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RESUMO

Avaliacdo da cicatrizacdao de feridas por hidrogel contendo extrato seco
padronizado de Hyptis pectinata (L.) Em ratos. Anderson Freitas. 2018.

Ulceras venosas sd3o um problema muito comum e seu tratamento muito caro. A
Organizacdo Mundial de Saude e o Brasil tém incentivado o uso de plantas
medicinais. Para tanto temos como objetivo: 1) Realizar uma revisao sistematica
acerca dos fitoterapicos com atividade cicatrizante, 2) Desenvolver e validar uma
metodologia analitica para quantificagdo do extrato aquoso e produtos derivados
de Hyptis pectinata (L.), 3) Investigar o potencial cicatrizante do extrato seco
padronizado de H. pectinata incorporado ao hidrogel em modelo tecidual de
ferida excisdo em ratos, 4) verificar possiveis alteracdes do extrato seco
padronizado da H. pectinata incorporado ao hidrogel, no processo de
cicatrizagcédo de feridas cutaneas induzidas. A pesquisa buscou em portugués,
inglés e espanhol, nas bases de dados: Cinahl, Lilacs, Medline/Pubmed, Scopus
e Web of Science, usando os descritores: Plants, Medicinal, Wound Healing e
Varicose Ulcer. A busca da revisédo sistematica produziu 3.505 artigos, sendo
qgue sete foram selecionados para inclusao na revisdo. Dos estudos incluidos,
sete (100%) avaliaram a redugao da area de ulcera, quatro (57,14%) avaliaram
reepitelizagdo, dois (28,57%) avaliaram a flora bacteriana e um (14,28%)
avaliaram a pressao de oxigénio e diéxido de carbono percutdneo. Uma meta-
analise foi realizada em dois estudos que analisaram os efeitos do hidrogel
incorporado com Mimosa tenuiflora no tratamento da ulcera venosa e incluiram
42 pacientes, com idade média de 60,5 anos, e duracao média de tratamento de
10,5 semanas. A heterogeneidade foi avaliada utilizando 12, resultado em um alto
valor de 84%. O hidrogel que incorporou M. tenuiflora pareceu ser um candidato
promissor para o tratamento de ulceras venosas. Foi desenvolvido e validado um
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a quantificagao
de substancias no extrato aquoso de H. pectinata conforme resolugcido RDC 899
da Anvisa. O método apresentou boa repetibilidade, robustez, exatidao,
especificidade, reprodutibilidade e precisdo intermediaria. Para a avaliacdo da
atividade cicatrizante foram realizados experimentos com 3, 7 e 14 dias em
modelos animais. As lesdes tratadas com HP5 no tempo de 3 dias obtiveram
uma redugao significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (CTL). Nas
lesdbes acompanhadas por 14 dias tratadas com HP5 houve uma reducéao
significativa (p<0,05) em relagéo as lesées do grupo tratado com CTL. Na analise
histomorfolégica dos scores do grupo tratado por 3,7 e 14 dias ndao houve
diferenca significativa entre o grupo CLT e o grupo HP5. Os resultados sugerem
que o hidrogel de H. pectinata apresentou melhora no reparo cicatricial em
modelo animal, mas precisa de mais estudos para corroborar com os achados
deste estudo.

Palavras-chave: cicatrizacido; plantas medicinais; Ulceras varicosas; Meta-
analise; Hyptis pectinata (L.)



ABSTRACT

Evaluation of wound healing by hydrogel containing standard dry extract of Hyptis
pectinata (L.) In rats. Anderson Freitas. 2018

veined ulcers are a very common problem and his very expensive treatment. The
World-wide Organization of Health and Brazil they have been stimulating the use
of medicinal plants. For so much we have like objective: 1) to Carry out a
systematic revision about the fitoterapicos with activity cicatrizante, 2) to Develop
and to validate an analytical methodology for quantificagao of the aqueous extract
and products been derived from Hyptis pectinata (L.) 3) to Investigate the
potential cicatrizante of the standardized dry extract of H. pectinata when to check
possible alterations of the standardized dry extract of H. pectinata incorporated
to a hidrogel, in the process of scarring of induced cutaneous wounds was
incorporated to a hidrogel in model tecidual of injured in mice, 4). The inquiry
looked in Portuguese, Englishman and Spaniard, in the bases of data: Cinahl,
Lilacs, Medline/Pubmed, Scopus and Web of Science, using the descritores:
Plants, Medicinal, Wound Healing and Varicose Ulcer. The search of the
systematic revision produced 3.505 articles, being that seven were selected for
inclusion in the revision. Of the included studies, seven (100 %) valued the
reduction of the area of ulcer, four (57,14 %) valued reepitelizagao, two (28,57
%) valued the bacterial flora and one (14,28 %) valued the pressure of oxygen
and carbon dioxide percutaneo. A mark-analysis was carried out in two studies
that analysed the effects of the hidrogel incorporated with Mimosa tenuiflora in
the treatment of the veined ulcer and included 42 patients, with middle age of
60,5 years, and middle duration of treatment of 10,5 weeks. It was valued the
heterogeneity using 12, when it turned in a high value of 84 %. The hidrogel that
itincorporated M. tenuiflora seemed to be a promising candidate for the treatment
of veined ulcers. An analytical method was developed and validated for
cromatografia liquid of high efficiency for the substances quantificacéo in the
aqueous extract of H. pectinata according to resolution RDC 899 of the Anvisa.
The method presented boa repetibilidade, strength, exactness, especificidade,
reproductiveness and intermediary precision. For the evaluation of the activity
cicatrizante experiments were carried out with 3, 7 and 14 days in animal models.
The injuries treated with HP5 in the time of 3 days obtained a significant reduction
(p<0,05) regarding the group control (CTL). In the injuries accompanied by 14
days treated with HP5 there was a significant reduction (p<0,05) regarding the
injuries of the group treated with CTL. In the analysis histomorfologica of the
scores of the group treated by 3,7 and 14 days there was no significant difference
between the group CLT and the group HP5. The results suggest that the hidrogel
of H. pectinata presented improvement in the repair cicatricial in animal, but
precise model of more studies to corroborate with the finds of this study.

Key-words: Plants, Medicinal, Wound Healing; Varicose Ulcer; Hyptis pectinata
(L.) and Meta-analysis.
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1. INTRODUGAO

As Ulceras venosas de membros inferiores ou de pernas surgem como
consequéncia da hipertensdo venosa, ocasionada pelo acumulo de sangue
decorrente da grande dificuldade de retorno venoso (COUCH et al., 2017).

Estima-se que cerca de 1,5 a 2% da populagédo mundial seja acometida por
Ulceras venosas, sendo mais incidente em pacientes com mais de 65 anos de
idade, podendo atingir 4% desta populacdo (ABBADE et al., 2005; WELLER,;
EVANS, 2012).

O diagnéstico e o tratamento adequados sao vitais para o cuidado de
usuarios com ulceras venosas, proporcionando maior rapidez da cicatrizagao e
prevencao de recorréncias (SILVA et al., 2012).

O tratamento de ulceras venosas ampara-se, majoritariamente, no controle
da estase venosa (por meio da terapia compressiva) e tratamento tépico. A
terapia compressiva (seja ela elastica ou inelastica) tem se mostrado eficaz por
melhorar o retorno venoso. O tratamento tépico compreende o uso de pomada
de sulfadiazina prata, gel de papaina entre outros (REZENDE DE CARVALHO;
DE OLIVEIRA; RENAUD, 2017; SELLMER et al., 2013). Algumas alternativas
biotecnolégicas vém sendo utilizadas entre elas podemos destacar as coberturas
de espumas de poliuretano, hidrocoldides, alginato de célcio e hidrogéis. Estes
produtos tem se mostrado mais efetivos, por proporcionar a permeacao de
principios ativos, interagir diretamente com as células no local da ferida,
favorecendo, assim, o processo de cicatrizagdo (LAMMOGLIA-ORDIALES et al.,
2012; MORIMOTO et al., 2015; PARKES, 2015; ROMERO-CERECERO et al.,
2013).

Dentre os curativos biomecnoldgicos, os hidrogéis se apresentam como
redes poliméricas capazes de absorver grande quantidade de agua e diferentes
fluidos biolégicos que contenham grande quantidade de agua. Por apresentarem
propriedades fisicas semelhantes as dos tecidos vivos e caracterisitcas como
biocompatibilidade e hidrodilifidade, além de serem biodegradaveis e isentos de
toxicidade; sdo empregados como biomateriais. Sdo também utilizados como
carreadores de principios ativos por possuirem a capcaidade de prolongar o
tempo de permanéncia para a liberagéo local (AHMED, 2015; HOFFMAN, 2012;
MACHADO, 2010)



Neste contexto, plantas medicinais e seus extratos vem sendo utilizadas
popularmente para o tratamento de Ulceras venosas. Este uso tem despertado o
interesse da comunidade cientifica para a pesquisa e desenvolvimento de
produtos alternativos (SUNTAR et al., 2012). Entre as espécies investigadas
Hyptis pectinata (L.), conhecida popularmente como sambacaita, apresenta uso
popular descrito para o tratamento de inflamacoes, infeccoes bacterianas, dores
e cancer (MELO et al., 2005; PAIXAO et al., 2015)

Para a espécie sao descritas as atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva
e antiedematogénica do extrato aquoso das folhas (ARRIGONI-BLANK et al.,
2008; BISPO et al., 2001; RAYMUNDO et al., 2011).

A incorporacdo de extratos aquosos de plantas a produtos de origem
natural como o hidrogel apresenta-se como uma alternativa viavel e promissoras
para potencializar o efeito cicatrizante. (DORNELAS et al., 2008).

Sendo assim este estudo tem por objetivo a investigacdo do potencial

cicatrizante de hodrogel incorporado de H. pectinata (L.) em modelo animal.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.PELE

A pele humana é um 6rgao de revestimento representando a intergace
entre o0 organismo e o0 meio externo. Trata-se do maior érgéo do corpo humano.
(MCLAFFERTY; HENDRY; FARLEY, 2012).

Desempenha fungdes diversas no organismo, estando relacionadas a
protecdo contra radiagdo ultravioleta, agressbées mecanicas, quimicas e
térmicas. Além disso, impede a desidratagcdo excessiva, garante a homeostasia
corporal, atuando na secregcdo de substancias enddgenas e na percepgao
sensorial do meio ambinete (CHEN; TSAO, 2013; PEREIRA; BARTOLO, 2014).

E composta por trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme ou
tecido subcutaneo (Figura 1)(FORTES; SUFFREDINI, 2014; KAMEL et al.,
2016).

Figura 1- Representacao esquematica da estrutura da pele (SAMPAIO, 2001).
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2.1.1. Epiderme

A epiderme é a camada mais superficial da pele com espessura que varia
entre 0,6 mm (face) e 1,3 mm (palmas), constituida de tecido epitelial de
revestimento pavimentoso queratinizado (CAROLINA DE LOURDES, 2009;
TOSATO et al.,, 2012). A epiderme é subdivida em duas camadas: o estrato
cérneo e a epiderme viavel. O estrato corneo € a principal barreira a passagem
substancias através da pele e a perda de agua. Sua estrutura assemelha-se a
uma “parede de tijolos”,onde as células de queratina (cornedcitos), que
representam cerca de 80% do volume da camada cérnea, estao imersas em uma
matriz lipidica disposta em bicamadas e composta principalmente por ceramidas,
colesterol e acidos graxos (SILVA, 2008; STORPIRTIS et al., 2009). A epiderme
viavel é formada por células em constante atividade proliferativa, divida em
camadas ou estratos: camada lucida, camada granulosa, camada espinhosa e
camada basal ou germinativa. Em movimento ascendente de diferenciacéo da
camada basal, as células metabolicamente ativas se alteram, de forma
ordenada, originando os cornedcitos que se dispdem no estrato cérneo
(STORPIRTIS et al., 2009). O tempo de renovagao epidérmica, desde a diviséo
celular na camada basal até a passagem dos cornedcitos pelo estrato corneo
pode ser estimado em 59 a 75 dias (HARRIS, 2009). Na epiderme encontram-
se ainda os melandcitos, as células de Langerhans (defesa imunoldgica) e as

células de Merckel (com terminagdes nervosas e sensoriais) (LIRA et al., 2004).

A derme apresenta-se como uma camada de sustentacao, localizada entre
a epiderme e hipoderme, com espessura variavel entre 2 e 4 mm. E constituida
de tecido conjuntivo, constituindo uma densa malha de fibras de colageno e
elastina, produzidas pelos fibroblastos. Na derme estdo inseridos os anexos
cutaneos, os capilares sanguineos, os vasos linfaticos, os nervos e terminagdes
nervosas, além de estruturas derivadas da epiderme, os apéndices cutaneos,
como os foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (BOROJEVIC;
SERRICELLA, 1999; SILVA, 2008).

A derme esta subdividida em duas camadas: a derme papilar, mais
superficial e em contato com a epiderme, que confere maior resisténcia a pele
além de fornecer nutriente a epiderme por difusdo, e a derme reticular, que
confere elasticidade e resisténcia a compressdo (CAROLINA DE LOURDES,
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2009; OLIVEIRA et al., 2015). A camada mais profunda da pele é a hipoderme
ou tecido subcutaneo, formada por tecido conjuntivo frouxo e pelo tecido
adiposo, que quando desenvolvido forma o paniculo adiposo, responsavel pela
modelagem corporal. Além disso, o tecido adiposo confere ainda isolamento
térmico e protegao mecanica (LIRA, 2007; TOSATO, 2010).

2.2.CICATRIZAGAO

Define-se como ferida cutdnea qualquer ruptura na integridade da pela,
podendo esta apresentar diferentes profundidades, tamanhos ou formas, sendo
causada por razdes distintas (FERGUNSON & O’KANE, 2004).

O processo de cicatrizagdo compreende um conjunto de eventos
bioquimicos desencadeados a fim de reparar o dano. O processo de reparo
tecidual é dividido em fases, de limites ndo muito distintos, mas sobrepostas no
tempo a saber: fase inflamatoria; fase proliferativa; fase de remodelamento da
derme (Figura 2) (REINKE; SORG, 2012; TOLAZZI, 2007).

Figura 2- Fases do processo de cicatrizagdo de feridas. Adaptado de (Beanes,
Dang, Soo, & Ting, 2003).
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Apos a lesao tecidual inicia-se a fase inflamatdria. Devido a localizagao
estratégica das células epiteliais entre o corpo e o ambiente externo, ocorre a
comunicacao e sinalizagio para a expressao de recepetores de reconhecimento
molecular, ativagao e migragdo de células necréticas para a lesdo. Destas, as
citocinas produzidas pelos queratindcitos sdo os prinicipais contribuintes para o
inicio do processo inflamatdrio (DIAS, 2015; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Além dos queratindcitos outras células como macréfagos, mastocitos e
células endoteliais sdo ativadas, culminando com a producdo de citocinas poé-
inflamatodrias, aumentando a permeabilidade vascular e aumentando expressao
de moléculas de adesdo que levam a ligacdo com células sanguineas

(neutrdfilos, mondcitos, linfocitos e plaquetas) (WANG et al., 2017).

Para conter a hemorragia, ocorre a ativagdo de agregacao plaquetaria,
levando a formagao de um trmbo rico em plaquetas. Este trombo sofre infiltragcao
por fibrina, passando a ser denominado de trombo fibroso. A partir dai, eritrocitos
sdo capturados por essa rede fibrosa formando-se, entdo, o trombo vermelho
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Apos ativagao das plaquetas ocorre a liberagcao de fatores de crescimento
(como fator de crescimento derivado de plagetas-PDGF e fator de crescimento
transformante beta-TGF-B), além de quimiocinas e outras proteinas. Estes
fatores, quando liberados, sdo importantes na regulagao da resposta inflamatoria
pois estimulam a angiogénese favorecendo, assim, a formacao de tecido de
granulacao (NEVES, 2015).

Durante a fase imflamatéria, a agregacado plaquetaria € seguida pela
infiltracao de leucécitos. Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem para
a regiao da ferida, tedo como objetivo fagocitar e destruir microrganismos (por
meio da liberacao de espécies reativas de oxigénio). Esta migracao tem inicio na
primeira hora depois da lesdo e permanece por até 48 horas (YOUNG,;
MCNAUGHT, 2011). Além disso, essas células também estdo envolvidas na
remocao de restos celulares, além de produzir varias citocinas que auxiliardo no
processo inflamtério (BABIOR, 1978; CHHABRA et al., 2017).

A menos que o estimulo para recrutamento de neutréfilos continue, o

infiltrado destas células cessa, dando inicio a resolu¢ao da inflamagao por meio
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da fagocitose de neutrofilos apoptoticos por macrofagos. Os macrofagos atingem
a concentracao de pico em um ferimento em 48-72 horas e mantem fatores de
crescimento, incluindo o fator de transformacgao do crescimento beta (TGF-B) e
fator de crescimento epidérmico (EGF) (REINKE; SORG, 2012).

A fase proliferativa inicia apds a ativagao de fibroblastos, pelos mediadores
produzidos pelos macrofagos. Estes fibroblastos migram da regido das bordas
para o centro da ferida, produzindo componentes da matriz extracelular, como
colageno, levando a formagao de tecido conjuntivo na regidao da lesédo, processo
este denominado de fibroplasia. Para que o processo de fibroplasia seja eficiente
€ necessaria a formacgao de novos vasos (angiogénese), originando uma rede
vascular rica de capilares ao longo da ferida regulados, pricipalmente, pelo fator
de crescimento do endotélio vascular, o que leva ao aumento da oferta de
oxigénio para o tecido em formagdo, melhorando a nutricdo de celulas
metabolicamente ativas (SMIGIEL; PARKS, 2018).

O processo continua com a formacédo de tecido de granulacdo e a
proliferacdo de fibroblastos, que produzem as fibras elasticas e colageno. Os
macrofagos sao celulas importantes nessa fase pois produzem moléculas que
modulam ambos os processos de fibroplasia e angiogénese como o fator de
crescimento derivado das plaquetas, exercendo, assim, papel fundamental entre
a inflamacao e a formacédo do tecido de granulagdo na fase proliferativa
(DANTAS; JORGE, 2005; GERGER et al., 2009; SILVA et al., 2007).

Os fatores de crescimento e citocinas produzidos durante a formagao do
tecido de granulagcéo também influéncia na epitelizagdo da regiado da ferida, por
meio da migracao e proliferacao de células epiteliais, os queratindcitos. Com o
avacar do processo a producéo de fibras colagenas é intensificada, levando a
formacdao de uma matriz celular mais densa. O leito da ferida passa a ser
preenchido, entdo, com tecido conjuntivo. Neste momento fibroblastos mais
especializados (miofibroblastos) promovem a contragdo da ferida, auxiliando a
reducao da area de superfifie da lesao (LI; CHEN; KIRSNER, 2007)(REINKE;
SORG, 2012).

A fase de remodelamento caracteriza-se pela substituicdo, no tecido de

granulagao, do colageno tipo Il pelo colageno tipo I. As fibras do colageno tipo |



sd0 mais espessas e resistentes, faxendo com que a lesdo assuma a aparéncias
de uma massa fibrética, caracteristica de uma cicatriz. Essa fase persiste por
um grande tempo mesmo apés o fechamento da ferida (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; CHHABRA et al., 2017).

2.3. Hyptis pectinata (L.)

A familia Lamiaceae ou Labiatae é uma das mais representativas contendo
cerca de 236 géneros e de 6.900 a 7200 espécies. As plantas dessa familia séo
espécies aromaticas, com emprego alimentar e medicinal. Tradicionalmente s&o
utilizadas para tratar diversas enfermidades tais como tosse, inflamacoes,
infecgdes, dor de cabeca e até para o tratamento da sindrome do intestino
irritavel (RAJA, 2012).

O género Hyptis possui mais de 40 espécies espalhadas em 131 paises
pelo oeste, centro e sul da América, oeste Africano, oeste Indiano e nas ilhas Fiji
(Oceania). E composto por ervas, arbustos, subarbustos ou raramente pequenas
arvores. Os caules sdo geralemente quadrangulares, as folhas opostas, simples
ou mais raramente partidas, pecioladas, sésseis ou curtamente peduncalas,
contendo substancias aromaticas (MICHAELA PIETSCHMANN, OTTO
VOSTROWSKY, HANS JURGEN BESTMANN, ANIL K. PANT, 1998).

Hyptis pectinata (L.), conhecida popularmente como sambacaitd ou
canudinho, € uma espécie nativa dos estados de Alagoas e Sergipe. Na medicina
popular é utilizada para o tratamento de doengas respiratérias, congestédo nasal,
disturbios gastricos, afecgdes de pele, febre e infecgbes contagiosas causadas
por bactérias e fungos (BUENO et al., 2005; SERAFINI et al., 2012).

Seu uso popular tem despertado o interesse da comunidade cientifica para
a investigacdo da composicdo quimica e atividades farmacoldgicas para a

espécie tanto do 6leo essencial como de extratos brutos.

Dentre os estudos que isolaram 6leos essenciais a partir da H. pectinata
(L.), podemos destacar as atividades realizadas por Tchoumbougnang e
colaboradores (2005) que obtiveram, a partir da hidrodestilacdo das folhas da
planta, o germacreno D (28%) e o B-cariofileno (22,1%) como constituintes

majoritarios. Serafini e colaboradores (2012) identificaram, adicionalmente, 8-
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cariofileno (7,03%), cis-B-guaieno (5,14%), sendo que a calamusenona (67,84%)
foi o composto em maior quantidade.

Também é relata a presencade B-cariofileno e 6xido de cariofileno. Essses
dois compostos foram descritos em alguns estudos, como sendo os compostos
majoritarios do 6leo essencial de H. pectinata (NASCIMENTO et al., 2008a;
RAYMUNDO et al., 2011; SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2008).

Para o extrato hidroalcdlico sao relatadas a presenca de extratos etandlicos
acido sambacaitarico, acido 3-O-methyl-sambacaitarico, acido rosmarinico,
acido 3-O metil-rosmarinico, cafeato de etila, nepetoidina A, nepetoidina B,
cirsiliola, circimaritina, 7-O-methyluteolina (FALCAO et al., 2013), pectinolideo A,
pectinolideo B, pectinolideo C, pectinolide H (FRAGOSO-SERRANO; GIBBONS;
PEREDA-MIRANDA, 2005) (PEREDA-MIRANDA et al., 1993) e calamusenone
(DOS SANTOS et al., 2012). Nos extratos metandlicos foram encontrados
hiptolideo (ROJAS et al., 1992); pectinolideo D; pectinolideo E; pectinolideo F;
pectinolideo G (BOALINO et al., 2003).

No que diz respeito as atividades bioldgicas os estudos pioneiros iniciaram
na Universidade Federal de Sergipe com o extrato aquoso da espécie. Foi
observada a atividade antinociceptiva e antiedematogénica, além de auséncia

de toxicidade aguda em modelo animal (BISPO et al., 2001).

O efeito do extrato aquoso sobre a estimulagdo da regeneracao hepatica
apos hepatectomia parcial em animais foi observado nas doses de 100 mg/kg e
de 200 mg/kg, sendo potencializado com a adigdo de terapia a laser. (MELO et
al., 2006).

Ainda foi investigado o potencial do referido extrato sobre o Sistema
Nervoso Central de roedores nos modelos experimentais de "screening"
farmacoldgico, campo aberto, nado forgado, hipotermia induzida por apomorfina,
labirinto em cruz elevado e tempo de sono induzido por tiopental. O extrato nao
apresentou atividade para osmodelos de labirinto em cruz e tempo de sono

induzido, sugerindo um possivel potencial antidepressivo (BUENO et al., 2006).

A atividade antimicrobiana também foi relatada para o extrato aquoso das
folhas (BASILIO et al., 2006; FRAGOSO-SERRANO; GIBBONS; PEREDA-
MIRANDA, 2005).
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Estudos recentes relatam a atividade antioxidante in vitro e antinociceptiva

orofacial em ratos para o extrato aquoso (PAIXAO et al., 2013).

Para o 6leo essencial da espécie sao descritas as atividades
antinociceptiva (ARRIGONI-BLANK et al., 2008), anti-inflamatéria (FRAGOSO-
SERRANO; GIBBONS; PEREDA-MIRANDA, 2005) e antibacteriana contra
Streptococcus mutans (NASCIMENTO et al., 2008b).

Os extratos de H. pectinata particionados com solventes organicos também
apresentaram atividade bioldgica descrita. A particdo hexano e cloroférmio 3,2%
(v/v) apresentou atividade antinociceptiva em modelo animal (LISBOA et al.,
2006). Ja a particao cloroféormica apresentou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (FRAGOSO-SERRANO; GIBBONS; PEREDA-
MIRANDA, 2005).

2.4.Hidrogel

Os hidrogéis sao redes poliméricas hidrofilicas que tém grade capacidade
de absorver agua, desde pequenas quantidades até milhares de vezes o seu
peso seco. Esta capacidade se da pela presenga de grupos hidrofilicos como
=0, -OH, -COOH, -COONH2, -COOsH e os grau de reticulagao (HOFFMAN,
2012).

Os polimeros que fazem parte da composicdo de hidrogéis sao
classificados em sintéticos e naturais. Saé empregados como polimeros naturais
o amido (WANG; WANG, 2010), a quitosana (MA et al., 2012), o alginato
(DOURADO, 2016) e a celulose (SENNA; NOVACK; BOTARO, 2014).

A celulose é o polimero natural mais abundante na Terra, sendo o
componente presente em maior quantidade na biomassa das plantas (BARUD,
2006). A celulose € um homopolissacarideo linear cuja estrutura é constituida
por unidades de B-D-glicopiranose (B-glucose) unidas por ligagdes glicosidicas
do tipo B (1—4) (SANNINO; DEMITRI; MADAGHIELE, 2009).

Os polimeros derivados de celulose apresentam propriedades de
intumescimento e liberacdo prolongada de farmacos, proporcionando a

permanéncia do principio ativo no local (LI et al., 2009).
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Dentre os derivados da celulose a carboximetilcelulose de soédio € um
polimero de celulose de B-(1->4)-D-glucopiranose, sintético, anidnico, muito
soluvel em agua. Apresenta sensibilidade as variagcdes de pH e de forga ibnica,
sendo o unico polieletrélito derivado da celulose com esta caracteristica
(SANNINO; DEMITRI; MADAGHIELE, 2009).

Devido as caracteristicas de biocompatibilidade e hidrofilicidade os
hidrogéis véem sendo amplamente utilizados como curativos de uso topico em
substituicdo aos curativos tradicionais, que promovem forte aderéncia ao local
da ferida causando dor e outras lesbes durante as trocas. Neste sentido, os
hidrogéis reduzem a dor dos pacientes tratados através de um efeito de
resfriamento e baixa aderéncia ao tecido (KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH,
2018). Podem ser utilizados em varias fases do processo de cicatrizagdo. Sua
acao deriva da elevada capacidade de absorcdo do exsudato em excesso na
ferida, pois permitem a manutencdo da umidade no ambiente, favorecendo o
crescimento celular e, consequentemente, o processo de cicatrizacdo
(TROVATTI et al., 2017).

A bioatividade adicional pode ser gerada pela combinagéo de precursores
naturais e sintéticos para arquitetar com precisdo a estrutura da rede de
polimeros do gel, permitindo curativos de feridas com novas caracteristicas de

cicatrizagao de feridas - liberagdo controlada do medicamento, por exemplo.
Extratos de plntas incorporados em gel.

A fim de investigar Monica
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade cicatrizante do extrato aquoso de Hyptis Pectinata (L.)
incorporado ao hidrogel em modelo animal de feridas cutaneas.

3.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma revisao sistematica sobre plantas medicinais com atividade
cicatrizante;

Desenvolver e validar uma metodologia analitica por cromatografia liquida
de alta eficiéncia para a quantificagado do extrato aquoso de Hyptis pectinata (L.)
e produtos derivados;

Investigar o potencial cicatrizante do extrato seco padronizado de Hyptis
pectinata (L.) incorporado ao hidrogel em modelo tecidual de ferida excisional
em ratos;
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4. RESULTADOS

41. O USO DE PLANTAS MEDICINAIS EM ULCERAS VENOSAS: UMA
REVISAO SISTEMATICA COM METAANALISE (Publicado: International Wound
JournallSSN 1742-4801)

Impact Factor: 2.848

RESUMO

O objetivo desse estudo foi realizar uma revisdo sistematica sobre o uso de
plantas medicinais para o tratamento de ulceras varicosas. As bases de dados
utilizadas foram: Medline/Pubmed, Scopus, Cinahl, Lilacs e Web of Science. O
processo de selegao foi dividido em duas fases: inicialmente foi realiada a leitura
dos titulos e resumos seguida da leitura dos artigos selecionados na integra. Os
artigos selecionados para leitura na integra foram avaliados através do check list
da Consolidated Standards of Reporting Trials. A busca inicial resultou em 3505
artigos. Destes, sete artigos atendiam aos critérios da sele¢céo e foram incluidos
na revisao sistematica. Dos estudos incluidos, sete (100%) avaliaram a redugao
da area da Ulcera, dos quais quatro (57,14%) avaliaram a presséo de oxigénio e
o dioxido de carbono percutaneo. Os niveis de avaliacdo da evidéncia indicaram
que cinco estudos (71,42%) foram classificados em nivel 2 e dois (28,57 %) foram
classificados em nivel 3. A avaliagcdo da qualidade dos artigos se deu pela
utilizacdo da escala Jadad. O indice de qualidade do instrumento da escala de
Jadad varia de 0 a 5, neste sentido os estudos analisados obtiveram uma média
de 2,5. A meta-analise foi realizada com dois estudos que avaliaram os efeitos
do hidrogel incorporado com extrato de Mimosa tenuiflora no tratamento de
Ulcera venosa. Ao somar os dois estudos o nuermode pacientes totalizou 42,
com média de idade de 60,5 anos. A média de duragao do tratamento foi de 10,5
semanas. A heterogeneidade foi avaliada usando I%; obtendo-se um alto valor de
84%. Podemos concluir que o hidrogel que incoporado com M. tenuiflora parece
ser candidato promissor para o tratamento de ulceras venosas.
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INTRODUCAO

Os problemas relacionados a circulagdo sanguinea como ulceras venosas
crbnicas sdo muito comuns. A doenca esta associada com a complicacao da
insuficiéncia venosa crbnica, que é a principal causa de ulceras nos membros
inferiores. Ulceras venosas sdo causadas pelo mau funcionamento das valvulas
venosas, o qual afeta o suprimento de oxigénio e nutrientes para os tecidos,
propiciando o aparecimento dessas lesdes (1). Individuos entre 60 e 80 anos séo
os mais afetados, contudo a maioria das lesées surgem antes dos 60 anos (2).
Uma comparacdo dos dados de alguns paises ocidentais indicou uma variagao

de prevaléncia epidemiologica de 0,7% a 2,7% (2,3).

O custo de tratamento para essa doencga é geralmente alto e resulta em um
impacto tanto econémico como social devido ao longo processo de tratamento e
cicatrizacao (2-4). Os principais tratamentos relatados para ulceras venosas de
membros inferiores sdo a terapia de compressao (camada unica, altamente

elastica ou multicamada) e a tradicional bota de Unna (4-6).

O uso de plantas medicinais parece seruma alternativa de baixo custo,
sendo visto como alternativa quando o tratamento convencional nao se mostra
eficaz (7). Considerando a prevaléncia da doenga e novas alternativas no
tratamento das ulceras venosas, este estudo tem como objetivo realizar uma

revisao sistematica sobre o uso de plantas medicinais em ulceras venosas (8,9).
METODOLOGIA
Estratégia da Pesquisa

A pesquisa avaliou todos os artigos publicados até agosto de 2016, em
portugués, inglés e espanhol, nas seguintes bases de dados: Cinahl, Lilacs,
Medline/Pubmed, Scopus e Web of Science. Os descritores empregados em
inglés foram: Plants, Medicinal, Wound Healing e Varicose Ulcer. Em portugués,
os termos foram: Plantas Medicinais; Ulcera Varicosa, Cicatrizagao e operadores
Booleanos foram incluidos entre os termos. A busca individual foi conduzida por
dois revisores (ALF e CAS) e, em caso de duvida, um terceiro revisor foi

consultado.
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Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos ensaios clinicos que avaliassem a cicatrizac&o de ulceras
venosas com 0 uso topico de plantas medicinais. Foram excluidos estudos que
avaliassem a cicatrizacdo da ulceras com o uso de plantas medicinais em
animais (11), ulceras com outras etiologias (12, 13), estudos de custo beneficio

(14) e estudos de caso foram excluidos (15).

Estudos que avaliaram a cicatrizacao de ulceras com fitoterapicos tépicos
foram incluidos, mas os estudos que avaliaram os fitoterapicos de uso somente

oral foram excluidos (16).
Extracdo de dados

Os dados foram extraidos e uma planilha foi preenchida com os itens mais
relevantes, como: titulo, base de dados, lugar de publicagcdo, autor, ano,
objetivos, tipo de estudo, processamento de dados por intencéo de tratar ou via
protocolo, faixa etaria dos pacientes, variaveis coletadas e métodos de medi¢ao
de cura e conclusao do estudo. Os dados foram extraidos de forma independente

por dois pesquisadores (ALF e CAS) e os resultados foram comparados.

O Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) é um consenso
para a descri¢cao de ensaios clinicos; este check list de verificagao foi usado para

determinar uma pontuacéao entre 0 e 25 pontos (17).

O risco do viés foi avaliado pela ferramenta Cochrane Collaboration para
avaliar o viés em ensaios clinicos randomizados, o qual esta disponivel no

programa RevMan (18).
ANALISE ESTATISTICA

A meta-analise foi realizada, com estudos que utilizaram o mesmo tipo de
planta medicinal e forma farmacéutica aplicada no tratamento de ulceras

venosas.

Foi realizada uma meta-analise direta e os dados foram coletados pelos
autores e transferidos posterioemente para o RevMan, que esta disponivel

gratuitamente na Cochrane Collaboration.

Para avaliar a eficacia foram utilizadas variaveis dicotébmicas.

Adicionalmente, empregou-se o risco relativo como medida do efeito da
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intervencao através do método de Mantel-Haenszel, de efeito aleatério e

intervalo de confianga de 95% (19).

A heterogeneidade entre os estudos foi analisada pelo parametro
estatistico 12, que é comumente utilizado por ser de facil interpretagéo. O valor |2
apresenta faixa entre 0% e 100%. A heterogeneidade é considerada baixa
quando |2 & menor ou igual a 25%; os valores de |2 entre 25% e 50% refletem
heterogeneidade moderada entre os estudos e, um valor de |2 superior a 50% &

considerado uma alta heterogeneidade.
RESULTADOS

Os resultados da pesquisa individual feita pelos dois pesquisadores (ALF e
CAS) sdo demonstrados sequencialmente no fluxograma (Tabela 1). Do total de
3505 artigos, 110 artigos foram excluidos devido a repetigao, 3385 resumos
foram excluidos durante a fase de leitura de titulos e resumos, 21 artigos foram
eliminados durante a fase de leitura na integra dos artigos visto que né&o

atenderam aos critérios de inclusao.
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Tabela 1. Selegéo dos Artigos

3.505 artigos identificados
pelo pesquisar nas bases de
dados

3395 artigos restantes depois de
removidos os duplicados

A 4

v

3395artigos para
avaliacéo

3374artigos excluidos

21artigos  lidos na | 14 artigos foram
integra "| excluidos
v
7 artigos entraram para
a revisao

Caracterizagao dos estudos

A revisdo compreendeu sete artigos principais. Dois estudos (28,57%)
abordaram tratamentos tépicos em ensaios clinicos. Entre os estudos de terapia
tépica, dois (28,57%) avaliaram tratamentos com hidrogel, dois (28,57%)
avaliaram o tratamento com creme, um (14,28%) avaliou o tratamento com gel,
um (14,28%) avaliou o tratamento com biomembrana vegetal e um (14,28%)

avaliou o tratamento com o p6 da capsula.

As espécies utilizadas nos estudos foram Mimosa tenuiflora (dois estudos),
Allii bulbus, Hypericum perforatum e Calendula officinalis (um estudo), Pinus
pinaster (um estudo), Calendula officinalis, Symphytum officinalis, Achiléa
millefolium e Salvia officinalis (um estudo), Hevea brasiliensis (um estudo) e

Ageratina pichinchensis (um estudo).
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No que se refere ao desenho dos estudos, cinco estudos (71,42%) eram
randomizados (dos quais um era um estudo piloto) e dois (28,57%) n&o eram

randomizados (dos quais um era um estudo piloto).

Com relagao aos resultados analisados, sete estudos (100%) avaliaram a
reducdo na area da Uulcera, quatro (57,14%) avaliaram a reepitelizagdo, dois
(28,57%) avaliaram a flora bacteriana e um (14,28%) analisou a pressédo do

oxigénio e do diéxido de carbono percutaneo.

De acordo com a classificacdo dos niveis de evidéncia, cinco estudos
(71,42%) foram classificados no nivel 2 e dois (28-57%) foram classificados no
nivel 3 (20).

Para avaliar a descricao dos itens inseridos na revisao, obteve-se uma
média de 17,92 (71,68%) pontos. O estudo realizado por Belcaro et al. obteve a
pontuagcédo mais baixa e o estudo de Romero-Cerecero et al. obteve a pontuagao
mais alta (22,5 pontos). O minimo de pontuagé&o possivel foi 0 e o maximo foi de
25 pontos (17,21,22).

O risco de viés foi avaliado pelo RevMan (18); o risco de viés ndo era claro
ou moderado na maioria dos campos havendo alto risco nos campos de
randomizacgao e alocagao de pacientes. O grafico obtido € apresentado na Figura
1.

Figura 1. Avaliagdo do risco de Viés dos estudos de 7 estudos que entraram para

a revisao.

Random sequence generation (selection hias)

Allocation concealment (selection hias)
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Incomplete outcome data (attrition bias)
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Tabela 2. As principais caracteristicas dos 7 estudos que entraram para a revisao.

Média de

Idade Média/H e B Medida de Lo Desenho do Forma
Autor Duragéo o reepitelizagdo Planta Usada AP/AIT .
M cicatrizagéo %) estudo Farmacéutica
0
Allii bulbus,
Kundakovc Hypericum Ensaio
72,6/10H e 7 Planimetria em clinico piloto
et al., 2012 ) 99,1 perforatum, PP ~ Creme
15M semanas fotografia néo
(33) Calendula randomizado
officinalis
Belcaro et al., 56,6/10H e 6 ' _ Ensaio
Régua 100 Pinus pinaster PP o Capsula em p6
2005 (22) 8M semanas clinico
Calendula
officinalis,
Ensaio
Binic et al., 7 Symphytum clinico
66,8/14H e 18M Régua 11,76 L . ITT . Creme
2010 (26) semanas officinalis, Achilea randomizado
trolado.
millefolium, Salvia © controlado
officinalis
Planimetria em Ensaio
Frade et al., 62,8/5H e Biomembrana
120 dias fotografia 42 Hevea brasiliensis ~ ITT clinico tal
vegeta
2012 () 16M (Image J) randomizado 9
Lammoglia-
. . Ensaio
Ordiales 60/13H e g I lanimetria em clinico
fotografia 22 Mimosa tenuiflora PP domizad Hidrogel
semanas randomizado
etal., 2012 19M (Image J)
duplo-cego.
(24)
Romero-
Ensaio
Cerecero O 61/10H e Planimetria em Ageratina clinico
10 meses ) 100 ITT . Gel
etal., 2013 24M fotografia pichinchensis randomizado
duplo-cego.
(30)
Ensaio
Rivera-Arce dlinico
61/40H e 13 Planimetria em ) ) ) )
et al., 2007 ) 100 Mimosa tenuiflora PP randomizado Hidrogel
M semanas fotografia
, controlado,
M
duplo-cego.

Legenda. ITT, anadlise por intengéo de tratar; PP, analise por protocolo; M, mulher. H, homem
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Figura 2. Grafico de floresta dos artigos de Lammoglia-Ordiales e colaboradores
(2012) e Rivera-Arce e colaboradores (2007).

Experimental Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random,95%CI M-H, Random, 95% CI
Lammoglia-Ordiales_et_al-2012 4 22 3 19 51.0% 1.15[0.29, 4.51]
Rivera-Arce et al, 2007 20 20 1 20 49.0% 1367 [2.92, 63.98) —&
Total (95%ClI) 42 39 100.0% 3.87 [0.30, 49.78)
Total events 24 4

b i ¥

Heterogenaity: Tau® =285, Ch* =615, df =1 (P =0.01). F = 84%

Test for overall effect: Z = 1.04 (P = 0.30) 2.0m 0.1 ! 1 1000

Favours [Control] Favours [Experimental]

Legenda. M-H: método de Mantel-Haenszel; Radom: randomizado; ClI: intervalo de
confianga, I2: heterogeneidade.

A avaliagao da qualidade dos estudos foi realizada por meio da escala de
Jadad, a qual é amplamente utilizada na literatura. No questionario de Jadad, o
indice de qualidade varia de 0 a 5; os estudos analisados tiveram uma média de
2,5 (23).

Meta-analise

A meta-analise foi realizada em dois estudos que analisaram os efeitos do
hidrogel de M. tenuiflora no tratamento da ulcera venosa. Na soma dois dois
estudos foram incluidos 42 pacientes com idade média de 60 e 15 anos. A
duracado média de tratamento foi de 10,5 semanas (7,24). A heterogeneidade foi
avaliada empragando o indice |2 para o qual obteve-se uma classificagdo de
84%, considerada alta. O grafico de Forest Plot é apresentado abaixo e as

principais caracteristicas dos dois estudos sao apresentadas na Figura 2.
DISCUSSAO

A aplicacdo de terapia compressiva para favorecer a cicatrizagao de
Ulceras venosas ja é recomendada pelas diretrizes para a pratica clinica da
Sociedade de Cirurgia Vascular (25). A terapia topica ainda nao foi claramente
estabelecida; sendo que qualquer bandagem que absorva o exsudato da ulcera
representa uma boa alternativa. N&o ha critérios estabelecidos para a
composigao da bandagem. A incorporagao de produtos naturais nestes curativos

tem-se demonstrado como alternativa viavel deviro ao fato de oferecer potenciais
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atividades anti-inflamatéria, antibacteriana e antioxidante, que podem auxiliar a

cicatrizac&o de ulceras venosas (25-28).

Entre os estudos incluidos, o ensaio clinico descrito por Belcaro et al.
usando P. pinaster observou 100% de cicatrizagdo de ulceras crbénica dentro de
seis semanas. O efeito cicatrizante que foi atribuido a atividade antioxidante
descrita para a espécie uma vez que o uso de substancias antioxidantes vem
sendo amplamente relacionado a redugao da formagao de radicais livres e menor

dano tecidual em situac¢des hipoxias (21,28,29).

Usando A. pichinchensis, Romero-Cerecero et al. também observaram
100% de cicatrizagao de Ulceras venosas dentro de 10 meses. Neste estudo o
potencial cicatrizante foi atribuido as atividades antiinflamatéria aguda e cronica,

além da inducéao de proliferagcao celular descrita para A. pichinchensis (22,30).

Resultados semelhantes de 100% de cicatrizacao da ulcera em 13 meses,
utilizando M. tenuiflora também foram observados por Rivera-Arce et al. (7),
sendo correlacionada a presenga de taninos na espécie. A funcado dos taninos
no processo de cicatrizacdo ndo é totalmente clara; no entanto, sabe-se que os
taninos possuem propriedades antimicrobianas que ocorrem através de
diferentes mecanismos, incluindo inibicdo da enzima, redugcédo da fosforilacdo

oxidativa e privagao de ferro (31).

Apesar de ter usado a mesma planta (M. tenuiflora), o estudo de
Lammoglia-Ordiales et al., ndo apresentou os mesmos resultados, observando
22% de cicatrizagédo de ulceras em oito semanas. Isso pode ser explicado pelo
fato de que Rivera-Arce et al. ndo determinaram o tamanho da ulcera inicial, o
que pode ter influenciado a taxa de cicatrizacdo. Embora o periodo de estudo de
Lammoglia-Ordiales et al. tenha sido mais curto, ja foi estabelecido por Gelfand
et al. que um periodo de monitoramento de quatro a oito semanas é suficiente

para prever a cicatrizacao (7,24,32).

No estudo de Kundakovic et al. os autores encontraram 99,1% de
cicatrizacdo em sete semanas, utilizando A. bulbus, H. perforatum e C. officinalis.
A atividade antisséptica e bacteriostdtica pode ser atribuida a atividade do

composto presente em A. bulbus (alicina). H. perforatum e C. officinalis
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apresentara, atividades e propriedades de cura separadas ou em conjunto (33-
36).

O estudo de Frade et al. encontrou 42% de cicatrizagao de ulcera em trés
meses usando H. brasiliensis. A espécie promoveu a neoangiogenesis do tecido
recém-formado, pois esta cicatrizagdo e as células eram dependentes do

suprimento de sangue para manutencao (5,37).

O estudo de Binic et al. demonstrou uma taxa de cicatrizacdo de 11,76%
em sete semanas, a menor taxa dos estudos incluidos nesta revisdo. As
espécies empregadas foram C. officinalis, S. officinalis, A. millefolium e S.
officinalis. Embora C. officinalis tenha apresentado atividade anti-inflamatéria in
vivo. Ja a planta S. officinalis possui atividade anti-inflamatéria e anti-exsudativa,
0 que pode conferir o potencial de cicatrizagao. Além disso, A. millefolium possui
atividades curativa e anti-hemorragica. Outra planta também utilizada na
formulagao, S. officinalis, possui atividades antibacteriana, antioxidante e anti-
inflamatoria. O uso dessas plantas é relevante em relacdo a sua atividade

individual, mas ndo garante sua eficacia se usadas em associagao (27,38-41).

O caélculo das amostras néo foi relatado em trés estudos, além disso, dois
estudos foram ensaios pilotos e outro teve um pequeno tamanho de amostra. O
estudo de Frade et al. ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos
tratados, o que pode ter ocorrido pelo pequeno numero de pacientes. Além disso,
sete dos pacientes (50%) sofreram recorréncia de ulceras em comparagao com
o grupo controle, em que apenas dois estudos demonstraram recorréncia (28%)
(5,27,33,42).

A avaliagao da qualidade dos estudos foi realizada por meio da escala de
Jadad; o valor médio obtido de 1,4 demonstrou que os artigos apresentaram
baixa qualidade metodolégica e/ou nao descreveram claramente os

procedimentos metodoldgicos.

A avaliagao do risco de viés foi pouco clara ou de alto risco, o que ocorreu
na maioria dos casos, quando as sugestdes para a redagao de artigos nao
estavam de acordo com as diretrizes CONSORT, ou das falhas metodoldgicas

em seus estudos (17,23).
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Esta meta-analise, que foi realizada em dois estudos que investigaram o
tratamento da ulcera venosa com hidrogel incorporado com M. tenuiflora,
apresentou resultados heterogéneos. Este resultado pode ser explicado pela alta
taxa de descontinuagdo prematura nos grupos de controle e tratamento (24). A
heterogeneidade dos resultados prejudicou a afirmacao de que o hidrogel que
incorpora M. tenuiflora foi um tratamento eficaz para o tratamento de ulceras
venosas. No entanto, quando consideramos o efeito fixo e ndo o modelo de

efeitos aleatdrios, os resultados foram mais promissores.

Por conseguinte, concluimos que, apesar da eficacia de A. pichinchensis
incorporada no gel, o hidrogel que incorporou M. tenuiflora € um candidato

promissor para o tratamento de ulceras venosas.
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4.2. AVALIACAO DA CICATRIZACAO DE FERIDAS POR HIDROGEL
CONTEXTO EXTRATO PADRONIZADO DE Hyptis pectinata (L.) EM
RATOS.

RESUMO

Hyptis pectinata (L.), conhecida popularmente como “sambacaitd ou
canudinho”, é encontrada em grandes quantidades no nordeste brasileiro,
principalmente nos estados de Alagoas e Sergipe. Esta planta é utilizada pela
populacao local para o tratamento de dores, infecgcoes bacterianas, febre e
doengas na pele. As atividades farmacoldgicas e o uso popular da H.
pectinata, estimulam pesquisadores a desenvolverem estudos para produzir
uma formulagdo farmacéutica com esta planta. Este trabalho utilizou
cromatografia liquida de alta eficiéncia como ferramenta analitica para avaliar
compostos fendlicos em extrato aquoso de de Hyptis pectinata (L.). A solugéo
extrativa foi preparada por decocgao das folhas de H. pectinata (L.) em uma
proporgéao planta: solvente de 1,5% (m/v), por 15 minutos. A solugéo extrativa
foi seca por nebulizagdo e o produto resultante quantificado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Foram utilizados como marcadores
o acido caféico, quercetina-3-p-D-glicosideo e rutina foram identificados e
quantificados, obtendo teores de 6,89; 46,63 e 61.02 yg/mL na ESHP,
respectivamente. O método analitico desenvolvido foi validado de acordo
com os parametros estabelecidos pela guia para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos (RDC n° 166, ANVISA, 2017) usando a rutina como
marcador quimico. A linearidade realizada nas concentragdes de 2-10 ug/mL
apresentou um coeficiente de correlacao de 0,9992. Os limites de deteccao
e de quantificagdo foram 0,067 e 0,226 ug/mL, respectivamente. O método
mostrou excelente precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria) com
desvio padrao relativo < 2,0%. O método revelou uma exatiddo meédia
percentual de 101,3%, 100,1% e 100,8 % para as analises em baixa (2,0
Mg/mL), meédia (6,0 pg/mL) e alta (10,0 wpg/mL) concentragao,
respectivamente. O método foi robusto para a variagdo do fluxo e da
concentracao da fase moével. Os resultados obtidos demonstram que o
método validado é sensivel, preciso e eficaz para controle de qualidade de
extratos e produtos derivados de Hyptis pectinata (L.). Para o ensaio de
cicatrizagao foi preparado um hidrogel o qual foi administrado, por via tépica,
em dois grupos distintos: grupo controle (CTL) tratado com veiculo, outro
grupo tratado hidrogel contendo H. pectinata a 5% (HP5), cada grupo
contendo 20 ratos wistar e cada subgrupo 10 animais tratados por 3, 7 e 14
dias. A ferida cutanea aberta foi feita com um ferimento no tegumento seguida
de remocao completa da epiderme e da derme. As lesbes tratadas com HP5
nos tempos de 3 e 14 dias obtiveram uma redugéo significativa (p<0,05) da
area da lesdo em relagdo ao grupo CLT. A analise histomorfolégica néo
apresentou diferengas significativas entre os grupos. Os resultados
encontrados sugerem que o hidrogel contendo extrato nebulizado de Hyptis
pectinata possui acao cicatrizante, mas precisa de mais estudos para
corroborar os achados do presente estudo.

Palavras-chave: Hyptis pectinata (L.); validagao; rutina; cicatrizacao;
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INTRODUGAO

Hyptis pectinata (L.), conhecida popularmente no estado de Sergipe como
sambacaita ou canudinho, é utilizada pela populacéo local para o tratamento de
inflamacoes, cicatrizagao de feridas, infecgdes bacterianas, dores, cancer e
ulcera (JESUS et al., 2013).

O uso popular tem despertado o interesse da comunidade cientifica para
investigar o potencial bioldgico da espécie. Ja sdo descritas para a espécie as
atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva, antiedematogénica, antioxidante e
hepatoprotetora (ASEKUN; EKUNDAYO; ADENIYI, 1999; BISPO et al., 2001;
LISBOA et al., 2006; MELO et al., 2001; RAYMUNDO et al., 2011).

Quanto a sua agéo cicatrizante, Bastos e colaboradores (2016) avaliaram
a acao cicatrizante do extrato etandlico de folhas de H. pectinata (L.) em feridas
indixidas em ratos. Apesar do extrato desenvolver umacrosta proteora
omesmonao demonstrou efetividade superior ao controle positivo. Os autores
concluiram que esteas achados mereciam maior investigacdo quanto ao
envolvimento da agao inflamatéria, empregando outras partes da planta ou
outros processos de extragao.

As atividades farmacoldgicas descritas até o presente momento para Hyptis
pectinata fazem desta espécie uma matéria-prima promissora para elaboracao
de um fitoterapico. Portanto, torna-se necessario o estabelecimento de critérios
de qualidade, seguranga e eficacia a fim de estabelecer seu uso correto em seres
humanos.

Neste sentido, torna-se necessario o estabelecimento de uma metodologia
analitica reprodutivel para a quantificacdo de compostos quimicos em
preparacdes extrativas de Hyptis pectinata. Portanto, tornando possivel o
controle de qualidade de extratos vegetais [15]. Uma vez padronizada a técnica
de quantificagdo analitica tanto para a matéria prima vegetal, como osprodutos
derivados sera possivel a correlagao entre atividade bioldgica e composi¢ao da
planta.

No Brasil, para realizar a validacdo de um método analitico por CLAE é
comum seguir os parametros determinados pela resolu¢gao RE n° 166, de 24 de
julho de 2017 cujo 6rgao emissor € a ANVISA. A validacao € necessaria para
fazer o controle de qualidade tanto do extrato quanto dos produtos derivados
dele (BRASIL, 2017).
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A incorporacéo de extratos aquosos padronizados de plantas medicinais, a
produtos de origem natural como carreadores de farmacos apresenta-se como
uma das mais atraentes e promissoras alternativas tecnolégicas atuais, visto a
maior biocompatibilidade destas substidncias em comparacdo aos materiais
sintéticos, aliado a um menor custo de preparagdao Entre as alternativas
destacam-se esponjas, hidrogéis e outros biomateriais, em virtude das
vantagens relacionadas a uma aceleragdo do processo de granulagéo e
epitelizacdo e a liberagdo controlada do produto incorporado diretamente no
tecido danificado [7,8].

O hidrogel é constituido por uma rede polimérica que forma uma matriz que
permite a liberacdo de substancias ativas, podendo acelerar o processo de
cicatrizacdo. Adicionalmente mantém um ambiente umido no leito da ferida,
faciltando o debridamento autolitico, fornecendo uma barreira contra

microorganismos externos permitindo,assim, melhor a gestdo da dor [15,16].

Diante do exposto observamos a necessidade prévia de padronizacao da
matéria-prima vegetal a fim de estabelecer parametros de seguranga e eficacia
de todos os produtos derivados. Por conseguinte, ressalta-se a necessidade de
avaliagdo da matriz proposta incorporada com Hyptis pectinata L. quanto ao

potencial cicatrizante.

Material e Métodos

Obtencao do extrato seco padronizado de Hyptis pectinata L.

Reagentes e Substancias de Referéncia

Acido caféico (COH804, > 98.0%, Sigma-Aldrich), quercetina 3-B-D-

glicosideo (C21H20012, = 90.0%, Sigma-Aldrich) e rutina (C27H30016, =
94.0%, Sigma-Aldrich) foram utilizados para o preparo das solugbes de
referéncia. Metanol (grau HPLC, Merck, Darmstadt, Alemanha), acido acético
glacial (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e agua milli-q (Milli-Q system, Millipore,
Bedford, MA, EUA) foram utilizados como fase movel.

Preparo da solugao extrativa

Partes aéreas (folhas e talos) de Hyptis pectinata (L.) foram coletadas no
Horto de plantas medicinais (10° 18' 20,7" S; 36 °© 39 7.2" W) da Universidade
Federal de Sergipe (Sao Cristovao, Sergipe, Brasil). A identificacdo botanica do

material vegetal foi realizada pela Dr. Ana Paula Prata e uma exsicata
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representativa da espécie foi depositada no Herbario do Departamento de
Botanica da mesma universidade sob numero ASE 2626. Apdés a coleta o
material vegetal foi seco em estufa de ar circulante durante 48 horas a
temperatura de 40°C £ 2°C, seguido de trituragdo em um moinho de facas do
tipo Wiley (modelo TE 340) para obtengdo da matéria-prima vegetal.

A solugéo extrativa (SEHP) foi preparada a partir de uma decocgéo 7,5 %
(m/v) durante 15 minutos. Apds a decocgao, a solugao extrativa foi filtrada e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL tendo seu volume final

completado com agua destilada..

Obtencgao do extrato seco de H. pectinata (ESHP)

O ESHP foi obtido por atomizagao a partir da solugao extrativa (SEHP),
empregando Aerosil® como adjuvante de secagem. A SEHP foi submetida a
secagem em um aparelho Buchi Modelo 191-secador por atomiza¢éo, com bocal
de dois componentes e fluxo de corrente, sob as seguintes condigcdes de
operacao: temperatura de entrada 157-160 °C; taxa de alimentacdo 3 mL/min e
pressao de pulverizacéo de 2 bar.

A composic¢ao percentual da formulagéo utilizada na obtengédo ESHP secos

esta descrita na tabela 1.

Tabela 1. Composicao percentual do extrato secos de H. pectinata (ESHP).

Composicao ESHP
RS’ 70 %
Aerosil © 30 %

Aerosil®: didxido de silicio coloidal

Desenvolvimento de metodologia analitica por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de fotodiodos
(CLAE-PDA)

Preparo das amostras para analises em CLAE
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A amostra de SEHP foi diluida com uma solugdo de metanol/agua milli-q
(50:50 v/v) até a concentracao de 0,5 ug/mL. A solugéo obtida para a analise por
CLAE-PDA foi filtrada através de um filtro de membrana PTFE (Millipore-HVHP,
MA, EUA) de 0,45 uym antes da injecdo no cromatégrafo.

Desenvolvimento da metodologia analitica

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatégrafo liquido
Shimadzu, equipado com um degaseificador DGU-20A3, injetor automatico SIL-
20A, duas bombas LC-20AD e detector de arranjo de diodo SPD-M20Avp (DAD)
acoplados a uma interface CBM-20A. A separacao analitica foi realizada com
uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4,6 mm; didmetro de particula 5 pm),
acoplada previamente com uma pré-coluna de mesma especificagdo. O método
analitico empregou um sistema de gradiente de eluicdo utilizando como fase
movel metanol / agua milli-q : acido acético 1,0 %, com uma taxa de fluxo de 0.6
mL/min e um volume de injecdo da amostra de 20 pyL. Apds a otimizacdo do
método, o gradiente de eluigéo variou de 10 a 60% da concentragado de metanol,
durante 60 minutos (Tabela 2). O comprimento de onda usado para a deteccao

dos compostos foi de 340 nm.

Tabela 2: Gradiente de eluicdo apds a otimizagao do método.

Tempo B%
(minutos) (Metanol)
0,01 10
5 15
10 15
15 20
20 20
25 20
30 40
40 60
45 40
50 20
55 10
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60 stop

Apds a otimizacdo da separacdo dos picos, a fim de identificar os
compostos, foram realizadas analises por espectrometria de massas (EM) em
um espectrémetro de massas Bruker equipado com uma fonte de ionizacao “lon
Trap”. A identificagdo dos compostos foi realizada no modo negativo de
ionizagao (m/z [M - HJ). A ionizacéo “lon Trap” foi otimizada no modo MRM de
analise e as condigbes foram: pressdo nebulizador: 40 psi; fluxo do gas de
secagem: 9 L/min; Temperatura do gas de secagem: 300 °C; Taxa de fluxo: 200

pL/min.

Os compostos foram identificados comparando o seu tempo de retencao
com o tempo de retencdo da sua substancia padrao equivalente e pela analise
dos seus espectros de massa. As analises quantitativas foram realizadas por

meio das curvas de calibracao dos padroes.

Validagao da metodologia analitica

O método desenvolvido foi validado de acordo com a Resolugao RE n° 166,
de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017), empregando os seguintes parametros:
linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificagcdo, precisédo, exatidao e
robustez.

Linearidade e Curva de Calibragcao

Linearidade é a capacidade de um método analitico de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2017). A linearidade foi
avaliada através da constru¢ao de uma curva de calibracdo com as substancias
de referécnias correspondentes aos trés compostos identificados na solugao
extrativa: acido caféico (C9H804), quercetina-3-B-D-glicosideo (C21H20012) e
rutina (C27H30016), respectivamente. As curvas foram determinadas em cinco
concentragoes diferentes: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 ug/mL. As solugbes foram
preparadas em triplicata.

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagao (LQ)
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O limite de deteccado é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado. O
limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinado com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. Os LD e LQ sao calculados através das equacoes

1 e 2, respectivamente. As equacdes estdo descritas abaixo:

D DPa 3 E 201
T quacio
DPa 10
LQ = I Equacao 2

DPa: desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de calibragao.

IC: inclinagao da curva de calibragao.

Preciséao

A precisdo do método foi realizada de acordo com a repetibilidade e a
precisdo intermediaria. A repetibilidade € a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo, com 0 mesmo analista e a mesma
instrumentacdo. Sao verificadas no minimo seis determinagdes do analito a
100% da concentracao do teste. A precisao intermediaria é a concordancia entre
os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da
precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de dois dias diferentes com
analistas diferentes (BRASIL, 2017).

A repetibilidade foi avaliada testando nove determinagbes na mesma
concentragao (10,0 pg/mL), durante o mesmo dia, nas mesmas condigdes
experimentais. A precisao intermediaria foi avaliada comparando os ensaios em
seis determinagdes na mesma concentragcdo (10,0 ug/mL) durante dois dias
diferentes. Os ensaios de precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria)
foram expressos de acordo com o desvio padréao relativo (DPR%).

Exatidao

Resolugao RE n° 166, de 24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017), a exatidao
de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em

estudo em relagdo ao valor verdadeiro. A exatidao é verificada a partir de no
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minimo nove determinag¢des contemplando o intervalo linear do procedimento.
Dessa forma, sao analisadas trés concentracdes: baixa, média e alta, com trés
réplicas cada.

Para o ensaio de exatiddo, amostras do padrao rutina foram preparadas
nas seguintes concentragbes: 2,0 pg/mL (concentragdo baixa), 6,0 ug/mL
(concentragdo média) e 10,0 pg/mL (concentragéo alta). Os resultados foram
expressos pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragao tedrica (Equacao 3) e também, pelo desvio
padrao relativo (DPR%).

concentracio média experimental

Exatidao = * 100 Equacio 3

concentracgio tedrica

Robustez

A robustez de um meétodo analitico € a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos (BRASIL,
2017). A robustez do método foi avaliada através de analises do padréo rutina
na concentragéo de 10 ug/mL, fazendo pequenas alteragdes no fluxo mével (0,5;
0,6 e 0,7 mL/min) e concentragédo da fase movel (metanol:agua acidificada com

acido acético a 0,5%, 1% e 2%).

Avaliagdo da Atividade cicatrizante do hidrogel incorporado com

ESHP

Material

Para prepracgao do hidrogel foi utilizado metilparabeno adquirido da Sigma-
Aldrich, EDTA adquirido da Sigma-Aldrich, agua purificada, hidroxietilcelulose
adquirido da Sigma-Aldrich, imidazolidinil ureia adquirido da Sigma-Aldrich,
trietanolamina adquirido da Sigma-Aldrich e o extrato de Hyptis pectinata (L.), foi
utilizado xilazina na dose de 10 mg/kg, quetamina a 80 mg/kg, povidona tépico

a 7,5%, flunixina e meglumina.

Preparacgéao e caracterizagao do Hidrogel
Incialmente foram pesados metilparabeno, EDTA e agua purificada. Apos

a pesagem foram levados para aquecimento em banho-maria a 70°C, durante
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10 minutos. Apds este periodo, o sistema foi retirado do aquecimento e
adicionada, lentamente, hidroxietilcelulose, homogeneizando até a completa
solubilizagao do polimero. A mistura foi arrefecida sob agitacdo até atingir
temperatura de 40°C, quando o imidazolidinil ureia foi adicionado, previamente
solubilizado em agua. O sistema permeneceu sib agitacéo até a formacao do
gel. Posteriormente, em temperatura ambiente, foi adicionado quantidade
suficiente para completar (q.s.p.) com agua e o pH foi ajustado com
trietanolamina na faixa de 5,0 — 6,0. O ESHP foi levigado em agua e incorporado
na concentracao de 5% em relagdo a massa do gel.

A caracterizagdo do hidrogel foi realizada por meio da avaliagao
macroscopica e microscopica, determinagcdo de pH (F. BRAS. IV, 1988),
avaliagao das caracteristicas reolégicas e doseamento por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

Grupo Experimentais

Foram utilizados 80 ratos, albinos da linhagem Wistar, machos, com peso
compreendido entre 200-250 gramas, oriundos do Biotério Setorial do

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (DFS/UFS).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com 45 X 35cm
(1575 cm?), sob as mesmas condicdes de temperatura ambiente (22 + 2°C),
umidade e ruido, no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular (LAFAC) do
Departamento de Fisiologia, da Universidade Federal de Sergipe com ciclo claro-
escuro de 12:00 horas, com a fase clara iniciando as 6 h e terminando as 18 h,
recebendo racdo comercial (Purina; Labina) e agua ad libitum, durante todo o
periodo de experimentagao cientifica.

Para a formacédo dos grupos experimentais os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos distintos: grupo controle (CTL) tratado apenas
com hidrogel (veiculo) 0,5 mL, grupo tratado com hidrogel contendo o extrato
seco de H. pectinata (ESHP) a 5% (HP5) 0,5 mL.

Os dois grupos experimentais (CTL, HP5) foram subdividido em trés
subgrupos (n=10 cada subgrupo) que foram tratados, respectivamente, por 3, 7
e 14 dias consecutivos. a partir da operagao até o sacrificio conforme o grupo.

Pré-operatério
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Para a realizacdo do procedimento cirurgico, todos os animais foram
pesados e anestesiados (xilazina na dose de 10 mg/kg e quetamina a 80 mg/kg),
por via intraperitoneal. Apds atingir o plano anestésico, os animais foram
tricotomizados na regido do dorso e foi realizada a antissepsia com iodo-
povidona tépico a 7,5% (POVIDONE). Os animais foram, entao, colocados sobre
mesa cirurgica, em decubito ventral e imobilizados com fita elastica.

Realizagao da Ferida Cutanea Aberta (Barreto, Albuquerque-Junior et

al. 2013)

O modelo de ferida cutanea aberta consiste na confecgdo de um ferimento
do tegumento da regido dorso-costal do animal que envolve a remog¢éo completa
da epiderme e da derme com a profundidade dos planos faciais ou gordura
subcutanea o qual permanece aberto para que possa ocorrer uma cicatrizagao
por segunda intencao.

A técnica operatdria seguiu 0 mesmo procedimento para os animais de
todos os grupos experimentais. A excisao total da pele e hipoderme foi realizada
com um punch metalico para biopsia com 8 mm de didmetro (RICHTER) no
centro da area depilada. Nao foi realizada sutura das feridas. A hemostasia foi
feita por compressao digital com compressa de gaze.

Pés-operatoério

Ao final do procedimento cirdrgico os animais foram realocados (2 a 2) nas
suas respectivas gaiolas com ragao e agua ad libitum. Os animais foram
examinados diariamente quanto a mobilidade, as condicbes da ferida e suas
complicagbes sendo registrado em fichas individuais. Os animais foram
anestesiados flunixina e meglumina na dose de 1,1 mg/Kg por via subcutanea
duas vezes por 48 horas.

A aplicagao do hidrogel (de tamanho padronizado de 0,8 mm de espessura
e diametro do punch) por ferida foi feita imediatamente apds o procedimento
cirurgico.

Avaliagdao Macroscépica

Na data estabelecida no protocolo experiemtnal (3, 7, 14 dias
respectivamente) para a eutanasia, os animais foram novamente pesados e
entdo, eutanasiados com dose letal de anestésico. Apds a eutanasia, os animais
foram colocados em mesa cirurgica e suas feridas fotografadas com cémera
digital (SONY cyber-shot 7.2 megapixels, MPEGmovie VX, DSC-W35) e zoom

45



de 3,0 de aproximacgao fixada em tripé a distancia constante de 33 cm da mesa
cirurgica. Foi realizada a medida do didmetro da ferida residual no eixo cranio-
caudal e latero-lateral com paquimetro digital (MESSEN).

Para a determinacao das areas das feridas, foi utilizada uma variacao da
formula A = . R. r preconizadas por Prata et al. (1988), onde A corresponde a
area da ferida; “1r” o pi que é um valor matematico e que foi utilizado até a quarta
casa decimal depois da virgula, ou seja, 3,1415; R é o raio maior da feridaer é
o raio menor da ferida. Neste experimento R e r corresponderam aos raios das
feridas no sentido cranio-caudal e latero-lateral, respectivamente. Os diametros
obtidos foram divididos por 2, determinando-se, dessa maneira, 0s raios
(BARRETO et al., 2013).

Apos esse procedimento, a area pesquisada foi retirada com margem de 1
cm de pele integra em torno da lesdo com profundidade até a primeira camada
muscular. A peca foi colocada em uma placa de Petri e examinada em
esteriomicroscopio com aumento de 2X para verificagao de crostas, secregoes,
necroses € cicatrizes hipertréficas. Apds andlise, cada peca foi afixada por
alfinetes em acetato-vinilo de etileno e colocada em recipiente plastico com
solugéo de formol tamponado a 10% (v/V) duranter 48 h para a fixagao.

Ao final dos protocolos experimentais os animais sacrificados foram
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados como material
biolégico infectante e armazenados no freezer do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia/UFS até a coleta seletiva de lixo biolégico da
instituicdo para descarte adequado de acordo com a legislagao vigente.

Processamento Histolégico

Decorrido o periodo de 48h para fixacao as pecas foram seccionadas
transversalmente e foram tratadas convenientemente para a inclusdo em
parafina e coloragdo em hematoxilina-eosina (HE) para posterior analise
histopatoldgica.

As laminas foram avaliadas quanto a proliferagao vascular, presenca de
células mononucleares e polimorfonucleares, proliferagdo de fibroblastos,
presenca de colageno e reepitelizagdo na area de cicatrizacao.

Analise Histomorfolégica

Inicialmente, os espécimes fixados foram desidratados, diafanizados e

emblocados em parafina de acordo com técnicas de processamento histolégico
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de rotina. Foram obtidas secg¢des histolégicas de 5 um de espessura, que foram
coradas em hematoxilina/eosina (HE), para andalise em morfolégica em
microscopia de luz convencional e polarizada, respectivamente. Para analise do
processo de reparo ao longo do periodo experimental, foram utilizadas 10
secgOes seriadas de cada animal. A metodologia de analise seguiu o protocolo
proposto por Myers e colaboradores (1961) e Magalhdes e colaboradores
(2007), com adaptacéo.

Para tanto, elementos estromais foram analisados de forma semi-
quantitativa de acordo com os seguintes scores: 0 (ausente), 1 (quando
evidenciadas de forma isolada, dispersas nos campos Opticos), 2 (quando
aparecer em maior frequéncia, constituindo agregados densos, mas
possibilitando visualizar areas livres entre os campos 6pticos), 3 (quando houver
evidéncia com grande frequéncia, constituindo agregados densos e justapostos,
sem areas livres entre os campos opticos).

Para a obtencao dos scores foram analisados 10 campos histologicos, em
magnificagdo de 200 X, selecionados por casualizagdo sistematica. Dessa
forma, a analise teve inicio sempre na porgcédo superior (externa) da margem
esquerda das feridas para cada campo selecionado segue-se para um campo
histolégico desprezado, até que se atinja a margem direita. O procedimento foi
repetido na porgao interna da ferida, até que os 20 campos estivessem
selecionados, e representassem toda a extensao da lesdo. Os escores obtidos
na analise de cada parametro foram multiplicados por um fator de corregcao
(MYERS et al., 1961), para melhor representar sua relevancia para a evolugao
do reparo, e permitir a determinagcao de um escore final mais fidedigno do estagio

evolutivo do processo de reparo.

Tabela 3 - Critérios histopatolégicos considerados para analise do perfil evolutivo

morfolégico do processo de reparo cicatricial dérmico.

Critério Escore Fator de corregdo Escore final
Formacéao de abscessos -10

Inflamagao aguda -4

Inflamacéo crénica -2 4
Regeneracgao epitelial +5
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Reacao de granulacao +5

Fibroblastos +5 6
Colageno +10
Neoformagao de anexos dérmicos +2

Escore total

Analises estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 5.3. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padréo. A comparagao entre 0s grupos
foi feita utilizando-se o teste t de Student, dados nao pareados, quando os dados
consistiam de apenas dois grupos. Quando foram comparados trés ou mais
grupos foi utilizado a analise de variancia (ANOVA). Quando a ANOVA indicou
significancia, os dados foram analisados utilizando o p6s-teste de Newman Keuls
para comparagao entre os grupos. Two-way ANOVA foi utilizado para analises
dos graficos de linha para verificar interagdes entre as variaveis independentes
tempo e grupos, sendo utilizado o pds-teste de Tukey. Os valores de p<0,05

foram considerados significantes.

ASPECTOS ETICOS
Todos os protocolos experimentais propostos respeitam os critérios éticos
de experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL) e Internacional Council for Laboratory
Animal Science (ICLAS). O projeto foi encaminhado para o Comité de Etica em
Experimentagdo Animal em Pesquisa (CEPA) da Universidade Federal de
Sergipe (UFS) com o numero 19/2015.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da SEHP e do ESHP por CLAE

Devido a complexidade da matriz e ao longo tempo de analise requerido,
optou-se pelo emprego de um sistema de eluigdo em gradiente linear. A fase
movel constituida por uma mistura de metanol:agua acidificada com acido
aceético a 1,0% (v/v) proporcionou uma adequada resolugdo e separagao dos

picos, permitindo, assim, a quantificacdo das substancias de referéncia na
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matéria-prima vegetal. O tempo de analise também foi adequado, visto que todos
os compostos foram identificados em um tempo inferior a 40 min. Apds a
varredura da SEHP, selecionou-se o comprimento de onda de 340 nm, 280 nm
e 320 nm. Os picos foram identificados pelo tempo de retengcao e comparacao
dos seus espectros de ultravioleta com substancias de referéncia (padroes).

O perfil cromatografico do SEHP por CLAE revelou a presenga de trés picos
bem separados e com boa resolugdo. O tempo de retengdo (TR) dos picos 1
(P1), 2 (P2) e pico 3 (P3) foram 7, 20 e 23 minutos, respectivamente P1, P2 e
P3 foram identificados como acido caféico, isoquercitrina e rutina,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 1 - Cromatograma da SEHP (340 nm). P1: acido caféico (C9H804); P2:
quercetina-3-B-D-glicosideo (C21H20012); P3: rutina (C27H30016).
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Para a quantificagdo dos compostos majoritarios, foram preparadas curvas
de calibracdo para a substancia padrao equivalente a cada composto
identificado. As curvas foram preparadas em cinco concentragdes diferentes:
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pg/mL. A curva padréo do acido caféico apresentou a
equacgado da reta y= 185048x — 15382 e R2 = 0,9978. A curva padréo da
quercetina-3-B-D-glicosideo apresentou a equagao da reta y= 66320x — 6227,8
e R2 = 0,9987. A curva padrédo da rutina apresentou a equagado da reta y=
152565x + 3448,7 e R2 = 0,9992 (Figura 02).

Figura 2 - Curvas de calibragdo das substancias de referéncias equivalentes a

cada pico identificado.
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Validagcdao da metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de fotodiodos (CLAE-
PDA)

Validagdo € a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragao do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado
(BRASIL, 2017).

Marcadores quimicos sdo essenciais como parte da identificacao e
também do controle de qualidade de produtos a base de plantas. Para a
validagcao da metodologia analitica, a rutina foi utilizada como marcador da
ESHP por ser o composto majoritario presente na solugdo extrativa. A
rutina pertence a classe dos flavondides sendo estes bons marcadores
quimicos pois apresentam grande diversidade estrutural e serem
quimicamente estaveis (STALIKAS, 2007).

A linearidade foi avaliada por analise das curvas de calibragao para
as trés substancias identificadas na espécie rutina, isoquercitrina e acido
caféico, obtidas em trés dias diferentes.

A curva de calibragdo obtida para a rutina foi linear no intervalo de
concentracdo de 2,0-10,0 ug/ml, com coeficiente de correlagdo (r2) de
0,9992, para a isoquercitrina coeficiente de correlagao (r2) de 0,9987 e para
o acido caféico o coeficiente de correlagédo (r?) de 0,9978. Os limites de
deteccao e quantificagao estabelecidos foram, 0,067 pg/ml e 0,226 ug/ml,
respectivamente para os trés compostos.

As curvas de calibracdo obtidas para rutina, acido caféico e
isoquercitrina apresentaram um r2 > 0,990, assim como o coeficiente
angular foi significativamente diferente de 0, os quais sao parametros
exigidos nas especificacbes da RDC 166/2017, o que demonstra que as
curvas sao lineares nas diferentes concentragdes.

Para a determinacdo dos demaisparametros de validacdo e, por
limitacdo de disponibilidade dos padrées de referéncia de todas as
substancias identificadas, empregou-se apenas a rutina.

Os limites de deteccdo e quantificacdo estabelecidos para a rutina
foram 0,067 pug/mL e 0,226 ug/mL, respectivamente. A RDC 166/2017,

especifica o limite de detecgao na proporgéao sinal/ruido de 3/1. O limite de
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quantificagao foi estabelecido por meio da analise de solugdes contendo
concentragcoes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel
com precisdo e exatiddao aceitaveis, contemplando a RDC 166/2017
especificam que pode ser calculado pela proporcao sinal-ruido de 10/1.

A determinagdo da precisdo € subdividida em repetibilidade,
reprodutibilidade e precisdo intermediaria. A repetibilidade refere-se a
precisdo do método durante um curto intervalo de tempo, sob as mesmas
condicbes de analise. A precisdo intermediaria refere-se a habilidade do
método de fornecer os mesmos resultados, sob as mesmas condigdes
analiticas, porém em dias diferentes; enquanto a reprodutibilidade é
utilizada para demonstrar a precisdo do método em laboratérios diferentes.

A repetibilidade, precisdo intermédia e exatiddo mostraram um
coeficiente de variagao de acordo com o estabelecido pela RDC 166/2017,
cujo limite maximo precinizado é de 5% de desvio padrao relativo. Além
disso, ndo houve diferencas significativas entre os resultados do ensaio,

indicando que a precisdo do método proposto foi satisfatoria.

Tabela 4 - Resultados de repetibilidade e precisao intermediaria da

substancia de referéncia rutina analisada por CLAE.

Média (ug/mL) + SD (n=3) DPR %
Repetibilidade 6.06 + 0.04 0.66

Média (ug/mL) £ SD (n=3) DP %

6.24 + 0.07 1.18
Precisao 6.14 £ 0.08 1.35
intermediaria

6.30+0.14 2.30

DP: Desvio padrao; DPR: Desvio padréao relativo

Para a exatidao realizou-se a analise de trés concentragdes (2, 6, 10
Mg/mL) de rutina em ftriplicata (Tabela 5). Os resultados mostraram um
coeficiente de variagdo menor do que o limite maximo preconizado de 5%,
estando de acordo com a RDC 166/2017.
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Tabela 5 - Resultados dos testes de exatidao

Concentracao Exatidao Anadlise estatistica da
experimental acuracia em CLAE

(ug/mL) (ng/mL) % Média + S.D. C.V.

(n=3) %

2,02 101,0

2 2,05 102,5 101,3 £ 1,04 1,02
2,01 100,5
5,98 99,66

6 6,04 100,6 100,1 + 0,47 0,46
6,01 100,1
10,13 101.3

10 10,08 100,8 100,8 + 0,50 0,49
10,03 100,3

Caracterizagao do Hidrogel

A analise qualitativa porcromatografia liquida dealta eficiéncia foi realizada
com amostras do ESHP e hidrogel base e incorporado com ESHP a 5% (m/). O
perfil cromatograficos das amostras estd visualizado na figura 3. Podemos
observar perfilcromatografico semelhante tanto para o ESHO quanto para o
hidrogel incorporado com ESHP a 5% (m/m). A auséncia de picos de degradacao
sugere qua oprocesso de obtengao da forma farmacéutica ndo levou a alteragéo
da composicdo quimica do extrato. O cromatograma do hidrogel
basecaracteriza-se pela auséncia de picos caracteristicos do extrato de Hyptis
pectinata (L.).(HOFFMAN, 2012; LAMMOGLIA-ORDIALES et al.,, 2012;
SARHEED et al., 2015)
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Figura 3. (A) Perfil cromatografico de extrato seco liofilizado de Hypitis pectinata
(ESHP), obtido a partir de solugéo extrativa preparada por decocgéo; (B) Perfil
cromatografico do hidrogel incorporado ESHP a 5% (m/m); (C) Perfil
cromatografico do hidrogel base. Comprimento de onda de leitura de 340 nm,
sistema de eluigao em gradiente.
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Andlise da area da Lesao

As lesbes tratadas com HP5 no tempo de 3 dias obtiveram uma reducao
na area significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo CLT. Ja as lesbes tratadas
por 7 dias ndo houve diferenga significativa (p<0,05) quando comparamos as
areas dos grupos HP5 e CTL. No tempo de 14 dias o grupo HP5 reduziu
significativamente (p<0,05) quando comparado a area da ferida do grupo CTL.

A cicatrizagdo no periodo de 3 dias do grupo HP5 houve diferenga
significativa quando comparamos as areas dos ferimentos em relagcdo ao
controle. Essa cicatrizacdo pode ser atribuida a presenca dos polifendis
presentes no extrato ja que eles impedem a expresséo das citocinas TNF-a que
sao proé-inflamatdrias, como também impede a ag¢ao do fator nuclear kapa-beta
(NF-Kb), através da inibicdo da via de sinalizagdo inflamatdria intracelular,
reduzindo o processo inflamatério , além da regulacdo negativa da expressao
induzivel de o6xido nitrico sintase (INOS) e da ciclooxigenase-2 (COX-2)
(FAQUETI et al., 2016; SIMOES et al., 2016).

A utilizacdo do hidrogel como veiculo para a incorparagao do extrato de
Hyptis pectinata (L.) se mostrou adequado, mostrando redugdes significativas
das areas dos ferimentos, o que vem a corroborar com outros estudos que
também mostraram resultados positivos quanto a redugao de forma significativa
da area da lesao utilizando o hidrogel (HE et al., 2008; KOEHLER; BRANDL;
GOEPFERICH, 2018; LAMMOGLIA-ORDIALES et al., 2012).

O hidrogel apresenta-se como uma formulagao biodegradavel, de estrutura
reticular tridimensional, hidrofilica, de alto teor molecular, que pode se expandir
facilmente em funcdo do seu consideravel grau de umidade. O curativo de
hidrogel age como um umectante, evitando a formagao de uma crosta, mantendo
o conteudo de agua da ferida, promovendo a cicatrizagao no centro do ferimento.
Além de néao aderir fortemente a superficie da ferida, desta maneira ndo causa
irritacdo podendo ser faciimente removido, sem dor (PARK et al.,, 2017;
THAKUR; THAKUR, 2015).

Podemos observar na figura 4 que nas lesées acompanhadas por 14 dias
tratadas com HP5 houve uma reducéao significativa do tamanho das mesmas
(p<0,05) em relagao as lesées do grupo tratado com CTL. Isto nos leva a sugerir

que o extrato seco de H. pectinata parece ter sua acgao cicatrizante baseada na
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reducdo do tempo de cicatrizacdo, mecanismo ja relatado e atribuido aos
flavonoides (FAQUETI et al., 2016).

Figura 4. Efeito do hidrogel incorporado com extrato seco de H. pectinata
sobre a area da ferida em ratos. Grupos tratados: CLT-3: grupo controle tratado
por 3 dias; HP5-3: grupo tratado com hidrogel incorporado com extrato seco de
H. pectinata tratado por 3 dias; CLT-7: grupo controle tratado por 7 dias; HP5-7:
grupo tratado com hidrogel incorporado com extrato seco de H. pectinata ratado
por 7 dias; CLT-14: grupo controle tratado por 14 dias; HP5-14: grupo tratado
com hidrogel incorporado com extrato seco de H. pectinata tratado por 14 dias.
A area da ferida foi medida, com auxilio de paquimetro digital, no sentido cranio-
caudal e latero-lateral, respectivamente. Os valores representam a média. * P<

0,05 comparando com o grupo HP5 e o controle(CLT) (n=10, por grupo).
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Analise Histomorfoldgica das lesées
A analise mostra que ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre os
scores do grupo CLT e o grupo HP5 no periodo de 3 e 7dias, como podemos

observar na figura abaixo.
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Figura 4. Efeito do extrato de H. pectinata na morfologia da ferida. CLT-3: grupo
controle tratado por 3 dias; HP5-3: grupo tratado com hidrogel incorporado com
extrato seco de H. pectinata tratado por 3 dias; CLT-7: grupo controle tratado por
7 dias; HP5-7: grupo tratado com hidrogel incorporado com extrato seco de H.
pectinata tratado por 7 dias; CLT-14: grupo controle tratado por 14 dias; HP5-14:

grupo tratado com hidrogel incorporado com extrato seco de H. pectinata tratado

por 14 dias;
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Analisando as laminas dos tecidos tratados por trés dias composto por dois
grupos CLT-3 e HP5-3, podemos observar que ndao houve grandes diferencas
com relacdo aos achados histopatolégicos nas duas laminas, ja que as duas
laminas exibem um filtrado inflamatério intersticial que provocou edema em
regido perimuscular e os vasos estdo congestos quando aproximamos mais
podemos destacar a presenga de células inflamatérias majoritariamente como
os neutréfilos na figura B e na figura D observamos a presenga de linfocitos,
portanto um filtrado inflamatdério misto.

Destaca-se que o tecido conjuntivo é frouxo e exibe edema intersticial o

que é demostrado por espagos vazios entre as células, essa alteracao estrutural
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corresponde macroscopicamente ao aumento de volume caracterizando o

edema.

Figuras 5 - Efeito do extrato de H. pectinata na anadlise histologica de Iaminas
coradas com hematoxilina-eosina. A e B representam o grupo CTL-3 e as figuras
C e D representam o grupo HP5-3, ambos tratados por 3 dias. Presenca de
infiltrado inflamatério misto em regido perimuscular, além de vasos congestos e
edema

Nas laminas de 7 dias podemos observar um tecido de granulagdo com alta
celularidade, rico em vasos sanguineos, células inflamatérias crénicas e os
fibroblastos pobremente basofilicos. As células majoritarias sado do filtrado
inflamatorio as quais sdo mononucleares com nucleo esférico e basofilico. Nao

ha distingdo entre os grupos em 7 dias no aspecto morfolégico.
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Figura 6 — As figuras A e B sé&o representativas do grupo CTL-7; As figuras C e

D representam o grupo HP5-7.

A avaliagédo dos tecidos ap6s 14 dias A imagem A e B mostra um tecido
conjuntivo totalmente reparado, tecido altamente celularizado com fibroblastos.
As figuras C e D ainda exibem um filtrado inflamatdrio crénico ainda
remanescente, as células estao afastadas, por conta de uma matriz de colageno

extracelular.
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Figura 7 - As figuras A e B representam o grupo CLT — 14, as figuras C e D

representam o grupo HP5-14.

Para os scores morfolégicos quando avaliamos os tratamentos de 3, 7 e 14
dias observamos que ndo houve diferenga significativa entre esses grupos, o
que nao corrobora com os achados da literatura por Barreto e colaboradores
(2016).

Durante o processo de cicatrizagao da ferida, a resposta inflamatério deve
ocorrer rapidamente para permitir o desenvolvimento de fases subsequentes.
Portanto, apesar da resposta inflamatoéria ser absolutamente necessaria para o
processo de reapro cicatricial, sua persisténcia a longo prazo foi considerada
uma das razdes mais importantes para o atraso do processo de cicatrizagao;
uma vez que quanto menor a inflamagéo menor a cicatriz formada (MONACO;
LAWRENCE, 2003; WANG et al., 2017).

Quando avaliamos as laminas dos tecidos tratados por 3 dias (figura XX)
destacamos a presenca do filtrado inflamatério, de edema e observamos uma
quimiotaxia positiva no local demonstrada pela presenca de neutréfilos e
linfécitos 0 que demonstra uma inflamagéo mista: aguda e crénica tanto no grupo
CTL, quanto no grupo HP5, portanto ndo ha diferencas significativas entre os
dois grupos (CHHABRA et al., 2017; WANG et al., 2017).
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Para as laminas dos tecidos retirados depois de 7 dias, observam-se nas
figuras a predominancia do tecido de granulagéo, de fibroblastos e filtrado
inflamatorio o que denota a sobreposicédo das fases proliferativa e inflamataria.
N&o foi observada diferenga entre os grupos quanto aos aspectos morfolégicos
(YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

Ja nas laminas avaliadas depois de 14 dias da realizacdo da ferida
podemos observar a distingdo entre os grupos. O grupo CTL-14 apresenta o
tecido conjuntivo reparado, observamos, ainda, o tecido altamente celularizado
e com fibroblastos, o que ndo encontramos no grupo HP5-14, o qual exibe
infiltrado inflamatoério crénico e matriz de colageno em um periodo de
cicatrizacdo menos avangado que o CTL-14 (PARK et al., 2017; REINKE; SORG,
2012).

Portanto, diante dos achados deste trabalho, podemos concluir que o
extrato de H. pectinata levou a uma redugao da area da leséo apesar de nao ter
mostrado diferenca no aspecto morfolégico, portanto se faz necessario mais
estudos como uma investigagao histoldégica mais minuciosa e imunolégica para

avaliar melhor a atividade cicatrizante.
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5. CONCLUSAO GERAL

Portanto, podemos verificar a propriedade dos fitoterapicos nos diversos
processos de cicatrizagdo tanto agudo quanto crénico.
Os ensaios clinicos com fitoterapicos mostram a sua eficacia na

cicatrizacdo de ulceras crbnicas, de forma segura e acelerando o processo
cicatricial de feridas, devolvendo qualidade de vida e tornando-os aptos ao
mercado de trabalho.

A H. pectinata mostrou-se eficaz no processo de reparo cicatricial, além de
se mostrar segura por sua larga utilizagao por mais de 30 anos pela populagéo,
assim outros estudos como ensaios clinicos se mostram necessarios para se

confirmar a atividade cicatrizante desta planta.
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Abstract

The aim of this study was to systematically review the use of medicinal plants for the
treatment of varicose ulcers. The databases used in the search were: Medline/Pubmed,
Scopus, Cinhal, Lilacs and Web of Science. The selection process was divided into two
phases: the reading of titles and abstracts and the full reading of selected articles. The
item description was compared with the checklist of the Consolidated Standards of
Reporting Trials. The initial search produced 3505 articles and seven were selected for
inclusion in the systematic review. Of the included studies, 7 (100%) evaluated the
reduction of the ulcer area, 4 (57- 14%) evaluated reepithelisation, 2 (28 - 57%) evaluated
bacterial flora and 1 (14-28%) evaluated the oxygen p and pe yus carbon
dioxide. The level of evidence rating indicated that five studies (71 -42%) were rated at
level 2 and two (28-57%) were tated at level 3. The quality assessment was performed
using the Jadad scale, which is prevalent in the literature. The quality score of the Jadad
questionnaire ranges from 0 to 5; here, the studies analysed had an average of 2-5. A
meta-analysis was performed on two studies that analysed the effects of Mimosa
tenuiflora hydrogel in the treatment of venous ulcer and included 42 patients with a
mean age of 60- 5 years and a mean duration of treatment of 10-5 weeks. Heterogeneity
was assessed using 12; we obtained a high value of 84%. We concluded that, despite the
efficacy of the incorporation of Ageratina pichinchensis into the gel, the hydrogel that
incorporated M. tenuiflora appeared to be a promising candidate for the management of
venous ulcers.

Introduction process of the treatment and cicatrisation (2 — 4). The main

In humans, problems related to blood circulation, such as treatments reported for venous leg ulcers arc compression

chronic venous ulcers, are common. This disease is associated
with the complication of chronic venous insufficiency, which
is the leading cause of lower limb ulcers. Venous ulcers are
caused by the malfunction of the venous valves, which affects
the oxygen and nutrient supply to tissues and is conducive to
the appearance of cutancous lesions (1). Most often, individuals
between 60 and 80 years old are affected; however, the majority
of injuries start before 60 years (2). A comparison of the data

Key Messages

o this systematic review demonstrates that medicinal plants
are effective in cicatrisation venous ulcers.

e this review aims to synthesise the medicinal plants used

in clinical trials in the treatment of venous ulcers

clinical trials with medicinal plants demonstrate high

efficacy in the treatment of venous ulcers with 100%

from a number of Western countries indicated the epidemiolog-
ical prevalence varied from 0-7% to 2-7%(2,3)

The costof the di is generally high and results
in significant social and economic impact owing to the lengthy

© 2017 Medicalhelplines.com Inc and John Wiley & Sons Ltd  doi: 10.1111/wj.12751

cicatrisation
® Ageratine pichinchensis and Mi iflora have

been shown to be promising for the development of
a pharmaceutical product because they are more
effective
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7.3. Autorizagdo do Comité de ética animal para a realizagéo do projeto de
pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COORDENAGAO DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa intitulado “MELHORA
NA CICATRIZAGAO DE FERIDAS POR DUODERME, ESPONJA OU
HIDROGEL CONTENDO HYPTIS PECTINATA (L), CONTENDO
FLAVONODES, EM RATOS" Sob Coordenacgio da Prof. Dr*. FRANCILENE
AMARAL (protocolo CEPA 19/2015) foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Sergipe, em reunido
realizada dia 24/11/2015.

S&o Cristovéo, 24 de novembro de 2015.

-
s tnevrthi Ctngr &J‘f-\é
[ Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS

Cidade Universitaria “Prof. Aloisio de Campos”
Jardim Rosa Elze — S&o Cristévdo - SE
49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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