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Resumo

Himatanthus obovatus, conhecida como janaguba, é encontrada no Nordeste brasileiro. As suas folhas sdo usadas para
hipertensdo, manchas na pele e como antitumoral, no entanto ainda sdo incipientes os estudos quanto a agdo
cicatrizante. O estudo teve como objetivo analisar o perfil fitoquimico e o efeito cicatrizante do extrato etandlico das
folhas de H. obovatus em camundongos. A prospeccdo fitoquimica do extrato foi realizada pelo teste colorimétrico.
Os geis (carbopol mais o extrato) foram confeccionados obtendo as doses de 50, 75 e 100 mg/Kg. O carbopol, gua
destilada, pomada Nebacetin® e o extrato (gel) foram aplicados de forma topica na area da lesdo dos camundongos
como controle negativo (CN), solvente (CS), positivo (CP) e grupo tratamento, respectivamente, durante 21 dias. As
feridas foram registradas nos dias 0, 7, 14 e 21 dias para andlise macroscopica e histologica apos 21 dias. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis ou Tukey (p < 0,05). Os resultados mostraram a presenca de taninos,
acucares redutores, fenois, flavonoides e alcaloides. No intergrupo, o extrato ndo apresentou diferenca significativa da
area da lesdo quando comparado com o CP ap6s o 14° (50 e 75 mg/kg) e 21° dias para todas as doses. No intragrupo,
todas as doses do extrato apresentaram redugdo ap6s o 14° e no 21° para 100 mg/Kg. O extrato mostrou aumento
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significativo de fibroblastos e area de colageno em 50 e 100 mg/Kg. Sendo assim, o extrato apresenta potencial para
ser explorado como um fitoterapico que possa ser utilizado como gel cicatrizante.
Palavras-chave: Feridas; Janaguba; Planta medicinal.

Abstract

Himatanthus obovatus, known as janaguba, is found in Northeastern Brazil. Its leaves are used for hypertension, skin
blemishes and as an anti-tumor, however studies regarding its healing action are still incipient. The study aimed to
analyze the phytochemical profile and the healing effect of the ethanol extract of H. obovatus leaves in mice. The
phytochemical prospection of the extract was carried out by the colorimetric test. The gels (carbopol plus the extract)
were made with doses of 50, 75 and 100 mg/kg. Carbopol, distilled water, Nebacetin® ointment and extract (gel) were
applied topically to the area of the mice lesion as negative control (NC), solvent (SC), positive (PC) and treatment
group, respectively, for 21 days. Wounds were recorded on days 0, 7, 14 and 21 days for macroscopic and histological
analysis after 21 days. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis or Tukey test (p < 0.05). The results showed the
presence of tannins, reducing sugars, phenols, flavonoids and alkaloids. In the intergroup, the extract did not show
significant difference in the area of the lesion when compared to the PC after the 14th (50 and 75 mg/kg) and 21st
days for all doses. In the intragroup, all doses of extract showed a reduction after the 14th and 21st to 100 mg/kg. The
extract showed a significant increase in fibroblasts and collagen area at 50 and 100 mg/kg. Thus, the extract has the
potential to be explored as an herbal medicine that can be used as a healing gel.

Keywords: Medicinal plant; Janaguba; Wound.

Resumen

Himatanthus obovatus, conocido como janaguba, se encuentra en el noreste de Brasil. Sus hojas se utilizan para la
hipertension, imperfecciones cutaneas y como antitumoral, sin embargo los estudios sobre su accion cicatrizante ain
son incipientes. El estudio tuvo como objetivo analizar el perfil fitoquimico y el efecto curativo del extracto etanélico
de hojas de H. obovatus en ratones. La prospeccién fitoquimica del extracto se realizd mediante la prueba
colorimétrica. Los geles (carbopol més el extracto) se elaboraron con dosis de 50, 75 y 100 mg/kg. Se aplicaron
topicamente Carbopol, agua destilada, pomada de Nebacetin® y el extracto (gel) al &rea de la lesién del raton como
control negativo (CN), solvente (CS), positivo (CP) y grupo de tratamiento, respectivamente, durante 21 dias. Las
heridas se registraron los dias 0, 7, 14 y 21 dias para andlisis macroscépico e histologico después de 21 dias. Los datos
se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis o Tukey (p <0,05). Los resultados mostraron la presencia de
taninos, azlcares reductores, fenoles, flavonoides y alcaloides. En el intergrupo, el extracto no mostré diferencia
significativa en el area de la lesion en comparacion con el CP después de los dias 14 (50 y 75 mg/kg) y 21 para todas
las dosis. En el intragrupo, todas las dosis del extracto mostraron una reduccion después del 14 y 21 a 100 mg/kg. El
extracto mostré un aumento significativo de fibroblastos y &rea de colageno a 50 y 100 mg/kg. Por lo tanto, el extracto
tiene el potencial de ser explorado como una medicina herbal que puede usarse como gel curativo.

Palabras clave: Heridas; Janaguba; Planta medicinal.

1. Introducéo

A pele é o maior drgdo do corpo humano, sendo constituida por camadas que atuam na termorregulacéo,
protecdo, excrecdo de dgua e eletrdlitos, regeneracdo e cicatrizagdo do tecido lesionado (Griffiths et al., 2016). A
regeneracdo ocorre por reposicdo de células parenquimatosas, em que ndo hd dano na lamina basal, enquanto a
cicatrizacdo, por sua vez, é um processo complexo, que ocorre em lesdes na Iamina basal e consiste de uma cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para a reconstituicdo do tecido (Darby et al., 2017). Pode-se dividir esse
processo em trés fases principais: inflamagdo, proliferagdo (reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese) e remodelamento,
porém muitas vezes, essas fases se sobrepdem e ocorrem simultaneamente (Passaretti et al., 2016).

A fase inflamatoria tem duracdo de um a quatro dias, dependendo da leséo, e é caracterizada por limitar a lesdo
tecidual e a resposta inflamatdria aguda. Nesse periodo, ocorrem a ativacdo do sistema de coagulagdo sanguinea e a
liberagdo de mediadores quimicos, como fatores de ativacdo de plaquetas, fatores de crescimento, serotonina, adrenalina
e fatores de complemento (Cooper et al., 2015). A segunda fase (proliferativa) pode durar de cinco a vinte dias, sendo
caracterizada pela reepitelizacdo que ocorre precocemente, onde as células epiteliais da borda da ferida comecam a
proliferar na tentativa de restabelecer a barreira protetora. Ao mesmo tempo, ocorre a proliferacdo de fibroblastos, sob a
acdo de citocinas que ddo origem a um processo denominado fibroplasia e a proliferacdo de células endoteliais

(angiogénese) e infiltracdo densa de macréfagos, formando o tecido de granulagdo (Gensel et al., 2015). A Gltima fase
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(remodelamento) inicia-se no 21° dia e pode durar meses. Nesta fase, a densidade celular e a vascularizagdo da ferida
diminuem, enquanto & maturacéo e o alinhamento das fibras coldgenas aumentam a resisténcia do tecido e diminuem a
espessura da cicatriz, reduzindo a deformidade da mesma (Oh et al., 2014).

As terapias a base de plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas para reduzir o tempo de regeneragéo e
cicatrizacdo (Buzzi et al., 2016) e o risco de complicacdes infecciosas sdo menores do que 0s métodos convencionais
(Lima et al., 2019). Além disso, estudos de fitocompostos com atividade cicatrizante sdo estimulados devido ao alto
custo no tratamento de feridas (Ribeiro et al., 2019). Os diferentes fitoquimicos, principalmente os flavonoides,
apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas e tém demonstrado consideravel
importancia no manejo de feridas (Yariswamy et al., 2013).

Mundialmente, o uso de plantas com efeito cicatrizante é bastante utilizado, como as folhas de Plantago major
na Europa e das sementes de Syzygium cumini na Asia (Brasil, 2016). Além dessas plantas serem utilizadas no Brasil,
outras espécies também apresentam potencial cicatrizante como as cascas de Schinus terebinthifolius Raddi, as raizes de
Solanum nigrum e as folhas de Bryophyllum calycinum e Momordica charantia (Brasil, 2016). A utilizacdo dessas
plantas pela populaco brasileira incentivou o Ministério da Satde a fortalecer o uso da fitoterapia no Sistema Unico de
Saude (SUS) criando, assim, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF). Dentre as plantas
preconizadas pela PNPMF, o género Himatanthus é proposto como um potencial fitoterapico de uso popular que é
usado pela populacdo, contudo necessita de mais estudos (Brasil, 2016; Vieira, 2012).

Himatanthus pertence & familia Apocynaceae e possui espécies laticiferas, sendo a maioria de uso popular com
atividade antineoplésica, anti-inflamatéria, antimicrobiana e analgésica (Almeida et al., 2017). As folhas de H. drasticus
e H. bracteatus (Franca et al., 2011), as cascas de H. sucuuba (Calero-Armijos et al., 2020) e o latex da H. articulatus
(Silva et al., 2019) apresentam efeito cicatrizante. Contudo, ndo constam na literatura, trabalhos cientificos sobre a
atividade cicatrizante do extrato das folhas de H. obovatus (Mull Arg.) Woodson.

Himatanthus obovatus é conhecida popularmente como janaguba, tiborna ou pau-de-leite (Linhares et al,
2013). H. obovatus é uma arvore que pode alcancar de 4 a 5 m de altura e encontra-se nos estados de Minas Gerais,
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceard, Paraiba, Roraima, Maranh@o, Paré e Piaui, sendo
aplicadas para diferentes fins terapéuticos (Carmo 2015; Spina 2015).

As folhas de H. obovatus sdo utilizadas no tratamento de pressao alta, manchas na pele, espinhas, coceiras e
agente antitumoral. As raizes sdo utilizadas contra a forma amastigota do Tripanosoma cruzi, como antiflngica e
leishmanicida (Leishmania donovani). O latex ou leite de H. obovatus tem seu uso contra o cancer (Lucetti et al., 2010;
Vale, 2014). A raiz, o caule, o latex do caule e das folhas também sdo utilizados pela populagdo na cicatrizagdo de
feridas (Soares et al., 2015).

As diferentes partes da H. drasticus como as folhas, as raizes e o caule sdo responsaveis pela producgdo de
metabolitos como lupeol e triterpenos que exercem efeito cicatrizante e anti-inflamatério em feridas tegumentar, sendo
regulada pelo Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa) e pela Interleucina 2 (IL2) (Vieira, 2018). Além desses metabdlitos,
os iridoides que também estdo presentes em H. drascticus e H. obovatus, inclusive nas folhas, apresentam diversas
atividades farmacologicas, como angiogénicas, anti-inflamatorias e antioxidantes, aumentando a diferenciagdo celular
promovendo a cicatrizagdo (Soares et al., 2016). Os iridoides tendem a aumentar a migracao e a proliferagéo de células
inflamatorias, regulada por citocinas e fatores de crescimento estando presentes em diversos medicamentos de uso

popular com acdo sedativa, antitérmica, hipertensiva e cicatrizante (Moragas, 2006).
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Sendo assim, considerando a importancia medicinal de H. obovatus, o presente estudo teve como objetivo
detectar os metabdlitos primarios e/ou secundarios, bem como avaliar o potencial de cicatrizagdo do extrato etandlico

das folhas de H. obovatus em camundongos (Mus musculus).

2. Metodologia

A pesquisa realizada é do tipo experimental e quantitativa conforme descrito por Estrela (2018).

2.1 Material biol6gico

Folhas de H. obovatus foram coletadas na EMBRAPA (5° 02" 21.36" S e 42° 47" 22,44" W), Teresina (PI).
Exemplares foram identificados e depositados no Herbario Afranio Fernandes da Universidade Estadual do Piaui
(UESPI, Teresina), sob o numero de voucher HAF 04655.

2.2 Preparo do extrato etandlico das folhas de H. obovatus

Folhas de H. obovatus foram secas em estufa & 45°C no Laboratério de Genética do Nucleo de Pesquisas em
Biotecnologia (NPBio) da UESPI por cinco dias e trituradas em liquidificador até a obtencdo de um p6 fino. Em
seguida, o p6 (190 g) foi submetido a extracdo exaustiva em etanol absoluto por 72 h. O extrato obtido foi filtrado
(Whatman® n° 2) e concentrado em evaporador rotativo a baixa pressao (45°C) e seco com o auxilio de Speed Vacuum
a 45°C para obter extrato etanélico bruto (13 g). O extrato foi concentrado e armazenado a 4°C para uso em analises
subsequentes.

O extrato etandlico das folhas de H. obovatus (EEFH0) foi diluido em solucéo salina (NaCl 0,9%) de modo a
obter trés doses (500, 750 e 1000 mg/kg) que foram pré-selecionadas a partir dos estudos de Sousa et al. (2010), que
demonstraram auséncia de toxidade e atividade antitumoral em H. drasticus. Em seguida, foram confeccionados géis a
10% de cada dose citada, misturando 60 g de carbopol (carbomero) e 6 mL do EEFHo para cada dose e depois foram
conservadas em geladeira (COELHO et al., 2010). Sendo assim, as doses utilizadas para avaliar o efeito cicatrizante
foram de 50, 75 e 100 mg/kg. O carbopol € utilizado como matéria-prima na indUstria de cosméticos para fabricagdo de

produtos em gel (Alves, 2020).

2.3 Prospeccéo fitoquimica

Testes de prospecgdo fitoquimica foram realizados no Laboratério de Quimica do Instituto Federal do Piaui
(IFPI) para a identificagdo dos principais metabdlitos priméarios e secundarios presentes no EEFHo, a fim de
detectarem-se 0s seguintes compostos: agUcares redutores, proteinas e aminodacidos, polissacarideos, catequinas,
alcaloides, flavonoides, taninos e fendis e saponinas, segundo protocolo proposto por Barbosa et al. (2001). Os testes
foram realizados em ftriplicata e os metabdlitos foram considerados como parte da composi¢cdo do EEFHo quando

tiverem resultados positivos na triplicata.

2.4 Animais e tratamento
2.4.1 Animais

Os animais utilizados foram 30 camundongos machos Swiss (Mus musculus) com 12 semanas de vida, pesando
em média 30 g de peso corpéreo (pc), provenientes do biotério do NPBio da UESPI, Teresina. Os animais foram

mantidos em temperatura ambiente controlada (23 + 2°C) com ciclo claro-escuro de 12 h, e em caixas de polipropileno
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adequadas & sua manutenco, agua e comida seréo oferecidas ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UESPI) sob o protocolo N° 00049/2017.

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (cinco animais/grupo), sendo acondicionados
aleatoriamente em caixas especificas para camundongos. Todos os animais receberam, por via subcutanea, um pré-
tratamento com atropina (relaxante muscular), na dose de 0,04 mL para cada 30 g de peso corpéreo, aguardando-se 15
min. para o procedimento anestésico (SOUSA et al., 2015). Subsequentemente, foram anestesiados com cloridrato de
xilazina 2% (10 mg/Kg) associado ao cloridrato de cetamina 10% (100 mg/Kg), por via intramuscular (i.m.). Apés a
anestesia, foi realizada a tricotomia da regifo dorsal e assepsia com alcool etilico a 70%. Foi demarcada uma ferida
excisional circular (area de 1,0 cm?) na superficie dorsal dos animais com auxilio de um punch cirtirgico para bidpsia de

pele, atingindo a regido dermo-epidérmica.

2.4.2 Grupos experimentais

Todos os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos a seguir: G1 (controle negativo): gel de
carbopol; G2 (controle do solvente): 4gua destilada; G3 (controle positivo): pomada Nebacetin® (sulfato de neomicina
5mg/g e bacitracina zincica 250 Ul/g) para reparacdo cutinea; G4, 5 e 6 (tratamentos): doses de 50, 75 ou 100 mg/Kg
do EEFHo, respectivamente.

A aplicacdo topica de todos os produtos descritos foi realizada apds 24 h do ato cirdrgico uma Unica vez por

dia, durante 21 dias com auxilio de cotonetes descartaveis em quantidade suficiente para cobrir a lesdo (1 cm?).

2.4.3 Avaliacao de pardmetros macroscopicos

Para o registro das feridas, os camundongos foram contidos manualmente, uma vez que se encontravam em
estado de alerta, exceto no dia 0 (ato cirtrgico), no qual os animais foram fotografados ainda sob o efeito do anestésico.
As imagens foram registradas por meio de uma camera com captura de imagens, Fujifilm (Finepix L50), com resolucéo
de 12 megapixels. Todas as fotos foram padronizadas com a mesma luminosidade e altura, a cAmera foi fixada a 30 cm
em relacdo a ferida no dorso do animal, utilizando um suporte metélico para apoio da cAmera (Souza et al., 2015).

As feridas foram registradas no dia 0 (imediatamente ap6s 0 ato cirlirgico); 7°; 14° e 21° dias p6s-cirdrgico.
Todas as fotos foram registradas com um paquimetro universal posicionado ao lado dos animais. Para analise da area de
lesdo e verificacdo do tecido cicatricial, foi utilizado o programa Image-J, versao 4.5.0.29 for Windows 10 de dominio

publico, conforme demonstrado pela Barboza (2017).

2.4.4 Andlise histologica

Apos a ultima aplicagdo do gel, todos os animais foram sacrificados com o dobro da dose de cetamina (100
mg/Kg) e xilazina (16 mg/Kg). Em seguida, o tecido foi coletado com um bisturi e uma tesoura Iris com cerca de um
centimetro além da borda da ferida. O material coletado foi estocado em frascos com formol a 10% e encaminhado para
0 laboratério de Histologia da UESPI.

As pecas foram incluidas em parafina e submetidas ao processamento histolégico. De cada amostra, foram
obtidos oito cortes semisseriados (5 pwm), sendo quatro corados por Hematoxilina-Eosina e quatro com Tricrémico de
Masson. A andlise do nimero de fibroblastos, vasos sanguineos e células inflamatérias foi realizada nos cortes corados
com Hematoxilina-Eosina, e a analise da &rea do colageno, nos cortes corados com Tricrdmico de Masson.

As laminas histoldgicas foram submetidas a analise por microscopia Optica e captura de imagem digital. A

captura das imagens foi efetuada por meio de uma camera digital da marca cAmera Fujifilm (Finepix L50), com
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resolugdo de 12 megapixels e acoplada a um microscépio binocular, modelo Coleman com objetivas planacromaticas.
As fotomicrografias foram obtidas em aumentos de 40 e 100 vezes e armazenadas no formato JPEG (Joint Photographic
Experts Group).

Para a analise quantitativa das células, foi utilizado o programa Image J versdo 1.43s. Através do plugin Cell
Counter foi realizado a contagem manual das células inflamatdrias, fibroblastos e vasos sanguineos. Com o plugin

Threshold Colour foi analisado a quantidade por area de colageno.

2.5 Analise estatistica
Os dados obtidos foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o teste “a posteriori” de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05) e os dados paramétricos foram avaliados pelo teste Tukey (p < 0,05) no programa

BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007) para realizar a comparacao entre as médias dos controles e grupos tratados.

3. Resultados

A prospeccdo fitoquimica do EEFHob detectou a presenca de agucares redutores, taninos, fendis, flavonoides e

alcaloides (Tabela 1).

Tabela 1 — Prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de H. obovathus.

Classe de Metabdlito Resultado
Saponinas -
Acucares redutores +
Taninos +

Proteinas e aminoacidos -

Polissacarideos -

Fendis +
Flavonoides +
Alcaloides +
Catequinas -

+, presente; -, ausente.
Fonte: Autores.

Na analise macroscépica intergrupo (Figura 1), em todos os dias avaliados (0, 7, 14 e 21) a reducédo da area da
lesdo da ferida ndo foi significativa entre o controle negativo (CN, gel de carbopol) e o solvente (CS, agua destilada),
evidenciando que o gel de carbapol ndo interferiu no processo de cicatrizacdo. Nos dias 7, 14 e 21, a reducdo da area do
controle positivo (CP, Nebacetin®) foi significativa em relacdo ao CN, uma vez que no CP foi utilizada uma pomada
comercializada para fins de cicatrizacdo. O EEFHo mostrou reducéo significativa da ferida no 14° e 21° dias na dose de
50 mg/Kg e no 21° dia na dose de 100 mg/Kg quando comparadas com o CN. O EEFHo nédo apresentou diferenca
significativa da area da lesdo quando comparado com o CP no 14° (50 e 75 mg/kg) e 21° dia para todas as doses

analisadas, mostrando que o EEFHo apresentou o0 mesmo efeito cicatrizante que a pomada utilizada como CP.
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Figura 1. Média da area da lesdo intergrupo da ferida ap6s 7, 14 e 21 dias de tratamento com os controles e com o gel

nas doses de 50, 75 ou 100 mg/Kg do extrato etanélico das folhas de H. obovatus.

40
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CN (controle negativo, carbapol). CS (controle do solvente, agua destilada). CP (controle positivo, Nebacetin® - sulfato de
neomicina 5 mg/g e bacitracina zincica 250 Ul/g). "Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis ("p < 0,05; ™p < 0,01) quando
comparado com o CN. *Significativo pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (*p < 0,05; **p < 0,01) quando comparado com o
CP.

Fonte: Autores.

O resultado intragrupo (Figuras 2 e 3) evidenciou a reducéo significativa da area da ferida ap6s 7 e 14 dias em
todos os controles (negativo, solvente e positivo) quando comparados com o dia anterior. Em todas as doses do EEFHo,

a reducdo foi significativa apos 14 dias e ap6s 21° dias em 100 mg/Kg.

Figura 2. Média da area da ferida intragrupo apés 7, 14 e 21 dias de tratamento com os controles e com o gel nas doses
de 50, 75 ou 100 mg/Kg do extrato etandlico das folhas de H. obovatus.
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CN (controle negativo, carbapol). CS (controle do solvente, agua destilada). CP (controle positivo, Nebacetin® - sulfato de
neomicina 5mg/g e bacitracina zincica 250 Ul/g). *Significativo pelo teste de Tukey ("p < 0,05; ™p < 0,01) quando comparado com o
tempo anterior.
Fonte: Autores.
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Figura 3. Processo de cicatrizagdo nos periodos de 0, 7, 14 e 21 dias entre os diferentes grupos experimentais: controle
negativo (G1), agua destilada (G2), controle positivo (G3), 50 mg/Kg (G4), 75 mg/Kg (G5) e 100 mg/Kg (G6) do extrato
etandlico de H. obovatus.
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Fonte: Autores.
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Em termos histologicos, foi analisado as células polimorfonucleares (PMN) e fibroblastos apés 21 dias de
tratamento (Figura 4). Os resultados desta analise mostraram que ndo houve diferenca significativa de células
polimorfonucleares (PMN) (Figura 5) entre os grupos tratados com o EEFHo em compara¢do com os controles. O
processo de cicatrizagdo nas doses de 50 e 100 mg/Kg foi evidenciado pelo aumento significativo de fibroblastos
(Figura 5) em relagéo ao controle negativo. Além disso, nas mesmas doses ndo houve diferenga em relagdo ao CP, o que
evidencia que o processo cicatrizante foi tdo bom quanto a pomada utilizada. Enquanto na dose de 75 mg/Kg também

ndo houve diferenca em relacdo aos controles.

Figura 4. Laminas histolégicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) (A) e Tricomio de Mansson (B) evidenciando

células polimorfonucleares (PMN) (setas brancas) e fibras colagenas (seta vermelha), respectivamente.

Fonte: Autores.

Figura 5. Média percentual de células polimorfonucleares coradas com Hematoxilina-Eosina e de fibroblastos corados
com Tricrémico de Masson apds 21 dias de tratamento com os controles e com o gel nas doses de 50, 75 ou 100 mg/Kg

do extrato etandlico das folhas de H. obovatus.
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CN (controle negativo, carbapol). CS (controle do solvente, agua destilada). CP (controle positivo, Nebacetin® - sulfato de
neomicina 5mg/g e bacitracina zincica 250 Ul/g). *Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis ("p < 0,05; ™p < 0,01) quando
comparado com o CN. *Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (*p < 0,05) quando comparado com o CP.

Fonte: Autores.

Em relacéo a area de colageno (Figura 6), houve aumento significativo no CP e nas doses de 50 e 100 mg/Kg
do EEFHo, que estdo de acordo com os resultados observados na média de fibroblastos (Figura 5). Adicionalmente, ndo
houve diferenga significativa da area do colageno em todas as doses do EEFHo quando comparado com o CP, o que

reforca a producéo similar de coldgeno quando comparada com a pomada cicatrizante comercializada.
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Figura 6. Média da area do colageno ap6s 21 dias de tratamento com os controles e com o gel nas doses de 50, 75 ou

100 mg/Kg do extrato etanélico das folhas de H. obovatus.
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CN (controle negativo, carbapol). CS (controle do solvente, agua destilada). CP (controle positivo, Nebacetin® - sulfato de
neomicina 5mg/g e bacitracina zincica 250 Ul/g). *Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05; *p < 0,01) quando
comparado com o CN. *Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (*p < 0,05) quando comparado com o CP.

Fonte: Autores.
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4. Discussao

As plantas medicinais sdo utilizadas na cicatrizacdo de feridas (Capella et al., 2015), sendo uma pratica
difundida ao redor do mundo e das geracGes, valorizando o uso de terapias alternativas (Faleiro et al., 2009). Além
disso, cerca de 80% da populagdo mundial dependem de plantas medicinais para os cuidados de atencao basica a satde
(Sarimahmut et al., 2016). No entanto determinadas plantas da flora nativa ainda ndo possuem estudos cientificos
comprovados ou sdo aplicadas de forma inadequada (Aradjo et al., 2015). Em razdo das diferentes finalidades
terapéuticas de H. obovatus e a caréncia de informagdes cientificas, o presente estudo analisou a prospeccao fitoquimica
e o efeito cicatrizante do extrato etandlico das folhas dessa espécie.

Na andlise macroscdpica do intergrupo, os camundongos tratados com o EEFHob mostraram regressdo
significativa da &rea da ferida (50 e 100 mg/Kg), confirmando a sua eficécia no processo de cicatrizagdo apés 14° e/ou
21° dias quando comparadas com 0s grupos controles. Resultado similar foi observado por Vieira (2012) com o extrato
hidroalcoolico das cascas de H. drasticus ap6s 14 dias. Do mesmo modo, o estudo realizado por Valois (2018)
demontrou que o hidrogel do latéx a 2% da H. bracteatus também foi eficaz no processo de cicatrizagdo apds 14 dias.
Além disso, analise macroscopica do intragrupo no presente estudo também foi significativa, principalmente, apés 14
dias para todas as doses. De forma consistente com as fases da cicatrizacdo, 0s grupos controles e tratamentos
apresentaram evolucdo com ferida de aspecto limpo e seco, sendo observado o aparecimento de crosta nas feridas em
todos os animais, seguido do fechamento por completo da ferida (Vizzotto et al., 2010).

Em termos histolégicos, as células PMN ndo mostraram diferenca significativa dos tratamentos em relagcdo aos
controles apds os 21 dias. Provavelmente, tal fato ocorreu, pois as células PMN no inicio da cicatrizagdo sdo as mais
abundantes na ferida pos-operatoria e com o passar do processo cicatricial, as mesmas vao sendo substituidas pelos
fibroblastos e fibras colagenas para a finalizagdo da reepitelizacdo (Giaretta et al., 2016; Kerppers et al., 2019). No
estudo realizado por Souza (2015), ficou evidenciado essa substituicdo de células PMN por fibroblastos no processo
cicatricial com o gel do latex a 2% do &pice caulinar de H. drasticus. As laminas histolégicas coradas com HE no 2°, 7°,
9° e 14° dias demonstraram uma diminui¢do significativa das células PMN com o passar do tempo e aumento
significativo do nimero de fibroblastos e colagenos corados com tricomio de masson ap6s 9° e 14° dias (Santos 2017).
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Demonstrando assim, que o resultado encontrado em nosso estudo se assemelha ao trabalho realizado por Santos
(2017).

Os resultados macroscépicos quanto a cicatrizacdo (50 e 100 mg/Kg) do EEFHob, teve seus resultados
corroborados pelo aumento significativo dos fibroblastos e fibras colagenas no presente estudo, uma vez que 0s
fibroblastos sdo as células responsaveis pela producdo de coladgenos (Medeiros et al., 2016; Pereira et al., 2019). A
quantidade de colageno no final do processo de cicatrizacdo (fase de remodelamento) foi o esperado, pois nossa analise
foi realizada somente no 21° dia, que ocorreu no final do processo de cicatrizacdo (Biondo-Simdes et al., 2019).

O efeito cicatrizante observado nos animais pode estar associado com a presenca dos metabolitos secundarios
detectados no EEFHob, como alcaloides, taninos, fendis e flavonoides. A presenca desses metabdlitos também foi
relatada no latex e nas folhas de H. drasticus como os possiveis responsaveis pelo efeito cicatrizante e pela acéo anti-
inflamatéria, que é regulada pelo Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa) e pela Interleucina 2 (IL2) (Vieira, 2018). Esses
metabdlitos apresentam diversas atividades farmacolégicas, como angiogénicas, anti-inflamatdrias, antioxidantes, que
aumentam a diferenciagdo celular e cicatrizacdo das folhas de H. drasticus (Soares et al., 2016). Os metabdlitos das
folhas de H. obovatus provavelmente aumentaram a migragdo e a proliferacdo de células inflamatdrias, pela regulagdo
de citocinas e fatores de crescimento no processo de cicatrizacdo, como demonstrado por Cooper (2015) em seu modelo
de cicatrizacdo de ferida.

Os metabolitos responsaveis pelo recrutamento das células inflamatorias, principalmente os taninos e
alcaloides, estimulam a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento que promovem a sintese de fibroblastos para a
ferida (Borella et al., 2016). Os fibroblastos come¢am a migrar apés 3 ou 4 dias, onde comegam a sintetizar uma nova
matriz rica em colageno, que constitui o tecido cicatricial (Martelli et al., 2018). Assim, o objetivo deste novo tecido é,
aos poucos, substituir o tecido de granulagdo formado durante a inflamagéo por um tecido conjuntivo mais forte e
elastico, e posteriormente a formacédo da cicatriz (Islam et al., 2019; Furtado et al., 2019), assim como observado com
relagdo aos fibroblastos e colagenos no presente estudo.

No processo cicatricial de feridas cutneas, os taninos tém a capacidade de formar pontes de hidrogénio ou
ligacOes hidrofébicas duradouras com proteinas, polissacarideos ou ambos. Com isso, ocorre a formagdo do complexo
tanino proteina ou tanino-polissacarideo, que por serem insollveis em &gua formam uma camada protetora ou crosta
sobre a lesdo, permitindo que abaixo dessa camada o processo de cicatrizacdo ocorra naturalmente. Esta capacidade de
precipitagdo de proteinas também favorece a hemostasia ap6s a injdria (Pristo et al., 2012). Ja os flavonoides e fendis
atuam na regeneracdo tissular e sdo responsaveis pelas propriedades antioxidantes, combatendo os radicais livres,
atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune, apresentando a¢do anti-inflamatdria e analgésica (Barbosa et
al., 2017). Os alcaloides sdo responsaveis por estimular a migracdo dos fibroblastos nas feridas (Cabral et al., 2009),

além de possuir propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes.

4. Concluséo

Os resultados evidenciaram que o extrato etandlico das folhas de H. obovatus foi efetivo na cicatrizagdo em
lesBes cutaneas nas doses de 50 e 100 mg/Kg apds 14 e/ou 21 dias com o aumento significativo de fibroblastos e fibras
colagenas. Além disso, estas doses também apresentaram resultados similares a pomada que ja é utilizada como
cicatrizante. Provavelmente, os alcaloides, taninos, fendis e flavonoides do extrato estdo associados com o processo de
cicatrizagdo. Sendo assim, o extrato apresenta potencial para ser explorado futuramente como um fitoterapico que possa

ser utilizado como gel cicatrizante.
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Ademais, estudos futuros sobre a avaliagdo da genotoxicidade e citotoxicidade do extrato etandlico da H.
obovatus podem ser avaliados, o que podera possibilitar o uso mais seguro do fitoterapico como gel cicatrizante em

seres humanos.
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