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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade cicatrizante da pomada composta por
Oleos essenciais de alecrim da chapada (Lippia gracilis Schauer) e aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) em feridas cutéaneas de ratos. Ratos Wistar, machos adultos
(n=40), foram divididos em dois grupos: Grupo Tratado (GT) — feridas tratadas com
pomada composta por Oleo essencial das folhas de L. gracilis Schauer e S.
terebinthifolius Raddi na concentracdo de 5% cada um, incorporados a base Lanette
(n=20) e Grupo Controle (GC) — feridas tratadas com pomada contendo apenas a
base Lanette (n=20). Cada animal foi submetido a duas incisdes na pele, na regiao
tordcica dorsolateral, nos antimeros direito e esquerdo. As feridas foram
mensuradas no dia 0, 3, 7, 14 e 21 de pds-operatdrio, com auxilio do paquimetro
digital para avaliacdo quanto ao grau de contracdo e analisadas
macroscopicamente. Os cortes histologicos corados com Hematoxilina-Eosina e
Tricrbmico de GOmori foram utilizados para as avaliacbes morfoldgicas e
morfométricas pela quantificacdo de vasos sanguineos e determinacdo da
densidade de fibras colagenas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA
complementado pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05). O estudo fitoquimico revelou
gue o OE das folhas de Aroeira, possui como componentes majoritarios o p-vinil-
Guaiacol e a-Terpineol e do Alecrim da chapada, o Carvacrol e Timol. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos nos dados analisados. A pomada da
associacdo de alecrim da chapada com aroeira, apesar de apresentar compostos
importantes para cicatrizacao, nao foi capaz de favorecer o processo cicatricial neste
experimento. No entanto, salientamos que sdo necessarias maiores pesquisas sobre

0 uso associado desses dois 6leos, assim como, sua acao no processo cicatricial.

Palavras-chave: Angiogénese, cicatrizacao, fitoterapia, 6leo essencial, pele.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the healing activity of ointment composed
of essential oils of rosemary (Lippia gracilis Schauer) and aroeira (Schinus
terebenthifolius Raddi) in cutaneous wounds of rats. Wistar rats, adult males (n=40),
were divided into two groups: Treated Group (GT) - wounds treated with ointment
composed of essential oil of the leaves of L. gracilis Schauer and S. terebinthifolius
Raddi at the concentration of 5% each , incorporated into Lanette base (n=20) and
Control Group (GC) - wounds treated with ointment containing Lanette base alone
(n=20). Each animal was submitted to two incisions in the skin, in the dorsolateral
thoracic region, in the right and left antimeres. The wounds were measured on
postoperative day 0, 3, 7, 14 and 21 (PO), with the aid of the digital caliper to
evaluate the degree of contraction and analyzed macroscopically. Histological
sections stained with Hematoxylin-Eosin (HE) and Trichrome of Gomori were used
for morphological and morphometric evaluations by quantification of blood vessels
and determination of density of collagen fibers. The data were submitted to the
ANOVA test complemented by the Tukey-Kramer test (p<0.05). The phytochemical
study revealed that the OE of the leaves of S. terebinthifolius Raddi has p-vinyl-
Guaiacol and a-Terpineol in greater quantity and of L. gracilis Schauer presented
Carvacrol and Thymol as major constituents. There was no statistical difference
between groups in the analyzed data. The rosemary ointment of the veneer with
aroeira, although presenting compounds important for healing, was not able to favor
the cicatricial process in this experiment. However, we emphasize that further
research is needed on the associated use of these two oils, as well as their action in

the healing process.

Key words: Angiogenesis, healing, phytotherapy, essential oil, skin.
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1 INTRODUCAO

A pele atinge aproximadamente 16% do peso corporal e desempenha multiplas
funcdes, uma delas € proteger o organismo contra a perda de agua e o atrito, atuando
também como barreira mecéanica e seletiva entre o corpo € 0 meio externo inibindo a
entrada de microrganismos e toxinas, prevenindo a perda de fluidos, eletrélitos e calor
(PROKSCH; BRANDER; JENSEN, 2008; JUNQUEIRA, CARNEIRO e ABRAHAMSOHN,
2017).

Nos mamiferos, 6rgaos inteiros e tecidos complexos raramente se regeneram apos
lesdo. Contudo, tecidos com alta capacidade proliferativa, como o sistema hematopoiético
e os epitélios da pele e do trato gastrointestinal, se auto renovam continuamente, podem
regenerar-se apds a lesdo. Em processos como crescimento hepatico apds resseccao
parcial ou necrose, ocorre crescimento compensatério, em vez de uma regeneracao
verdadeira (KUMMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

O reparo tecidual consiste frequentemente em uma combinacdo de regeneragao e
formacdo de cicatriz pela deposicdo de colageno. E um processo complexo e dinamico,
gue consiste em uma coordenada cascata de eventos celulares e fendbmenos bioquimicos
gue interagem com o proposito de promover a repavimentacdo e a reconstituicdo do
tecido. E descrita segundo Clark (2005), em trés fases (inflamatoria, proliferativa e de
remodelacdo) baseadas nas alteragbes microscOpicas, com caracteristicas
macroscopicas correspondentes que sdo reconhecidas clinicamente (WILLIAMS e
MOORES, 2013; KUMMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Na literatura especializada verifica-se que algumas substancias podem interferir
Nnos processos de cicatrizagdes, como o exsudato de algumas plantas medicinais, que sao
utilizadas no processo de cicatrizacdo de feridas desde a pré-histéria, quando eram
utilizados plantas e extratos vegetais na forma de cataplasmas, com o intuito de estancar
hemorragias e favorecer a cicatrizacdo, sendo muitas dessas plantas ingeridas para
atuacao sistémica (SILVA e MOCELIN, 2007).

Pode-se afirmar que a medicina, como conhecemos hoje, s6 foi possivel pela
investigacdo acerca dos métodos de cura e conhecimentos empiricos utilizados h&
milhares de anos, como a etnobotanica e a etnofarmacologia (AQUINO et al., 2007). A
integracdo dessas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um caminho
promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos, pelo estudo farmacoldgico

de extratos, Oleos essenciais e dos constituintes quimicos isolados, dos mecanismos de
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acdo, dos principios ativos e a operacdo de formulacdes para a producéo de fitoterapicos
(MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002).

De acordo com a medicina popular sdo muitas as utilizacdes do 6leo essencial e
extratos das folhas e caule da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) e do alecrim da
chapada (Lippia gracilis Schauer), que apresentam uma grande variedade de
propriedades farmacoldgicas. As principais utilizacdes relatadas incluem o tratamento de
lesdes e Ulceras de pele e mucosas, queimaduras, infeccdes no sistema respiratorio,
sistema digestivo, sistema genito-urinario, hemoptises e metrorragias (PASCUAL et al.,
2001; ALBUQUERQUE et al., 2008).

Pesquisas realizadas com a aroeira por Ribas et al. (2006) que utilizaram o extrato
hidroalcodlico (EHA) das folhas e Lucena et al. (2006), que utilizaram o EHA da
entrecasca, porém, com modelos experimentais distintos, demonstraram que o EHA da
aroeira apresenta efeito cicatrizante. O 6leo essencial (OE) da aroeira apresentou
atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (SIDDIQUI et al., 1995), antifungica (SIDDIQUI et al.,1996) e
cicatrizante (ESTEVAO et al., 2015). O gel vaginal composto por Schinus terebinthifolius,
Raddi (S. terebinthifolius) mostrou-se efetivo e seguro para o tratamento de vaginose
bacteriana (AMORIM e SANTOS, 2003). O 6leo essencial da Lippia gracilis, Schauer
demonstrou efeito cicatrizante no modelo experimental de feridas cutaneas em ratos
(BULHOES, 2018).

Considerando-se que 0s processos de cicatrizacdo, representam nos dias de hoje,
dificuldades para alguns pacientes, em decorréncia das caracteristicas da resposta
organica, reacfes de sensibilidade e aspectos da lesdo. Para este trabalho, levantou-se a
hipétese de que a associacdo dos principios ativos dos 6leos essenciais de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira) e Lippia gracilis Schauer (alecrim), favoreceria o processo
de cicatrizacdo com melhor tempo de resposta, estabilidade, menor didmetro da cicatriz e

COm menor custo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1SISTEMA TEGUMENTAR

O sistema tegumentar é constituido pela pele e seus anexos: pelos, unhas,
glandulas sebaceas, sudoriparas e mamarias (HAM e CORMACK, 1983; ROSS e
PAWLINA, 2012).

A pele apresenta diferencas segundo a sua localizacdo. A palma das méos e a
planta dos pés, que sofrem um atrito maior, possuem uma epiderme constituida por varias
camadas celulares e por uma camada superficial de queratina bastante espessa. Esse
tipo de pele foi denominado pele grossa (ou espessa). Ndo possui pelos e glandulas
sebaceas, mas as glandulas sudoriparas sdo abundantes. A pele do restante do corpo
tem uma epiderme com poucas camadas celulares e uma camada de queratina delgada e
foi designada pele fina (ou delgada). A epiderme da pele grossa mede 0,8 a 1,4 mm,
enquanto a da pele fina, 0,07 a 0,12 mm (GARTNER e HIATT, 2007; ROSS e PAWLINA,
2012).

O plano basico do tegumento dos vertebrados (Figura 1) € formado por uma
camada epitelial estratificada e queratinizada, externa a epiderme, derivada do ectoderma
e uma camada maior, a derme, de origem mesodérmica. Ha ainda a hipoderme (ou fascia
subcutanea), de tecido conjuntivo frouxo e adiposo, (HICKMAN; ROBERTS; LARSON,
2004). A epiderme é constituida por células epiteliais chamadas de queratindcitos que séo
produzidas na camada basal e se distribuem em vérias camadas e a derme é responsavel
pela resisténcia e elasticidade da pele, subdivide-se em: derme papilar, adjacente ao
epitélio e constituida por tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e derme
reticular, mais profunda, constituida por tecido conjuntivo denso irregular, rico em fibras
colagenas, fibroblastos e fibras elasticas, com poucos vasos sanguineos. Sabe-se que a
epiderme da pele € avascular, com isso, a Unica forma de nutricdo é feita por difusédo
através dos leitos capilares da derme (ROSS e PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA,
CARNEIRO e ABRAHAMSOHN, 2017).
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Figura 1 - llustracéo da estrutura do tegumento.
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Artéria

Fonte: Enciclopédia Britanica®© (2010).

Na camada basal da epiderme, ocorre uma constante renovacdo celular, com
intensa atividade mitotica. Essas células sofrem diferenciacdo, sendo empurradas para a
camada espinhosa e lucida até chegarem a camada cOrnea. Tais células formam de
guatro a seis camadas sobrepostas de queratindcitos, conferindo uma resisténcia
mecanica a epiderme. Na camada granular, sdo sintetizadas substancias que asseguram
a coesado ao estrato corneo. A camada cérnea € a mais externa, constituida por células
anucleadas e achatadas chamadas de cornedcitos (GARTNER e HIATT, 2007).

O sistema tegumentar recobre o corpo, protegendo-o contra o atrito, a perda de
agua, a invasao de micro-organismos e a radiacao ultravioleta. Tem papel na percepcao
sensorial (tato, calor, pressdo e dor), na sintese de vitamina D, na termorregulacéo, na
excrecdo de ions e na secrecao de lipidios protetores e de leite (OVALLE e NAHIRNEY,
2008; LOWE e ANDERSON, 2015; JUNQUEIRA, CARNEIRO e ABRAHAMSOHN, 2017).

2.2 PROCESSO CICATRICIAL DA PELE

As dermatopatias assumem papel importante na rotina da clinica médica e médica
veterinaria e estdo inseridas entre as principais patologias que acometem 0s animais
domésticos (ARAUJO, 2010). O tecido epitelial que constitui a pele apresenta uma grande
coesdo entre suas células, mas € sensivel a solugdo de continuidade, que pode ocorrer

devido a algum tipo de acidente tais como: mordeduras de animais, cortes produzidos por
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objetos, intervencdes cirdrgicas, queimaduras, ou ainda aqueles provocados por
enfermidades como alergias (picada de pulgas) e endocrinopatias (hipotireoidismo),
expondo o tecido conjuntivo subjacente (NITZ et al., 2006).

Em condi¢cdes normais, o processo cicatricial segue um padrdo, podendo ser
dividido em trés fases especificas: a fase exsudativa ou inflamatoria, a de fibroplasia ou
proliferativa e a de maturacdo (DE NARDI et al., 2004). Apesar das fases de reparacao
serem descritas de forma sequencial, na realidade os eventos consistem de interacfes
complexas, superpostas, dindmicas e integradas, mas sem delimitagdo precisa, visando o
restabelecimento das estruturas lesadas (CANDIDO, 2001).

Na fase exsudativa, predominam eventos relacionados com a coagulacéo
sanguinea, a chamada fase trombocitica e o processo inflamatorio (Figura 2). Esta fase &
caracterizada pela vasoconstriccdo seguida de vasodilatacio com aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento de plasma com eritrocitos e movimentacao
leucocitaria. Ocorre agregacdo plaquetaria e ativacdo dos sistemas de coagulacdo. As
plaquetas sdo importantes por serem as primeiras células a produzirem citocinas
essenciais a modulacdo da maioria dos eventos cicatriciais subsequentes. Além da
hemostasia, nessa etapa ainda se constatam os eventos inflamatérios, predominando a
fagocitose pelas células granulociticas, polimorfonucleares e mononucleares,
caracterizando assim as fases granulocitica e macrofagica, respectivamente. Os
macrofagos, além da fagocitose também iniciam a reparagéo pela secrecao de proteases,
citocinas e substancias vasoativas que dao continuidade as fases cicatriciais
subsequentes (RODRIGUES et al., 2001; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

Os principais componentes celulares de uma ferida sdo os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e os macrofagos derivados de mondcitos, 0os quais aparecem
proporcionalmente a sua quantidade presente na circulacdo. Inicialmente, o tipo de célula
predominante, o neutréfilo, tem vida breve e atua principalmente com funcao fagocitica
(OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Os macrofagos apresentam capacidade fagocitica, além de atuarem como células
apresentadoras de antigenos e fonte de fatores de crescimento e mediadores bioquimicos
que ditam e sustentam o processo de cicatrizacdo (MANDELBAUM et al., 2003). E
predominante do terceiro ao quinto dia apods a lesdo, fagocita bactérias, debrida corpos
estranhos e ativa o desenvolvimento de tecido de granulacdo. Também sintetiza e libera
proteases, fazendo a remocéo de colageno desvitalizado e coagulos de fibrina da ferida,
expressando varios fatores mitogénicos e citocinas (OLIVEIRA e DIAS, 2012).
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De acordo com Mandelbaum et al. (2003), o papel dos linfécitos na cicatrizacdo
nao estad bem definido e permanece controverso. Porém, sabe-se que, com suas
linfocinas, tem importante influéncia sobre os macrofagos. Entre seis a sete dias apés a
injuria, a quantidade de linfocitos que aparece na ferida € menor que na circulagéo. Eles
secretam linfocinas importantes, como o fator de inibicdo da migragéo (MIF), interleucina-
2, fator de ativacdo de macréfago (MAF) e fatores quimiotaticos, além de aumentar o
estagio inicial da cicatrizagcéao atraves da estimulacdo de macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos. Entretanto, pesquisas sugerem que os linfécitos tendem a aparecer
tardiamente na reparacao cicatricial caso esta regulacdo ndo esteja presente (OLIVEIRA
e DIAS, 2012).

A fase proliferativa € caracterizada pelos processos de granulacdo, contracédo e
epitelizacdo. A granulacéo € a formacdo de um tecido composto de capilares, colageno e
proteoglicanos. Nesta fase, a formacdo capilar resulta da liberagdo de fatores
angiogénicos secretados pelos macrofagos que estimulam a proliferacdo de células
endoteliais dos vasos sanguineos. A producdo de colageno ocorre pelos fibroblastos.
Aliada a granulacédo, manifesta-se a reepitelizacdo com migracédo e divisdo mitética das
células basais nas bordas da ferida (DE NARDI et al., 2004). Este movimento celular é
bastante rapido nos ferimentos cirdrgicos, cujas margens das feridas foram
adequadamente coaptadas por sutura. Nas feridas abertas a epitelizacdo deve contar
com 0 mecanismo acessoério que é a contracdo (MODOLIN e BELILACQUA, 1985;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

No processo de cicatrizacdo o ultimo evento da etapa é a contracdo, pelo qual
ocorre o fechamento espontaneo das feridas cutaneas, pela acdo especializada dos
miofibroblastos (BOSQUEIRO et al., 1999; CANDIDO, 2001; RODRIGUES et al., 2001).
Esta fase é ativa durante 12 dias, segundo Candido (2001) e Rodrigues et al. (2001). A
fase de maturacdo ou de remodelacdo permanece por meses ou anos (CANDIDO, 2001;
RODRIGUES et al., 2001) e, nesta, as células inflamatérias agudas e crdnicas diminuem
gradualmente e cessam a angiogénese e a fibroplasia. E também nesse periodo que se
constata o equilibrio entre a sintese e a degradacdo de colageno, sendo que esta
remodelacdo € responsavel pelo aumento da forca tensil do tecido cicatricial
(BOSQUEIRO et al., 1999; CANDIDO, 2001; RODRIGUES et al., 2001).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de produgéo,
digestédo e orientacéo das fibrilas de colageno. A deposicao de colageno é feita a principio
de maneira aleatoria tendo como orientacéo a organizacdo da fibronectina e dependente

da natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras sao
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subsequentemente digeridas pela colagenase, ressintetizadas, rearranjadas de acordo
com a organizacao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por
ligacbes covalentes. Essas ligacdes sdo formadas entre moléculas de tropocolageno no
ambito da fibrila e entre as proprias fibrilas. Repeticdes sucessivas da lise, ressintese,
redirecionamento e religagdo formam fibras maiores de coldgeno e resultam numa
configuracdo mais regular da cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia devido a
organizacdo das fibras acompanharem as forgcas mecanicas a que o tecido esta sujeito
durante a atividade normal (CLARK, 1985).

A fase de maturagéo envolve a deposicao de MEC, o remodelamento do tecido e a
contracao da ferida. Simultaneamente a epitelizacédo, as fibrilas colagenas tornam-se mais
abundantes e comecam a formar pontes na incisédo. Inicialmente, € formada uma matriz
provisoéria contendo fibrina, fibronectina plasmatica e colageno tipo Ill, que é substituida
por uma matriz composta principalmente de colageno tipo |. Esse processo se da sob o
estimulo do TGF-B, que é o agente fibrogénico mais importante e é produzido pela maioria
das células do tecido de granulacdo, provocando a migracdo e a proliferacdo de
fibroblastos, aumentando a sintese de colageno e fibronectina e diminuindo a degradacao
da matriz pelas metaloproteinases. Os colagenos fibrilares principalmente colageno tipo I,
formam a principal por¢éo do tecido conjuntivo nos locais de reparo e sdo essenciais para
o desenvolvimento da forca ténsil nas feridas em cicatrizacdo. A remodelacdo é um
equilibrio entre a expressao de MMP e TIMP, sobre o qual a MEC exerce papel-chave
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010; WILLIAMS e MOORES, 2013).
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Figura 2 - Desenho esquematico da maturacao da cicatriz, na qual ocorre a remodelacéo do tecido
conjuntivo.

Crosta da ferida degradada.
deixando uma depressio.
 Cicatriz contraida

Colageno

“ATO
S

Fonte: Fahie e Shettko (2007).

Ao final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sofrem
regeneracao limitada e a coloracao da cicatriz permanece palida, pois a regeneracdo dos
melandcitos é deficiente (JOHNSTON, 1990).

2.3 FITOTERAPICOS

O uso de plantas medicinais pode ser entendido como uma pratica que atravessa
milénios, estando historicamente presente na sabedoria do senso comum, articulando
cultura e saude, uma vez que estes aspectos nao ocorrem isoladamente, mas inseridos
em um contexto historico determinado (ALVIM et al., 2006).

Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as bases para
tratamento de diversas doencas, quer de forma tradicional, devido ao conhecimento das
propriedades de determinada planta, que é passado de geragdo a geracdo, quer pela
utilizacdo de espécies vegetais, como fonte de moléculas ativas (CARVALHO e
SILVEIRA, 2010).

A aplicacédo de fitoterpicos na cicatrizacdo de lesdes cutaneas, assim como de
outros 6rgdos e tecidos, tem sido amplamente avaliada em estudos experimentais

(CECHINEL e YUNES, 1998). Assim, atualmente, existem diversos recursos disponiveis
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para auxiliar no processo de cicatrizacado e sua aplicacdo na realizagdo de curativos e
técnicas para o tratamento de feridas (MANDELBAUM et al., 2003). Na medicina verifica -
se grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacologicos de plantas
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas. Com o
desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0S quimicos organicos tém
conseguido descobrir rapidamente estruturas complexas de constituintes naturais, até
outrora dificeis de serem elucidadas (CECHINEL e YUNES,1998).

Nos ultimos anos, o Ministério da Saude Brasileiro busca estimular a insercdo das
praticas complementares de cuidado no sistema oficial de saude. Como a implementagéo
da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a) e a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006b) e
gue visam estimular o acesso as praticas complementares e as plantas medicinais para o
cuidado em saude. Outra importante publicacdo € a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS), contendo 71 plantas
medicinais que devem ser objeto de pesquisa e implementacédo dos setores e servigos de
saude publicos brasileiros (BRASIL, 2009). Ja a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 10, do ano de 2010, lista 66 plantas medicinais com comprovadas ac¢des na saude
humana; dentre estas, varias espécies sdo indicadas para o processo de cicatriza¢do, o
gue implica em grande avanco da saude publica brasileira que comeca a valorizar a
utilizacdo de novas terapias baseadas nas plantas medicinais, pratica tdo difundida ao
redor do mundo e das geracdes (PIRIZ; LIMA; JARDIM, 2014).

2.4 Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius Raddi pertencente a familia Anacardiaceae, € didica,
conhecida popularmente como aroeira vermelha, aroeira pimenteira e pimenta do Brasil,
seu fruto é conhecido como pimenta rosa por ser utilizado como tempero. Apresenta um
sabor parecido com a da pimenta do reino, um pouco mais suave. Arvore de médio porte,
5 a 10 metros de altura (Figura 3A). Folhas compostas imparinadas, possuem flores
brancas, muito pequenas e fruto redondo, vermelho, em cachos (Figura 3B). Uma Unica
semente envolta em pelicula atrativa por passaros. Muito usada em paisagismo urbano
pela beleza. Adaptavel a varios tipos de solo e clima. No Brasil € encontrada desde
Pernambuco até o Rio Grande do Sul (CARVALHO, 1994).
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A aroeira tem sido alvo de pesquisas envolvendo o uso de extratos de cascas,
folhas e frutos, e do 6leo essencial no auxilio a processos cicatriciais (BRANCO-NETO et
al., 2006; RIBAS et al., 2006; ESTEVAO et al., 2013b; 2013c; 2015), como agente
antibacteriano e antifungico (SIDDIQUI et al., 1995; 1996). Existem relatos na literatura
das diversas atividades biologicas do Oleo essencial da aroeira, incluindo atividade
antimicrobiana frente as bactérias Enterococcus feacium, Streptococcus agalactiae
(ENNIGROU et al.,, 2018), Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus (SALEM et al., 2018) e antifingica frente aos
patogenos Colletothrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae in vitro e Candida
spp. (SILVA et al.,, 2013; SANTOS et al., 2014). Atividade cicatrizante no modelo
experimental com feridas cutaneas em ratos, nas concentracoes de 5% e 10% em
pomada (ESTEVAO et al. 2013b; 2013c; ESTEVAO et al. 2015) e atividade anti-
inflamatéria no modelo experimental com feridas cutdneas em camundongos, na
concentracdo de 10% em pomada (ESTEVAO et al., 2017).

Barbosa et al. (2007) analisaram os Oleos volateis dos frutos e das folhas de
Schinus terebinthifolius Raddi por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM), coletados na cidade de Vigcosa-MG, entre 0 més de outubro de 2004 e
Setembro de 2005. Entre as amostras de Oleos presentes nas folhas frescas, folhas
frescas em floracdo e nos frutos verdes, observaram a predominancia dos mesmos
constituintes quimicos, destacando-se 0s compostos B-pineno (10,21%),a-terpineol
(5,35%), pB-elemeno (5,92%), (E)-cariofileno (13,61%), germacreno-D (37,55%),
biciclogermacreno (20,82%), Epi-a-murolol (9,89%), &-cadineno (15,48%) e a-cadinol
(20,60%). Santos et al. (2014), encontraram o &-3-careno (81,79%) como constituinte
majoritario no 6leo essencial das folhas frescas, coletadas na “Cidade Universitaria José
Aluisio de Campos”, localizada no municipio de Sao Cristévao-SE. Estevéao et al. (2017),
encontraram no 6leo essencial obtido a partir das folhas frescas, coletadas no més de
setembro de 2010, na cidade de Recife-PE, os determinados componentes majoritarios:
p-cimen-7-ol (22,5%), 9-epi-(E)-cariofileno (10,1%), carvona (7,5%) e verbenona (7,4%).
Os estudos de Lucio et al. (2017), demonstraram que o 0Oleo essencial obtido a partir das
folnas secas de Schinus terebinthifolius, coletadas no municipio de Agudos-SP, é
composto majoritariamente por terpenos como: limoneno (61.9%), delta-3-careno (22 %),

a-pineno (2.5 %) e mirceno (2.1 %).



27

Figura 3 - A: Arvore da aroeira. B: Imagem aproximada do galho da aroeira com folhas e frutos em cachos.

Fonte: Arquivo pessoal

2.5 Lippia gracilis Schauer

O género Lippia, € o segundo maior da familia Verbenaceae, foi descrito
primeiramente por Linnaeu no ano de 1753 (BRANDAO, 2003) e é constituida por
aproximadamente 100 géneros e 2.600 espécies (CRONQUIST, 1981). No Brasil com 111
espeécies, que se destacam por seu aspecto chamativo no periodo da floragédo e por seu
aroma forte e geralmente agradavel (TERBLANCHE e KORNELIUS, 1996; PASCUAL,
2001; GOMES, 2009) (Figura 4).

Lippia gracilis Schauer é conhecida popularmente como alecrim da chapada ou
alecrim do serrote, € uma planta aromatica endémica do Nordeste brasileiro, prépria da
vegetacdo semiarida. E encontrada predominantemente nos estados da Bahia, Sergipe e
Piaui (LORENZI e MATOS, 2002) e usada na medicina popular para tratamento de
resfriado, gripes, bronquites e tosse. A espécie apresenta propriedades medicinais
destacando-se por apresentar altos teores de monoterpenos. Os compostos quimicos
presentes no Oleo essencial, principalmente os monoterpenos carvacrol e timol, tem
apresentado forte agdo contra bactérias e fungos (ALBUQUEQUE et al., 2006; GOMES et
al., 2011). O ¢6leo essencial das folhas de Lippia gracilis Schauer apresenta atividade
antimicrobiana frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Escherichia coli, Salmonella sp. in vitro e Pseudomonas
aeruginosa (DANTAS et al.,, 2010; CARVALHO NILO BITU et al.,, 2014; CARDOSO
JUNIOR, 2017) e efeito fungicida frente aos fungos Xanthomonas campestris pv. viticola
(SANTOS et al.,, 2014), Colletotrichum acutatum in vitro (CRUZ et al., 2017) e
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Macrophomina phaseolina (UGULINO et al., 2018). O 6leo essencial de Lippia gracilis
Schauer geralmente € extraido das folhas e flores, possuem atividade anti-inflamatoria
(GUILHON et al.,, 2011), antimicrobiana (ALBUQUERQUE et al., 2006; NETO et al.,
2010), inseticida (SILVA et al., 2008), efeito analgésico (MENDES et al., 2010) e
cicatrizante (BULHOES, 2018).

Santiago et al. (2016) ao utilizar o 6leo essencial de Lippia gracilis (alecrim da
chapada) a 0,05% em pomada, no modelo experimental de feridas cutaneas em ratos,
apresentou o mesmo periodo de cicatrizacdo que as feridas do grupo controle positivo
(tratadas com dexametasona). Porém, a pomada a base de 6leo de Lippia mostrou uma
cicatrizacdo melhor em termos de auséncia de edema, vermelhiddo e prurido. Além
desses beneficios possui a vantagem de ser um produto natural.

Testes fitoquimicos realizados para determinar a composi¢do quimica do 6leo
essencial de Lippia gracilis Schauer, identificaram os componentes quimicos encontrados
com maior frequéncia em sua estrutura e sdo responsaveis por diversas atividades
biolégicas, séo eles: timol, carvacrol, y-terpineno, p-cimeno e B-cariofileno (NEVES et al.,
2008; SANTOS et al., 2014; COSTA-JUNIOR et al., 2016; MENEZES, 2016; CRUZ et al.,
2017). De acordo com Coringa e Viana (2015), no més de outubro e a partir do més de
abril, é a época mais indicada para coleta de Oleo, por se tratar da estacdo mais

produtiva.

Figura 4 - A: Arbusto de alecrim da chapada. B: Imagem aproximada do galho de alecrim da chapada com

folhas e flores.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A atividade inerente de um 06leo pode ser esperada relacionando a configuragédo
guimica dos componentes, as propor¢cdes em que estao presentes e as interacdes entre
eles. Um efeito aditivo € observado quando o efeito combinado € igual & soma dos efeitos
individuais. O antagonismo € observado quando o efeito de um ou ambos componentes é
menor quando sao aplicadas em conjunto do que quando aplicadas individualmente. O
sinergismo € observado quando o efeito das substancias combinadas é maior do que a
soma dos efeitos individuais (BURT, 2004). A amplitude dos efeitos dos constituintes
guimicos € apenas dependente da sua concentragdo, quando foram testados sozinhos ou
incluidos nos o6leos essenciais. Contudo, é possivel que a atividade dos componentes

principais seja modulada por outras moléculas principais (BAKKALI et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar morfologicamente e morfometricamente as feridas cutaneas em ratos
Wistar, tratadas com pomada composta por alecrim da chapada (Lippia gracilis Schauer)

e aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi).

3.2 ESPECIFICOS

» Extrair o 6leo essencial das folhas de alecrim da chapada (Lippia gracilis Schauer)
e da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), calculando o rendimento nos
processos de extragao;

» Realizar testes fitoquimicos com as amostras de 0leos essenciais obtidas, para
determinar compostos bioativos;

» Determinar o perfil temporal de fechamento das feridas cutaneas em ratos tratados
com a pomada, pelo monitoramento da variacdo temporal da area lesada e célculo
de contracao da ferida;

» Avaliar macroscopicamente as feridas quanto a hiperemia, secre¢éo, crosta, tecido
de granulacdo e reepitelizacdo durante a cinética de cicatrizacdo nos periodos
determinados;

» Avaliar morfologicamente a intensidade da inflamacao, formacéo de crosta, tecido
granulomatoso, angiogénese e epitelizacdo durante a cinética da cicatrizacdo nos
periodos determinados;

> Avaliar morfometricamente os processos inflamatério, regenerativo e cicatricial
nas feridas cutaneas de ratos tratadas com a formulagdo da pomada, pela

quantificacdo de vasos neoformados e a densidade de fibras colagenas.
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Avaliacao do uso topico dos dleos essenciais de Lippia gracilis Schauer (alecrim da
chapada) e Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) na cicatrizacdo de feridas cutaneas
em ratos!

Erica B. de A. Soares?, Ligia R. de M. Estevio3 e Joaquim Evéncio-Neto*

ABSTRACT.- Soares E.B.A,, Estevao L.R.M. & Evéncio-Neto J. 2019. [Evaluation of the topical
use of the essential oil of Lippia gracilis Schauer (rosemary of the chapada) and Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira) in wound healing in rats.] Avaliacao do uso tépico do 6leo
essencial de Lippia gracilis Schauer (alecrim da chapada) e Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira) na cicatrizacdo de feridas em ratos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Laboratério de Histologia, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE
52171-900, Brazil. E-mail: joaguim.evenciont@ufrpe.br.

The objective of this work was to evaluate the topical use of the essential oils of Lippia
gracilis Schauer and Schinus terebinthifolius Raddi 5% in ointment in the healing of cutaneous
wounds in rats. Wistar rats (n=40) were divided into two groups: Control Group (GC), wounds
treated only with the Lanette base (cetostearyl alcohol and cetyl stearyl sulfate sodium) and
Treated Group (GT), wounds treated with essential oils Lippia gracilis Schauer and Schinus
terebinthifolius Raddi 5% incorporated into the Lanette base, administered topically once
daily for 3, 7, 14 and 21 postoperative days (PO). The lesions were analyzed macroscopically,
evaluated for the degree of contraction, morphologically and morphometrically by the
quantification of blood vessels and determination of the density of collagen fibers. The results
showed that L. gracilis Schauer oil has a high amount of Thymol (15.37%) and Carvacrol
(51.15%) and S. terebinthifolius Raddi oil presented p-vinyl-Guaiacol (7.70%), as its major
constituent. In the macroscopic evaluation, some animals of the GC had exudates of light
yellow staining, fibrous leukocyte layer heterogeneity and mild hyperemia, while GT
presented crust formation and absence of exudate. There was no statistical difference in the
contraction of wounds between GT and GC. In the morphological evaluation at 21 days PO,
total re-epithelization and the presence of mature granulation tissue with lower cellularity
were observed, with no differences between the experimental groups. In the morphometric
evaluation, there was no statistical difference in the quantification of blood vessels and in the
determination of the density of collagen fibers between GT and GC. It was concluded that the
ointment composed of essential oils from the leaves of Schinus terebinthifolius Raddi and
Lippia gracilis Schauer at 5% in the treatment of cutaneous wounds in rats did not favor the
cicatricial process.

INDEXING TERMS: Cutaneous wounds, Lippia gracilis, Schinus terebinthifolius, essential oil,
rats.
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RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso tdpico dos dleos essenciais de Lippia
gracilis Schauer a 5/% e Schinus terebinthifolius Raddi a 5% em pomada na cicatrizacao de
feridas cutdneas em ratos. Ratos Wistar (n=40) foram distribuidos em dois grupos: Grupo
Controle (GC), feridas tratadas apenas com a base Lanette (4lcool cetoestearilico e cetil
estearil sulfato de sédio) e Grupo Tratado (GT), feridas tratadas com oOleos essenciais de
Lippia gracilis Schauer e Schinus terebinthifolius Raddi a 5% incorporados a base Lanette,
administrados topicamente uma vez ao dia e avaliados nos dias 3, 7, 14 e 21, p6s-operatério.
As lesdes foram analisadas macroscopicamente, avaliadas quanto ao grau de contracgao,
morfologicamente e morfometricamente pela quantificacdo de vasos sanguineos e a
determina¢do da densidade de fibras coldgenas. Os resultados revelaram que o 6leo de L.
gracilis Schauer possui elevada quantidade de Timol (15,37%) e Carvacrol (51,15%) e o dleo
de S. terebinthifolius Raddi apresentou p-vinil-Guaiacol (7,70%) como seu constituinte
majoritario. Na avaliacdo macroscdpica, alguns animais do GC apresentaram exsudato de
coloracdo amarelo claro, camada fibrino leucocitaria heterogenia e discreta hiperemia,
enquanto o GT apresentou formacao de crosta e auséncia de exsudato. Nao houve diferenca
estatistica na contragdo das feridas entre o GT e GC. Na avaliagdo morfoldgica aos 21 dias PO,
verificou-se reepitelizacdo total e a presenca de tecido de granulacio maduro com menor
celularidade, sem diferencas entre os grupos experimentais. Na avaliacdo morfométrica, nao
houve diferenga estatistica na quantificagdo de vasos sanguineos e na determinacdao da
densidade de fibras coldgenas entre GT e GC. Conclui-se que a pomada composta por dleos
essenciais das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi e Lippia gracilis Schauer a 5% no
tratamento de feridas cutaneas em ratos ndo favoreceu o processo cicatricial.

TERMOS DE INDEXACAO: Feridas cutineas, Lippia gracilis, Schinus terebinthifolius, 6leo
essencial, ratos.

INTRODUCAO

Os processos de cicatrizagdo e reparo tecidual ocorrem apdés um trauma ou devido a
uma doenca. As feridas e sua reestruturacdo constituem um mecanismo complexo que
envolve varios fatores com o objetivo de restaurar o tecido (Clark 1985, Mendonca et al.
2009). Embora o reparo tecidual seja um processo sistémico, é necessario proporcionar
condi¢des locais para viabilizar o processo fisioldgico, através de terapia tépica adequada
(Dealey 1996).

No tratamento de feridas tem-se intensificado a pesquisa em busca de produtos
naturais para auxiliar a cicatrizagdo, destacando-se os Oleos de copaiba (Copaifera
langsdorffii) por Estevdo et al. (2009, 2013a), aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) por
Estevao et al. (2013b, 2013c, 2015 e 2017), alecrim da chapada (Lippia gracilis Schauer) por
Bulhdes (2018) e o extrato hidroalcodlico de ameixa-do-mato (Ximenia americana) por Neto-
Junior et al. (2017).

Lippia gracilis Schauer (L. gracilis) pertence a familia Verbenaceae, popularmente
conhecida como alecrim da chapada, nativa do Nordeste brasileiro, caatinga (Ragagnin 2013),
rica em 6leo essencial o qual apresenta timol e carvacrol como seus constituintes majoritarios
(Santos et al. 2014, Martins 2017). Apresenta atividade antimicrobiana (Santos et al. 201443,
Fernandes et al. 2015, Cardoso-Junior, 2017, Ugulino et al. 2018), citotéxica (Ferraz et al.
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2013), antinociceptiva, anti-inflamatoria e cicatrizante (Guilhon et al. 2011, Guimaraes et al.
2012, Bulhoes 2018).

A Schinus terebinthifolius Raddi (S. terebinthifolius) pertencente a familia
Anacardiaceae, denominada pela comunidade como aroeira vermelha, aroeira pimenteira e
pimenta do Brasil, tem seu fruto conhecido como pimenta rosa por ser utilizado como
tempero. Tem sido alvo de pesquisas envolvendo o uso de extrato das cascas, folhas e frutos e,
seu 0Oleo essencial é utilizado para auxiliar nos processos cicatriciais (Branco-Neto et al. 2006,
Ribas et al. 2006, Estevao et al. 2013b, 2015), como agente antibacteriano (Ennigrou et al.
2018, Salem et al. 2018), antifungico (Silva et al. 2013, Santos et al. 2014b) e anti-inflamatério
(Estevao et al. 2017).

Considerando-se a importancia de realizar buscas que reafirmem os beneficios e
comprovagOes da eficacia de plantas medicinais que vém sendo utilizadas no processo de
cicatrizacdo de feridas e a identificacdo de suas atividades bioldgicas, bem como, o Brasil
possui uma das maiores diversidades vegetais do mundo e com inumeras experiéncias
vinculadas ao conhecimento popular das plantas medicinais, é preciso correlacionar o
conhecimento popular com a comprovacao cientifica.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso topico dos 6leos essenciais de
Lippia gracilis Schauer e Schinus terebinthifolius Raddi a 5% em pomada na cicatrizagdo de
feridas cutdneas em ratos, pela avaliacdo macroscépica, indice de contracdo das feridas,
avaliagcdo morfologica e morfométrica pela quantificacdo de vasos sanguineos e determinacao
da densidade de fibras colagenas.

MATERIAL E METODOS

Material botanico. Os espécimes vegetais empregados neste trabalho foram coletados
e devidamente processados para producdo de exsicata, sendo submetidos em seguida ao
Herbario Vasconcelos Sobrinho da PEUFR, da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), para correta identificagdo e dep6sito em um arquivo de referéncia. As plantas foram
identificadas como Lippia gracilis Schauer (L. gracilis Schauer) com n® de registro 53.610
(alecrim da chapada) e a Schinus terebinthifolius Raddi (S. terebinthifolius Raddi) com n? de
registro 53.677 (aroeira).

Extracdo dos 6leos essenciais. Para a obtencao dos 6leos essenciais foram utilizadas
folhas frescas das espécies de L. gracilis Schauer e S. Terebinthifolius Raddi, coletadas no
periodo da manha, no campus Dois Irmaos da UFRPE. Alecrim da chapada foi coletada no més
de janeiro de 2018, préoximo ao Laboratério de Produtos Naturais Bioativos (LPNBio) do
Departamento de Quimica (DQ) e a aroeira foi coletada no més de marc¢o de 2018, préximo ao
Restaurante Universitario.

O processo de extracdo dos Oleos essenciais foi realizado através da técnica de
hidrodestilacdo, utilizando o aparelho tipo Clevenger modificado. Ap6s a coleta, as folhas
foram levadas imediatamente ao DCM da UFRPE, onde foram pesadas (100 g), lavadas,
trituradas separadamente com agua destilada e cada espécie vegetal foi colocada em um baldo
com capacidade de 5 litros. O baldo foi acoplado ao aparelho Clevenger e a extracdo foi
realizada por um periodo de duas horas. Apos este periodo, uma aliquota do 6leo essencial foi
recolhida e, devido a diferenca de densidade, os dleos foram separados da 4gua e “secos” com
sulfato de sdédio anidro. Entdo, os rendimentos foram calculados com base na massa do
material vegetal fresco, sendo os experimentos realizados em triplicata. Os 6leos essenciais
foram armazenados separadamente em recipientes de vidro, posteriormente fechados
hermeticamente e mantidos a baixa temperatura (* 5 °C) até a fase das analises quimicas.
Posteriormente foram disponibilizados para os bioensaios.

Reagentes quimicos. Todos os reagentes tais como monoterpenos (a-pineno, f3-
pineno, limoneno, silvestreno, y-terpineno, geranial, timol e carvacrol) e sesquiterpenos (f-
cariofileno, a-humuleno, aromadendreno, biciclogermacreno e oOxido de -cariofileno),
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utilizados na identificacdo dos componentes volateis foram adquiridos em grau analitico, da
Sigma-Aldrich® - Brasil.

Analises por Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM). As analises quantitativas dos 6leos essenciais por CG
foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) utilizando um aparelho PerkinElmer Clarus®
500 CG equipado com um detector de ionizacdo (FID) e uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 ndo polar (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm). A temperatura do forno foi programada para 60
até 240 °C a 3 °C min'l. As temperaturas do injetor e do detector foram de 260 °C. O
hidrogénio foi utilizado como gas de arraste, com um fluxo de 1 L min-1 e 30 p.s.i. de pressdo
de entrada no modo de divisdo (1:30). O volume de injecdo foi de 0,5 ml de solugdo diluida
(1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir de areas
de pico CG na ordem de elui¢cao da coluna DB-5 e expressa como uma percentagem relativa da
area total dos cromatogramas. As analises foram realizadas em triplicatas.

A andlise qualitativa dos 6leos essenciais por CG/EM foi realizada utilizando o sistema
PerkinElmer Clarus® 580 com detector seletivo de massa, sendo o espectrometro de massas
ajustado para 70 Ev por IE com velocidade de leitura de 0,5 scans! e fragmentos de 40 a 550
D, equipado com o mesmo programa de coluna e temperatura como utilizado no experimento
com CG, com os seguintes parametros: gas de arraste = hélio; fluxo = 1 ml min-1; modo de
divisao (1:30); volume injetado = 1 pl de solugdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

Identificacao de componentes. A identificacio dos componentes foi baseada nos
indices de reten¢do de CG com referéncia a uma série homologa de n-alcanos Cs-Cso calculada
usando a equagdao de Van de Dool e Kratz (1963) e por computador comparando com a
biblioteca de espectrometria de massa do sistema de dados CG/EM (NIST versao 14 e WILEY
versao 11) e co-injecdo com padrdes auténticos, bem como outros espectros de massa
publicados (Adams 2007). Os percentuais de drea foram obtidos eletronicamente a partir da
resposta CG-FID sem o uso de um padrao interno ou fatores de correcao.

Preparacdo das formulag¢des. A pomada teste e a preparacao de controle foram
dimensionadas sobre uma base de Lanette (alcool cetoestearilico e cetil estearil sulfato de
sodio). A formulagdo teste foi constituida por 6leos essenciais das folhas de L. gracilis Schauer
e S. terebinthifolius Raddi na concentracao de 5% cada, incorporados a base Lanette, conforme
preconizado por Ferreira (2002) e a formulacdo controle foi constituida apenas pela base
Lanette.

FORMULACAO:

Oleo essencial de aroeira ------------=----------- 5 ml
Oleo essencial de alecrim da chapada -------- 5ml
Base Lanette (qsp) -----------------------=-------- 100 g

Animais e local. O experimento foi realizado no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram
utilizados 40 ratos Wistar albinos (Rattus norvergicus albinus), machos, com peso corporal
variando de 250 a 300 g, aproximadamente 90 dias de idade, provenientes do Biotério do
DMFA da UFRPE. Estes animais foram mantidos em caixas individuais, em ambiente com
temperatura de 23 a 25 °C, umidade relativa de 70%, ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
recebendo ragao e agua a vontade.

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo Tratado (GT) - receberam aplicacdo
topica diaria da pomada composta por 6leos essenciais das folhas de L. gracilis Schauer e S.
terebinthifolius Raddi na concentracao de 5% cada um, incorporados a base Lanette (n=20) e
Grupo Controle (GC) - receberam aplicacao topica didria da pomada contendo apenas a base
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Lanette (n=20). Foram formados subgrupos (G3, G7, G14 e G21) contendo cinco animais cada,
os quais foram avaliados aos 3, 7, 14 e 21 dias de p6s-operatoério (PO), respectivamente.

Procedimento cirurgico. Para a realizacdo da ferida cirtrgica os animais foram
imobilizados por cruzamento das patas anteriores e foi feita uma anestesia dissociativa
utilizando cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato de quetamina a 10%, administrados por via
intramuscular, nas doses de 10 mg/kg e 90 mg/kg, respectivamente. Em seguida os animais
foram posicionados em decubito ventral para realizacdo da antissepsia da regido com
clorexidina a 2% e submetidos a tricotomia das regides toracicas dorsolaterais direita e
esquerda. Com auxilio de um punch dermatoldgico descartavel com 8 mm de diametro
(KRUUSE®, Dinamarca) foram realizadas duas incisdes de pele e tela subcutanea no antimero
direito e esquerdo, com distancia minima de 2 cm, ficando exposta a fascia muscular adjacente
(Figuras 5 e 6). Logo apds o procedimento cirurgico, foi mensurada a area de cada falha
cutanea com auxilio do paquimetro digital milimetrado (King Tools) e recebeu o tratamento
de acordo com a metodologia estabelecida.

Avaliagao clinica dos animais e das feridas. As avaliagdes clinicas dos animais e das
feridas foram realizadas com 24 horas apo6s a cirurgia e diariamente, observando-se o estado
geral dos animais, tomando como base parametros fisioldgicos, tais como: fezes, urina,
inapeténcia e dor ao caminhar. A avaliacdo das feridas quanto a presenca de hiperemia,
edema, dor, secrecdo, prurido, crosta, contracgdo, tecido de granulacao e tecido cicatricial. No
dia 0 (dia da cirurgia) e nos dias 3, 7, 14 e 21 de pds-operatdrio todas as feridas foram
mensuradas com auxilio do paquimetro digital milimetrado (King Tools).

Avaliacao do fechamento das feridas. A mensuracao da area das feridas ao longo do
experimento foi feita com o auxilio do paquimetro digital milimetrado (King Tools), conforme
a Figura 7, para o acompanhamento da cinética de fechamento das mesmas, no qual foi
observado os diametros maior (R) e menor (r). A partir desses dados a area da ferida foi
calculada utilizando-se a seguinte equacdo matematica: A = R.r.m, onde A representa a area, R
€ o raio maior e r o raio menor. A fim de normalizar os dados, os resultados foram expressos
como porcentagem de fechamento relativo ao tamanho original da ferida (Estevao et al.
2015), utilizando-se a seguinte férmula:

100 x (Ao - Ai) = % média de contragdo + DP,

Ao

onde Ao é a area inicial da ferida (dia 0) e Ai é a area da ferida no 3¢, 72, 142 e 212 dia
de PO.

Avaliagoes histologicas (morfoldgica e morfométrica). As avaliacdes histoldgicas
foram realizadas no 32, 79, 142 e 212 dia de pés-tratamento. Foram coletados fragmentos de
pele através de incisdo eliptica, abrangendo a pele integra e todo o tecido em processo de
cicatrizagdo. Uma parte do material coletado foi imediatamente fixado em formol a 10%
tamponado com solugdo de fosfato de s6dio a 0,1 M e pH 7,2 permanecendo por 24 horas.
Apoés esses procedimentos, os fragmentos foram para o alcool etilico a 70%, posteriormente
desidratados em alcool etilico em concentragdes crescentes (80 a 100%), diafanizados pelo
xilol, impregnados pela parafina liquida em estufa regulada a temperatura de 59 °C e
emblocados em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo rotativo da LEICA®,
modelo M2125RT, do tipo Minot, ajustado para 4 micrometros (um). Os cortes obtidos foram
divididos e colocados em duas laminas de vidro que seguiram para estufa regulada a
temperatura de 37 °C, durante 24 h, para secagem. Em sequéncia, as laminas foram
submetidas a colora¢do por Hematoxilina-Eosina (HE) e suas réplicas por Tricrémico de
Gomori, para andlises morfolégica e morfométrica.

Para avaliacdo microscépica da evolucdo da cicatrizacao, o material foi fotografado e
analisado em Microscopio Trinocular LEICA® DM500 com camera ICC50 HD e as imagens
foram digitalizadas por computador através do Software LEICA® LAS EZ. Para a analise
morfologica, utilizou-se cortes histologicos corados por HE, imagens observadas na objetiva
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de x10. Na analise morfométrica, para cada ferida foram obtidas cinco imagens e observadas
em objetiva de 40x. A angiogénese foi avaliado pela quantificagdo de vasos sanguineos, em
cortes corados por HE, as imagens obtidas foram analisadas pelo software ImageLab versao
6.0. Para a determinacdo da densidade de fibras colagenas, em cortes corados por Tricromico
de Gomori, as imagens obtidas foram analisadas pelo software GIMP versao 2.10.

Delineamento e Analise Estatistica. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC) composto por dois tratamentos: GT - animais com feridas tratadas com
pomada composta por 6leos essenciais das folhas de L. gracilis Schauer e S. terebinthifolius
Raddi na concentragdo de 5% cada um, incorporados a base Lanette (n=20) e GC - animais
com feridas tratadas com pomada contendo apenas a base Lanette (n=20). Estes tratamentos
foram avaliados nos periodos pds-operatoérios de 3, 7, 14 e 21 dias. Foram utilizadas cinco
repeticdes para cada recurso farmacoldgico por periodo, sendo considerado cada animal uma
unidade experimental.

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 6.0 com os
dados obtidos das variaveis: contracdo das feridas, contagem de vasos sanguineos e
determinac¢do da densidade de fibras colagenas, nos dias 3, 7, 14 e 21 de PO. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, através do Two-way ANOVA complementada pelo teste de
Tukey, com significancia de 5% (p<0,05), conforme Guimaraes e Sarsfield (2007).

Aprovacio da Comissio de Etica. Este trabalho foi submetido a Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFRPE para andlise do projeto de pesquisa, licenca de n?
123/2016. Ao término do experimento os animais foram submetidos a eutandsia, preparados,
congelados e descartados segundo as diretrizes da pratica de eutanasia do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA 2013), previsto na pagina da CEUA da
UFRPE.

RESULTADOS
Rendimento e perfil quimico dos 6leos essenciais

O dleo essencial (OE) das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi (S. terebinthifolius
Raddi) foi obtido com 0,12 * 0,001% de rendimento. Foram identificados 68 compostos,
representando 97,26% do 6leo essencial. Os componentes identificados com maior percentual
de concentracao de acordo com seus indices de retencao (Adams 2007) foram: p-vinil-
Guaiacol (7,70%); a-Terpineol (5,62%); f-Cariofileno (5,03%) e a-logipineno (5,50%).

O OE das folhas de Lippia gracilis Schauer (L. gracilis Schauer) foi obtido com 0,45 *
0,03% de rendimento. Foram identificados 19 compostos, representando 98,14% do o6leo
essencial. Os componentes identificados com maior percentual de concentragdo de acordo
com seus indices de reten¢do (Adams 2007) foram: Carvacrol (51,15%), Timol (15,37%), p-
Cimeno (11,24%) e y-Terpineno (9,28%). Os indices de retencdo e percentual estdo
apresentados no Quadro 1. Adicionalmente, um cromatograma representativo do OE das
folhas de S. terebinthifolius Raddi e L. gracilis Schauer é mostrado nas Figuras 4 e 5.

Andlise macroscopica da ferida

Todos os animais analisados neste ensaio apresentaram comportamento normal para
alimentac¢ao, assim como, na producdo e excrecao de fezes e urina durante todo o periodo
experimental.

Em uma observacao macroscépica, verificou-se uma contracao progressiva do grupo 3
dias de pos-operatério (PO) ao grupo 21 dias PO (Figura 6). Com formacao de crosta mais
acentuada nos grupos iniciais: 3 e 7 dias PO e diminui¢do nos grupos 14 e 21 dias PO,
chegando ao desaparecimento da crosta no grupo 21 dias PO. No entanto, alguns animais do
grupo controle com 3 dias PO, apresentaram exsudato, camada fibrino leucocitaria
heterogenia, observagdes que ndo foram vistas no grupo tratado.
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Com 7 dias PO, o Grupo Controle apresentou uma discreta hiperemia e exsudato na
coloracdo amarelo claro e diminuicdo da camada fibrino leucocitaria, enquanto o Grupo
Tratado apresentou formacgao de crosta e auséncia de exsudato.

No 14¢ dia PO, o Grupo Controle ndo apresentava exsudato e o tecido de granulacao
estava visivel pela auséncia de crosta. Resultado semelhante foi observado no Grupo Tratado,
que possuia uma maior area de tecido de granulagdo com leve hiperemia. Aos 21 dias PO, foi
observada total cicatrizac¢do, tanto no grupo controle como no grupo tratado.

Contracdo das feridas

A contracao das feridas ocorreu em todos os grupos a partir do 32 dia de pos-
operatdrio, entretanto, percebeu-se que, apesar das diferencas macroscopicas aparentemente
na area da ferida nos dias 3 e 7 PO, ndo houve significincia estatistica entre os grupos
estudados conforme as Figuras 6 e 7.

Analise morfoldgica

Na analise histologica com microscopia de luz, nas laminas coradas pela Hematoxilina e
Eosina, nos animais do 3¢ dia PO foi verificado auséncia de reepitelizagdo, com uma leve
presenca de tecido de granulacao, acentuado processo de inflamacao, bastante celularidade e
presenca de crosta superficial, sem diferengas significativas entre os grupos controle (GC) e
tratado(GT) de acordo com a Figura 8.

Nos cortes histolégicos das feridas cutaneas dos animais do7%dia PO, observou-se
reepitelizacdo parcial com presenca de lingua epitelial em ambos os grupos; presenca de
crostas, pouco coladgeno, formacgao de capilares e presenca de tecido conjuntivo de granulagao
em toda ferida. Um intenso infiltrado por células inflamatérias foi observado nos animais do
grupo tratado e uma ligeira diminui¢do nos animais do grupo controle (Figura 9).

No grupo 142 dia PO, a epiderme com epitélio estratificado pavimentoso encontrava-se
mais proeminente, com presenca de queratiniza¢do, tanto no grupo controle como no grupo
tratado. A derme papilar bem diferenciada com tecido de granulacdo mais evidente no grupo
tratado e menor quantidade no grupo controle e uma leve evidencia de processo inflamatério
tanto nos grupos controle como no tratado (Figura 10).

Nos cortes histologicos dos animais de 212 dias PO, verificou-se reepitelizacao total,
com reconstituicao do epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, com presenca de
todas as camadas epidérmicas. Logo abaixo da epiderme, encontrou-se uma derme papilar,
na qual verificou-se a presenca de tecido de granulacdo maduro com menor celularidade.
Pode-se observar ainda, quantidade moderada de fibroblastos, fibras colagenas e vasos
sanguineos. Na derme reticular, foram encontradas grandes quantidades de fibroblastos,
fibras coldgenas com arranjos irregulares e uma diminuicdo vascular. Esse aspecto
morfologico foi evidenciado tanto no grupo controle, quanto no grupo tratado, sem diferencas
entre eles, conforme a Figura 11.

Analise morfométrica

Na quantificacao de vasos sanguineos ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
tratado e controle nos periodos determinados, sendo o nimero de vasos neoformados
suficiente para manter e favorecer o processo de cicatrizacao (Figura 12).

A determinacdo da densidade de fibras colagenas no 3¢, 79, 142 e 212 dia PO, nao
demonstrou significancia estatistica entre os grupos tratado e controle, conforme a Figura 13.

DISCUSSAO
Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as bases para
tratamento de diversas doencas, quer de uma forma quer de outra tradicional, devido ao
conhecimento das propriedades de determinada planta, que é passado de geracdo a geracao,
pela utilizacdo de espécies vegetais, como fonte de moléculas ativas (Carvalho e Silveira
2010). A integracao da etnobotinica e etnofarmacologia na pesquisa de plantas medicinais
conduziu a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos, pelo
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estudo farmacologico de extratos, 6leos essenciais e dos constituintes quimicos isolados, dos
mecanismos de a¢do, dos principios ativos e a operacao de formula¢des para a produgdo de
fitoterapicos (Maciel, Pinto e Veiga Jr 2002). O dleo essencial (OE) da aroeira apresentou
atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (Siddiqui et al. 1995), antifungica (Siddiqui et al.1996) e cicatrizante
(Estevdo et al. 2015) e o Oleo essencial da Lippia gracilis Schauer demonstrou efeito
cicatrizante no modelo experimental de feridas cutaneas em ratos (Bulhdes 2018).

Analisando os resultados macroscopicos, morfolégicos e morfométricos em feridas
cutaneas tratadas a partir da associacao do 6leo essencial da aroeira com o 6leo de alecrim da
chapada, percebeu-se que a cinética cicatricial foi muito similar comparado ao GC, ocorrendo,
sem intercorréncias no tempo esperado fisiologicamente, apés um ferimento deste porte. As
analises foram parecidas entre GT e GC, demonstrando que a associacao dos 6leos ndo alterou
positivamente o resultado cicatricial.

Conforme Williams e Moores (2013), os neutroéfilos (polimorfonucleares), sao as
primeiras células a entrarem na ferida e o tipo celular predominante, durante os trés
primeiros dias. Devido ao processo de quimiotaxia, induzido pelos fibrino peptidios liberados
pela conversao do fibrinogénio em fibrina durante a hemostasia. Segundo Mandelbaum et al.
(2003), os leucocitos chegam no momento da injuria tissular e permanecem por um periodo
de trés a cinco dias, com a fung¢do principal de eliminacdo de possiveis microrganismos pela
fagocitose. A reacao inflamatéria inicial com o recrutamento de neutréfilos para o local
ocorreu similarmente nos GT e GC, como esperado nesta fase.

Segundo Kumar, Abbas e Fausto (2010), a ferida causa rapida ativacdo das vias de
coagulacdo, que resultam na formacdo de um coagulo sanguineo na superficie da ferida. O
coagulo detém o sangramento e funciona como arcabouco para as células em migracdo, que
sdo atraidas pelos fatores de crescimentos, citocinas e quimiocinas liberadas na area. A
liberacdo de VEGF leva ao aumento da permeabilidade dos vasos e ao edema. Ocorrendo
desidratacao na superficie externa do coagulo, formando uma crosta que cobre a ferida. Com a
precipitacdo das proteinas dos tecidos lesados, forma-se um revestimento protetor que
favorece a sua reparacao (Jorge Neto et al. 1996), diminuindo a permeabilidade e exsudagdo
da ferida (Brown e Dattner 1998, Bedi e Shenefelt 2002). Neste experimento, verificou-se a
formacao de crosta superficial e formacao de tecido de granulacdo, bastante vascularizado ja
no 32 dia PO. Resultados que ratificam as referéncias supracitadas. No entanto, verificou-se
também que ndo ocorreu diferencgas significativas entre os grupos tratado e controle.

Varios autores trabalharam com fitoterapicos e utilizaram o mesmo modelo
experimental que o presente estudo, como por exemplo, Estevao et al. (2015) avaliaram o
efeito do 6leo essencial da folha de aroeira a 5% em pomada, na cicatrizacao de feridas
cutaneas em ratos. Analisando a média dos resultados percentuais, as feridas do grupo
tratado (GT), contrairam mais que as do grupo controle (GC) nos dias 7 e 14 de PO. Enquanto
Bulhdes (2018), ao avaliar a atividade cicatrizante e o perfil fitoterapico do 6leo essencial das
folhas de Lippia gracilis Schauer em forma de pomada a 10% também verificou que o grau de
contracao das feridas foi significativamente maior no grupo tratado (GT). Neto Junior et al.
(2017) ao estudarem o extrato hidroalcoolico a Ximenia americana na concentragdo de 10%
em feridas cutdneas em ratos, avaliaram a evolugdo da reepitelizacdo e verificaram que nos
dias 7 e 14 de poés-operatério, seu grupo tratado também apresentou um significativo
aumento na contracdo das feridas em relacdo ao grupo controle. Neste experimento,
utilizando-se a associagdo de aroeira e alecrim da chapada com o mesmo modelo
experimental, ndo foi observado diferenca estatistica na contracao das feridas entre os grupos
em nenhum dos tempos avaliados, com todas as feridas apresentando reepitelizacdo total aos
21 dias nos cortes histolégicos analisados.

Ao analisar os cortes histolégicos das feridas cutaneas tratadas com pomada contendo
a associacdo da aroeira e alecrim da chapada em ratos, no 212 dia PO, assim como, seus
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respectivos grupos controles corados pela Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Gomori,
verificou-se total reconstituicdo da epiderme, com as camadas do epitélio estratificado
pavimentoso presentes, inclusive a camada cérnea. Adjacente a epiderme, encontrou-se a
derme papilar, caracterizada com tecido conjuntivo frouxo, rica em vasos sanguineos, células
e com poucas fibras na MEC. Mais profundamente a derme reticular apresentou-se, com sua
caracterizacdo propriamente dita, rica em fibras colagenas, dispostas de forma irregulares e
com forte presenca de fibroblastos. Portanto, uma evidencia de que houvera reepitelizacao
total e reestabelecimento do tecido dérmico e consequente, cicatrizagdo do reparo cutaneo
(Junqueira e Carneiro 2017).

Segundo Robbins et al. (2010) e Williams e Moores (2013), os coldgenos fibrilares
principalmente coldgeno tipo I, formam a principal por¢do do tecido conjuntivo nos locais de
reparo e sao essenciais para o desenvolvimento da forga ténsil nas feridas em cicatrizacdo. A
remodelacdo é um equilibrio entre a expressio de MMP e TIMP, sobre o qual a MEC exerce
papel-chave. Analisando a quantificagdo da densidade de fibras colagenas através do
programa GIMP, foi verificada uma proximidade entre os grupos tratado e controle.

Na avaliagdo morfométrica pela quantificacdo de vasos sanguineos, nao houve
diferenca entre as médias dos Grupos Tratado e Controle nos periodos estudados. Contudo, o
numero de vasos neoformados foi suficiente para manter o processo de cicatrizacdo (Figura
12). Diferindo dos achados de Estevao et al. (2013b, 2013c e 2015), que observaram maior
frequéncia de vasos neoformados em feridas cutaneas tratadas com a pomada composta pelo
6leo de aroeira em duas concentragdes diferentes, 5% e 10% e, Bulhdes et al. (2019), quando
trabalhou com 6leo de alecrim da chapada a 10%.

Conforme De Nardi et al. (2004), a granulacao é a formag¢do de um tecido composto de
capilares, colageno e proteoglicanos. Nesta fase, a formacdo capilar resulta da liberacdo de
fatores angiogénicos secretados pelos macréfagos que estimulam a proliferaciao de células
endoteliais dos vasos sanguineos. Sabe-se que os vasos sanguineos sdo formados durante o
desenvolvimento embriondrio através da vasculogénese, a partir de angioblastos ou de
células percussoras hemopoiéticas/endoteliais, chamadas de hemangioblastos.

Segundo Kumar, Abbas e Fausto (2010), nos animais adultos, a formacdo de novos
vasos sanguineos, ocorre por um processo denominado angiogénese ou neovascularizacao,
que envolve a ramificacdo e extensao de vasos preexistentes, mas pode ocorrer também por
recrutamento de células progenitoras endoteliais da medula 6ssea. Nesse tipo de angiogénese,
ha vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos existentes, degrada¢cdo da MEC e
migracdao das células endoteliais. Apesar da diversidade de fatores que participam da
angiogénese, o VEGF é o fator mais importante que ocorre no processo de inflamagdo e cura
das feridas.

Os resultados encontrados neste experimento, apds a utilizacao da associacdo dos
6leos essenciais de aroeira e alecrim da chapada a 5% em pomada aplicada em feridas
cutaneas de ratos sugere um possivel antagonismo entre os componentes quimicos dos 6leos
essenciais usados ou o uso insuficiente do percentual utilizado na formulagcdo. Novas
pesquisas serdo realizadas com o intuito de responder estes questionamentos uma vez que, os
6leos essenciais testados individualmente sdo eficientes na cicatrizacdo de feridas cutaneas
em ratos.

CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos conclui-se que a pomada composta por 6leos essenciais
das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi e Lippia gracilis Schauer a 5% no tratamento de
feridas cutaneas em ratos ndo favoreceu o processo cicatricial. No entanto, salientamos que
sdo necessarias maiores pesquisas sobre o uso associado desses dois fitoterapicos, assim
como, sua a¢ao no processo cicatricial.
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Legendas das Figuras
Fig.1. Procedimento pds-anestesia. A: animal posicionado em dectubito ventral; B: antissepsia
com Clorexidina a 2% das regides toracicas dorsolateral direita e esquerda; C: tricotomia do
campo cirargico.
Fig.2. A: punch dermatologico descartavel; B: incisdes da pele e tela subcutinea no antimero
direito e esquerdo; C: Retiragem da pele incisionada; D: Exposicdo da fascia muscular
adjacente.
Fig.3. Mensuracao da area das feridas.

Fig.4. Cromatograma CG-EM do 6leo essencial das folhas de S. terebinthifolius Raddi.

Fig.5. Cromatograma CG-EM do 6leo essencial das folhas de L. gracilis Schauer.
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Fig.6. Aspectos macroscopicos das lesdes dos grupos (GC e GT), nos diferentes periodos
avaliados: 39, 79, 14° e 212 dia PO.

Fig.7. Contracao da ferida nos grupos tratados com composto alecrim da chapada e aroeira em
pomada, e grupo controle (apenas tratados com o veiculo da pomada). Os resultados do
fechamento da ferida foram expressos como contracdo percentual em relacdo ao tamanho
original ([area da ferida inicial] - [area da ferida final] / [area da ferida inicial] x 100). Os
dados representam a média + DP, n=10 feridas para cada tempo pods-operatério e grupo.
(Two-way ANOVA).

Fig.8. Fotomicrografia de seccao de feridas cutaneas de ratos no 32 dia de pés-operatério,
grupo controle (A) e grupo tratado (B). Observar a crosta superficial (seta amarela) e tecido
de granulacdo adjacente (*). Coloracao: H.E. obj. 40x.

Fig.9. Fotomicrografia de seccao de feridas cutaneas de ratos no 72 dia de pds-operatdrio,
grupo controle (A) e grupo tratado (B). Observar a lingua epitelial (seta vermelha) com crosta
superficial (seta amarela), abaixo tecido de granulacdo (*). Coloracao: H.E. obj. 40x.

Fig.10. Fotomicrografia de sec¢do de feridas cutineas de ratos no 142 dia de pés-operatorio, GC
(A) e GT (B). Observar a epiderme com camada cornea superficial (seta amarela), abaixo tecido
de granulacao (*). Coloracao: H.E. obj. 40x.

Fig. 11. Fotomicrografia de seccdo de feridas cutineas de ratos no 212 dia de p6s-operatério, GC
(A) e GT (B). Observar a epiderme (seta vermelha) com camada cérnea superficial (seta
amarela), abaixo derme papilar (seta verve) e derme reticular (*). Coloragao: H.E. obj. 40x.

Fig. 12. Cinética do nimero de vasos sanguineos em feridas cutdneas de ratos nos grupos
controle (apenas veiculo da pomada) e tratado com pomada composta por alecrim da
chapada e aroeira nos dias 3, 7, 14 e 21 de pds-operatorio. Os dados representam a média
+ DP, n=5 feridas para cada tempo pés-operatdrio e grupo (Two-way ANOVA).

Fig. 13. Grafico da determinac¢do da densidade de fibras colagenas nos grupos tratado (GT) e
grupo controle (GC) nos dias 3, 7, 14 e 21 de pés-operatério (Two-way ANOVA).

Fig.14. Fotomicrografia de sec¢do de feridas cutineas de ratos no 32 dia p6s-operatdrio, GC (A)
e GT (B). Observar tecido de granulacdao com coldgeno - Coloragao: Tricromico de Gomori. Obj.
40x.

Fig. 15. Fotomicrografia de seccdo de feridas cutineas de ratos no 72 dia pds-operatorio, GC (A)
e GT (B). Observar tecido de granulacdo com coldgeno - Coloracao: Tricromico de Gomori. Obj.
40x.

Fig.16. Fotomicrografia de seccdo de feridas cutaneas de ratos no 142 dia pds-operatério, GC
(A) e GT (B). Observar a derme reticular com fibras colagenas (*) e fibroblastos (seta preta).
Coloracgao: Tricromico de Gomori. Obj. 40x.

Fig.17. Fotomicrografia de seccao de feridas cutaneas de ratos no 212 dia pds-operatorio, GC
(A) e GT (B). Observar a derme reticular com fibras coladgenas (*) e fibroblastos (seta preta).
Coloragdo: Tricromico de Gomori. Obj. 40x.
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Legendas dos Quadros

Quadro 1. Composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de S. terebinthifolius Raddi e L. gracilis
Schauer.
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Figura 15.
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Quadro 1.

Compostos IR2 IRP S. terebinthifolius L. gracilis
a-Pinene* 929 932 1.82 0.10
a-Fenchene 940 945 - 0.08
Verbenene 966 961 - 0.09
p-Pinene* 971 974 - 1.02
6-3-Carene 1008 1008 0.27 0.21
a-Terpinene* 1012 1014 - 1.65
p-Cymene 1022 1020 0.58 11.24
Limonene* 1023 1024 - 0.13
Sylvestrene* 1028 1025 4.55 -
y-Terpinene* 1050 1054 - 9.38
1,3,8-p-Menthatriene 1111 1108 0.32 -
endo-Fenchol 1120 1114 0.43 -
a-Campholenal 1126 1122 1.11 -
Nopinone 1135 1135 1.32 -
I[psdienol 1138 1140 - 0.73
neo-3-Thujanol 1142 1149 4.11 -
p-Pinene oxide 1147 1154 1.89 -
Pinocarvone 1162 1160 1.59 -
Rosefuran epoxide 1172 1173 0.42 -
Terpinen-4-ol 1177 1174 0.47 0.58
m-Cymen-8-ol 1182 1176 1.16 -
p-Cymen-8-ol 1189 1179 1.32 -
a-Terpineol 1197 1186 5.62 -
Myrtenol 1199 1194 1.68 -
Verbenone 1202 1205 0.30 -
trans-Piperitol 1206 1207 0.44 -
4-methylene-Isophorone 1211 1216 1.49 -
cis-p-Mentha-1(7),8-dien- 1221 1227 -
2-ol 2.30

Pulegone 1229 1233 0.73 -
Ascaridole 1234 1234 0.55 -
Carvone 1245 1239 3.17 -
Car-3-em-2-one 1249 1244 0.76 -
cis-Carvone oxide 1262 1259 0.79 -
Geranial* 1266 1264 0.66 -
Neo- 3-Thujanol acetate 1272 1273 0.48 -
Verbenyl acetate 1280 1280 0.65 -
Neoiso-3-Thujanol 1283 1281 -
acetate 0.68

Thymol* 1285 1289 - 15.37
trans-Verbenyl acetate 1291 1291 0.57 -
3-Thujanol acetate 1298 1295 1.72 -
Carvacrol* 1300 1298 - 51.15
trans-Pinocarvyl acetate 1302 1298 1.99 -
Dihydro carveol acetate 1308 1306 1.20 -
p-vinyl-Guaiacol 1315 1309 7.70 -
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6-Terpenyl acetate 1320 1316 3.00 -
p-Mentha-1,4-dien-7-ol 1324 1322 2.09 -
iso-dihydro carveol 1327 1326 -
acetate 0.62

6-elemene 1333 1335 1.18 -
a-terpinyl acetate 1345 1346 0.65 -
a-logipinene 1353 1350 5.50 -
Silphiperfol-4,7(14)- 1358 1358 -
diene 0.30

cis-Carvyl acetate 1364 1365 1.07 -
Longicyclene 1366 1371 0.48 -
8-epi-dictaminol 1380 1379 0.65 -
pB-Patchoulene 1384 1379 0.64 -
p-parnasiene 1386 1381 0.41 -
p-cubebene 1389 1388 1.35 -
[-elemene 1394 1389 0.46 -
p-longipinene 1402 1400 0.62 -
p-caryophyllene* 1411 1417 5.03 4.60
a-humulene* 1433 1436 1.10 0.23
Aromadendrene* 1447 1439 0.47 0.30
9-epi-(E)-cariofilene 1468 1464 2.10 -
p-acoradiene 1471 1469 1.28 0.14
10-epi-B-acoradiene 1478 1474 0.59 -
Germacrene D 1490 1485 1.04 0.73
Yalencene 1499 1496 1.65 -
Bicyclogermacrene* 1502 1500 0.97 0.41
p-Himachalene 1508 1500 0.42 -
6-Cadinene 1517 1522 1.80 -
Elemol 1548 1548 2.33 -
Longipinanol 1572 1567 0.39 -
Caryophyllene oxide * 1588 1590 0.55 -
Carotol 1600 1594 0.47 -
pB-eudesmol 1651 1649 2.10 -
Caryophyllene acetate 1705 1701 0.46 -
14-hydrosy-a-Humulene 1713 1713 0.65 -
Total 97.26 98.14
Monoterpenes 60.55 91.73
Sesquiterpenes 36.71 6.41
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RI2 = Indices de retencio calculados a partir dos tempos de retengio em relagio aos da série Cs-Cso de n-alcanos
em uma coluna capilar DB-5 de 30 m. RI® = Indices de retencio da literatura. IR = indice de retengio; MS =
espectroscopia de massa; Cl: Co-injecdo com compostos auténticos. Método de identificagdo: IR, EM e * IR, EM,IC



