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RESUMO

Algumas plantas do género Sapium possuem propriedades anti-inflamatorias,
antibiéticas e/ou cicatrizantes, enquanto outras revelam atividades pro-inflamatorias
e/ou irritativas. Sabendo-se que a cicatrizacdo envolve uma série de reacdes entre
células e mediadores inflamatérios, pode-se dizer que estes dados indicam
potenciais cicatrizantes contraditorios. Dessa forma, estudou-se o possivel efeito do
uso topico do extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium glandulatum (Vell.) Pax na
cicatrizagéo de feridas. Primeiramente, foi realizada a avaliagédo do edema de orelha
em camundongos Swiss, antes e 6 h ap6s a aplicacdo do 6leo de créton (0,4
mg/orelha). No tratamento utilizou-se o extrato (3%), o veiculo permulen ou a
dexametasona (0,1 mg/orelha, dissolvida em acetona). No modelo de cicatrizacao
por excisédo, 0s animais tiveram a camada cutanea do seu dorso removida (6 mm).
Nos 15 dias que se seguiram, eles foram tratados topicamente (12/12 h) com o
extrato (3%) ou com o veiculo permulen. Os halos das feridas foram medidos
diariamente e analisados no programa Image Tool 3.0. Ao final do experimento os
animais foram sacrificados e foram retiradas amostras para quantificacdo da
hidroxiprolina, indicativa de colageno. Durante a realizacdo do experimento de
excisdo, 2 e 5 dias ap0s a cirurgia, amostras da regido da lesdo foram coletadas de
animais sacrificados, fixadas e preparadas para analise histoldgica em microscopio
otico, sendo coradas com HE. No experimento de lesdo por incisdo, 0s
camundongos tiveram o seu dorso submetido a um corte de 3 cm, suturado a cada
lcm. Durante 10 dias, os animais foram tratados topicamente (12/12 h) com o
veiculo permulen ou com o extrato (3%). No 6° dia, as suturas foram retiradas e no
10° dia, os animais foram sacrificados para a medicdo da elasticidade de suas
cicatrizes. O extrato ndo alterou o tempo de fechamento da area da ferida no modelo
de excisdo, no entanto diminuiu significativamente a elasticidade do tecido, em
45,3% se comparado ao grupo veiculo, e reduziu em 42,9% a quantidade de
hidroxiprolina presente na cicatriz formada. Apresentou atividade anti-
edematogénica similar a dexametasona, promovendo a reducédo de 50,6% do edema
formado com a utilizacdo do 6leo de créton, e foi responsavel por inibir 52,9% da
migracao leucocitaria no 5° dia apds a lesdo por excisdo. Os resultados obtidos
sugerem que o extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium glandulatum apresenta
efeito significativo sobre a cicatrizagéo de lesdes de pele, sendo capaz de reduzir a
guantidade de colageno e a elasticidade das cicatrizes formadas, além de exibir
efeito anti-inflamatério.

Palavras-chave: Cicatrizagdo. Sapium glandulatum. Hidroxiprolina. Pele.
Elasticidade. Colageno.
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1 INTRODUCAO

1.1 PELE

A pele recobre a superficie do corpo e apresenta-se constituida por uma
porcdo epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e uma porcado conjuntiva de
origem mesodérmica, a derme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Abaixo se
encontra uma camada de células adiposas, a hipoderme, que age como isolante
térmico, tecido de reserva de energia e acolchoamento das protuberancias 6sseas
(IRION, 2005). Alguns autores consideram a hipoderme como tecido constituinte da
pele, enquanto outros afirmam que esta camada ndo faz parte da pele, servindo
apenas como unido entre a derme e os 0rgaos subjacentes. Glandulas sudoriparas,
glandulas sebaceas, pélos e unhas estdo presentes na pele, sendo considerados
anexos cutaneos (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). A epiderme € composta
principalmente por queratindcitos em varios estagios de diferencia¢éo, formando um
epitélio no qual se reconhecem distintas camadas celulares (SAMPAIO e RIVITTI,
2000). Os queratinécitos sdo as células responsaveis por produzir queratina e
manter a funcdo impermeabilizante da epiderme, & medida em que amadurecem e
migram para a superficie. Na epiderme, ainda estdo presentes as células de
Langerhans, responsaveis por participar da funcdo imunoldgica, e os melandcitos,
gue contribuem na determinacdo da cor da pele e a protegem da radiacdo UV ao
produzirem melanina (IRION, 2005). Células de Merkel, conhecidas por serem
mecano-receptores (sensiveis ao tato), também podem ser encontradas nesta
camada (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A derme, responsavel por conferir
resisténcia mecanica a compressdes a pele, compreende um verdadeiro gel rico em
mucopolissacarideos (conhecido como substancia fundamental); material fibrilar de
trés tipos: fibras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares; e células proprias:
fibroblastos, histiocitos, mastdcitos, células mesenquimais indiferenciadas e células
de origem sanguinea, como plasmacitos e leucdcitos (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). A
derme € formada por uma camada papilar, constituida de tecido conjuntivo frouxo,
que adere e nutre a epiderme, e uma camada reticular, constituida de tecido
conjuntivo denso (IRION, 2005; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Além dos vasos

sanguineos e linfaticos, e das estruturas nervosas, também sdo encontrados na



derme os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A organizagdo das fibras colagenas e elasticas
na derme é responsavel pela tenséo e elasticidade da pele (IRION, 2005). A pele
desempenha multiplas fun¢des: age como barreira, protegendo 0 organismo contra a
penetracdo de substancias exogenas e contra o atrito; devido a sua
impermeabilizacdo, impede a perda de &gua; através de terminagBes nervosas
sensitivas, recebe e envia informagbes sobre o ambiente; colabora na
termorregulacdo do corpo por meio dos seus vasos sanguineos, glandulas e tecido
adiposo; excreta catabolitos pelas glandulas sudoriparas e também tem funcéo
protetora contra os raios ultravioleta (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 1. Esquema de uma seccdao transversal da pele. Epiderme (e); derme (d); foliculos pilosos
(h); glandulas sudoriparas (g); glandulas sebaceas (s). A projecao demonstra a epiderme e a derme
subjacente, indicando as células da camada epidérmica basal (b); células escamosas superficiais
cornificadas do estrato epidérmico cérneo (sc); melanécitos (m); células de Langerhans (Ic);
pequenos vasos (V); fibroblastos (f); mastécitos (mc) e dentrécitos (dc). (Fonte: ROBBINS e COTRAN,
2005).

1.2CICATRIZACAO

A cicatrizacao de feridas é um processo complexo que requer a colaboracéo
de diferentes tecidos e linhagens celulares (MARTIN, 1997). Ap6s uma lesdo, ocorre
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uma sequéncia ordenada de reacdes e interacbes entre células e substancias
quimicas, levando a correcdo do defeito e a restauracdo da superficie da pele
(BROUGHTON et al., 2006). A profundidade da lesdo determina a sequéncia de
eventos que ocorrerdo: feridas com lesdo somente epidérmica apresentam
cicatrizacdo apenas por reepitelizacdo; feridas de espessura parcial, com leséo
também em parte da derme, e feridas de espessura total, com lesdo em toda a
camada cutanea, apresentam um processo de cicatrizagdo mais complexo. As
feridas de espessura total podem ser fechadas com auxilio de suturas ou grampos,
ou seja, com intervencgdao cirargica, ou mesmo podem ser submetidas a cicatriza¢ao
normal (IRION, 2005).

O processo de cicatrizagdo foi tradicionalmente dividido em trés fases
distintas denominadas inflamacéo, proliferacdo e remodelamento (BROUGHTON et
al., 2006). Durante estas fases ocorre uma sequéncia ordenada e superposta dos
processos de ativacdo da homeostasia, ativacdo da inflamacéo, reepitelizacéo,
formacao do tecido de granulagéo, contracdo e remodelamento (IRION, 2005). Estes
eventos sdo precisamente regulados, resultando na restauracdo da estrutura e
funcao do tecido danificado (MOULIN, 1995).

A primeira acdo a ser desempenhada pelo organismo apés a lesdo é o
controle do sangramento, evitando a excessiva perda de liquidos, células e
proteinas (IRION, 2005). Dessa forma, ocorre vasoconstricdo enquanto o endotélio
capilar e as plaquetas ativam a cascata de coagulacdo (BROUGHTON et al., 2006).
O coagulo que se forma, constituido de colageno, plaquetas, trombina e fibronectina,
libera citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta inflamatoria (WITTE
e BARBUL, 1997).

Através de vasos sanguineos preservados, dilatados pela acgdo de
mediadores inflamatérios e prostaglandinas, neutréfilos migram para o local
lesionado, recrutados pela presenca de moléculas quimiotaticas como interleucina-1
(IL-1), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), fator de crescimento transformador-§3
(TGF-B), fator de plaquetas 4 (PF4) e produtos de bactérias (MARTIN, 1997;
POHLMAN et al., 1986; BEVILACQUA et al., 1985). Os neutrofilos combatem a
contaminacdo bacteriana e digerem o tecido ndo viavel ao liberar proteases
(BROUGHTON et al., 2006). Entretanto, devido a natureza inespecifica dessas

células, em uma resposta inflamatdria exacerbada, também podem danificar o tecido
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sadio, liberando um excesso de enzimas e radicais livres e neutralizando os
inibidores de proteases presentes no tecido saudavel (YAGER, 1999; BROUGHTON
et al., 2006). Apds alguns dias, quando a ferida se torna limpa, a infiltracdo de
neutrofilos cessa e ocorre, por estimulo ainda desconhecido, apoptose dos
neutrofilos que ainda se encontram ali, limitando a destruicdo das células na area da
lesdo. O inicio da fagocitose de neutréfilos pelos macréfagos marca o fim da
inflamac&o inicial. Entretando, a contaminacdo de feridas causa a persisténcia da
infiltracdo de neutrdfilos (IRION, 2005).

O acumulo de macrofagos, que se inicia em 48 a 96 horas apds a lesao
(BROUGHTON et al.,, 2006), continua independentemente da atividade dos
neutréfilos, devido a presenga de quimiotaxia seletiva para macréfagos (IRION,
2005). Os macrofagos fagocitam bactérias, neutréfilos e material desvitalizado das
células (IRION, 2005). Além disso, medeiam a angiogénese ao sintetizar fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) e TNF-qa; a fibroplasia, ao sintetizar TGF-B, fator de crescimento endotelial
(EGF), fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), IL-1 e TNF-a
(BROUGHTON et al., 2006); e produzem oxido nitrico (NO), por ativacdo da NO
sintase (NOS) pela acdo da IL-1 e TNF-a (WITTE e BARBUL, 2002).

Durante o trauma ocorre a degranulacdo dos mastocitos, liberando uma
grande quantidade de sinalizadores quimicos, tais como histamina, heparina, IL-4,
TNF-a e TGF- (BAUER, 2000; GOTTWALD et al., 1998). A histamina produz
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, mantendo assim o fluxo
sanguineo ao tecido adjacente e permitindo o acesso das células responsaveis pela
imunidade e pelo reparo da area da lesédo (IRION, 2005). A heparina controla a
hemostasia, evitando uma coagulacdo excessiva e uma possivel lesdo dos tecidos
vizinhos com a interferéncia no suprimento de nutrientes (IRION, 2005). E, por fim, a
IL-4, assim como o TNF-a e o TGF-, aumenta a sintese de colageno dos tipos | e
[, laminina e fibronectina (IRION, 2005).

A matriz extracelular danificada é limpa pela acdo das metaloproteases de
matriz (MMP), expressas por queratinécitos, fibroblastos, monécitos e macrofagos
em resposta a liberacdo de TNF-a (BROUGHTON et al., 2006). Dessa forma, a
atividade das MMP possibilita a facilitacdo da migracdo celular pela matriz
(GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2007).
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A inflamacdo termina quando lipoxinas sao sintetizadas por plaquetas e
leucocitos em conjunto ou somente por leucécitos, atravées da acdo da enzima
lipoxigenase (SERHAN e CHIANG, 2004).

Durante a Fase Proliferativa ocorre a reepitelizacdo, a formacao de tecido de
granulacédo e a contracdo da ferida (IRION, 2005). A reepitelizacdo se inicia ja nas
primeiras 24 horas, embora néo seja percebida macroscopicamente durante os 3
primeiros dias, e a formacgéo do tecido de granulacdo comeca em 3 a 5 dias (IRION,
2005). E este novo tecido em formacdo que dard origem a derme, perdida ou
destruida anteriormente (ALBERTS et al., 2004). Fibroblastos migram para o tecido
lesionado, sdo ativados e em resposta ao PDGF e EGF (secretados por macréfagos
e plaquetas) e passam a sintetizar grande parte das proteinas e polissacarideos que
compdem a neomatriz extracelular, como o colageno lll, a elastina, a fibronectina, a
laminina e uma infinidade de glicosaminoglicanos (BROUGHTON et al., 2006;
ALBERTS et al., 2004). A matriz de tecido conjuntivo depositada fornece o substrato
para a migracdo de macréfagos e fibroblastos para dentro da ferida e a angiogénese
fornece nutrientes para as células (IRION, 2005). Os fibroblastos que ja estavam no
local lesionado se transformam em miofibroblastos para fazer a contracao da ferida,
induzidos pelo TGF-B. Este também ¢é reponsavel pela sintese de colageno | pelos
fibroblastos, pela diminuicdo da producdo de MMP e pelo aumento da producéo de
proteinas de adesao celular (BROUGHTON et al., 2006).

A reepitelizacdo, primeiramente estimulada pela liberacdo de citocinas e pela
perda das células vizinhas e posteriormente pelo TGF-a e pelo EGF, € obtida
através da replicagcdo e movimentacdo dos queratinocitos a partir das bordas livres
para dentro da ferida (BROUGHTON et al., 2006). Fibroblastos secretam fatores de
crescimento de queratindcitos (KGF-1 e KGF-2) e IL-6, os quais estimulam a
migracao e proliferacdo e diferenciagdo dos queratindcitos vizinhos para a leséo
(BROUGHTON, 2006; SMOLA et al., 1993; XIA et al., 1999). A medida em que s&o
formadas novas células nas bordas da ferida, elas aderem ao tecido de granulacdo
abaixo, e as células replicadas migam por epibolia (IRION, 2005).

A Fase de Remodelacdo ocorre por um periodo prolongado. A matriz
extracelular e os fibroblastos controlam-se mutuamente até que uma matriz estavel
se forme em meses a anos. O principal evento aqui € a deposi¢cdo de colageno em

fiboras mais grossas, de maneira ordenada, formando uma complexa rede
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responsavel pela elasticidade e resisténcia da cicatriz e da pele, enquanto que as
fiboras sempre paralelas a pele do tecido de granulagdo sdo reabsorvidas
(BROUGHTON et al.,, 2006). Apesar de a resisténcia de ferida aumentar com a
deposicao de colageno, esta forca sofre um aumento de magnitude superior aquela
gue poderia ser atribuida apenas ao acumulo de colageno. As razdes sugeridas para
este fenbmeno incluem a degradacao seletiva de fibras de coldgeno ndo submetidas
a tensdo, reforco das fibras tensas e reforco das fibras de colageno pelos
glicosaminoglicanos (IRION, 2005). A matriz do tecido de granulacdo, formada por
cerca de 30% de colageno do tipo lll, é substituida por uma mais forte e organizada,
composta somente por 10% a 20% de colageno do tipo Il e o restante de colageno
do tipo |, exatamente como no tecido nao-lesionado (EHRLICH e KRUMMEL, 1996).

Todo o processo cicatricial dura em média uma ou duas semanas, entretanto,
o produto final nem sempre estética ou funcionalmente perfeito, sendo que a cicatriz
formada a partir de uma cicatrizacdo normal, 3 meses ap0s a lesdo, tem
aproximadamente 80% da forca de tensao da pele normal, ndo é volumosa e é plana
(DOILLON et al., 1985). O colageno da cicatriz nunca se tornara tdo organizado
guanto o encontrado no tecido integro e a elasticidade nunca voltara a ser 100%
(BROUGHTON et al., 2006).

A cicatrizacdo de feridas pode ser retardada por diversos fatores. A ferida
pode deixar de passar pelas etapas normais da cicatrizacdo devido a cronicidade ou
0 nao-inicio de uma das fases (IRION, 2005). Tanto as condi¢cbes que evitam como
as que mantém a inflamacdo sdo comumente responsaveis. Estas condi¢cbes
incluem a presenca de tecido necrotico, infeccdo ou de agentes citotoxicos no
interior da ferida; manipulagdo inadequada; e imunidade comprometida (IRION,
2005). Uma série de patologias altera também a cicatrizacdo normal, tais como
hipoxia, infeccbes, tumores, diabetes, hipertenséo, hipotireodismo, sepse, além do
consumo de fumo e alcool, problemas renais, hepaticos e respiratorios
(BROUGHTON et al., 2006). Devido a formagé&o ineficaz do coagulo, individuos com
hemofilia ou outras doencas relacionadas a alteracdo na populagdo de plaquetas,
apresentam cicatrizacao ineficaz (MARTIN, 1997). O tratamento 6timo é obtido pela
manutencdo de um leito da ferida Uumido e pela manutencdo da umidade da pele
circundante (IRION, 2005). Além disso, o bom estado nutricional do paciente tem
grande importancia durante o processo cicatricial, pois a regeneracdo da pele
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depende de fatores como sangue e nutrientes (MACKAY e MILLER, 2003). A
impossibilidade de manter estas condi¢bes lentifica a cicatrizacdo, causando
dessecacdao, hipergranulacdo ou maceracéao (IRION, 2005).

Atualmente, muitos estudos se concentram na busca de um tratamento
cicatrizante que origine rapidamente uma pele integra e com morfologia normal, sem
cicatrizes, similar ao que ocorre em feridas fetais. As caracteristicas conhecidas da
cicatrizacdo fetal sdo a auséncia de neutréfilos e de inflamacdo aguda, baixa
concentracdo de TGF[3, uma reepitelizagao rapida, pouca vascularizagao, colageno
altamente organizado e uma matriz rica em acido hialurénico (IRION, 2005).
Portanto, pode-se dizer que a cicatrizacdo ideal possui fase inflamatéria eficaz e
rapida, capaz de remover microorganismos eficientemente e de estimular
adequadamente a formacéao do tecido de granulagcédo. Assim, a aplicacdo de um anti-
inflamatoério moderado poderia beneficiar a cicatrizacdo. Estudos sugerem que em
muitos processos cicatriciais a inflamacdo estendida ocorre porque a ferida
geralmente estd contaminada (GALEANO et al., 2006). O uso de uma substancia
com atividade antimicrobiana poderia evitar infeccbes, que causariam
prolongamento da fase inflamatéria. Dessa forma, este trabalho visa elucidar a
funcdo das propriedades de Sapium glandulatum durante o processo da
cicatrizacdo, visto que os dados encontrados na literatura se mostraram

contraditorios.

1.3 USO DE PRODUTOS NATURAIS

O conhecimento sobre a utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de
doencas permanece por milénios na humanidade, sendo transmitido oralmente para
cada nova geracdo (SAMUELSSON, 2004; SILVA e CARVALHO, 2004). Uma das
estratégias da industria farmacéutica € justamente utilizar este conhecimento
popular para o desenvolvimento de novos farmacos. Estima-se que 40% dos
medicamentos da terapéutica atual foram originados de fontes naturais e, destes,
25% derivaram de plantas (CALIXTO, 2003). As opc¢Oes de tratamento de doencas
seriam muito escassas caso substancias ativas provenientes de plantas medicinais
néo tivessem sido descobertas (SIMOES et al., 1999). Durante séculos, os produtos

naturais tém se revelado uma importante fonte de farmacos, como foi demonstrado
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no isolamento de substancias como a cocaina, a codeina, a digitoxina e a quinina
(BUTLER, 2004; NEWMAN et al., 2000). A diversidade molecular encontrada na
natureza é o principal motivo do interesse da industria farmacéutica em direcionar
seus estudos na busca de substancias com atividade em alvos biolégicos (TURNER,
1998). Dessa forma, a biodiversidade do reino vegetal representa uma importante
oportunidade para o desenvolvimento de novas terapias, especialmente se for
considerado que somente 8% a 12% das 250.000 espécies conhecidas foram
investigadas sob o ponto de vista quimico (HOSTETTMANN, 1991; WILLIAMSON et
al.,, 1996). As substancias biologicamente ativas presentes nas plantas séo
conhecidas como metabdlitos secundarios e sado sintetizadas a partir dos
metabdlitos primarios (carboidratos, proteinas e lipidios, por exemplo), os quais sdo
essenciais para as fungdes vitais da planta (POSER e MENTZ, 2004) Se utilizados
como fitofarmacos, os metabdlitos secundarios das plantas podem atuar em
diversos sistemas do organismo animal, além de auxiliar na compreensdo dos
mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos nos processos fisioldgicos ou
fisiopatolégicos (CALIXTO et al., 1998).

A Organizacdo Mundial de Saude afirma que cerca de 65% a 80% da
populacdo mundial que vive em paises em desenvolvimento utiliza plantas
medicinais como tratamento primario de diversas doencas. Isso ocorre
principalmente devido a dificuldade de acesso aos medicamentos modernos e a falta
de recursos financeiros de grande parte da populacdo (CALIXTO, 2000). Outro
aspecto a ser considerado em relagdo ao uso de plantas medicinais € o crescente
interesse mundial no uso de fitofarmacos como medicamentos complementares ou
alternativos na prevecao ou alivio de muitas doencas (CALIXTO et al., 1998).

A maioria das plantas medicinais ainda ndo foram submetidas a estudos que
comprovem a sua qualidade, eficacia e seguranca, apesar de o numero de
pesquisas para validar a sua utilizacdo pela medicina popular aumentar
expressivamente (SIMOES et al., 2000). Este tipo de pesquisa faz-se necessaria e
deve ser incentivada. A comprovacdo da qualidade, eficacia e seguranca de um
produto natural deve ser realizada de acordo com o0s parametros cientificos

modernos e normas éticas definidas internacionalmente.
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1.4 Sapium glandulatum (Vell.) Pax

Planta pertencente a familia Euphorbiaceae, composta por cerca de 300
outros géneros e aproximadamente 6000 outras espécies, distribuidas
principalmente nas regides tropicais. No Brasil, ocorrem cerca de 70 géneros e 1000
espécies (LORENZI, 1992). Conhecida popularmente como pau-de-leite, mata-6lho,
pela-cavalo ou toropi, S. glandulatum (Vell.) Pax é uma 4&arvore decidua,
caracteristica da floresta ombraofila mista do planalto do sul do Brasil, com ocorréncia
desde o Rio Grande do Sul até o sul de Minas Gerais (LORENZI, 1992). S.
glandulatum (Vell.) Pax é encontrada com frequéncia em sub-bosques de pinheirais
devastados e em capbes e capoeirdes de zonas de altitudes. (LORENZI, 1992).
Devido ao seu cérater pioneiro, propicia uma cobertura inicial do solo e facilita a
entrada de outras espécies, sendo assim potencialmente recomendada para a
recuperacédo de areas degradadas (SANCHOTENE, 1985; LORENZI, 1992).

Esta arvore apresenta altura de 5-20 m; copa globosa e caducifélia, com
folhas dispostas geralmente na ponta dos ramos; tronco cilindrico, nodoso e reto
com diametro de 30-50 cm, coloracdo amarelo-acinzentada e textura curto-fibrosa;
folhas simples, alternas, glabras, membranaceas, com apice acuminado e base
atenuada, contendo duas glandulas alongadas no apice do peciolo; sementes
escuras, lustrosas e enrijecidas, com aproximadamente 5 mm de comprimento;
frutos no formato de capsulas globosas, deiscentes, de coloracdo avermelhada; e
flores do tipo inflorescéncia espiga, terminais, amarelas e unisexuadas
(SANCHOTENE, 1985; LORENZI, 1992). A floracdo ocorre de outubro a janeiro, e

de janeiro a margo os frutos amadurecem. (LORENZI, 1992).
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Figura 2. Sapium glandulatum (Vell.) Pax. Arvore localizada no municipio de Morretes — Parana.
Planta adulta (A); Inflorescéncia (B); Frutos imaturos (C). (Fonte: FERREIRA, 2005).

S. glandulatum (Vell.) Pax contém em abundancia um latex branco altamente
caustico quando em contato com os olhos (LORENZI, 1992). Estudos revelam tanto
S. glandulatum como outras espécies do género, como Sapium sebiferum (L.) Roxb.
e Sapium indicum Willd., apresentam propriedades téxicas que causam irritacdo na
pele (VALLE e KAPLAN, 1999; SEIPH et al., 1983; EDWARDS et al., 1983). Nas
sementes de S. sebiferum (L.) Roxb. foram isolados ésteres que se mostraram
estimulantes da proteina kinase C, sendo assim pro-inflamatérios e oncogénicos
(BROOKS et al., 1987).

Outros estudos identificam que determinadas plantas do género possuem
propriedades anti-inflamatorias. A partir de Sapium baccatum Roxb. se obtém o
alcaldide “bukittinggine”, altamente eficaz como anti-inflamatério, analgésico e anti-
pirético, possuindo efeito comparavel ao acido acetilsalicilico. (PANTHONG et al.,
1998). Da mesma forma, em Sapium insigne (Royle) Benth. foi isolado um composto
derivado do forbol com atividade anti-inflamatéria. Sapium insigne (Royle) Benth.
também é responsavel por produzir um latex azedo, utilizado como cicatrizante

(TAYLOR, 2007). Existem até mesmo relatos da atividade analgésica e anti-
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inflamatoria de extratos aquosos das folhas de Sapium glandulatum (VALLE e
KAPLAN, 1999).

Algumas plantas do género Sapium apresentam atividade antibiotica. Esteres
isolados dos frutos de Sapium indicum Willd. exibiram acdo antimicobacteriana,
mesmo quando aplicados em baixas concentragcdes (CHUMKAEW et al., 2003).
Outros exemplares do género possuem componentes que sdo considerados
vasodilatadores, como é o caso de Sapium sebiferum (L.) Roxb. (HSU et al., 1994),
ou antioxidantes, no caso de Sapium ellipticum (Hochst.) Pax (ADESEGUN et al.,
2008).

Portanto, na literatura disponivel, podem-se encontrar tanto dados que
corroborem com o potencial cicatrizante de Sapium glandulatum (Vell.) Pax, como as
informacdes sobre as atividades anti-inflamatorias, antibioticas e/ou cicatrizantes das
plantas do género; quanto dados que discordem deste potencial, como os estudos
que revelam propriedades irritativas e/ou pré-inflamatérias de espécies do género ou
mesmo propriedades anti-inflamatorias ou antibidticas exacerbadas. Dessa forma,
este trabalho procura elucidar a possivel influéncia que o extrato hidroalcodlico das
folnas de Sapium glandulatum (Vell.) Pax apresentaria durante o processo de

cicatrizagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium
glandulatum (Vell.) Pax aplicado topicamente em modelos de lesdo da pele em

camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o tempo de fechamento das feridas tratadas com o extrato
hidroalcodlico de Sapium glandulatum em modelo de excisdo em
camundongos.

e Avaliar a elasticidade de feridas tratadas com o extrato hidroalcodlico das
folhas de Sapium glandulatum em modelo de incisdo em camundongos.

e Avaliar a intensidade da infiltracdo leucocitaria (parametro inflamatério) nas
feridas tratadas com o extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium
glandulatum através de analise histoldégica de amostras da regido da lesao
em diferentes etapas do processo, obtidas nos modelos de exciséo.

e Avaliar a quantidade de hidroxiprolina, molécula indicativa da presenca de
colageno, na regido das feridas tratadas com o extrato hidroalcodlico das
folhas de Sapium glandulatum.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

As folhas de Sapium glandulatum (Vell.) Pax foram coletadas, identificadas e
fornecidas pelo grupo de pesquisa da Prof2. Dr2. Katia Christina Zuffellato-Ribas do
Departamento de Botanica da UFPR.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

O extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Sapium glandulatum (Vell.) Pax
foi produzido pelo Mestre Daniel A. G. Bueno Mendes, no Laboratério de Inflamacéo
do Departamento de Farmacologia da UFPR. As folhas secas da planta foram
maceradas em etanol 50% durante 7 dias, sendo que neste periodo foram feitas trés
trocas do etanol. Todo o extrato obtido foi concentrado em um rotaevaporador para a

eliminacao do solvente, e posteriormente submetido a liofilizacao.

3.3 ANIMAIS E MANUTENCAO

Camundongos Swiss fémeas (20-30g) foram fornecidos pelo Biotério do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais foram mantidos em condi¢des de
temperatura controlada (22+2°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso a
agua e racdo. Antes do inicio de cada experimento 0s animais permaneceram no
laboratério por no minimo 12 horas para adaptacdo. Nenhum animal foi reutilizado
em testes posteriores e todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
orientacdes para os cuidados com animais de laboratorios (CEEA, 2003). Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comite de Etica em Experimentacio
Animal da UFPR sob o numero 154.
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3.4 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO TOPICA DE OLEO DE
CROTON

O oleo de croton (Croton tiglium L.) apresenta ésteres de forbol que atuam
como potentes agentes flogisticos e promotores de tumor, sendo capazes de
promover uma resposta inflamatéria e hiperproliferativa intensa, semelhante ao que
ocorre em algumas doencas cutaneas (GABOR, 2003).

Para avaliar a atividade da Sapium glandulatum neste modelo, o edema foi
induzido pela aplicacdo topica de 0,4 mg/orelha de 6leo de créton, dissolvido em 20
puL de acetona. Os tratamentos com o extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium
glandulatum (3%, dissolvida em permulen), com o permulen e com a dexametasona,
controle positivo (0,1 mg/orelha, dissolvida em 20 yuL de acetona), foram aplicados
topicamente logo apos o uso do 6leo de créton. A espessura da orelha foi medida
com o auxilio de um micrémetro digital (GREAT MT — 045B) antes e 6 horas ap0s a
inducédo do processo inflamatorio pelo 6leo de croton. A medicao foi realizada todas
as vezes na extremidade medial da orelha direita. O edema de orelha foi expresso
como o aumento da espessura da orelha (em um) de acordo com a metodologia

revisada por Hecker e Schmidt (1974).

3.5 LESAO POR EXCISAO

Para inicio do experimento, foi realizada a tricotomia da regidao do dorso dos
animais. Depois de 24 horas, uma ferida circular foi gerada nos animais
anestesiados com xilazina e quetamina (intraperitoneal), removendo-se toda a
camada cuténea do local com a utilizagdo de um “punch” de 6 mm. Durante 14 dias,
a cada 12 horas, os animais foram tratados topicamente com o veiculo permulen ou
com o extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium glandulatum (3%, dissolvido em
permulen). Diariamente os halos das feridas foram fotografados a distancia
constante e tiveram a sua area mensurada no programa ImageTool 3.0. Os
resultados foram expressos em porcentagem de &area remanescente apos

comparacao a area lesionada na cirurgia.
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Figura 3. Leséo por exciséo. Dorso de um animal submetido & excisdo, dois dias ap0s a cirurgia.

3.6 QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA

No modelo de excisdo, apos a utilizacdo dos diferentes tratamentos durante
14 dias (duas vezes/dia; aplicacéo topica do veiculo ou do extrato hidroalcodlico de
Sapium glandulatum), os animais foram eutanasiados e amostras das cicatrizes
foram retiradas, homogeneizadas em salina e congeladas a temperatura -70° C.
Posteriormente, as amostras foram liofilizadas e 0,006 g de cada amostra foi retirado
para a dissolucdo em 300 pL de agua destilada e 75 pL de NaOH na concentracéo
10 mol/L. A solugéo foi entdo submetida a temperatura 120° C por 20 min. Passado
este tempo, foi retirado 50 pL da solucéo e adicionado 450 uL de reagente oxidante
de cloramina T. Apdés 20 min foi acrescentado 500 pL de reagente de Erlich e a
solugéo ficou incubada a 65° C por mais 20 min. A leitura da concentracdo de
hidroxiprolina na amostra foi feita em um leitor de placas a 560 nm. O valor de
absorbéancia encontrado para cada amostra foi convertido de nm para pg de hyp/ml
de solucéo e posteriormente para pug de hyp/mg de tecido (REDDY e ENWEMEKA,
1996). O calculo foi feito por regressdo linear com base em uma curva padrédo
realizada no mesmo dia do ensaio das amostras.
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3.7 ANALISE HISTOLOGICA

Durante a realizacdo do experimento de excisdo, no 2° e no 5° dia apds a
cirurgia, foram sacrificados alguns animais de cada grupo e amostras da regido da
lesdo foram coletadas. Estas amostras foram fixadas em solucdo ALFAC por 16
horas, sendo em seguida conservadas em alcool 70%. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a um processo de desidratagdo e blocadas em parafina.
Utilizando-se um micrétomo, foram feitos cortes de 5 um, dispostos em laminas, e
entdo submetidos a uma bateria de re-hidratacdo, corados com hematoxilina e
eosina. ApOs passarem por uma bateria de montagem, estes cortes tiveram
laminulas posicionadas sobre eles, finalizando o processo de montagem das
laminas. A andlise das laminas foi feita em microscépio 6tico. A infiltracdo de
leucdcitos na derme lesionada foi avaliada pela quantificacdo dessas células em trés
campos de mesmo tamanho em cada uma das trés areas representativas analisadas
por lamina, com aumento de 400x. O programa Image J foi utilizado para a

contagem do numero de células presentes no tecido.

3.8 LESAO POR INCISAO

Com o intuito de se avaliar diretamente o efeito do extrato da Sapium
grandulatum sobre a elasticidade da cicatriz formada e indiretamente a quantidade,
qualidade e forma de distribuicdo das fibras colagenas apos a cicatrizacdo do local
lesionado, foi realizado este experimento.

Passadas 24 horas da tricotomia, aproximadamente 0,5 cm a direita da
coluna vertebral dos animais anestesiados, foi realizada uma incisdo de 3 cm de
comprimento com o auxilio de um bisturi, sendo que o corte atingiu toda a espessura
da camada cutanea. Para aproximar igualmente as extremidades direita e esquerda
das feridas, foram feitas suturas a cada 1 cm de comprimento da incisdo, totalizando
duas suturas por animal. A cada 12 horas, durante 10 dias, os animais foram
tratados topicamente com o veiculo permulen ou com o extrato de Sapium
glandulatum (3%, dissolvido em permulen). No 6° dia, as suturas que ainda

permaneciam na pele foram retiradas. No 10° dia, os animais foram sacrificados com
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éter e as amostras das cicatrizes foram retiradas e posicionadas em fixadores de um
aparelho contendo um dinam6metro com a finalidade de medir a elasticidade das
cicatrizes. A medicdo neste dia foi embasada em outros estudos, 0s quais sugeriram
o 10° dia como um bom periodo para a deteccdo do aumento da elasticidade da
cicatriz (PEREZ et al., 2005). A espessura da pele no local cicatrizado (em pm) foi
mensurada com o auxilio de um micrdmetro digital (GREAT MT — 045B) e a forca
méaxima na qual houve o rompimento da cicatriz (em N) foi anotada. A elasticidade
da amostra foi considerada como o resultado do calculo: forca maxima de

rompimento/(espessura da pele x extenséo da incisao).

Figura 4. Aparelho para medic&o da elasticidade da cicatriz. Cicatriz posicionada no aparelho,
presa por fixadores a uma parte fixa e outra mével, acoplada a um dinamdémetro responsavel por
fornecer o valor da forca méxima utilizada para o rompimento da cicatriz com o arrastar da parte
movel do aparelho.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de média + erro
padrao da meédia (E.P.M.). Os dados obtidos foram avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de multipla comparacdo Newman
Keuls. Valores P menores do que 0,05 foram considerados significativos. O software
estatistico GraphPad Prism 3.0 (San Diego, CA, EUA) foi utilizado para a producao

dos graficos.
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4 RESULTADOS

4.1 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO TOPICA DE OLEO DE
CROTON

Para avaliar se a formulacdo de 3% de extrato hidroalcélico de Sapium
glandulatum em permulen teria atividade farmacoldgica foi realizado o ensaio de
edema de orelha induzido por 6leo de créton. Conforme demonstrado na figura 5, a
aplicacao topica de 6leo de créton na orelha dos animais induziu um aumento efetivo
da espessura da orelha ap0s a sexta hora da aplicacdo deste agente flogistico. Esse
aumento foi significativamente revertido pela aplicacdo topica de Sapium
glandulatum (3%, dissolvido em permulen). A inibicdo do edema causada pelo
produto com Sapium grandulatum foi de 50,6%. O controle positivo utilizado,
dexametasona (0,1 mg/orelha), também reduziu o edema causado pelo 6leo de
croton em 60,4%. Ainda, a aplicacdo topica do veiculo permulen ndo promoveu a

reducdo do edema causado pelo agente flogistico
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Figura 5. Edema de orelha Induzido pela aplicacdo topica de 6éleo de créton. Os animais foram
tratados com 6leo de croton (CT, 0,4 mg/orelha, dissolvido em acetona, tépico) e logo em seguida
com o veiculo permulen (PE, tépico), S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, topico) ou
dexametasona (DX, 0,1 mg/orelha, dissolvida em acetona, topico). Apés 6 horas, a espessura da
orelha foi medida com o auxilio de um micrémetro. As barras representam a média + E.P.M. (n=5) do
aumento da espessura da orelha em micrémetros (um). ** P<0,01 representa o nivel de significaAncia
em relacdo ao controle (CT).
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Espessura basal Espessurada Edema
da orelha (um) orelhaapés 6 h formado
da aplicagdo do
0.C. (4m)

Controle 0,266 + 0,007 0335+0013 692+649
Permulen 0,288 + 0,006 0370+0015 82,0+1598
S.glandulatum 0,267 + 0,006 0,301 £ 0,004 342 +4 31™
Dexametasona 0266+ 0006 0293+0010 274 +820™

Tabela 1. Edema de orelha Induzido pela aplicagdo tdpica de 6leo de créton. Os animais foram
tratados com 6leo de croton (CT, 0,4 mg/orelha, dissolvido em acetona, tépico) e logo em seguida
com o veiculo permulen (PE, tépico), S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, topico) ou
dexametasona (DX, 0,1 mg/orelha, dissolvida em acetona, topico). Apés 6 horas, a espessura da
orelha foi medida com o auxilio de um micrémetro. Os valores representam a média = E.P.M. (n=5)
da espessura da orelha em micrébmetros (um). ** P<0,01 representa o nivel de significancia em
relacdo ao controle (CT).

4.2 LESAO POR EXCISAO

Os resultados apresentados na figura 6 mostram que as feridas fecharam por
completo nos dias 13 e 14. O tratamento com Sapium grandulatum em permulen
nao causou alteracdo no processo de contracdo da ferida e nem no fechamento final
quando comparado com o grupo veiculo. E importante ressaltar que 0s grupos
veiculo e controle, sem tratamento, também néo apresentaram nenhuma diferenca
estatistica. Logo, a porcentagem de fechamento das feridas destes trés grupos foi

semelhante, culminando no fechamento total das mesmas simultdneamente.
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Figura 6. Les&o por excisdo. Efeito da S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, tépico) e do
veiculo permulen (PE, topico) administrados a cada 12 horas durante 14 dias no modelo de excisédo
no dorso de camundongos para avaliagcdo do fechamento das les6es. Cada ponto representa a média
+ E.P.M. (n=3) da % da area da ferida se comparada a sua area inicial, no dia da lesao.

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 2 3 4 5 ] T ] 9 10 11 12 13 14 15

Controle 100 720 626 Gs3 G500 G44 400 177 88 62 30 13 08 0=z 0=
* * * * * * * * * * * * * 0.0 0,0
00 80 129 126 84 62 77 46 28 14 08 03 02

Permulen 100 831 655 849 577 528 512 417 274 138 118 82 72 35 24
* * * * * * * * * * * * * * *
DO 11,8 98 108 144 181 203 165 165 74 86 &5 70 35 24

5, 100 715 637 851 480 533 428 190 153 123 86 77 40 21 07T

glandulatum = * * * * * * * * * * * * * *
o0 53 53 68 33 178 25 45 48 37 34 54 21 17 03

Tabela 2. Lesdo por excisdo. Efeito da S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, topico) e
do veiculo permulen (PE, topico) administrados a cada 12 horas durante 14 dias no modelo de
excisdo no dorso de camundongos para avaliagdo do fechamento das lesbes. Cada valor representa
a média £ E.P.M. (n=3) da % da area da ferida se comparada a sua area inicial, no dia da leséo.

4.3 QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA

Este experimento foi realizado com a finalidade de investigar possiveis
diferencas na concentracdo de hidroxiprolina, e consequentemente de colageno,
entre 0s grupos tratados. As amostras utilzadas para a realizacao deste teste foram
coletadas ao final do experimento de leséo por excisdo. De acordo com a figura 7, o

tratamento tOpico com o veiculo permulen ndo alterou a quantidade de colageno na
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ferida quando comparado ao grupo controle (sem tratamento). J& o tratamento
tépico com Sapium glandulatum (3%, dissolvida em permulen) resultou em reducéo
de 42,9% na quantidade de hidroxiprolina (em comparagdo ao grupo veiculo,

permulen).

s 4]
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Figura 7. Quantificacdo de hidroxiprolina. Concentracdo de hidroxiprolina (em pg/mg tecido) nas
amostras das cicatrizes obtidas ao final do experimento de lesdo por excisdo, apds o tratamento com
o veiculo permulen (PE, tépico) ou com S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, tépico). Os
valores representam a média + E.P.M. (n=3) de cada grupo.*P<0,05 representa o nivel de
significancia em relagéo ao veiculo (PE).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

O parametro inflamatorio infiltracao leucocitaria foi avaliado através da analise
histologica, para que se tivesse conhecimento da quantidade dessas células nas
feridas dos diferentes grupos, em diferentes etapas da cicatrizacéo, e das possiveis
consequéncias geradas a partir disto. Neutrdéfilos, eosindfilos, baséfilos, linfécitos e
monaocitos sdo as células classificadas como leucdcitos. Os leucdcitos participam
das defesas celulares e imunocelulares do organismo, sendo atraidos por
guimiotaxia para atuar no sitio inflamatorio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
Durante a realizacdo desta analise ndo foi feita a diferenciacdo entre os tipos
leucocitarios devido a dificuldade de visualizacdo e reconhecimento dos nucleos

celulares.



29

Conforme representado nas figuras 8, 9 e 10, todos os tratamentos foram
comparaveis ao controle no quesito infiltracdo de leucocitos no 2° dia apés a lesédo
por excisdo, sendo que todos apresentaram intensa concentracdo de leucdcitos. Ja
no 5° dia apés a cirurgia, pdde-se notar na area lesionada tratada com Sapium
glandulatum (3%, dissolvida em permulen, topico) uma quantidade de células
leucocitarias significativamente menor do que no restante dos grupos. Em

comparagao com o grupo veiculo, a reducao da migracao leucocitaria foi de 52,9%.

DIA 2
2 7.5-
€
@
(&)
)
2 5.0-
3
S Numero de
@ leucécitos/campo
L 257 Controle 55+ 04
o Permulen 92+01
g S.glandulatum 43+03
S 0.0-
Z cT PL PE

Figura 8. Quantificacdo de leucdcitos no dia 2. Numero de leucdcitos presentes por campo
obsevado em microscépio Otico (400X). Foram analisados cortes de feridas obtidas durante o
experimento de lesdo por excisdo, no dia 2, apds o tratamento com o veiculo permulen (PE, topico)
ou com S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, tépico). Os valores representam a média +
E.P.M. (n=3) de cada grupo.
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Figura 9. Quantificacdo de leucdcitos no dia 5. Numero de leucdécitos presentes por campo
obsevado em microscépio 6tico (400X). Foram analisados cortes de feridas obtidas durante o
experimento de lesdo por excisédo, no dia 5, apés o tratamento com o veiculo permulen (PE, tdpico)
ou com S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen, tépico). Os valores representam a média *
E.P.M. (n=3) de cada grupo. **P<0,01 representa o nivel de significancia em relagcéo ao veiculo (PE).

Figura 10. Anédlise histoldgica do efeito de Sapium glandulatum sobre o infiltrado leucocitério
durante o experimento de excis&o. Fotos representativas da infiltracéo de leucdécitos na derme do
sitio de cicatrizagcao no 2° e no 5° dia ap@s a cirurgia (colora¢do: HE; aumento de 400x). Controle, dia
2 (A); veiculo permulen, dia 2 (B); Sapium glandulatum (3% em permulen), dia 2 (C); controle, dia 5
(D); veiculo permulen, dia 5 (E); Sapium glandulatum (3% em permulen), dia 5 (F).
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4.5 LESAO POR INCISAO

Os valores obtidos em relacdo aos parametros avaliados no modelo de lesédo
por incisdo estdo expostos na tabela 1 e na figura 11. As feridas tratadas com
Sapium glandulatum (3%, dissolvida em permulen) apresentaram reducao de 45,3%
na elasticidade quando comparadas as feridas do grupo veiculo. N&o houve
diferenca significativa entre os valores encontrados para 0s grupos controle, sem

tratamento, e veiculo (permulen).

Forca méxima de Area “cross- Elasticidade
rompimento (N) sectional” (cm?) (N/cm?)
Controle 7,400 £ 0,675 0,131 56,770 £ 5,478
Permulen 8,883 £ 0,497 0,136 65,226 + 1,364
S. glandulatum 4,817 +0,188** 0,136 35,720 + 1,999**

Tabela 3. Lesé@o por incisdo. Efeito da S. glandulatum (3%, dissolvida em permulen) e do veiculo
permulen quando administrados topicamente a cada 12 horas durante 10 dias ho modelo de incisdo
no dorso de camundongos para avaliacdo da elasticidade das cicatrizes formadas. Os valores
representam a média £ E.P.M. (n=3) de cada grupo.**P<0,01 representa o nivel de significAncia em
relagéo ao veiculo permulen.

100+

~
(6]
|

Elasticidade (N/cm?
o 3

0-

CT PL PE

Figura 11. Les&o por incisdo. Efeito da S. glandulatum (PL, 3%, dissolvida em permulen) e do
veiculo permulen (PE) quando administrados topicamente a cada 12 horas durante 10 dias no modelo
de incisdo no dorso de camundongos para avaliagdo da elasticidade (em N/cm?2) das cicatrizes
formadas. Os valores representam a média + E.P.M. (n=3) de cada grupo.**P<0,01 representa o nivel
de significAncia em relacao ao veiculo (PE).
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5 DISCUSSAO

Estudos descrevem que enquanto algumas espécies do género Sapium
apresentam propriedades pro-inflamatorias, toxicas e irritativas (SEIPH et al., 1983;
EDWARDS et al., 1983; BROOKS et al., 1987), outras possuem atividades anti-
inflamatdrias, analgésicas, antibidticas e cicatrizantes (PANTHONG et al., 1998;
TAYLOR, 2007; CHUMKAEW et al., 2003). Apesar de haver na literatura dados que
indiqguem tanto a atividade irritativa como a acdo anti-inflamatéria de Sapium
glandulatum (VALLE e KAPLAN, 1999), ndo ha estudo algum a respeito da sua
influéncia no processo de cicatrizagdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do extrato hidroalcodlico da Sapium glandulatum na cicatrizacéo.

A fim de confirmar a liberacéo de possiveis propriedades farmacolégicas pela
Sapium glandulatum na preparacdo de 3% em permulen e também com a finalidade
de investigar a existéncia de um efeito sobre a fase inflamatéria no processo de
cicatrizacédo, foi testado o extrato hidroalcodlico de Sapium glandulatum no modelo
de edema de orelha, um processo inflamatério agudo na pele. O 6leo de croton
apresenta acdo tépica e induz inflamacdo local como resultado da producédo de
mediadores pré-inflamatérios que promovem a vasodilatacdo, infiltracao de células
leucocitarias e extravasamento de plasma, conduzindo, assim, a instalacdo dos
sinais classicos da inflamacdo (DE BERNARDIS et al.,, 1994). O mecanismo
especifico pelo qual o 6leo de croton atua € através da ativacdo da proteina quinase
C (PKC) e da via da proteina quinase ativadora de mitdgeno (MAPK), que promove
a liberacdo de fatores de transcricdo nucleares, como o NF-kB, responsavel por
regular diversas proteinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-8, TNF-a (PASCUAL e
GLASS, 2006). A PKC age também fosforilando a fosfolipase A2, o que resulta na
liberacdo do acido araquiddnico e consequentemente na producdo de PG e LT via
COX e LOX (WANG et al., 2001; YOUNG et al., 1984). A aplicacéo topica do produto
com extrato hidroalcodlico de Sapium glandulatum (3%) foi capaz de prevenir a
formacdo do edema por este modelo, da mesma forma que o controle positivo
dexametasona. Assim, a planta possui atividade antiedematogénica, provavelmente
atuando ao inibir alguma das etapas de instalacdo da inflamacao pelo uso do dOleo
de créton. Esta atividade antiedematogénica também foi observada por Soely et al.

(2009), quando a aplicacdo de extrato de Sapium glandulatum dissolvido em
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acetona (100%) apresentou efeito anti-inflamatério ao ser testado no modelo de
edema de orelha causado pelo 6leo de croton. Neste estudo, a Sapium glandulatum
reduziu o edema e a migracao de leucécitos de modo dependente da dose. Devido a
comprovagdo de que o extrato de Sapium glandulatum (3%) incorporado ao
permulen mantém o seu efeito anti-inflamatério e que o permulen sozinho néo
interfere na formacao do edema, é possivel deduzir que o(s) composto(s) ativo(s) da
planta esta sendo liberado nesta dose e com a utilizacdo deste veiculo. Portanto
estes foram a dose e o veiculo escolhidos para a realizagdo dos demais
experimentos.

O passo seguinte foi avaliar o efeito da Sapium glandulatum na cicatrizacéo.
A cicatrizacdo de lesGes de pele se inicia imediatamente apds a formacao da ferida
e consiste de trés fases: inflamacéo, proliferacdo e remodelamento. Estas fases séo
caracterizadas por complicadas, porém organizadas interacdes entre tecidos,
moléculas e células, que levam a reconstrugdo do tecido lesionado (MARTIN, 1997).
Para tanto, foi verificado o efeito da planta no modelo de lesé&o por excisdo. Feridas
causadas por “punch”, que acometem toda a camada cutanea, sdo um modelo util
para avaliar a taxa de re-epitelizacdo durante um processo de cicatrizacdo auxiliado
por um tratamento tépico (KIM et al., 2008). A comparacdo entre o grupo controle,
veiculo e o grupo tratado com Sapium glandulatum nao evidenciou efeito
significativo da planta na alteracdo do tamanho das areas das feridas durante o
processo de cicatrizacdo. Portanto, sup8e-se que a planta ndo interfira no tempo
necessario para o fechamento de feridas.

A cicatrizacdo resulta na formacéo de uma cicatriz fibrosa, da qual o colageno
€ 0 constituinte predominante e também o responsavel por conferir elasticidade a
matriz extracelular do tecido (SARINGAT e SHEIK, 1999). Segundo os dados
obtidos neste trabalho, a utlizacdo tépica de Sapium glandulatum (extrato
hidroalcoolico, 3%) como tratamento cicatrizante pode interferir no processo de cura
da ferida, diminuindo a elasticidade das cicatrizes tratadas com o0 seu extrato, se
comparadas as tratadas com o veiculo ou as nao tratadas. Durante a fase
proliferativa da cicatrizacéo, a sintese de colageno e outras proteinas aumenta, para
substituir o tecido necrosado (KONDO, 2006). A sintese de colageno ocorre no
interior dos fibroblastos, passando pelas mesmas etapas de formacg&o que qualquer
outra proteina passaria. A molécula gerada € caracterizada pela repeticdo da
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sequencia glicina-X-Y, sendo X, frequentemente, prolina e Y, hidroxiprolina
(BROUGHTON et al., 2006). Apoés a formacdo das moléculas de colageno, elas séo
secretadas pelas células para o local lesionado, se tornando organizadas e
interigadas ao se unirem em fibras. A elasticidade é adquirida com o
remodelamento do colageno, feito por proteinas responsaveis por criar a ligacao
inter- e intra-molecular (CHITHRA et al., 1998). Portanto, a Sapium glandulatum
poderia estar agindo em alguma etapa deste processo, direta ou indiretamente,
originando como produto final do reparo tecidual uma cicatriz menos elastica do que
normalmente seria originada.

Por ser constituinte da molécula colagena, a presenca de hidroxiprolina é
considerada um indicativo da presencga de colageno. Os niveis de hidroxiprolina no
tecido em formacdo indicam a intensidade da sintese de colageno no local. O
colageno confere elasticidade e integridade a matriz extra celular, sendo um
importante componente da mesma, essencial para o desenrolar da cicatrizagdo. Os
resultados obtidos indicam uma reduzida sintese de hidroxiprolina, e
consequentemente de colageno, nas feridas submetidas ao tratamento topico com
Sapium glandulatum. Assim, pode-se sugerir que a diminuicdo na elasticidade de
cicatriz, causada pelo uso de Sapium glandulatum, poderia estar ocorrendo, pelo
menos em parte, devido a uma reducado na sintese de colageno no local lesionado.

Os leucécitos sao classificados como neutrofilos, eosinofilos, basofilos,
linfécitos ou mondcitos. Essas células participam das defesas celulares e
imunocelulares do organismo, sendo atraidos por quimiotaxia para atuar no sitio
inflamatorio, instalado na primeira fase da cicatrizacdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004). Dentre os leucécitos, as primeiras células a chegar ao local da lesdo séo os
neutrofilos, que apresentam um pico de presenca em 24 horas da formacgédo da
ferida, e tém a responsabilidade de secretar proteases e fagocitar organismos
estranhos e tecido nao viavel, para depois sofrerem apoptose (BROUGHTON et al.,
2006). Os macrofagos migram para a ferida entre 48 a 96 horas apds a lesao,
fagocitam patdégenos e neutréfilos, e liberam citocinas e fatores de crescimento,
essenciais para o recrutamento de outras ceélulas, como linfécitos e células
endoteliais, para a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e para a sintese de
colageno. Dessa forma, os macrofagos influenciam a angiogénese, fibroplasia e
sintese de matriz extracelular (BROUGHTON et al., 2006). A analise da quantidade
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de leucécitos nas feridas no 2° dia, ndo verificou diferenca significativa entre o
influxo dessas células nos diferentes grupos. Ja a administracao topica de Sapium
glandulatum foi responsavel por uma reducao do fluxo de leucécitos para o tecido
lesionado no 5° dia apds a cirurgia. Sugere-se, a partir deste fato, que a infiltracdo
inicial de neutréfilos néo foi prejudicada pelo tratamento com a planta, visto que
estas sdo as células caracteristicas do tecido lesionado no 2° dia apés a formacgéo
da ferida. Agora, no 5° dia, a ferida deveria estar infiltrada por macrofagos. Por ter
sido notada uma reducdo no numero de leucdcitos justamente neste periodo, pode
ser que a planta seja responsavel por diminuir o nimero de macrofagos no local
lesionado. Esta reducdo na quantidade de macréfagos acarretaria sérias
consequéncias para a fase de fibroplasia, pois com a liberacdo deficiente de
citocinas e fatores de crescimento, haveria um baixo recrutamento de fibroblastos e
uma sintese prejudicada de colageno na matriz extra celular (IRION, 2005). O menor
namero de leucdcitos no grupo tratado pela Sapium glandulatum no 5° dia apo6s a
lesdo pode ser devido a uma possivel reducao na liberacdo tardia de citocinas e
guimiocinas responsaveis pela migracao de leucdcitos para o local da leséo.

As cicatrizes resultantes do processo cicatricial normalmente ja representam
um fator de preoucupacdo, porém quando resultam em uma formacdo patoldgica,
essa preocupacdo adquire uma dimensdo maior, pelo aspecto estético, sintomatico
e eventuais limitagBes funcionais que poderiam ser ocasionadas (PEREIRA, 2003).
As cicatrizes hipertréficas e os queldides séo resultantes de um processo cicatricial
alterado, no qual ha ocorréncia de fibrose, ou seja, uma acumulacdo excessiva de
colageno na matriz extracelular (CHAPMAN, 2004). Esse acumulo de colageno é
induzido principalmente pela expressdo aumentada de TGF-$ (BABU et al., 1992).
As cicatrizes originadas tém aspecto elevado e coloragédo résea ou violacea, sendo
que os queldides, diferentemente das cicatrizes hipertroficas, apresentam ainda
prurido, dor e ardor (sinais classicos da inflamacdo) (PEREIRA, 2003). Deve-se
sempre buscar como resultado uma cicatriz fisiolégica, atuando preventivamente e
tratando os casos patoldgicos. Baseando-se no caso do fitoterapico Cepalin
(Extractum cepae) e do Contractubex®, utilizado na terapia de cicatrizes patoldgicas,
pode-se dizer que um dos possiveis tratamentos para 0s casos de cicatrizes
hipertroficas e queldides a ser considerado seria a utilizacdo de uma substancia, ou

de um conjunto de substancias, como o0 que atuasse como anti-proliferativa, anti-



36

inflamatoria, antiedematogénica e antimicrobiana; que inibisse a quimiotaxia para
fibroblastos cutaneos e que reduzisse 0os componentes matriciais extra-celulares
(proteoglicanos e coladgeno) (PEREIRA, 2003). Dessa forma, a S. glandulatum, ao
apresentar neste trabalho resultados que sugerem propriedades anti-inflamatorias,
reduzindo o edema causado pela inflamacao e a infiltracdo de leucdcitos, e também
diminuir a quantidade de coladgeno na matriz extra celular, tem potencial para ser
uma alternativa no tratamento da hipertrofia cicatricial, agindo como componente
anico ou mesmo em conjunto com outras substancias. Para que se confirme este
potencial, uma série de outros experimentos precisam ser realizados, como testes
de toxicidade da planta, quantificacdo de TGF-B e PDGF e analise da organizagao
das fibras colagenas e da quantidade de fibroblastos no local lesionado.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o uso topico do
extrato hidroalcodlico das folhas de Sapium glandulatum (Vell.) Pax (3%) apresenta
efeito significativo sobre a cicatrizacdo de lesdes de pele, sendo capaz de reduzir a
quantidade de colageno e a elasticidade das cicatrizes formadas. Além disso, esta
planta pode atuar inibindo a migracdo leucocitaria e também a formacéo do edema,

exibindo, portanto um possivel efeito anti-inflamatorio.
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