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RESUMO

A fitoterapia € uma ciéncia caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes
formas farmacéuticas. As plantas medicinais e suas formas derivadas constituiram durante
séculos a base da terapéutica. O angico (Anadenanthera colubrina var. cebil) é uma planta
onde o extrato de sua casca e entrecasca é utilizada como auxilio no processo cicatrizante em
medicamento popular. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da tintura hidroalcodlica
(T. HA) a 5% (etanol 7:3 H,0O) da casca e entrecasca do angico, na cicatrizagdo de feridas
cutaneas em ratos. Vinte ratos Wistar foram submetidos a cirurgias de pele e tela subcuténea
nos antimeros direito e esquerdo da regido toracica. Cada falha cutanea recebeu o tratamento
imediatamente ap0s a excisdo e a cada 24 horas durante 21 dias de acordo com 0S grupos:
Grupo Controle (GC) - Feridas localizadas no antimero direito, tratadas com solugéo salina a
0,9%; Grupo tratado (GT) - Feridas localizadas no antimero esquerdo, tratadas com T. HA a
5%. As feridas foram mensuradas nos dias 4, 7, 14 e 21 pdés cirargico e ao final de cada
periodo de avaliacdo, foram coletados fragmentos da ferida para analise histologica. Os
resultados foram analisados morfolégica e morfometricamente avaliando o grau de contracdo
cicatricial, o0 nimero de vasos sanguineos neoformados e a concentracdo de fibroblastos e
epitelizacdo. Todos os dados foram avaliados pela analise de varidncia e as medias
comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5% (p < 0,05). As analises de variancia
mostraram aumento significativo da concentracdo de vasos sanguineos neoformados aos 7 e
14 dias e fibroblastos ao 7 dias pds cirargico. Nao houve diferenca no grau de contracao
cicatricial entre os grupos tratado e controle nos diferentes periodos. Os dados acima indicam
que a tintura hidroalcodlica a 5% (etanol 7:3 H,0) ndo foi eficiente na contracdo cicatricial,

como também na epitelizacdo.

Palavras-chaves: angico, cicatrizacao, feridas, fitoterapia, pele



ABSTRACT

Phytotherapy is a science characterized by the use of medical plants in their different
pharmaceutic shapes. The medicinal plants and their derivated shapes established for
centuries the therapeutic base. The angico (Anadenanthera colubrina var. cebil) is a plant
which the stratum of its bark and liber is used as aid in the healing process in popular
medicine. The objective of this research it was to value the effect of the hydroalcoholic
tincture (T.HA) to 5% (etanol 7:3 H,0) of the bark and the liber of the angico in skin wounds
healing in rats. Twenty wistar rats were submitted in skin and subcutaneous piece surgery in
the right and left antimers in the thoracic region. Each cutaneous failing received the
treatment right after the extirpation at every 24 hours during 21days according to the groups:
Control Group (CG) - wounds localized in the right antimer, treated with saltern solution to
0,9 %, Treated Group (TG) - wounds localized in the left antimer, treated with T. HA to 5%.
The wounds were measured at 4, 7, 14 and 21 days after surgery and at the end of each period
of avaluation, fragments were collected for histologic analysis. The results were analized
morphologically and morphometrically appraizing the degree of cicatrization contraction. The
number of newly formed vessels and the concentration of fibroblasts and epithelization. All
the knowledge was valued by the analysis of variance and the average compared by the tukey
test with to 5% (p<0,05). The analysis of variance showed a significant increase
concentration of sanguineous newly vessels at 7 and 14 days and fibroblasts at 7 days after
surgery. It had no difference in the degree of cicatricial contraction into the treated groups
and control in the distinct periods. The informations above indicates that the hydroalcoholic
tincture to 5% (etanol 7:3 H,0) it was not efficient in the cicatricial contraction as well as in

the epithelization.

Index terms: angico, phytotherapy, skin, wound healing
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1.INTRODUCAO

A fitoterapia é uma ciéncia caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas. O Brasil dispde de uma diversidade de plantas medicinais.
H& muitos anos as plantas medicinais vém sendo utilizadas com finalidades terapéuticas, onde

o0s produtos fitoterapicos sdo amplamente comercializados.

A utilizacdo de espécies vegetais formou o0s primeiros recursos terapéuticos
conhecidos pela humanidade, a cerca de 60.000 anos. Aproximadamente 60% da populagédo
mundial trata-se através do uso de plantas medicinais, e cada vez mais 0s produtos naturais
vém sendo reconhecidos como importantes fontes de compostos terapéuticos
(PENNAFORTE, 2003). Segundo Destro et al. (2006) cerca de 37% da populacdo adulta dos
Estados Unidos da América utilizam da fitoterapia.

Nos ultimos dez mil anos de histéria da civilizacdo agricola do Homo sapiens, os
produtos vegetais, fontes de alimentos glicidicos, lipidicos e protéicos, constituiram a base
energética e estrutural da cadeia alimentar, o que garantiria suas migrac6es para caca, plantio
e colheita. Originaram-se também de plantas, 0 emprego medicinal ou magico por pajés e
feiticeiros. Todos os estudiosos da historia da Medicina sdo unénimes em afirmar que o
primeiro terapeuta teria sido um agricultor ou um pajé, no uso tradicional ou ritual de chas,
inalacbes e fumigacOes para alivio de males internos dos semelhantes ou tratamento de

ferimentos adquiridos na caca cotidiana e em guerra temporaria (VALE, 2002).

O Brasil é depositario de enorme flora riquissima em matéria prima que tem
despertado o interesse de pesquisadores de varias universidades e instituicdes dedicadas a
fitoterapia. Na 12 edicdo da Farmacopéia brasileira (1929), a maioria dos medicamentos era de
origem vegetal, enquanto na ultima edicéo, as plantas medicinais ndo alcancam a taxa de 5%,
apesar de o Brasil apresentar a maior diversidade bioldgica do mundo. Somente a Amazénia,
considerada fonte inesgotavel de potencialidades terapéuticas com o uso de plantas
medicinais, ostenta o patriménio de 600.000 espécies vegetais, das quais apenas 5% foram
estudadas (VALE, 2002; MARTINS et al., 2006).

Aos poucos, com a evolucdo da quimica, substituiram-se 0s compostos naturais por
produtos farmacéuticos obtidos por sintese, que tém um elevado custo até a fabricacdo em

escala e exigem um alto nivel tecnoloégico para sua producdo. Atualmente, as plantas
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medicinais passaram a ser cogitadas como recurso terapéutico viavel, devido ao alto custo dos
medicamentos de origem sintética. Isso tem levado ao aumento progressivo da producdo e
utilizacdo de medicamentos fitoterdpicos. No nordeste brasileiro, cerca de 500 espécies
vegetais, cuja maioria estd constituida de plantas silvestres, sdo usadas como medicinais,
especialmente pela populagio do meio rural e da periferia urbana (LUZ, 2001; GUIMARAES
et al., 2006).

O uso de chas medicinais - infusdes, decoctos, tisanas, tinturas - ou medicamentos de
origem vegetal vém sendo retomado de maneira sistematica e crescente na profilaxia e
tratamento das doencas, ao lado da terapéutica convencional, na maioria dos paises ocidentais.
Pessoas em tratamento com medicamentos quimioterapicos ou potenciais pacientes cirurgicos
também tém utilizado drogas “naturais” do reino vegetal, seja como complemento alimentar,
suplemento energéetico ou vitaminico, indo em busca de terapias alternativas diante de

eventuais falhas na cura de suas doencas através da farmacologia oficial (VALE, 2002).

Estudos taxonémicos das plantas medicinais da caatinga na regido central do Estado
de Pernambuco foi realizado por Aradjo et al. (2008). Foram identificados 30 espécies
diferentes produtoras de taninos e flavonoides e relacionaram o tanino a propriedades
cicatrizantes e anti- inflamatdrias. As duas espécies com as maiores quantidades de taninos
foram Myracrodruon urundeuva Allemao e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, ambas
nativas da caatinga. Monteiro et al. (2006a,b) demonstraram a importancia destas duas
espécies listando 97 diferentes usos que lhes sdo atribuidos pelas populacdes rurais. O total

fendis e taninos dessas espécies varia em funcéo da parte da planta e da época da coleta.

O angico é uma planta nativa da caatinga, encontrada no Brasil nas regides do
nordeste, sudeste e sul e anteriormente denominado de Piptadenia colubrina Benth. Pertence
a familia das Leguminosas e apresenta no tronco geralmente projecdes conicas da periderme
(QUEIROZ, 2009).

Segundo Agra (1996), o angico é quimicamente constituido por alcaldides indolico
(oxido de N, N-dimetiltriptamina), esteroides (palmitato de o-sitosterol e &-sitosterol),
flavondides (3,3',4',7,8-pentahidroflavona), triterpendides (lupenona e lupeol), derivados
fendlicos (3,4,5-dimethoxidalbergiona, dalbergiona e kuhlmannia). Contém nas entrecascas
aproximadamente 32% de tanino (PIO CORREA, 1978), também conhecidos por

proantocianidinas, capazes de facilitar a cicatrizacdo de feridas.
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Sua casca tem propriedade hemostética, depurativa, adstringente e cicatrizante e é
utilizada na medicina popular em infusdo, xarope, maceracao e tintura (CORDEIRO et al.,
2003; LIMA et al., 2006). Além disso, segundo Palmeira et al. (2010) o extrato hidroalcodlico
de angico possui atividade antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

O Elixir Sanativo®, produto indicado no tratamento de feridas, inflamacdes e tecidos
lesionados vem sendo bastante estudado. Segundo Lima et al. (2006), o Elixir Sanativo® é um
composto constituido a partir da associacdo dos extratos hidroalcodlicos de espécies vegetais,
entre as quais, na sua composicdo esta presente angico (Anadenanthera colubrina (Vell)

Brenan) e possui atividade cicatrizante.

Tomando por base os resultados positivos do angico frente a cepas bacterianas, seu
uso na medicina popular como cicatrizante e visando ao estudo de uma preparacdo
hidroalcoolica em concentracdo suficiente para favorecer o processo de reparagédo tecidual,
justifica-se avaliar a acdo cicatrizante do extrato hidroalcodlico a 5% (etanol 7:3 H,0) da

casca e entrecascas do angico em feridas cutaneas em ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PELE

A pele forma a cobertura externa do corpo e apresenta-se constituida por uma porgéo
epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e uma por¢cdo conjuntiva de origem
mesodérmica, a derme, onde é constituida por duas camadas, a papilar que é superficial e a
reticular que se encontra profunda. A papilar é delgada, constituida por tecido conjuntivo
frouxo. A reticular € mais espessa, constituida por tecido conjuntivo denso, e apresenta menos
células e fibras colagenas mais abundantes e espessas do que a camada papilar. Abaixo da
derme ha outra camada de tecido conjuntivo chamado hipoderme ou tecido celular
subcutaneo, que ndo faz parte da pele, apenas Ihe serve de unido com os 6rgéos subjacentes
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2009).

A epiderme é uma camada de epitélio estratificado plano queratinizado e esta
separada da derme pela membrana basal. As células mais abundantes neste epitélio sdo os
queratindcitos. Estdo presentes ainda os melanocitos, células de Langerhans e as de Merkel.
Apresenta varias camadas dependendo do local em que se encontra, sendo a camada basal,
rica em ceélulas tronco, a que separa a epiderme da derme (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2009).

A derme é constituida de tecido conjuntivo denso, ndo modelado, vasos sanguineos e
linfaticos, fibras nervosas, glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos e musculos
piloeretores. Contém fibras colagenas e redes de fibras elasticas, que sustentam a epiderme e
ligam a pele a hipoderme. A hipoderme é uma camada fibrogordurosa que proporciona

reserva de energia, isolamento térmico e um coxim protetor (GARTNER e HIATT, 1999).

2.2. CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de feridas consiste em regeneracdo de tecido ou 6rgdos. A cicatrizacédo
de uma ferida pode ser feita logo de inicio, sem complicacdo ou lentamente, entravada por
diversos fatores, tais como: infec¢do, necrose e perda de substancias (MANUILA et al.,

1997). Tal evento é um processo dinamico que envolve fendmenos bioquimicos e fisiolégicos
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que se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauragdo tissular
(MANDELBAUM et al., 2003).

De acordo com Mandelbaum et al. (2003), a perda tecidual pode atingir a derme
completa ou incompletamente, ou mesmo atingir todo o 6rgdo, chegando ao tecido celular
subcutaneo. Em ferida de espessura parcial (derme incompleta) a reparacdo faz-se pela
reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida.
Como resultado final tem-se uma cicatriz praticamente imperceptivel. Ja as feridas de
espessura total (derme completa ou estendida ao tecido celular subcutaneo) necessitam da
formacdo de um novo tecido, o tecido de granulacdo; nesse caso, a cicatriz é totalmente
perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (MANDELBAUM et al., 2003).

A cicatrizacdo das feridas divide-se em trés series de eventos: inflamacéo, formacéo
de novos tecidos e remodelacdo da matriz. Logo a lesdo comeca a cicatrizar por volta de cinco
a oito dias, com restabelecimento da continuidade da epiderme e proliferacdo de tecido
conjuntivo (SCOTT et al., 1996).

Segundo Scott et al. (1996), em toda a sua espessura num processo natural durante o
estagio inflamatorio de perda de pele, desenvolve uma reacdo imediata, que € caracterizada
por uma elasticidade cuténea e tensdo muscular para aumentar e distorcer o defeito. Os vasos
contraem-se e constringem-se por cinco a 10 minutos. Os neutrofilos infiltrados tentam limpar
esta area retirando particulas estranhas. Os monocitos do sangue periférico séo
progressivamente atraidos, sdo ativados e tornam-se macrofagos. Estes ultimos, como as
plaquetas, produzem fatores de crescimento criticos para o inicio da formacdo do tecido de
granulacdo. A ruptura do vaso sangiineo leva a extravasamento dos constituintes do sangue.
No inicio ocorre uma complexa liberacdo de produtos. Substancias vasoativas, proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases sao liberadas (MANDELBAUM et al., 2003). A
agregacao plaquetaria e a coagulacdo do sangue iniciam a fase precoce da inflamacéo
(SCOTT et al., 1996). Além disso, segundo Mandelbaum et al. (2003) a formacédo do coagulo
serve para coaptar as bordas das feridas, como também para cruzar a fibronectina, oferecendo
uma matriz provisoria, em que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam
ingressar na ferida. Além de inameros mediadores quimicos a fase da inflamacéo depende das
células inflamatdrias, como os leucécitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfocitos
(MANDELBAUM et al.,, 2003). Também nesta etapa a fibronectina, produzida pelos
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, atua aderindo simultaneamente a fibrina ao

colageno e a outros tipos de células, para consolidar o coagulo de fibrina. Este codgulo além
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de formar base para a matriz extracelular tem propriedades quimiotaticas e promove a

opsonizacao e fagocitose de corpos estranhos e bactérias (MANDELBAUM et al., 2003).

O estégio de formagdo do novo tecido prossegue quando o coégulo, tecido e outras
barreiras a cicatrizacdo sdo removidos da ferida. Nas feridas simples, a proliferacdo
fibroblastica e infiltracdo capilar comecam do terceiro ao quinto dia. Nas feridas abertas, a
evidéncia destes processos é identificada pelo tecido de granulacdo (SCOTT et al.,1996).
Segundo Mandelbaum et al. (2003), a angiogénese é essencial para o suprimento de oxigénio
e nutrientes para a cicatrizacdo. Os fibroblastos s&o mais ativos em uma ferida por volta dos
14 a 21 dias e avancam ao longo das linhas de fibrina dentro de um coagulo e ao longo dos
capilares que estdo crescendo dentro de uma ferida (SCOTT et al., 1996). A fase da
proliferacdo inclui a fibroplasia e formacdo da matriz, que é extremamente importante na
formacdo do tecido de granulagdo. A formacdo do tecido de granulacdo depende do
fibroblasto, célula critica na formacdo da matriz. Longe de ser apenas produtor de colageno, o
fibroblasto produz elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis
pelo desbridamento e remodelamento fisiologico. A sintese do colageno pelos fibroblastos
comega no quarto ou quinto dia, e as fibrilas menores ligam-se juntas em fibras maiores, que
se tornam ainda mais forte e menos soliveis. A medida que colageno vai se tornando
suficiente o numero de fibroblastos na ferida diminui, marcando o fim do estagio de reparacao
(SCOTT et al.,1996; MANDELBAUM et al., 2003).

De acordo com Mandelbaum et al. (2003), as células endoteliais migram para a area
da ferida, a seguir ocorre proliferacdo das células endoteliais. E o movimento das células
endoteliais do interior de capilares intactos nas margens da ferida que seguem em direcédo a
regido da lesdo. Estas células endoteliais formam no exterior do vaso um broto capilar que em
seguida une-se ao capilar de onde eram originarias para o restabelecimento do fluxo
sanguineo (BALBINO et al., 2005).

A proliferacdo e migracdo epitelial sdo os primeiros sinais de reconstrucdo e
reparacao das feridas cutaneas. A reepitelizacdo da epiderme inicia em torno de 24 horas apés
a lesdo e continua durante a formacdo do tecido de granulacdo (SCOTT et al., 1996). No
inicio da proliferacdo, faz-se a migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas da
ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida é de espessura parcial, e apenas das margens se
a ferida e de espessura total. Fatores de crescimento sdo 0s provaveis responsaveis pelos
aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio (MANDELBAUM et al., 2003).
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De acordo com Scott et al. (1996), o estagio de remodelacdo da matriz extracelular é
um periodo de consolidacgdo, reforgo e remodelacdo da ferida. O reforgo inicial é devido ao
coagulo de fibrina, forcas adesivas de epitelizacdo, coagulacdo da proteina na ferida, aumento
no numero de capilares (neovascularizacdo), fibroblasto e fibrilas coldgenas. A quantidade de
colageno aumenta rapidamente durante as trés primeiras semanas da cicatrizagdo e entdo
alcanca um estado de equilibrio neste local (SCOTT et al., 1996). A remodelacdo do coldgeno
e da matriz dura meses, e € responsavel pelo aumento da forca de tenséo e pela diminuicéo do
tamanho da cicatriz e do eritema. O processo de producdo, digestdo e orientacdo das fibrilas
de colageno, melhoria nos componentes das fibras colagenas, reabsor¢do de dgua sdo eventos
que permitem uma conexdo que aumenta a forca da cicatriz e diminui sua espessura. A
neovasculatura diminui, e tardiamente a cicatriz é considerada avascular (MANDELBAUM et
al., 2003).

2.3. ANGICO (Anadenanthera colubrina)

Anadenanthera € um género neotropical, reconhecido pela combinacdo de flores
diplostémones, folhas com nectério peciolar, inflorescéncia em glomeérulo, fruto do tipo
foliculo e sementes compressas com ala estreita e marginal. O género possui apenas duas
espécies, que ocorrem em matas ciliares e florestas estacionais. As espécies desse género tém
uma tradicdo de uso como alucindgenas em rituais indigenas, especialmente na forma de rapég,
pela presenca de triptaminas (DMT e bufotenina) e B-carbolinas (QUEIROZ, 2009).

A Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan é uma arvore natural de alguas regides do
Brasil, estando difundido desde o Maranhfo até o Parana e Goias, (PIO CORREA, 1978).
Ocorre principalmente em florestas estacionais, distribuindo-se do nordeste do Brasil
(Maranhdo a Minas Gerais), na caatinga e em florestas estacionais, ao longo das bacias dos
rios Paraguai e Parana no sul do Brasil, nordeste da Argentina e sudeste da Bolivia, e florestas
subandinas do noroeste da Argentina e sudoeste da Bolivia até o sul do Equador (QUEIROZ,
2009).

Com relacdo as suas caracteristicas morfologicas Anadenanthera colubrina (Vell)
Brenan apresenta-se como um vegetal com casca grossa, rugosa, aberta, pardo-escuro, tronco
como diametro entre 30-50 cm e 5 a 20 metros de altura. Suas folhas sdo compostas

bipinadas, com 15 a 20 jugas, foliolos opostos, de 4-6 mm de comprimento, com 20-80 jugos.
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Suas flores séo aproximadamente brancas e pequenas. Os frutos sdo de vargem comprida e
estreita, entretanto a maturagdo ocorre durante os meses de julho-agosto. A arvore é
constituida por madeira avermelhada ou pardo-escura, bastante dura e pesada. A espécie é
popularmente conhecida como: angico, angico branco, angico-vermelho e cambui-angico,
(P10 CORREA, 1978; LORENZI, 1998). E largamente utilizado em construcdes rurais, como

uma fonte de energia, bem como em medicamentos populares (MONTEIRO et al., 2006b).

Y T K

Fig. 1 (Foto do Autor) - Fotografia da planta
Angico. Anadenanthera colubrina var. cebil
(Griseb.)  Altschlul. UFPE Recife -
Pernambuco.

Em sua revisdo do género Anadenanthera, Alstchul (1964) relata a presenca de duas
variedades para esta espécie, na caatinga: Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)

Altschlul e Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan var. colubrina.

A variedade Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschlul é a mais
comumente encontrada na caatinga, em altitudes que variam de 300 a 800 m, sendo
dominante na caatinga arbdrea. Entre as caracteristicas diferenciais da variedade encontra-se a
saliéncia da nervura principal dos foliolos mais saliente, a inflorescéncia em panicula terminal

e margens do fruto regularmente contraidas entre as sementes. Apresenta uma tendéncia a ter
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frutos relativamente mais largos do que a variedade colubrina e as margens do fruto com
constricbes mais irregulares. A variedade é popularmente conhecida como angico-verdadeiro,

angico-jacare, angico-de-carogo, angico-preto e angico-de-casca (QUEIROZ, 2009).

Segundo Pio Corréa (1978), o angico é uma planta que apresenta casca amarga,
adstringente, contendo nas entrecascas aproximadamente 32% de tanino. E muito empregado
na industria de cortume. Segundo este mesmo autor esta planta também é utilizada contra
infeccbes pulmonares e das vias respiratorias. Lima (2006) relata que algumas atividades
medicinais sdo atribuidas ao angico, sendo a sua entrecasca parte mais empregada para esses
fins. Segundo este mesmo autor, o decocto produzido com esta parte da planta apresenta
propriedade hemostética, depurativa e cicatrizante. Relata também que, devido a sua acao
adstringente, o angico vem sendo aplicado no tratamento de anginas, diarréias, leucorréia,

gonorreéia e ulceragdes.

Em trabalho realizado por Sarsur Neto et al. (1989) sobre avaliacdo farmacoldgica do
extrato liofilizado do angico (Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan), observou-se que doses
variaveis do extrato provocaram sinais de depressdo do sistema nervoso central e insuficiéncia
respiratoria. Também foi observado que o extrato acarretou um efeito sinérgico quando
associado a doses sub-hipnaticas de pentobarbital sddico e a doses sedativas de clorpromazina
e diazepam. Quanto a propriedades antiepilépticas ndo demonstraram agdo anticonvulsivante
em relacdo ao pentetrazol. Observou-se que o extrato ndo possui acdo analgésica e nem altera
a acdo analgesica do cloridrato de morfina (SARSUR NETO et al., 1989).

Araujo et al. (2008) realizou um trabalho sobre a abordagem de plantas medicinais
com taninos e flavonoides, na area rural do municipio de Altinho localizado na regido central
do Estado de Pernambuco. Um levantamento foi feito com especialistas locais sobre o uso e
conhecimento na comunidade de plantas medicinais utilizadas como anti-inflamatério e
cicatrizacdo de feridas. Os extratos foram obtidos de partes das plantas indicadas pelos
informantes e as coletas foram feitas na companhia de especialistas locais. As extracdes foram
utilizadas para andlise quantitativa de taninos, fendis totais e flavondides. Na pesquisa de
Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan observou-se uma forte associacdo entre o alto teor de
tanino e os efeitos popularmente atribuidos a cicatrizacdo de feridas e acdo anti-inflamatorias

da planta.

Estudos feito por Monteiro et al. (2006a) sobre concentracdo de tanino presente na
entrecasca e nas folhas Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan, os dados experimentais

demonstraram que as concentracfes de tanino podem variar em diferentes épocas do ano. Na
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estacdo mais seca do ano foi verificado que a entrecasca e as folhas apresentaram maiores

teores de taninos (7,2 e 15,3%, respectivamente).

Segundo Lima (2006) o Elixir Sanativo® é um composto constituido a partir da
associacdo dos extratos hidroalcodlicos de espécies vegetais. Na sua composicdo estdo
presentes 20% do angico (Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan, 20% da aroeira (Schinus
terebinthifolius, Raddi), 1,7% do camapu (Physalis angulata, Linné) e 1,7% do mandacaru
(Cereus peruvianus, Miller). O Elixir Sanativo® é um produto indicado no tratamento de
feridas, inflamacdes e tecidos lesionados. Em pesquisa realizada com o Elixir Sanativo® em
alveolite dental induzida em ratos foi observado que o processo de cicatrizagdo mostrou-se
mais evidente aos 15 dias de pds-operatdrio principalmente no terco médio nos animais do
grupo tratado, acentuando-se significativamente aos 21 dias de tratamento, periodo no qual o
terco médio mostra-se quase totalmente obliterado pela ossificacdo. Desta forma o Elixir
Sanativo® contribuiu para que o processo de cicatrizacdo fosse o mais préximo possivel dos
padrdes de normalidade (PESSOA, 2008).

Desta espécie de vegetal ¢ retirado um exsudado gomoso, conhecido como ’goma
arabica”, empregado na industria (PIO CORREA, 1978). Este exsudado gomoso produzido
pela Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan é formado por um complexo
heteropolissacarideo, acido constituido principalmente por moléculas de arabinose e
galactose, denominado de ARAGAL por Delgobo et al. (1998). Delgobo et al. (1999)
encontrou ainda a presenca de mono e oligossacarideos como arabinose, galactose, manose,
ramose, e acido glicorénico. Moretéo et al. (2003) demonstrou o efeito do ARAGAL sobre o
sistema imunolégico, como potencial modificador da resposta bioldgica. A existéncia de
macrofagos ativados com nucleos grandes, citoplasma aumentado, projec6es citoplasmaticas e
com maior capacidade de expansao foram vistos tanto em células obtidas de animais tratados
guanto em células in vitro expostas a0 ARAGAL. No teste in vitro, 82% das células foram
ativadas na presenca de 300 mg/mL de ARAGAL apds 24 h de incubacéo e de 91% depois de
48 h. A presenca de macrofagos ativados também ficou indubitdvel em preparacGes de
células de ratos tratados com ARAGAL nas doses de 100, 250 e 500 mg/Kg proporcionando
um acréscimo de 60, 75 e 75% respectivamente na ativacdo de macrofagos, caracterizando

assim, uma relaco tempo e dose dependente (MORETAO et al., 2003).

O tratamento de camundongos com 50, 100 ou 200 mg/Kg de ARAGAL aumentou o
namero de células fagocitarias presentes no exsudado de peritbnio em 18, 44 e 88%,
respectivamente  (MORETAO et al, 2004). O ARAGAL também promoveu um
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desenvolvimento na formagdo do o-fator de necrose tumoral (o-TNF) por parte dos
macrdfagos. Macrofagos tratados in vitro por 18 h com ARAGAL foram capazes de extinguir
180 células de Sarcoma (S-180). Na concentracdo de 100 mg/Kg, o ARAGAL mostrou acao
antitumoral contra S-180 em ascites ou tumores sélidos com inibicdo tumoral de 63 e 38%,
respectivamente (MORETAO et al., 2004).

A eficécia do processo de cicatrizacdo dos fitoterapicos esté relacionada a acéo de
flavondides (PERUCHI et al., 2001; PEREZ-CARREON et al., 2002; SIMOES et al., 2010),
taninos (LAKS, 1991; KHANNA, et al., 2002) e as saponinas (SIMOES et al., 2010). Ha
varias espécies de plantas produtoras de taninos, no Nordeste do Brasil, utilizam o angico
como uma das fontes para o uso do tanino (PAES et al., 2006).

2.4. SAPONINAS

As saponinas sdo compostos origindrios do metabolismo secundario das plantas,
geralmente encontrados nos tecidos de maior vulnerabilidade ao ataque fungico, bacteriano ou
predatorio dos insetos. Consequentemente, um de seus papéis € atuar como uma barreira
quimica ou como um protetor do sistema de defesa da planta (WINA et al., 2005). As
saponinas podem ser classificadas em 2 grupos: as esteroidais e triterpendides (FRANCIS et
al., 2002). As saponinas esteroidais normalmente estdo presentes em angiospermas
monocotileddneas e sdo caracterizadas por uma estrutura de 27 carbonos, geralmente
arranjadas em 6 aneéis. Os triterpenoides sdo estruturas pentaciclicas formadas por 30 carbonos
e que além da ligacdo glicosidica no carbono 3 podem ou ndo apresentar a ligacdo glicosidica
no carbono 28 (SPARG et al., 2004). Muitos dos sapondsidos tem propriedades hemoliticas
ao desorganizarem a membrana dos globulos vermelhos do sangue. (CUNHA e ROQUE,
2005). Uma propriedade caracteristica destas substancias é a formacdo de espuma em contato
com a dgua. A importancia destes produtos naturais esta baseada em suas inimeras atividades
biologicas, destacando-se as atividades anti-inflamatoria, analgésica, expectorante,
antioxidante, antiviral, antimicrobiana e antifungica. Estas aplicacGes estdo diretamente
ligadas aos tipos de saponinas que podem ser encontrados, sendo muitos estudos realizados
atualmente no sentido de verificar novos potenciais de usos (SANTOS et al., 2011). Dentre as
aplicacGes mais importantes destes compostos podem ser citados a reducdo nas taxas de
colesterol e triglicerideos sanguineos, o efeito imunogénico, a reducdo na producdo de

amdnia, o controle de parasitas e o efeito citostatico sobre células malignas (FRANCIS et al.,
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2002). Outras aplicagdes consistem na sua utilizacdo em industrias farmacéuticas, sendo
precursores na sintese de compostos esteroidais como hormdnios, contraceptivos, diuréticos,
entre outros (SANTOS et al., 2011).

2.5. FLAVONOIDES

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: os flavondides e os ndo
flavonoides, sendo que ambos sdo compostos de baixo peso molecular, denominados
metabdlitos secundarios. Os flavondides englobam uma classe muito importante de pigmentos
naturais e tém a estrutura quimica C6-C3-C6, sendo que as duas partes da molécula com seis
carbonos sdo anéis aromaticos (VOLP et al., 2008). Flavondides sdo compostos polifendlicos
biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, precursores de varios grupos
de substéncias como aminoacidos alifaticos, terpenoides, acidos graxos dentre outros. Eles
participam de importantes fungdes no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais
e estdo presentes na maioria das plantas, concentrados em sementes, frutos, cascas, raizes,
folhas e flores. S&o os responsaveis pelo aspecto colorido das folhas e flores (DORNAS al.,
2007). Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma série de
propriedades farmacoldgicas que os fazem atuarem sobre sistemas bioldégicos (PETERSON
al., 1998). Segundo Beecher (2003) ja foram identificados mais de 8000 componentes da
familia dos flavondides, sendo suas maiores classes os flavonois, flavonas, flavanonas,
catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavonodis e chalconas (COOK e SAMMAN,
1996). Diversas fun¢des sdo atribuidas aos flavondides nas plantas. Entre elas, pode-se citar a
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra microrganismos
patogénicos, acdo antioxidante, acdo alelopatica e inibicdo enzimatica (HARBORNE e
WILLIAMS, 2000; HEIM at al., 2002).

2.6. TANINOS

O termo taninos € muito antigo, tendo sido inicialmente introduzido por Seguin em
1796, para definir o principio adstringente de casca de carvalho (COSTA, 2002). De acordo

com Ribéreau-Gayon (1972), os taninos sdo 0s constituintes quimicos de tecidos vegetais
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responsaveis pela transformacdo de pele animal fresca em couro (curtimento; tanning em

inglés).

Os taninos sdo amplamente distribuidos dentro do reino vegetal, sendo comuns tanto
em espécies gimnospermas como angiospermas. Dentro das angiospermas, 0s taninos séo
mais comuns nas dicotileddneas do que nas monocotiledéneas. Algumas familias de
dicotiledoneas ricas em taninos sdo as leguminosae, anacardiaceas, combretaceas,

rhizoporaceae, mirtacea, e polinaceae (NOZELLA, 2001).

Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes do
metabolismo secundario das plantas (BUTLER et al., 1984) e ocorrem em uma ampla
variedade de plantas. Atuam na defesa da planta contra fungos patogénicos, bactérias, virus
(TAKECHI et al., 1985) e contra ataques de insetos e herbivoros (PRINCE e BUTLER, 1980;
KATOH et al., 1989; TEMMINK et al., 1989).

Os taninos ndo se definem propriamente pela sua composicdo quimica,
demasiadamente variavel, mas por um conjunto de propriedades devidas, em grande parte, a
presenca de hidroxilos fenolicos nas suas moléculas (COSTA, 2002). Segundo Costa (2002),
em cada planta existem diversos taninos e a composicao varia de acordo com as regides onde

se localizam na planta.

Na forma ndo oxidada, os taninos reagem com as proteinas através de pontes de
hidrogénio e/ou ligagcdes hidrofobicas. Quando oxidados, os taninos se transformam em
quinonas, as quais formam ligacdes covalentes com alguns grupos funcionais das proteinas,

principalmente os grupos sulfidricos da cisteina e e-amido da lisina (SGARBIERI, 1996).

Podem ser divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados ou
ndo hidrolisaveis. A diferenciacdo das classes de taninos hidrolisaveis se da pelo monémero
responsavel pela sua formacdo (EDAGI e KLUGE, 2009). Devido a natureza diversa do
poliol central e dos radicais fendlicos a ele ligados, é possivel distinguir varios tipos de
taninos hidrolizaveis. Os dois principais sdo o0s galotaninos e os elagitaninos (JORGE et al.,
2001). Os taninos galotaninos sdo polimeros do acido galico. Ja os taninos elagitaninos séo
formados por acido elagico (EDAGI e KLUGE, 2009).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo os mais frequentes na natureza
(COSTA, 2002). Podem ser encontrados nas cascas e folhas de diversas arvores
(KHANBABAEE e VAN REE, 2001). Quando extraidos dos vegetais, apresentam-se em

massas coradas de tons castanhos ou vermelhos, amorfas e bastante sollveis no éalcool
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(COSTA, 2002). Suas moléculas sdo constituidas por oligdmeros ou polimeros baseados em
unidades monoméricas do tipo flavonodide (LAKS, 1991). Os flavonoides sdo um grupo de
compostos distribuido pelo reino vegetal, com moléculas formadas por unidades triciclicas e
hidroxiladas de 15 carbonos (JORGE et al., 2001).

Entre os vérios tipos de monoflavonoides que se manifestam na natureza, os taninos
condensados ou proantocianidinas sdo constituidos por unidades flavanol: flavan-3-6is
(catequina) ou flavan-3,4-didis (leucoantocianidina) que participam nas formacgfes dos
taninos, pois sdo o0s Unicos com capacidade de sofrerem reacBes de polimerizacdo,
apresentando-se assim como 0s precursores dos taninos condensados (P1ZZI, 1983).

De acordo com Jorge et al. (2001), os polimeros de proantocianidinas podem conter
desde duas até mais de cinquenta unidades flavondides, dependendo da sua estrutura quimica
e do seu grau de polimerizagdo podem ou ndo ser solliveis em solventes organicos ou
aquosos. Os taninos constituem-se como uma classe de substancias extremamente complexa e
variada que partilham as propriedades quimicas semelhantes. As classes e subclasses, ndo
representam a totalidade dos taninos existentes na natureza, ndo esgotando de forma alguma a
variedade de estruturas detectadas (JORGE et al., 2001).

Khanna et al. (2001) realizaram pesquisas sobre regulacdo da expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) induzido por oxidante em cultura de queratindcitos
com extrato de semente de uva com proantocianidina. Os resultados sugeriram que o extrato
de semente de uva contendo proantocianidinas pode ter efeitos terapéuticos benéficos em
promover a cicatrizacdo de feridas cutaneas e outras doencas de pele relacionadas. Segundo
Khanna et al. (2002) as proantocianidinas e os demais taninos sé@o conhecidos por facilitar a
cicatrizacdo de feridas. Observaram que no processo de cicatrizacdo de feridas em pele de
ratos, o extrato natural pode ter efeitos tdo especificos na inducdo e sobre regulacdo da

transcricdo de um gene angiogénico.

2.7. FITOTERAPICOS E PRINCIPIOS DE MANIPULACAO DOS EXTRATOS E
TINTURAS

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) define planta medicinal como sendo “todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas

com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. A diferenca
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entre planta medicinal e fitoterapico reside na elaboracdo da planta para uma formulacdo
especifica, o que caracteriza um fitoterapico (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

De acordo com a Secretaria de Vigilancia Sanitaria em sua portaria n°® 6 de 31 de
janeiro de 1995, fitoterdpico ¢ “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa
ou para fins de diagndstico, com beneficio para o usuario”. E o produto final acabado,
embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos
permitidos na legislacéo vigente.

A legislacdo brasileira da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 16
de marco de 2004 - Resolucdo-RDC n° 48 considera preparacies a base de espécies
medicinais como medicamentos, ja que a composi¢do quimica da planta é a responsavel por
seus efeitos terapéuticos e, por isso, devem passar pelos crivos de eficacia, seguranca e
qualidade (BORELLA et al., 2010). Segundo Borella et al. (2010), ha necessidade de se
desenvolver metodologias analiticas especificas para tais produtos, desde a matéria-prima até

a forma farmacéutica.

De acordo com o formulario nacional do ministério da saude (BRASIL, 2005), os
extratos sdo preparacdes de consisténcia liquida, solida ou intermediaria, obtidas a partir de
material vegetal ou animal. O material utilizado na preparacdo de extratos pode sofrer
tratamento preliminar, tais como, inativacdo de enzimas, moagem ou desengorduramento. Os
extratos sdo preparados por percolacdo, macera¢do ou outro método adequado e validado,
utilizando como solvente alcool etilico, agua ou outro solvente adequado. Apos a extracao,
materiais indesejaveis podem ser eliminados. Extratos secos sdo preparacdes solidas obtidas
pela evaporacdo do solvente utilizado na sua preparacdo. Apresentam, no minimo, 95% de
residuo seco, calculados como percentagem de massa. Os extratos secos podem ser
adicionados de materiais inertes adequados. Os extratos secos padronizados tém o teor de seus
constituintes ajustados pela adicdo de materiais inertes adequados ou pela adi¢do de extratos
secos obtidos com a mesma droga utilizada na preparacdo. Extratos fluidos sdo preparacoes
liguidas nas quais, exceto quando especificado diferentemente, uma parte do extrato, em
massa ou volume, corresponde a uma parte, em massa, da droga seca utilizada na sua
preparacdo. Os extratos fluidos podem ser padronizados, em termos de concentracdo do
solvente, do teor dos constituintes ou do residuo seco. Se necessario, podem ser adicionados

de conservantes inibidores do crescimento microbiano.
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Existem vérias metodologias descritas para a preparacdo de extratos vegetais,
visando o isolamento de seus constituintes quimicos. Um dos métodos que considera ser o
mais adequado para a analise quimico-farmacoldgica é a preparacdo de extrato hidroalcodlico.
Este extrato € andlogo as tinturas realizadas na cultura popular, onde se misturam as partes
ativas das plantas com bebidas alcodlicas (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Contudo, no formulério nacional do ministério da satde (BRASIL, 2005), as tinturas
sdo preparacgdes liquidas obtidas, normalmente, de substancias de origem vegetal ou animal.
Segundo Borella et al. (2010), as solugdes extrativas mais comumente utilizadas para veicular
estes principios ativos sdo as tinturas (extratos hidroalcoolicos preparados com uma parte da
droga que é extraida com mais de duas partes e menos de dez partes de liquido extrator.
Normalmente, usa-se a proporgdo 1:5), preparadas conforme descrito na 22 edicdo da
Farmacopéia Brasileira (1959). Ainda no formulario nacional do ministério da saude
(BRASIL, 2005) as tinturas sdo normalmente limpidas. Um pequeno sedimento pode se
formar por deposicdo e é aceitavel desde que ndo haja modificacdo da composicdo. S&o
baseadas na acdo solubilizante do alcool etilico ou da glicerina sobre o p6 seco da droga
(planta), ao qual se pode agregar &gua em quantidade necessaria para diminuir a concentracdo
alcoolica. A graduacdo alcodlica da tintura varia de acordo com a solubilidade dos principios
ativos extraidos normalmente entre 30 °GL e 90 °GL. Atualmente, a glicerina, o
propilenoglicol e o polietilenoglicol também tém sido empregados em misturas com agua

substituindo o alcool etilico.

No campo da pesquisa 0 uso do extrato hidroalcodlico tem sido aplicado no auxilio
de processo cicatriciais. Castelo Branco Neto et al. (2006), avaliou o extrato hidroalcodlico de
aroeira no processo de cicatrizacdo de feridas em pele de ratos e observou retardo na
reepitelizacdo. Segundo (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998), a avaliacdo do potencial
terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavonoides,
alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, tem sido objeto de incessantes
estudos, onde ja foram comprovadas as acGes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos

com animais.
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Neoangiogénese de feridas cutaneas em ratos tratados com extrato hidroalcoo6lico de
Anadenanthera colubrina var. cebil

Wagner Soares Pessoa & Joaquim Evéncio Neto

Resumo

OBJETIVO: Avaliar a neoangiogénese de feridas cutaneas subdérmicas em ratos tratados com
extrato hidroalcodlico (E.HA) a 5% da casca e entrecasca do angico (Anadenanthera
colubrina var. cebil (Griseb.) Altschina).

METODOS: Utilizou-se 20 ratos Wistar, machos que foram submetidos a cirurgias de pele e
tela subcuténea nos antimeros direito e esquerdo da regido toracica. Cada ferida cirdrgica
recebeu tratamento topico imediatamente apds a cirurgia e diariamente por mais vinte e um
dias de acordo com o grupo experimental. As feridas do grupo controle, localizadas no
antimero direito, foram tratadas com solucéo de cloreto de sodio a 0,9%; as do grupo tratado,
antimero esquerdo, foram tratadas com E.HA a 5% da casca e entrecasca do angico, nos dias
4, 7, 14 e 21 de pos-cirargico. No final de cada periodo experimental foram coletados
fragmentos da area da ferida para analise histoldgica. Foi avaliado o niumero de vasos
neoformados.

RESULTADOS: As analises de variancia mostraram aumento significativo no nimero de
vasos sanguineos (p<0,05) no sétimo e 14° dias de Pds-operatorio.

CONCLUSAO: O Extrato hidroalcodlico a 5% da casca e entrecasca do angico

(Anadenanthera colubrina var. cebil) aumenta a neoangiogénese em feridas cutaneas de ratos.

Termos para indexacdo: cicatrizacdo, fitoterapia, neovascularizacao

Neoangiogenesis of skin wounds in rats treated with hydroalcoholic extract of
Anadenanthera colubrina var. cebil

Abstract

OBJECTIVE: Evaluate the neoangiogenesis of skin wounds in rats treated with
hydroalcoholic extract of to 5% of the bark and angico liber (Anadenanthera colubrina var.
cebil).

METHODS: We used 20 male wistar rats that were submitted surgery of skin and
subcutaneous tissue in right and left antimeres of the thoracic region. Each sugical wound
received a topic treatment immediately after the surgery and daily for more twenty one days

according with the experimental group. The wounds of the control group, localized in the
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right antimer, were treated with solution of sodium chloride 0.9%, the wounds of the treated
group, left antimer, received as treatment, E. HA to 5%, at 4,7, 14 and 21 days after-surgical.
At the end of each experimental period were collected fragments the wound area for
histological analysis. We evaluated the number of newly formed vessels.

RESULTS: The analysis of variance showed a significant increase in the number of blood
vessels (p <0.05) at 7" and 14" days after-surgical.

CONCLUSION: The hydroalcoholic extract in concentration of 5%5% (etanol 7:3 H,O) of

angico (Anadenanthera colubrina var. cebil) increases neoangiogenesis in skin wounds of rats

Index terms: healing, phytotherapy, neovascularization

Introducéo

Desde a antiguidade as plantas medicinais sdo utilizadas com fins curativos ou
preventivos. Os povos primitivos ja utilizavam as plantas medicinais para o tratamento de
algumas patologias. Acredita-se que o descobrimento das propriedades curativas das plantas
ocorreu através de observacfes de animais que se esfregavam em troncos de arvores para
aliviarem suas feridas’.

O angico é uma planta nativa da caatinga, encontrada no Brasil nas regides do
nordeste, sudeste e sul, contém nas entrecascas tanino®. Sua casca tem propriedade
hemostatica, depurativa, adstringente e cicatrizante e é utilizada na medicina popular em
infusdo, xarope, maceracdo e tintura®®. Os taninos condensados também podem ser
designados por proantocianidinas e sdo conhecidos por facilitar a cicatrizacdo de feridas>®. O
extrato hidroalcodlico de angico possui atividade antimicrobiana in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus’.

A cicatrizacdo consiste em uma serie de eventos celulares e moleculares que interagem
para que ocorra a reconstituicdo do tecido. Em condigdes normais, o processo cicatricial segue
um padrdo, podendo ser dividido em trés fases especificas: inflamatoria, fase fibroblastica e
de deposicdo de matriz extracelular e fase de remodelamento®. As caracteristicas assumidas
pela lesdo durante sua evolucdo resultam da sucessdo ou sobreposicdo de eventos celulares e
tissulares provocados pela ativacéo celular por mediadores quimicos®®.

A ruptura do vaso sanglineo leva a extravasamento dos constituintes do sangue.

Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases séo liberadas™.
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A angiogénese ¢ um mecanismo biolégico de formacdo de novos capilares. Ela envolve a
ativacdo, migracio, e proliferacdo de células endoteliais a partir de vasos pré-existentes™.
Fatores de crescimento sdo 0s provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses e
hiperplasia do epitélio™®. O estagio de remodelagdo da matriz extracelular é um periodo de
consolidacéo, reforco e remodelacdo da ferida. O reforco inicial é a deposicdo, agrupamento e
remodelacdo do colageno, e é responsavel pelo aumento da for¢a de tensdo e diminuigdo do
tamanho da cicatriz e do eritema’®*?. Nessa fase ocorre uma diminuicio progressiva dos vasos
de neoformacdo, bem como dos elementos celulares, inclusive fibroblastos. O epitélio
monoestratificado transforma-se em pluriestratificado 2.

O Elixir Sanativo®, medicamento fitoterapico de uso tradicional na regi&o Nordeste do
Brasil, ¢ um composto constituido a partir da associacdo dos extratos hidroalcodlicos de
espécies vegetais, entre as quais, na sua composicdo esta presente o angico (Anadenanthera
colubrina (Vell) Brenan). Tem indicagdo no tratamento de cicatrizagdo de ferida e processo
inflamatorio. A presenca do angico esta relacionada a uma agdo hemostatica e cicatrizante®.
Lima et al.* estudou a atividade cicatrizante e estudo toxicolégico pré-clinico do fitoterapico
sanativo® e observou que este apresenta uma significativa propriedade cicatrizante em tecidos
epiteliais lesionados.

Diferentes pesquisas vém demonstrando efeitos cicatriciais de plantas. Parente et al.*?
estudou o efeito do extrato etandlico das flores da Calendula officinalis L. em feridas
cutaneas em ratos e observou atividade cicatrizante com inducdo da neovasculariza¢do. O
0leo de copaiba foi avaliado morfologica e morfometricamente em cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos e demonstrou se capaz de aumentar o tecido de granulacdo e o nimero de
vasos sangufneos™**>.

Tomando por base os resultados positivos do angico frente a cepas bacterianas, seu
uso na medicina popular como cicatrizante e visando ao estudo de uma preparacao
hidroalcodlica em concentracdo suficiente para favorecer o processo de reparacdo tecidual,
este trabalho visa avaliar morfometricamente a neoangiogénese de feridas cutaneos
subdérmicos em ratos tratados com extrato hidroalcoolico a 5% (etanol 7:3 H,0) da casca e

entrecasca do angico (Anadenanthera colubrina var. cebil).

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Biotério do Departamento de Farméacia da

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Este trabalho foi submetido a Comissdo de
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Etica no Uso Animal da UFRPE. Apds a ortotanasia, os animais foram preparados, segundo
as exigéncias dos principios éticos para trabalhos experimentais do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), S&o Paulo, Brasil, 1991.

O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso (DIC), composto pelos
tratamentos extrato hidroalcoolico a 5% e solucéo de cloreto de sodio a 0,9%, avaliados nos
periodos pos-operatorios de 4, 7, 14 e 21 dias. Foram utilizados 5 repeti¢Oes para cada tempo
farmacoldgico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental.

Casca e entrecasca de angico (Anadenanthera colubrina var. cebil) foram coletadas,
no periodo da manhd, em 02 de novembro de 2009, no municipio de Pombos, Pernambuco. A
planta foi identificada por comparacdo de um exemplar ja identificado e depositado no
Herbario Sérgio Tavares do Departamento de Ciéncia Florestal da UFRPE sob o nimero
17242.

O Extrato Hidroalcoolico foi preparado a partir do tronco de uma arvore adulta no

Departamento de Farmacia no laboratorio de Farmacognosia da UFPE. Inicialmente, este
material foi submetido a processo de pulverizacdo em moinho de faca. O p6 obtido foi pesado
e, junto com 500 mL de metanol, foram adicionados ao aparelho de Soxhlet'®. Apés 12 horas
a mistura foi retirada do Soxhlet, filtrada e concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida'’ com temperatura entre 40 °C e 45 °C para obtenc&o do extrato seco de A. colubrina
var. cebil. Uma aliguota equivalente a 5g deste extrato foi diluida em etanol a 70%, obtendo-
se 0 extrato hidroalcodlico a 5% (etanol 7:3 H,0). Este foi mantido em recipiente de vidro
ambar em temperatura ambiente até a realizagcdo do experimento.
Preparou-se infusdes metandlicas (15% p/v) usando cascas e entrecascas do caule do angico
(Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschina). Aliquotas do extrato (15 uL) foram
comparativamente analisados por cromatografia em camada delgada (placas pontas de gel de
silica MercK. Art. 105553), desenvolvendo-se os cromatogramas com fases mdveis de
polaridades diversas e seus componentes revelados segundo a classe de metabdlitos a
investigar'®*®. Pesquisou-se a presenca de polifendis (cumarinas, antraquinonas, derivados
cindmicos, fenilpropanoglicosideos, flavondides, proantocianidinas e taninos galicos),
alcaldides e terpendides (iridoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos, esterdides e
sapondsidos).

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus), wistar, machos, com 120 dias
de idade e peso médio de 350 gramas, provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os ratos

foram agrupados aleatoriamente em quatros grupos de cinco animais e mantidos em caixas
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individuais, em ambiente com temperatura de 23 a 25° C e ciclo claro/escuro controlados de
12 em 12 horas. Receberam ragdo comercial para roedores (Presence®, Purina) e 4gua a
vontade.

Apbs anestesiados com anestesia dissociativa com xilazina na dose de 3mg kg™ e
cetamina, 10 mg kg™, por via intramuscular, segundo Estevdo °, os animais foram
posicionados em decUbito ventral e submetidos a tricotomia bilateral e antissepsia com
clorexidine topica alcoolica a 0,5%. A &rea foi demarcada utilizando um demarcador metalico
cilindrico com 1,3 cm de diametro. Com laminas de bisturi nimerol5 e tesoura de ponta
romba foram realizadas incisdes de pele e tela subcutdnea no antimero direito e esquerdo da
regido toracica, separadas por uma distancia minima de 2 cm. O tecido foi dissecado e
retirado ficando exposta a fascia muscular adjacente.

Cada falha cutanea recebeu o tratamento imediatamente ap0s a excisdo cirdrgica e
seguindo a metodologia estabelecida: Grupo controle (GC) — Feridas localizadas no antimero
direito, recebendo uma aplicagéo topica diaria durante 21 dias de solucdo de cloreto de sodio
a 0,9%; Grupo tratado (GT) — Feridas localizadas no antimero esquerdo, recebendo uma
aplicacdo topica diaria durante 21 dias de extrato hidroalcodlico a 5% (etanol 7:3 H,0) de
angico.

Nos tempos 4, 7, 14 e 21 dias p6s-operatorio 0s animais dos respectivos grupos foram
submetidos a anestesia inalatéria com isoflurano e ortotanasiados para coleta dos fragmentos.
Cada ferida cirurgica foi dissecada com margem de 0,5 cm de pele integra em torno da leséo,
com profundidade até a musculatura dorsal do animal. Os fragmentos foram fixados em
formol a 10% por 48 horas e transferidos para alcool a 70%. Em seguida, foram desidratados
em etanol, diafanizados em xilol, processados para inclusdo em parafina pelos métodos de
rotina, cortados em microtomo tipo Minot ajustado para 5 um e colocados em laminas
previamente untadas com albumina de Mayer. Apds secagem, os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) para as analises morfoldgica e morfométrica. O material foi
analisado e fotografado em Microscopio Bioldgico Trinocular NIKON 50i acoplado a um

sistema de captura de imagem microscépica.

Para cada regido do retalho cutaneo foram obtidas seis imagens, que foram analisadas
em um software analisador de imagens (Imagelab 2000), pelo qual foi possivel quantificar o
namero de vasos sanguineos neoformados. Os dados obtidos para a variavel de niamero de

vasos sanguineos e contracdo da ferida foram submetidos a andalise de variancia, e as médias
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foram comparadas pelo teste de Tukey, p<0,05 de probabilidade. As analises foram feitas

usando o software Assistat, versio 7.6 beta®.

Resultados e Discussao

Na analise morfolégica da derme, em ambos os grupos no 4° dia, foram observados
estroma conjuntivo com células inflamatdrias, presenca de fibroblastos e vasos sanguineos,
caracteristicos da fase de fibroplasia da cicatrizacdo, na qual a migracdo dos fibroblastos €
sempre acompanhada de proliferacdo®. Juntamente com crosta fibrino leucocitéria, alta
concentracéo de células polimorfonucleares foram identificadas em ambos os grupos no 4° dia
de pos-operatério (PO). Estes achados coincidem com os observados por Castelo Branco Neto
et al?’, ao trabalharem com extrato hidroalcodlico de aroeira. Os leucécitos
polimorfonucleares chegam no momento da injuria tissular e permanecem por um periodo de
trés a cinco dias, com a funcéo principal de eliminagcdo de possiveis microorganismos pela
fagocitose®.

A fibroplasia é extremamente importante na formacdo do tecido de granulagéo.
Segundo Balbino et al.2, com o aumento dos fibroblastos ativados para producéo de coléageno,
a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais
elastico. Neste experimento os fibroblastos presentes na derme e subderme nas feridas do
grupo tratado (GT) no 7° dia de PO apresentavam-se em maior concentracdo quando
comparados ao grupo controle (GC), onde também foram observadas areas de desestruturacdo
das fibras colagenas e poucos vasos sanguineos.

Na avaliacdo morfométrica dos vasos sanguineos, observou-se que as feridas do grupo
tratado apresentaram maiores médias de nimero de vasos sanguineos no 7° e 14° dias de pos-
operatorio quando comparadas ao grupo controle. Nos tempos 4° e 21° dias de p6s-operatdrio

ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios e erros-padrao do ndmero de vasos sanguineos para os lados

controle e tratado com extrato hidroalcodlico a 5% de angico durante 4, 7, 14 e 21 dias
de pds-operatdrio. Teste t de Student.

Morfologicamente observou-se no 4° dia de PO no GT, vasos sanguineos com lumens
variados, crosta fibrino leucocitaria com concentracdes elevadas de neutrofilos e presenca de
fibroblastos e colageno. No GC os vasos sanguineos encontravam-se com lumens reduzidos e
em menor concentracdo. Os fibroblastos em sua maioria estavam fusiformes e o colageno
mostrou-se reduzido.

No 7° dia de PO os vasos apresentavam-se mais dilatados, presenca de crosta fibrino
leucocitaria e alta concentracdo de fibroblastos no GT. No GC o0s vasos sanguineos
apresentavam-se delgados e as fibras colagenas delgadas e curtas.

No 14° dia de PO os vasos apresentavam-se numerosos, crosta fibrino leucocitaria reduzida no
GT. No GC observou-se numerosos vasos sanguineos com lumens reduzidos e concentracdes
menores de fibroblastos.

No 21° dia de PO os vasos mostravam-se em menor concentracdo com lumens
reduzidos, epitélio quase reconstituido, concentracdo moderada de fibroblastos e colageno
mais desenvolvido no GT. No GC os vasos sanguineos apresentavam-se mais reduzidos com
lumens de varios tamanhos. O epitélio de revestimento encontrava-se todo reconstruido, e
fibroblasto em menor quantidade e o colageno mostrou-se mais espesso.

Na fase inicial do processo da cicatrizacdo de feridas, ocorrem alteracdes celulares e
microcirculatérias, apresentando vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, edema e
migracdo de neutréfilos e monécitos®*?%. Segundo Khanna et al.®, a angiogénese desempenha
um papel central na cicatrizagdo de feridas. Entre muitos fatores de crescimento conhecidos
(EGF, alfa-TGF, PDGF (plaquetas), FGF, VEGF (vasculogénese) e beta-TGF), o fator de
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crescimento vascular endotelial (VEGF) possui papel importante, na estimulacdo da

angiogénese em feridas®?*

, induz a migracéo e proliferacdo das células endoteliais e aumenta
a permeabilidade vascular® coerente com a suposta capacidade para promover a
angiogénese®.

Pesquisas desenvolvidas com dleo de copaiba em diferentes modelos experimentais de
cicatrizacdo em ratos tém demonstrado ser este capaz de aumentar a neoangiogénese na
segunda fase cicatricial. Brito'* e Estevdo™ relatam a evidéncia de vasos sanguineos mais
numerosos e dilatados no 7° dia p6s operatério em feridas cutaneas, corroborando com o0s
achados desta pesquisa. Parente® em estudo sobre atividade angiogénese do extrato etanélico e
fragOes diclorometano e hexanica das flores de Calendula officinalis L. em feridas cutaneas
em ratos demonstrou ter efeito positivo na angiogénese favorecendo a cicatrizacao,

corroborando com 0s nossos achados.

Lima et al.* trabalhou com Elixir Sanativo®, composto constituido a partir da
associacdo dos extratos hidroalcodlicos de espécies vegetais, entre as quais, na sua
composicao esta presente o angico. Relatou uma significativa propriedade cicatrizante com o

mais proximo possivel dos padrbes de normalidade.

Na cromatografia de camada delgada realizada para pesquisa de metabolitos no extrato
hidroalcodlico de Angico do nosso estudo, foram identificados os seguintes constituintes:
flavondides (glicosideos quercetinicos), saponinas (saponosidos), triterpenos e esteroides
mostravam-se fracamente positivos, aclcares redutores, leucoantocianidinas, apresentaram-se
moderadamente positivos e as proantocianidinas condensadas foram fortemente positivos. Ja
os alcaldides, acido gélico e acido elagico ndo foram identificados (Tabela 1).

Segundo Agra® o angico é quimicamente constituido por alcaléides indélico (oxido de
N, N-dimetiltriptamina), esterdides (palmitato de &-sitosterol e &-sitosterol), flavondides
(3,3',4',7,8-pentahidroflavona), triterpendides (lupenona e lupeol), derivados fenolicos (3,4,5-
dimethoxidalbergiona, dalbergiona e kuhlmannia). Contém nas entrecascas tanino?, também
conhecidos por proantocianidinas. As proantocianidinas e 0s demais taninos sao conhecidos
por facilitar a cicatrizagdo de feridas>®. Khanna et al.®, estudaram aplicaco topica de extrato
de semente de uva com proantocianidina no processo de cicatrizacdo de feridas em pele de
ratos, e relataram ter este efeito especifico na inducéo e regulacdo alta na transcricdo de gene
angiogénico, sugerindo acdo sobre o fator de crescimento endotelial vascular. Neste estudo
foram identificados grande quantidade de proantocianidinas no extrato hidroalcoolico a 5%

(etanol 7:3 H,0) da casca e entrecasca do angico (Anadenanthera colubrina var. cebil).
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Tabela 1: Metabolitos encontrados na cascas e entrecascas do caule do angico.

Metabdlitos Anadenanthera colubrina var. cebil
Acucares redutores ++

Alcalbides -

Flavondides (glicosideos quercetinicos) +

Acido galico -

Acido elagico -
Proantocianidinas condensadas +++
Leucoantocianidinas ++

Saponinas (saponosidos) +

Triterpenos e Esteroides +

Legenda: + = fracamente positivo; ++ = moderadamente positivo;
+++ = fortemente positivo; - = negativo
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Figura 2. Fotomicrografias de fragmentos de pele dos ratos Wistar aos 7 (A e B) e 14 (C e D) dias de
pos-operatorio. Nos lados tratados (LT) a presenca de vasos sanguineos (v) e nos lados controles (LC)
também com vasos sanguineos (Vv), porém, em menor numeroso em comparagdo com os observados nas
figuras dos lados tratados (LT). Na foto (A) tecido adiposo (TA); foto (B) tecido conjuntivo (TC) e na
foto (D) do lado tratado (LT) observam-se numerosos vasos sanguineos perpendicularmente. Coloragédo
H.E. Aumento: + 40x.
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Figura 3. Fotomicrografias em maior aumento de fragmentos de pele dos ratos Wistar aos 7(E e F) e
14(G e H) dias de pos-operatorio. Na foto (E) do lado tratado (LC) vasos sanguineos (=) com lumens
bem desenvolvidos. Na foto (F) do lado tratado (LT) com é&rea de tecido conjuntivo com o colageno
evoluido (TC) e vasos sanguineos (=). Foto (G) no lado controle (LC) com fibras de colagenas
delgadas e curtas, alguns vasos sanguineos (—) com lumens desenvolvidos e outros com lumens
reduzidos. Foto (H) no lado tratado (LT) vasos sanguineos (). Coloragdo H.E. Aumento: + 200x.

Conclusao

O extrato hidroalcotlico a 5% (etanol 7:3 H,O) da casca e entrecasca do angico
(Anadenanthera colubrina var. cebil) mostrou-se eficiente no aumento da neoangiogénese em

feridas cutaneos de ratos.
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Fibrogénese e revestimento epitelial em feridas cutaneas em ratos tratados
com extrato hidroalcodlico de Anadenanthera colubrina var. cebil

Wagner Soares Pessoa & Joaquim Evéncio Neto

Resumo

OBJETIVO: Avaliar a fibrogénese e o revestimento epitelial de feridas cutadneas em ratos
tratados com extrato hidroalcodlico (E. HA) a 5% da casca e entrecasca do angico
(Anadenanthera colubrina var. cebil).

METODOS: Foram utilizados 20 ratos machos, wistar, submetidos a cirurgias de pele e tela
subcutanea na regido toracica. Imediatamente apos a cirurgia cada ferida recebeu tratamento
uma vez por dia durante 21 dias de acordo com o grupo experimental: GT (grupo tratado)
feridas do antimero esquerdo, tratadas com extrato hidroalcodlico a 5% da casca e entrecasca
do angico, e GC (grupo controle) feridas do antimero direito, tratadas com solucgéo de cloreto
de sodio a 0,9%. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatros grupos de cinco
animais, que foram ortotanasiados aos 4, 7, 14 e 21 dias de pos-operatdrios. Foram coletados
fragmentos para analises morfologicas e morfométrica de fibroblastos e grau de contracéo
epitelial.

RESULTADOS: A analise de variancia dos resultados mostrou aumento significativo no
numero de fibroblastos (grupo tratado p< 0,01 e grupo controle p< 0,05) no sétimo dia de pds-
operatorio (PO). Os achados microscopicos demonstraram que os ratos do grupo controle
apresentaram, nas lesdes, epitelizagdo mais evoluidas do que os ratos do grupo tratado no 14°
dia de PO.

CONCLUSAO: O extrato hidroalcodlico a 5% aumentou o nimero de fibroblasto aos sete
dias de pds-operatdrio e retardou porém retardou a reepitelizacdo das feridas cutaneas dos

ratos.

Termos para indexacdo: cicatrizacdo, fitoterapia, fibroblastos
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Fibrogenesis and epithelial revetment of skin wounds in rats treated with hydroalcoholic

extract of of Anadenanthera colubrina var. cebil

Abstract

OBJECTIVE: To value the fibrogenesis and epithelial revetment of cutaneous wounds
subdermal in rats treated with hydroalcoholic extract to 5% of bark and angico’s liber
(Anadenanthera colubrina var. cebil).

METHODS: 20 male Wistar rats were used, from which animal it was removed two
fragments of skin, one in the right and the other in the left side of the thoracic region.

The wounds of the control group, localized in the right antimer, were treated with solution of
sodium chloride 0.9%, the wounds of the treated group, left antimer, were treated with
hydroalcoholic extract to 5% of bark and angico's liber at 4, 7, 14 and 21 days after-surgical
The animals were divided eventually in four groups of five animals, which were
ortotanasiados at 4, 7, 14 and 21 days after-surgical, fragments were collected for
morphological and morphometrical analysis of fibroblasts in the grade of epithelial
contraction.

RESULTS: The results of analysis of variance showed a significant increase in the number of
fibroblasts (treated group p <0.01 and control group p <0.05) in the 7" of day after-surgical.
Microscopic findings showed that control rats showed, epithelialization more evolved than the
rats in the treated group in the 14" of day after-surgical.

CONCLUSION: The hydroalcoholic extract 5% proves efficient in increasing the fibroblasts
at 7 days postoperatively but delayed the reepithelialization of skin wounds in rats.

Index terms: healing, phytotherapy, fibroblasts

Introducéo

O angico é uma arvore muito utilizada em medicamentos populares®. Lima et al.?
relata que a entrecasca € a parte mais empregada para esses fins. Segundo este mesmo autor, o
Elixir Sanativo® é um composto constituido a partir da associacdo dos extratos
hidroalcodlicos de espécies vegetais, entre as quais, na sua Composicdo esta presente angico
(Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan) e apresenta propriedades hemostatica, depurativa e
cicatrizante.

A eficécia do processo de cicatrizacdo dos fitoterapicos esta relacionada a acao de
flavondides®* e taninos>®. Ha vérias espécies de plantas produtoras de taninos, no Nordeste

do Brasil, utilizam o angico como uma das fontes para o uso do tanino’.
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Lima et al.? estudou a atividade cicatrizante e a toxicologia pré-clinica com o Elixir
Sanativo® e observou uma significativa propriedade cicatrizante em tecidos epiteliais
lesionados.

A cicatrizacdo consiste em uma serie de eventos celulares e moleculares que interagem
para que ocorra a reconstituicdo do tecido. Em condigdes normais, o processo cicatricial segue
um padréo, podendo ser dividido em trés fases especificas: inflamatoria, fase fibroblastica e
de deposicéo de matriz extracelular e fase de remodelamento’. As caracteristicas assumidas
pela lesdo durante sua evolucdo resultam da sucesséo ou sobreposicdo de eventos celulares e
tissulares provocados pela ativacéo celular por mediadores quimicos®®.

A ruptura do vaso sanguineo leva a extravasamento dos constituintes do sangue.
Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases sdo liberadas™®.
Fatores subendoteliais sdo expostos a uma superficie em que as plaquetas se aderem e
agregam formando um coagulo, que serve para auxiliar coaptar as bordas lesadas, mas
também para cruzar a fibronectina e na formagcdo de uma matriz proviséria, em que 0s
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam ingressar na ferida'®*'. Sobre esse
suporte os fibroblastos e o endotélio neoformado edificam o tecido de granulagdo™. A
angiogénese € um mecanismo biolégico de formacdo de novos capilares. Ela envolve a
ativacdo, migracdo, e proliferacdo de células endoteliais a partir de vasos pré-existentes®.
Fatores de crescimento sdo 0s provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses e
hiperplasia do epitélio'®. O estagio de remodelacdo da matriz extracelular é um periodo de
consolidacéo, reforco e remodelacdo da ferida. O reforco inicial é a deposicao, agrupamento e
remodelacdo do colageno, e é responsavel pelo aumento da forca de tensdo e diminuicdo do
tamanho da cicatriz e do eritema’®*’. Nessa fase ocorre uma diminuicio progressiva dos vasos
de neoformacdo, bem como dos elementos celulares, inclusive fibroblastos. O epitélio
monoestratificado transforma-se em pluriestratificado™.

Estudos feitos por Uzunian'® e Simdes et al.**

em processo de reparacdo de feridas de
pele de ratos albinos sem qualquer tratamento demonstraram aumento na quantidade de
fibroblastos com grande quantidade de vesiculas intracitoplasmaticas contendo fibras
colagenas aos sete dias de pos-operatorio.

Tomando por base os resultados positivos obtidos onde algumas atividades medicinais
sdo atribuidas ao angico, sendo a sua entrecasca parte mais empregada para esses fins, e
visando ao estudo de uma preparacdo hidroalcodlica em concentracdo suficiente para

favorecer o processo de reparacdo tecidual, este trabalho visa avaliar morfologica e
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morfometricamente os fibroblastos e o revestimento epitelial de feridas cutaneos em ratos

tratados com extrato hidroalcodlico a 5% (etanol 7:3 H,O) da casca e entrecasca do angico.

Materiais e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Biotério do Departamento de Farmécia da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Este trabalho foi submetido a Comissdo de
Etica no Uso Animal da UFRPE. Apds a ortotanasia, os animais foram preparados, segundo
as exigéncias dos principios éticos para trabalhos experimentais do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), S&o Paulo, Brasil, 1991.

O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso (DIC), composto pelos
tratamentos extrato hidroalcodlico a 5% e solugdo salina, avaliados nos periodos pos-
operatorios de 4, 7, 14 e 21 dias. Foram utilizados 5 repeticbes para cada recurso
farmacologico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental.

Casca e entrecasca de angico (Anadenanthera colubrina var. cebil) foram coletadas,
no periodo da manh&, em 02 de novembro de 2009, no municipio de Pombos, Pernambuco. A
planta foi identificada por comparacdo de um exemplar ja identificado e depositado no
Herbéario Sérgio Tavares do Departamento de Ciéncia Florestal da UFRPE sob o numero
17242.

O extrato hidroalcodlico foi preparada a partir do tronco de uma arvore adulta no
Departamento de Farmacia no laboratorio de Farmacognosia da UFPE. Inicialmente, este
material foi submetido a processo de pulverizacdo em moinho de faca. O p6 obtido foi pesado
e, junto com 500 mL de metanol, foram adicionados ao aparelho de Soxhlet™®. Apés 12 horas
a mistura foi retirada do Soxhlet, filtrada e concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida®® com temperatura entre 40 °C e 45 °C para obtencdo do extrato seco de A. colubrina
var. cebil. Uma aliquota equivalente a 5g deste extrato foi diluida em etanol a 70%, obtendo-
se a tintura hidroalcoodlica a 5% (etanol 7:3 H,0). Esta foi mantida em recipiente de vidro
ambar em temperatura ambiente até a realizacdo do experimento.

Preparou-se infusdes metandlicas (15% p/v) usando cascas e entrecascas do caule do
angico (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschina). Aliquotas do extrato (15 uL)
foram comparativamente analisados por cromatografia em camada delgada (placas pontas de
gel de silica MercK. Art. 105553), desenvolvendo-se 0s cromatogramas com fases moveis de
polaridades diversas e seus componentes revelados segundo a classe de metabdlitos a
investigar'’*®. Pesquisou-se a presenca de polifendis (cumarinas, antraquinonas, derivados

cindmicos, fenilpropanoglicosideos, flavondides, proantocianidinas e taninos galicos),
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alcaldides e terpenoides (iriddides, mono e sesquiterpenos, triterpenos, esterdides e
sapondsidos).

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus), Wistar, machos, com 120 dias
de idade e peso médio de 350 gramas, provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os ratos
foram agrupados aleatoriamente em quatros grupos de cinco animais e mantidos em caixas
individuais, em ambiente com temperatura de 23 a 25° C e ciclo claro/escuro controlados de
12 em 12 horas. Receberam ragdo comercial para roedores (Presence®, Purina) e 4gua a
vontade.

Apbs anestesiados com anestesia dissociativa com xilazina na dose de 3mg kg™ e
cetamina, 10 mg kg™, por via intramuscular, segundo Estevdo'®, os animais foram
posicionados em decubito ventral e submetidos a tricotomia bilateral e antissepsia com
clorexidina topica alcodlica a 0,5%. A area foi demarcada utilizando um demarcador metalico
cilindrico com 1,3 cm de didmetro. Com laminas de bisturi nimerol5 e tesoura de ponta
romba foram realizadas incisdes de pele e tela subcutanea no antimero direito e esquerdo da
regido toracica, separadas por uma distancia minima de 2 cm. O tecido foi dissecado e
retirado ficando exposta a fascia muscular adjacente.

Cada falha cutanea recebeu o tratamento imediatamente ap0s a excisdo cirdrgica e
seguindo a metodologia estabelecida: Grupo controle (GC) — Feridas localizadas no antimero
direito, recebendo uma aplicacdo topica diaria durante 21 dias de solucdo salina a 0,9%;
Grupo tratado (GT) — Feridas localizadas no antimero esquerdo, recebendo uma aplicacdo
topica diaria de extrato hidroalcoolico a 5% (etanol 7:3 H,0).

No dia da cirurgia e nos dias 4, 7, 14 e 21 de pos-operatorio, as feridas de cada grupo
foram mensuradas com auxilio de um paquimetro digital milimetrado (King Tools). Para o
calculo das éareas das feridas controle e tratado foram observados os didmetros maiores e
menores. A partir destes dados a area da ferida foi calculada, utilizando-se a equacéo
matematica: A = n.R.r, onde A representa a area , R 0 raio maior e r o raio menor da ferida.

O célculo do grau médio de contracdo foi expresso em percentual, utilizando-se a
equacdo matematica: 100 x (Ao — Ai) + Ao, onde Ao é a area inicial da ferida (dia 0) e Ai é a
area da ferida no 4°, 7°, 14° e 21° dia de p0Os-operatorio.

Nos tempos 4, 7, 14 e 21 dias p6s-operatorio 0s animais dos respectivos grupos foram
submetidos a anestesia inalatéria com isoflurano e ortotanasiados para coleta do fragmento.
Cada ferida cirargica foi dissecada com margem de 0,5 cm de pele integra em torno da leséo,

com profundidade até a musculatura dorsal do animal. Os fragmentos foram fixados em
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formol a 10% por 48 horas e transferidos para alcool a 70%. Em seguida, foram desidratados
em etanol, diafanizados em xilol, processados para inclusdo em parafina pelos métodos de
rotina, cortados em micrétomo tipo Minot ajustado para 5 um e colocados em laminas
previamente untadas com albumina de Mayer. ApGs secagem, os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) para as anélises morfoldgica e morfométrica do tecido. O material
foi analisado e fotografado em Microscopio Bioldgico Trinocular NIKON 50i acoplado a um

sistema de captura de imagem microscopica.

Para cada regido do retalho cutaneo foram obtidas seis imagens, que foram analisadas
em um software analisador de imagens (Imagelab 2000), pelo qual foi possivel quantificar o
namero de fibroblastos. Os dados obtidos para a variavel de nimero de vasos sanguineos e
contragdo da ferida foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, p<0,05 de probabilidade. As anélises foram feitas usando o software
Assistat, versao 7.6 beta®.

Resultados

Cromatografia

Na cromatografia de camada delgada realizada para pesquisa de metabolitos na tintura
hidroalcodlica de Angico, foram identificados 0s seguintes constituintes: flavonoides
(glicosideos quercetinicos), saponinas (saponosidos), triterpenos e esterdides mostravam-se
fracamente  positivos, acUcares redutores, leucoantocianidinas, apresentaram-se
moderadamente positivos e as proantocianidinas condensadas foram fortemente positivo. Ja
os alcaldides, acido galico e acido elagico ndo foram identificados (Tabela 1).

Tabela 1: Metabdlitos encontrados na cascas e entrecascas do caule do angico.

Metabolitos Anadenanthera colubrina var. cebil
AcuUcares redutores ++

Alcaldides -

Flavondides (glicosideos quercetinicos) +

Acido galico -

Acido elagico -
Proantocianidinas condensadas +++
Leucoantocianidinas ++

Saponinas (saponosidos) +

Triterpenos e Esterdides +

Legenda: + = fracamente positivo; ++ = moderadamente positivo;
+++ = fortemente positivo; - = negativo
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Avaliacéo microscopica

Os resultados histoldgicos comparados das feridas cutaneas, entre grupo tratado (GT)
e grupo controle (GC) aos 7 dias de pés-operatorio (PO) estdo demonstrados na figura 1, na
qual observa-se aumento significante dos fibroblastos no GT em relacdo ao GC. Na figura 3
pode ser observada uma formacéo recente de coldgeno com maior intensidade no GT. Aos 14
dias de PO, ndo ha diferenca significativa de fibroblastos e fibras coldgenas no GT. J& o
revestimento epitelial demonstrava mais evoluido no GC. No GT a epitelizacdo ndo ocorreu
nas feridas em dois ratos, porém, nos outros animais apresentou-se epitélio somente nas
bordas das feridas. Aos 21 dias de PO, os fibroblastos e as fibras coladgenas e a reepitelizacéo

também néo apresentaram diferenca significativa entre os grupos.

1004
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Figura 1. Valores médios e erros-padrdo do nimero de fibroblasto para os lados tratado e controle
com extrato hidroalcodlico de angico a 5% durante 4, 7, 14 e 21 dias de pds-operatério. Teste t de

Student.

Na analise histologica foi observado aumento progressivo do nimero de capilares nos
dias 4, 7, 14 de PO. O GC apresentou no 4° dia de PO, mais capilares sanguineos
neoformados congestos e dilatados em relacdo ao GT. No 21° dia de PO ocorreu diminuicao
no namero de vasos sanguineos. Neste experimento ndo foi identificado diferenca nos
neutrofilos entre os grupos GT e GC, entretanto, verificou-se diminui¢do progressiva dos
neutréfilos nos dias 7, 14 e 21 de PO.
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Grau de contragao
Na figura 2, observa-se que aos 4°, 7°, 14° e 21° dias de p6s-operatorio, as feridas dos

grupos GC e GT néo apresentaram diferencas significantes do grau de contracao.
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Figura 2. Valores medios e erros-padrdo da percentagem da contracdo da ferida para os grupos
controle e tratado com aos 4, 7, 14 e 21 dias pds-operatorio. Teste t de Student.
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p - EN N Y -
Figura 3. Fotomicrografias de fragmentos de pele de rato wistar aos 7 dias de pds-operatério do lado
controle (LC) e lado tratado (LT). Nas fotos A e B formagBes de fibras colagenas (FC), aumento: +
100x. Nas fotos C e D, destaque dos retdngulos das fotos A e B, fibroblastos (setas), aumento: + 400x.

Discussao

A cicatrizacdo das feridas que envolvem fendmenos bioquimicos e fisiologicos,
divide-se em trés séries de eventos: inflamacdo, a fase fibroblastica e de deposicdo de matriz
extracelular, e remodelacdo da matriz. Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de
crescimento e proteases sio liberadas®. A formacdo do coagulo serve para coaptar as bordas
das feridas, como também para cruzar a fibronectina, oferecendo uma matriz proviséria, em
que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam ingressar na ferida. Além de
inimeros mediadores quimicos a fase da inflamacdo depende das células inflamatdrias, como
os leucécitos polimorfonucleares, macréfagos e linfécitos'®. A fase da proliferacéo inclui a
fibroplasia e formagdo da matriz, que é importante na formacéo do tecido de granulagdo. A
angiogénese é essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizagdo. A
sintese do colageno pelos fibroblastos comega no quarto ou quinto dia. A medida que
colageno vai se tornando suficiente o nimero de fibroblastos na ferida diminui, marcando o

fim do estagio de reparacdo’®. Na fase de remodelamento o tecido de granulagdo vai sendo
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enriquecido com mais fibras de colageno e comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrdtica,
caracteristica da cicatriz. Com a evolugdo do processo, acentua-se a deposicao de colageno e a
maioria das células desaparecem (observa-se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais).
O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de producdo, digestéo e
orientacdo das fibrilas de coladgeno. A deposicdo de colageno é feita a principio de maneira
aleatéria tendo como orientagdo a organizacdo da fibronectina e dependente da natureza e
direcéo das tenses aplicadas ao tecido®.

Baseado nas experiéncias populares o angico é uma arvore muito utilizada como
agente cicatrizante para feridas cutaneas sendo, a entrecasca, a parte mais empregada para
esses fins'?.

Os resultados favoraveis dos fitoterapicos no processo de cicatrizacdo estdo
relacionados, principalmente, aos flavondides* e taninos>®. Segundo Paes et al.’, o angico
(Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan var. cebil) é uma planta onde s&o encontrados
taninos condensados. Os taninos condensados, conhecidos por proantocianidinas, s&o
conhecidos por facilitar a cicatrizagdo de feridas®®.

Teves et al.?

descreveram os fatores humorais liberados apds uma leséo tecidual, bem
como todos 0os componentes celulares envolvidos no processo de reparagéo tecidual. Segundo
estes autores o fibroblasto tem acdo reguladora na cicatrizacdo devido a funcdo de sintese e
reabsorcdo do colageno.

Esta pesquisa revelou no 4° dia a presenca de numerosos neutrofilos e também
macrofagos e alguns fibroblasto no local da lesdo, o que corrobora como os achados de
Simdes et al.?? que identificaram no 3° dia a presenca destas células.

Segundo Simdes et al.??

, a solucdo de continuidade formada pela retirada do
fragmento da pele € inicialmente preenchida por sangue coagulado, fibrina e exsudato
inflamatério. Por volta do quarto dia apos a lesdo, sobre esse suporte, a fibroplasia tem inicio
pela formacéo de tecido de granulacdo, sendo constituido por colageno tipo 1 e Il, fibronectina
e 4cido hialurdnico contendo macréfagos, fibroblasto e vasos recém-formados®. O fendmeno
da angiogénese € essencial para a dispersdo do oxigénio para o tecido isquémico ou
neoformado na cicatrizacdo'®?®. Neste experimento foi observado aumento progressivo no
namero de capilares nos dias 4, 7, 14. A lesdo inicial e a coagulacdo, mediada por plaquetas
para a formacdo do trombo, liberam fatores (serotonina, histamina, bradicinina,
prostaglandinas, neurotransmissores e outros) que promovem a liberacdo e migracdo dos

leucdcitos, macréfagos, células mesenquimais e fibroblastos para a area afetada®.
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Sanchez Neto et al.”®, estudaram os aspectos morfolégicos e morfométricos da
reparacdo tecidual de feridas cutdneas em ratos com e sem tratamento com solucdo de
papaina. Avaliaram os resultados aos 3, 7, 14 e 21 dias de pds-operatorio. Nao encontraram
diferencas significantes entre os dois grupos aos 3 dias de pds-operatorio, porém, apds este
periodo observaram que 0 grupo tratado com papaina apresentava maior quantidade de
fibroblastos e fibras colagenas. Nossos resultados divergem dos relatos desses autores, uma
vez que aos 7 dias de pds-operatorio a diferenga entre GC e GT foi significativa na contagem
fibroblastica onde as fibras colagenas mostraram-se mais desenvolvidas no GT.

Os achados deste experimento vao de encontro as pesquisas feita por Simdes et al.**,
que observaram que a quantidade de fibroblastos era maior aos 7 dias de p6s-operatério. Os
polifibroblastos tiveram efeitos significativos positivos, j& ndo ocorrendo 0 mesmo com a
reepitelizacdo no GT. Neste experimento, aos 7 dias as feridas cutaneas dos animais do GC
apresentaram revestimento epitelial mais precoce que as dos animais do GT. No 14° dia de PO
ndo apresentaram diferencas significativas nos fibroblastos no GT em relacdo ao GC.
Segundo Gabbiani®* ocorre exsudacéo inflamatéria, neoformacdo vascular, proliferagdo
celular, migracdo celular e epitelizacdo a partir das bordas no processo de cicatrizacdo das
feridas abertas, apos as lesdes. Os ratos do GC mostraram as lesdes com epitelizacdo mais
evoluida aos 14 dias de PO, engquanto no GT esta epitelizacdo ndo ocorreu nas feridas em dois
ratos. Nos demais animais dos grupos GT e GC apresentaram epitélio somente nas bordas das

.4 observaram que aos 21 dias a concentracdo de fibroblastos foi menor

feridas. Simdes et a
e os feixes de coladgenos era mais maduras e organizados. Neste experimento na avaliagcdo
histométrica ndo apresentaram médias significantes dos fibroblastos do GT em relagdo GC
nos 21 dias de PO. No entanto na avaliagdo morfoldgica das fibras colagenas podemos
observar no GT uma discreta organizacao e evolucéo das fibras colagenas em relagcdo ao GC.
Contudo, todo revestimento epitelial dos animais do GC ja estavam completado, engquanto
que, no GT, um animal ndo apresentou revestimento epitelial completo. Tais fatos
semelhantes foram obtidos em nossos achados de uso topico com outros fitoterapicos, como

1926 30 contrario da utilizagdo de papaina®® e rosa mosqueta’’ que

aroeira® e copaiba
favoreceram a reepitelizacéo.

Na avaliacdo morfométrica do grau de contracdo das feridas observou-se que as
feridas dos grupos GT e GC ndo apresentaram diferencas significantes aos 4°, 7°, 14° e 21° de

pOs-operatorio.
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Concluséo:
O Extrato hidroalcodlico a 5% (etanol 7:3 H,O) aumentou o nimero de fibroblastos
aos 7 dias de pds-operatério e retardou a reepitelizacdo das feridas da pele dos ratos.
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