsdo entre estas cargas faz com que a
molécula se estenda causando o espessamento (PRISTA et al., 2013; AULTON, 2016).

Apo6s a obtencdo do hidrogel, o extrato etandlico de E. pyramidale na
concentracdo de 2% foi incorporado e, ocorreram as analises macroscopicas, pH e
centrifugacdo para avaliacdo da estabilidade da formulagdo. As avaliagOes seguiram 0s
parametros preconizados pelo Guia de Estabilidade da ANVISA (2004).

A analise macroscopica foi realizada apds 24 horas do preparo das amostras,
onde foram observadas as caracteristicas organolépticas e a homogeneidade do gel. As
caracteristicas organolépticas foram relacionadas a cor, odor, homogeneidade e separacao
de fases (ANVISA, 2004). O resultado para o hidrogel foi de aspecto brilhoso,
transparente, com odor caracteristico, homogéneo e sem separacdo de fases. Ja para o
hidrogel com o extrato etanolico de E. pyramidale o resultado foi de aspecto opaco, verde,

com odor caracteristico e homogéneo, no inicio, durante e até o final do experimento.
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Neste estudo, foi realizado a analise do pH do gel obtendo-se 6,0 + 0,5. Apos a
adicdo do extrato etandlico de E. pyramidale o pH manteve-se semelhante. Isto indicou
que o extrato selecionado néo alterou o pH da formulagéo. O pH foi determinado de modo
a garantir que a formulacdo possa ser utilizada sem o risco de irritacdo a pele. Este
resultado esta em acordo com outros estudos conforme observado em KHAN et al. (2013)
que desenvolveram um gel com pH 6,6 = 0,5, proximo do pH neutro, portanto, a
formulacéo pode ser utilizada sem o risco de irritacdo na pele.

A centrifugacdo foi realizada a 3500 rpm por 15min. Observou-se a nédo
ocorréncia de separacdo de fase ou de liquefacdo do hidrogel e do hidrogel incorporado
com extrato etandlico. Diante disso, ndo foram identificados sinais de instabilidade como
alteracéo de cor, do odor, da aparéncia, da homogeneidade, do pH e separacéo de fases,
conforme pardmetros para estabilidade preliminar do Guia de Estabilidade da ANVISA
(2004).

Entretanto, em outros estudos como no de KHAN et al. (2013), os géis de Aloe
vera contendo 1,0% de carbdmero 934 formaram um gel muito fino que liquefez dentro
seis horas da preparacdo. Com 2,0%, obteve-se um gel com melhor consisténcia,
entretanto liquefez apos 24h. Ja, com 3,0% formou um gel uniforme e liso que nédo
liqguefez apds a manutencdo. Com 4,0%, o gel foi muito grosso e mais pegajoso, nao
podendo ser espalhado corretamente. Assim, foi selecionado 3,0% de carbdémero 934
como a concentracdo do agente gelificante. J4, CSUPOR et al. (2010) desenvolveram gel
Carbomer 934 a 0.9% com planta medicinal nativa da Hungria, Centaurea sadleriana
Janka.

A viscosidade do gel é adquirida de acordo com a concentragdo do gelificante.
Assim, concentracdo menor, levard a uma solucdo simples ou a uma consisténcia muito
baixa, ocorrendo escoamento do gel e ndo aderéncia ao local a ser tratado, portanto nao
gerando o ambiente Umido desejado. Enquanto, uma alta concentracdo do agente
gelificante podera levar a formacéo de géis com alta viscosidade, levando a distribuigédo

ndo uniforme de drogas e problemas com manuseio de gel (AULTON, 2016).
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5.3. AVALIACAO DE CICATRIZACAO IN VIVO

5.3.1 Anélise do peso do animal

O peso dos animais foi avaliado no decorrer do experimento com o objetivo de
avaliar se a inducéo da ferida e o tratamento afetaram os animais. As médias dos valores
do peso dos animais dos diferentes grupos (G1, G2, G3, G4) e tempos de avaliagéo (3, 7
e 21 dias) do experimento estdo descritas na Tabela 5. A andlise estatistica foi realizada
e o teste de Kruskal-Wallis mostrou nao haver diferenca entre os pesos dos animais no
tempo inicial em relacdo aos tempos de analise (p = 0,1894). A Figura 14 disple as
diferencas observadas nas comparagdes intragrupos para a variagdo no peso dos animais.

E possivel observar na Figura 13, que no experimento ap6s 3 dias de tratamento,
apenas o0 grupo tratado com hidrogel/extrato (G4) ganhou peso e 0s demais grupos
perderam peso. J& no experimento de 7 dias, os animais do grupo tratado com soro
fisiologico (G1) e o grupo tratado com hidrogel (G2) continuaram a perder peso, 0 grupo
tratado com colagenase (G3) comecou a restabelecer o peso e o grupo hidrogel/extrato
teve uma leve perda de peso. Contudo, apds 21 dias de tratamento todos 0s grupos
obtiveram ganho de peso. Apesar das condigdes apresentadas nos 3, 7 e 21 dias do

tratamento, ndo houve diferenga estatistica intergrupos.

Tabela 5. Valores de média de perda de peso dos animais de acordo com o grupo e o tempo de avaliacéo.
Onde: Grupos experimentais tratados com (G1) = soro fisiolégico, (G2) = hidrogel, (G3) = colagenase,
(G4) = hidrogel/extrato.

03 dias 07 dias 21 dias p-valor?
Gl -1,2+0,8 -6,0+0,7 48,0+11,5 <0,0001
G2 -1,242,2 -6,2+3,7 45,0+11,2 <0,0001
G3 -0,4+1,1 1,6+9,2 44,0+9,6 <0,0001
G4 5,8+9,0 -0,445,0 36,0£17,1 0,0009
p-valor? 0,3460 0,0973 0,3311 -

1 = ANOVA, post hoc test de Tukey; 2 = teste de Kruskal-Wallis
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Figura 14. Comparag0es intragrupos das varia¢des de peso dos animais (ANOVA, “a”: p<0,01 em relagéo
a 03 e 07 dias). Onde: Grupos experimentais tratados com (G1) = soro fisioldgico, (G2) = hidrogel, (G3) =
colagenase, (G4) = hidrogel/extrato.

Ressalta-se que, a perda de peso, provavelmente, esta interligada ao pos-
operatorio (BATISTA etal., 2012), uma vez que o processo inflamatdrio produz citocinas
inflamatorias e TNF- a, que por sua vez estimula o aumento dos niveis séricos de leptina,
proteina relacionada a sensacédo de saciedade e, portanto, perde peso (PASCHOALINI et
al., 2005; NERY et al., 2006). Evento este, apesar de ndo haver diferenca estatistica, ndo
ocorreu no grupo tratado com o hidrogel/extrato no terceiro dia de tratamento, podendo
sugerir diminuicdo do processo inflamatorio, induzido pelos flavonoides, constituintes
fitoquimicos do extrato, em especial a pinocembrina.

O efeito terapéutico da pinocembrina foi evidenciado em alguns estudos, onde
de NF-xB. As concentragdes de TNF-a, IL-1p e IL-6 diminuiram significativamente
enquanto a concentracdo de 1L-10 aumentou significativamente ap6s o pré-tratamento de
pinocembrina, além de atenuar infiltracdo de neutrdfilos, linfocitos e macrofagos.
(SOMOMOU et al. 2012; GIRI et al., 2016).

Quando correlacionado a perda de peso entre 3, 7 e 21 dias dentro do mesmo
grupo de tratamento pode-se observar diferenca estatistica significativa, conforme
demonstrado na Tabela 4, uma vez que ocorreu ganho de peso, ap6s 21 dias de tratamento,

devido a reparagéo das feridas em todos 0s grupos.

69



5.3.2. Analise da contracéo das feridas

A ferida foi analisada, macroscopicamente e morfometricamente, com o objetivo
de avaliar a contracédo da ferida e, portanto, a evolugédo do processo de cicatrizagdo, uma
vez que o tamanho da lesdo esta associado a reconstitui¢do do tecido epitelial, ainda ndo
apresentando epitélio completamente restaurado (COTRAN, KUMAR, ROBBINS,
2016). Dessa forma, foram realizados registros fotograficos e as feridas foram

mensuradas.

0d

3d

21d

Figura 15. Fotos dos animais do experimento para avaliagdo da regresséo das feridas, nos tempos 0, 3, 7 e
21 dias. Onde: Grupos experimentais tratados com (G1) = soro fisiologico, (G2) = hidrogel, (G3) =
colagenase, (G4) = hidrogel/extrato.
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Durante o experimento houve a formacao de crostas entre o terceiro (3°) e 0 sétimo
(7°) dia. A presenca de tecido de granulagdo em todos os animais desde o terceiro dia foi
observada. A diminuicg&o das les6es iniciou das margens da leséo para o leito. No 3° dia,
foi observado baixa regressdo da ferida em todos os grupos. No 7° dia, todos 0s grupos
apresentavam cicatrizacdo parcial. No vigésimo primeiro (21°) dia, todos 0s grupos ja
apresentavam cicatrizacdo quase total da leséo, conforme demonstrado na Figura 16.

Macroscopicamente, as lesdes apresentaram semelhangas em todos 0s grupos.
Os eventos relatados caracterizam as fases da cicatrizacdo, ou seja, a fase inflamatdria
inicial no tratamento de 3 dias e com 21 dias a fase de maturagdo da ferida denominada
remodelagem (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2016; CHUNG-JU-YE et al, 2017).

Quanto a analise morfométrica, os valores referentes as médias das variacfes no
tamanho das feridas estdo dispostos na Tabela 6. A Figura 16 dispde as diferencas
observadas nas comparacdes intragrupos para a contracao das feridas dos animais.

Quando correlacionado o tamanho da ferida entre 3, 7 e 21 dias dentro do mesmo
grupo de tratamento pode-se observar reducdo significativa, conforme demonstrado na
Figura 15 e 16, uma vez que ocorreu a contracdo da ferida apos 21 dias de tratamento,
devido ao processo de cicatrizacéo.

Neste sentido, destaca-se 0 grupo tratado com hidrogel/extrato onde o tamanho da
ferida de 3 para 7 dias apresentou reducdo significativa. Este evento pode estar
relacionado com a presenca de compostos fitoquimicos anti-inflamatérios no extrato
etanolico de E. pyramidale. Situacdo semelhante ocorreu no estudo de LOPES-ROCHA
et al. (2012) com administracdo topica de propolis em feridas orais, induzindo a
proliferacdo de queratindcitos, acelerando o processo de epitelizacdo, comecando a partir
do dia 3 pds-operatorio, e completado no dia 7 pos-operatério, o que foi
significativamente mais rapido.

Além disso, os foliculos pilosos sofrem regeneracdo limitada a partir da fase
cicatricial denominada remodelagem, que se inicia em torno de 21 dias apds a lesédo
(COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2016), entretanto os animais de todos os grupos

possuiam foliculos pilosos.
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Tabela 6. Valores de média do tamanho das feridas (mm) de acordo com o grupo e o tempo de avaliacéo.
Onde: Grupos experimentais tratados com (G1) = soro fisioldgico, (G2) = hidrogel, (G3) = colagenase (G4)
= hidrogel/extrato.

03 dias 07 dias 21 dias p-valor?

Gl <0,05
37.378+3.185 32.043+5.845 2.452+0.727

G2 <0,05
36.828+7.924 35.824+1.506 6.867+2.098

G3 <0,05
39.371+3.808 37.194+2.342 5.033+2.099

G4 <0,05
39.228+3.216 33.138+3.870 3.741+1.159

1 = ANOVA, post hoc test de Tukey
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Figura 16. Comparaces intragrupos das variacdes de tamanhos das feridas. (ANOVA, “a”: p<0,05 em
relacdo 21 e 3 dias; “b”: p<0,05 em relagdo 21 e 7 dias; “c”: p<0,05 em relagdo 7 e 3 dias). Onde: Grupos
experimentais tratados com (G1) = soro fisiolégico, (G2) = hidrogel, (G3) = colagenase, (G4) =
hidrogel/extrato.

5.3.3 Analises Histopatologicas — HE

O processo de cicatrizagdo tem como objetivo recuperar a integridade do tecido
danificado e tem fases subsequentes e sobrepostas, entre elas: inflamatdria, proliferativa
e remodeladora (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2016). Para analise histopatol6gica as
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laminas das amostras das lesdes foram coradas com HE e analisadas de acordo com
critérios previamente descritos na metodologia.

O recrutamento de células inflamatdrias para a area da ferida é um evento
importante na fase inflamatéria da cicatrizacdo (YEH et al., 2017). Os mediadores
quimicos liberados por plaquetas e mastocitos provocam vasodilatacdo, aumentam a
permeabilidade dos vasos e favorecem a quimiotaxia dos leucdcitos, principalmente
neutréfilos e mondcitos/ macréfagos que tem funcdo de fagocitar agentes invasores
(HATANAKA; CURI, 2007; COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2016; YEH et al., 2017).
Dessa forma, as celulas polimorfonucleares chegam no momento da leséo tecidual e
permanecem por um periodo variando de trés a cinco dias. J&, o nimero de neutrofilos na
ferida pode ter um pico 12 h ap6s o ferimento e depois declinar (YEH et al., 2017).

Neste estudo, no terceiro dia pds-operatério (Figura 17), todos o0s grupos
apresentaram predominancia de células inflamatdrias infiltrantes por neutréfilos. Nos
grupos soro fisiologico e colagenase, estas células polimorfonucleares foram mais
evidentes.

Rapidamente ap06s a lesdo, também ha a producéo de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1, IL-6 TNF-a, sendo parte essencial para a cicatrizacdo, uma vez que
promovem a migracdo de células endoteliais e expressdo de moléculas de adesdo,
ocorrendo recrutamento e acumulo de fagdcitos na lesdo, entretanto a producdo em
excesso esta associada inflamacao cronica e ndo regressao da ferida e cicatrizacdo da pele
(CORREA et al, 2017).

Neste estudo, em relacdo ao tecido de granulagcdo com padrdo fibrovascular, a
colagenizacéo e a proliferacdo dos vasos sanguineos foram mais abundantes nos grupos
colagenase e extrato/hidrogel, uma vez que as fibras estavam mais organizadas e 0s vasos
sanguineos evidentes.

Inicialmente, a migragéo e ativagdo de fibroblastos séo intensificadas através de
mediadores liberados, principalmente, por macréfagos, como os fatores de crescimento
como o TGF-a ¢ o VEGF (HATANAKA; CURI, 2007). Neste estudo, a presenca de
fibroblastos entre os grupos foi bastante diversa. Foi possivel observar a presenca dessas
células no grupo soro fisioldgico (controle) e no grupo tratado com extrato/hidrogel.
Indicando que o processo de proliferacdo/ fibroplasia estd acontecendo precocemente,
podendo no caso do grupo tratado com hidrogel/extrato ser acdo dos seus constituintes

fitoquimicos.
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Figura 17. Imagem histoldgica de 3 dias. Avaliagdo microscépica dos grupos: G1 =soro fisiolégico (A,
B, C), G2 = hidrogel (D, E, F), G3 =colagenase (G, H, 1), G4 = extrato/hidrogel (J, K, L) aos 3 dias em
feridas cutaneas: Legenda: ¢ = crosta; Vs = vaso sanguineo; Ci = células inflamatérias; Col = colageno.

A fase proliferativa da cicatrizagdo de feridas inclui a substituicdo temporéria da
matriz no tecido de granulacdo e outros eventos tais como reepitelizacdo, angiogénese,
deposicdo de colageno e diferenciacdo de miofibroblastos. Estas células sintetizam e
depositam componentes da matriz extracelular e tém propriedades contréateis,
desempenhando papéis na contracdo das bordas da lesdo e maturacdo do tecido de
granulagdo (DARBY, 2014).

Os animais do grupo soro fisioldgico (A, B, C) e hidrogel (D, E, F) no 7° dia pés-
operatério apresentaram 0s mesmos eventos: crosta, células inflamatorias, vasos
sanguineos e coladgeno. Os animais do grupo colagenase apresentaram uma diminuicao
de células inflamatorias, crosta mais espessa e coldgeno mais evidente do que 0s grupos
soro fisiologico e hidrogel, porém com processo de hemorragia. No entanto, o
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extrato/hidrogel induziu uma diminuicdo do infiltrado inflamatoério, tecido de granulacéo,
crosta mais espessa e causou um colageno mais definido do que os outros grupos (Figura
18).

Vaérios extratos de plantas contendo compostos fendlicos e flavonoides séo
estudados e efetivos para fornecer suporte ao processo inicial de cicatrizacdo pela
moderacdo de anions superdxido e mais tarde, aumentando a expressdo do VEGF,
aumentando a angiogénese e o fluxo de sangue como processo de reparo avangado
(GHOSH; GABA, 2013). Eventos interessantes, uma vez que, a inflamacéo pode retardar
0 processo de cicatrizacdo (PINTO etal., 1997, YEH et al, 2017).

G1 G2 G3 G4

Figura 18. Imagem histoldgica de 7 dias: Avaliagdo microscopica dos grupos: soro fisioldgico (A, B, C),
hidrogel (D, E, F) colagenase (G, H, 1) extrato/hidrogel (J, K, L) aos 7 dias em feridas cutaneas: Legenda:
¢ = crosta; Vs = vaso sanguineo; Ci = células inflamatdrias; Coll = colageno.
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Aos 21 dias de pos-operatorio, as feridas cutaneas dos animais de todos 0s grupos
sob avaliacdo microscopica foram cicatrizadas, sem sinais de necrose ou hiperplasia na
epiderme nos diferentes tratamentos. Na analise histoldgica, observou-se que o tecido de
granulacdo estava mais organizado nos grupos colagenase e extrato/hidrogel em relacéo
ao demais grupos. Observou-se menor resposta inflamatoéria, com alguns linfécitos do
processo inflamatdrio crénico, predominando nos grupos colagenase e extrato/hidrogel.

Os achados na derme estavam de acordo com a fase final do processo de reparo
da pele com diminuicdo da neovascularizacdo e presenca de células mononucleares. A
predominancia de fibroblastos e colageno caracteriza o processo de remodelacdo da area
lesada (DARBY, 2014) (Figura 19).

G1 G2 G3 G4
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40X

Figura 19. Imagens histolégicas de 21 dias: Avaliagdo microscopica dos grupos: G1 = soro fisiol6gico
(A, B, C), G2 = hidrogel (D, E, F), G3 = colagenase (G, H, ), G4 = extrato / hidrogel (J, K, L) aos 21 dias
em feridas cutaneas: Legenda: fc = fibras colagenas; E = Epitélio organizado; Q = Queratina; Gs = glandula
sebacea; Fp = foliculo piloso. HE, 5, 10 e 40x.
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Diante do exposto, realizou-se uma avaliagdo histopatoldgica do aspecto
qualitativo do processo de cicatriza¢do, conforme demonstrado na Tabela 7. Dessa forma,

a avaliacéo dos grupos demonstrou a evolucdo normal do processo reparativo,

Tabela 7: Aspecto qualitativo da avaliagdo histoldgica do potencial de cicatrizagao.

Escores: ausente (-), discreto (+), moderado (++), intenso (+++). Onde: Grupos experimentais tratados com
(G1) = soro fisioldgico, (G2) = hidrogel, (G3) = colagenase, (G4) = hidrogel/extrato.

5.3.4 Analise histoquimica - vermelho de Picrosirius

O colageno é crucial para formacdo e reparacédo da pele, desempenhando um papel
importante na manutencdo da tensao e elasticidade da pele. Na pele humana saudavel, o
colageno maduro ou espesso (tipo I) e fino (tipo 111) tem relativamente papéis substanciais
durante a formacéo de colageno, compreendendo de 80-85% e 10-15% em pele humana,
respectivamente (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 2016). Foi relatado que o colageno e
os fragmentos de derivados de coldgeno controlam muitas fungdes celulares, incluindo
forma e diferenciacdo celular, migracdo e sintese de muitas proteinas (CHANG et al.,
2017).

A coloracdo vermelha de Picrosirius foi realizada para observar a maturagéo do
coldgeno. Na coloragdo vermelha Picrosirius, colageno maduro (tipo 1) aparece em
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amarelo a vermelho com intensa birrefringéncia sob um microscopio com luz polarizada,
e o colageno imaturo (tipo I11) aparece esverdeado (YEH et al., 2017).

Nos achados, todos os grupos foram efetivos, entretanto, 0s grupos colagenase e
extrato/hidrogel foram efetivos principalmente na organizacdo das fibras colagenas
qguando comparados aos demais grupos (Figura 20). Evento semelhante ocorreu no estudo
de ALMEIDA et al., (2013), onde a associagdo de um filme curativo a base de colageno
com extrato de propolis vermelho aumentou os niveis de miofibroblastos e induziu a
substituicdo do colageno fino para espesso, em lesbes causadas por queimaduras.

Os valores de média da porcentagem de fibras espessas e finas de acordo com o

grupo e o tempo de avaliagdo estdo relacionados nas Tabelas 8 e 9.
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Figura 20. Imagem histoquimica com coloragdo vermelho de Picrosirius. Avaliacdo microscopica dos
grupos: G1 = soro fisioldgico (A, B, C), G2 = hidrogel (D, E, F), G3 = colagenase (G, H, 1), G4 = extrato /
hidrogel (J, K, L) aos 3, 7 e 21 dias em feridas cutaneas quanto a presenca de fibras finas e espessas.
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Tabela 8. Valores de média da porcentagem de fibras espessas de acordo com o grupo e o tempo de

avaliagdo.
03 dias 07 dias 21 dias p-valor
Gl 37,6+3,2 38,9+7,6 61,345,0 0,0005*
G2 40,3+2,4 37,418,4 70,7£1,9 <0,0001*
G3 32,746,0 39,6+7,9 69,9+6,8 0,0002*
G4 42,1+2 4 61,1+6,6 71,6+2,0 0,01832
p-valor 0,0176* 0,0032* 0,05343 -

1 = ANOVA, post hoc test de Bonferroni; 2 = teste de Friedman; 3 = teste de Kruskal-Wallis

Tabela 9. Valores de media da porcentagem de fibras finas de acordo com o grupo e o tempo de avaliaco.

03 dias 07 dias 21 dias p-valor

Gl 52,+06,5 59,7+9,0 43,1+8,3 0,05251

G2 63,5+4,0 63,2+6,1 37,8104 0,0014*

G3 68,6+7,5 60,8+8,2 34,7124 0,0025*

G4 60,8+1,6 39,6+5,3 36,1+1,5 <0,0001*
p-valor 0,00961 0,0027* 0,6050* -

1 = ANOVA, post hoc test de Bonferroni
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Figura 21: Imagem A: Percentagem de fibras finas de acordo com os tempos de anélise (ANOVA, "a": p
<0,05 em relagdo ao grupo soro fisioldgico, "b": p <0,05 em relacdo ao grupo extrato/hidrogel). Imagem
B: Percentagem de fibras espessas de acordo com os tempos de analise (ANOVA, "a": p <0,05 em relagdo
ao grupo Colagenase, "b™: p <0,05 em relacdo ao grupo extrato/hidrogel).
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Figura 22: Imagem A: Percentagem de fibras finas de acordo com os grupos analisados (ANOVA, "a": p
<0,05 em relacdo a 21 dias, "b": p <0,05 em relagdo a 03 dias). Figura B: Percentual de fibras espessas de
acordo com os grupos analisados ("a": p <0,05 em relacdo a 21 dias).

A andlise dos grupos estudados mostra que aos 7 dias o grupo extrato/hidrogel
teve uma percentagem mais baixa de fibras finas que 0s outros grupos e uma maior
percentagem de fibras espessas. Este evento pode estar relacionado a presenca,
principalmente de pinocembrina. Em altas concentraces o TNF-a inibe a sintese de

colageno e estimula a sintese de colagenase em fibroblastos. Como o liquido de lesdes
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inflamatdrias contém niveis significativos de TNF-o, as lesdes exibem densas
acumulacgdes de coladgeno desorganizado (LEE; MCCULLOCH, 1996). Esta situacao
pode ser uma hipotese sobre o colageno mais organizado em 7 dias no grupo tratado com
hidrogel/extrato e ndo apresentado nos demais grupos.

Aos 21 dias, observou-se uma evolucdo do processo de remodelagédo tecidual
(Figura 20), com marcada presenca de camadas de epitelizacdo e fechamento da lesdo.
Os grupos colagenase e extrato/hidrogel ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si
e a percentagem de fibras espessas foi superior aos demais grupos (Figuras 21 e 22).
Durante a cicatrizacao, as fibras finas sdo substituidas por fibras longas e espessas. A
maior quantidade de fibras espessas do que as finas presente em todos 0S grupos
caracteriza a maturacdo da ferida (MARTINS, TAMASO, GUERRA, 2002).

Neste sentido, diante das evidéncias descritas, podemos sugerir que o0 grupo
tratado com hidrogel de extrato etanolico de E. pyramidale, na fase inflamatéria do
processo de cicatrizacdo, obteve acdo anti-inflamatéria, provavelmente a partir do
sinergismo dos compostos fenolicos e flavonoides do extrato, em especial a
pinocembrina, diminuindo o recrutamento dos elementos pré-inflamatorios, uma vez que
foi observado diferenca na quantidade de polimorfonucleares nas laminas coradas com
HE em comparagdo com o grupo controle. Além disso, observou-se ganho de peso dos
animais nos trés primeiros dias de tratamento e ocorreu o inicio da regressdo da ferida.

Aos 7 dias de tratamento com hidrogel de extrato etandlico de E. pyramidale,
ocorreu diminuicdo do infiltrado inflamatdrio, tecido de granulacdo, crosta mais espessa
e proporcionou colageno mais definido e espesso do que 0s outros grupos experimentais.
E, aos 21 dias observou-se evolucao do processo de remodelacéo tecidual, inclusive com
a presenca de anexos cutaneos.

O resultado do nosso estudo em relacdo ao potencial para cicatrizacdo do extrato
etanolico de E. pyramidale de intengdo secundaria em ratos Wistar esta em acordo com a
literatura, apesar dos outros estudos, com a mesma espécie, terem sido realizados com o
extrato bruto, em pomada e com ratos diabéticos (OLISKOVICZ et al., 2006, MATIAS,
2010, CORREA et al., 2013).

Corroborando com esses resultados, temos que o efeito do veiculo hidrogel foi
satisfatorio uma vez que pode ter ocorrido compressao plastica e permanéncia do extrato
na lesdo. A compressdo plastica correlacionou-se ao material de consisténcia média, com
espessura e quantidade de dgua. As caracteristicas observadas sdo relevantes em termos

de biocompatibilidade para se obter um comportamento cutaneo para manter a superficie
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da ferida Umida, promover a reepitelizacao e re-hidratar as feridas secas (AULTON 2016,
PENSALFINI et al., 2016).

Dessa forma, pode-se concluir que o conjunto dos resultados indicou que o
hidrogel de E. pyramidale apresentou potencial para cicatrizacdo nas feridas de segunda
intencdo de ratos Wistar, podendo ser atribuido a umidade proporcionada pelo hidrogel
em sinergismo com a presenca de compostos fenolicos e flavonoides, principalmente a
pinocembrina, do extrato etandlico de E. pyramidale. Assim, acredita-se que esta planta
possui potencial para tratamento de feridas e estudos adicionais sdo necessarios para

avaliar sua pratica clinica.
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6 CONCLUSAO

A preparacdo do extrato etanolico de Equisetum pyramidale pelo método de

maceracao estatica mostrou-se viavel, tendo um rendimento de 15%.

O rastreamento fitoquimico do extrato etandlico de Equisetum pyramidale indicou
uma diversidade nas classes de metabolitos secundarios, com destaque para 0s
compostos fendlicos e flavonoides, obtendo-se 198,55 + 0,133 mg/g e 134,49 +
0,166 mg/g, respectivamente;

A espectrometria de massa confirmou a presenca de flavonoides no extrato
etanolico de E. pyramidale. Os compostos elucidados foram: o Canferol 3-O-
sophorosil-7-O-glucosideo e a Luteolina, compostos identificados em outras
espécies do género Equisetum. A pinocembrina, loliolideo e o Cromeno,
compostos primeira vez identificados na E. pyramidale;

A formulacdo de hidrogel e do hidrogel com 2% de extrato etanolico de Equisetum
pyramidale mostraram-se estdvel frente as caracteristicas organolépticas,

centrifugacédo e pH;

A contracéo da ferida cutanea foi observada nos grupos experimentais e, concluiu-
se, macroscopicamente, que ndo houve diferenca no tamanho da ferida entre os

grupos.

Na analise histoldgica, corada com hematoxilina-eosina, aos 3 dias, observou-se
predominancia do grupo de células polimorfonucleares. Aos 7 dias, no grupo
colagenase observou-se diminuicdo de células inflamatorias, crosta mais espessa
e colageno mais evidente, porem com processo de hemorragia. Ja no grupo
extrato/hidrogel ocorreu diminuicdo do infiltrado inflamatorio, tecido de
granulacdo, crosta mais espessa e mostrou um coldgeno mais definido do que os
outros grupos. Aos 21 dias, observou-se tecido de granulagdo mais organizado
nos grupos colagenase e extrato/hidrogel em relagdo aos outros grupos. Resposta
inflamatdria menor, com alguns linfocitos do processo inflamatério crénico nos
grupos, predominando nos grupos colagenase e extrato/hidrogel. Os achados na
derme estavam de acordo com a fase final do processo de reparo da pele com

diminuicdo da neovascularizacdo e presenca de células mononucleares. A
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predominancia de fibroblastos e colageno caracteriza o processo de remodelacao

da area lesada.

A analise histoquimica, corada com vermelho de Picrosirius, mostrou que aos 7
dias o grupo tratado com extrato/hidrogel teve percentagem mais baixa de fibras
finas que os outros grupos e maior percentagem de fibras espessas, sugerindo
melhor maturacdo da ferida. Ja, aos 21 dias, 0s grupos colagenase e
extrato/hidrogel ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si e a percentagem
de fibras espessas foi superior aos demais grupos.

O conjunto dos resultados indicou que o hidrogel de Equisetum pyramidale
apresentou potencial para cicatrizacdo nas feridas de segunda intencéo de ratos
Wistar, podendo ser atribuido a umidade proporcionada pelo hidrogel em
sinergismo com a presenca de compostos fendlicos e flavonoides do extrato

etandlico de Equisetum pyramidale.
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