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FORMULAGAO FITOTERAPICA CONTENDO EXTRATO DE EMBAUBA COM
ATIVIDADE CICATRIZANTE

Setor técnico

[001] Trata-se a presente invengcdo de uma formulagédo liquida em gel de
carbopol contendo extrato em acetato de etila de Cecropia pachystachya a 2%
e 5% e sera explorada pela industria farmacéutica.

Estado da Técnica

[002] Séo varias as enfermidades em que ha um estado de necrose tecidual
onde, apesar do processo de reparo desencadeado pelo organismo, as
proprias condigdes locais impedem ou retardam o processo de recuperagao do
tecido. Esses quadros sdo manifestacbes secundarias comuns em varias
doengas, entre elas o diabetes melito e a hipertensdo venosa. Os portadores
frequentemente desenvolvem graves sequelas, até mesmo sociais, como a
perda de um membro e consequente afastamento do trabalho. Alguns estudos
apontam que a cronificagdo de lesbes é a segunda maior causa de
absenteismo no Brasil. Nota-se, portanto a necessidade de persistir nas
pesquisas por novas formas de tratamento que favorecam a cicatrizagdo de
feridas.

[003] As florestas brasileiras possuem alta diversidade de plantas medicinais,
indicando um potencial consideravel para estudos em farmacologia, toxicologia
e quimica de novos farmacos. Entre elas se encontra a familia URTICACEAE
que e representada por cerca de 19 géneros no Brasil, incluindo Cecropia, que
possui mais de 50 especies neste territério, tendo extenso uso entre a
populacédo brasileira (ARAGAO et al., 2010). Essas espécies estao largamente
distribuidas na regiao Neotropical apresentando-se principalmente em clareiras
e extensas areas abertas, indicando a sua importancia em estagios iniciais de
processos sucessionais e em reflorestamentos heterogéneos de areas
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degradadas.

[004] Muitas das propostas de tratamento passam pelo uso de praticas
terapéuticas naturais, inclusive com o uso de ervas medicinais. S4o muitos os
fitoterapicos testados que apresentaram resultados significativos, entre eles as
plantas do género Cecropia (NAYAK, 2006; NAYAK E ISITOR, 2008).

[005] A espécie Cecropia pachystachya Trécul & popularmente conhecida como
embauba, imbauba, guarumo, guarumbo, umbauba, umbauba-do-brejo, arvore-
da-preguica, umbaubeira, pau-de-lixa, torem e umbaulba-branca. Suas folhas e
casca sao descritas etnobotanicamente com atividade anti-inflamatoria,
antitérmica, antitussigena, anti-asmatica, anti-histaminica, anti-espasmddica,
expectorante, hipoglicemiante, diurética, tbnica, antihemorragica, adstringente
e hipotensora. Além dessas, ha usos para o tratamento de infecgbes
respiratorias, disturbios cardiorenais e cardiopulmonares, tuberculose, lesdes
cutaneas, papilomas, hiperplasias epiteliais, herpes (NAYAK e ISITOR, 2008;
SOUCCAR et al., 2008; STANGE et al., 2009; ARAGAO et al., 2010; BIGLIANI
et al., 2010; SILVA et al., 2010; UCHOA et al., 2010; NICASIO-TORRES et al.,
2012).

[006] Alguns estudos ja confirmaram as atividades antioxidante (ARAGAO et
al., 2010), hipoglicemiante (NICASIO et al., 2005; ARAGAO et al., 2010;
NICASIO-TORRES, ERAZO-GOMEZ e CRUZ-SOSA, 2009; NICASIO-
TORRES et al, 2012) hipolipemiante (NICASIO-TORRES et al., 2012)
antimalarica (UCHOA et al., 2010), hipotensora/antihipertensiva,
broncodilatadora, ansiolitica, antidepressiva, antiacida e antiulcerogénica
(SOUCCAR et al., 2008), cicatrizante (NAYAK, 2006; NAYAK e ISITOR, 2008) e
antiherpética (SILVA et al., 2010); para varias espécies do género.

[007] Alguns métodos de deteccao que compdem o estado da técnica podem
ser encontrados nos artigos e documentos patentarios descritos a seguir.

[008] O documento PI0401062-0 A descreve um complemento alimentar para
auxiliar no tratamento e controle de vitiligo, sendo a férmula constituida por 5 a
10% de Cecropia peltata ou Cecropia palmata entre outros componentes.

[009] Sartor et al. (2010) estudaram o extrato bruto de Pereskia aculeata em
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feridas de ratos e observaram melhora significativa na proliferagao vascular e
fibroblastica e na reepitelizagdo, bem como melhora clinica da ferida. Garros et
al. (2006) observaram a acao do extrato de Passiflora edulis sobre lesbes
também em ratos, verificando aumento na proliferacao fibroblastica e na
colagenizagao. Ja o estudo de Shimizu et al. (2009) mostrou uma boa agao
cicatrizante do extrato de barbatimao (Stryphnodendron poliphyllum), auxiliando
na reepitelizacado in loco e diminuindo a resposta inflamatéria. Santos et al.
(2006) realizaram estudos morfolégicos e morfométricos concluindo que houve
melhora histoldgica. Jorge et al. (2008) observaram a eficiéncia do extrato de
Arrabidaea chica na estimulagéo do crescimento fibroblastico e na sintese de
colageno, tanto in vivo quanto in vitro. Outras espécies também apresentaram
atividade cicatrizante significativa, a saber: Alternanthera sessilis (JALALPURE
et al. 2008), Morinda citrifolia (NAYAK, SANDIFORD e MAXWELL, 2007),
Serratum lycopodium (MANJUNATHA et al., 2007), Sesamum indicum
(DHUMAL e KULKARNI, 2007), Catharanthus roseus (NAYAK, PEREIRA e
LEXLEY, 2006), Cecropia peltata (NAYAK, 2006), Euphorbia hirta
(JAIPRAKASH et al., 2006), Ginkgo biloba (BAIRY et al., 2006), Pterocarpus
santalinus (MANJUNATHA, KUMAR e PATEL, 2005), Lawsonia alba
(MANDAWADE e PATIL, 2003), Napoleona imperialis (ESIMONE, IBEZIM e
CHAH, 2005), Kaempferia galanga (SHANBHAG et al., 2008), Radix paeoniae
(MALVYIA, MALVYIA e JAIN, 2009) e Foenum-graecum (ISSARANI e NAGORI,
2004).

[010] As lesdes cutaneas representam um grande problema para os pacientes
e profissionais de saude em todo o mundo. Elas nao s6 afetam a saude fisica e
mental de milhdes de pacientes, mas também impdem custos significativos. As
estimativas atuais indicam que em todo o mundo cerca de 6 milhdes de
pessoas sofrem de feridas cronicas. Lesbes cicatrizadas constantemente
produzem mediadores inflamatérios que produzem dor e edema. Além disso,
sdo um substrato para infecgdes, adiando a recuperagéo de pacientes. Feridas
cronicas podem até mesmo conduzir a insuficiéncia mdultipla de érgdos ou

morte do paciente. Apesar da cicatrizagdo ser um processo fisiolégico, sua
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histéria natural € muito complexa e ainda n&ao esta totalmente compreendida.

[011] O género Cecropia foi estudado pelo grupo de Nayak (2006) que
verificou a agdo cicatrizante da Cecropia petalta ao se observar redugao
significante da area da ferida e o aumento da quantidade de proteina,
hidroxiprolina e hexosamina. Em outro estudo Nayak e Isitor (2008) estudaram
a mesma espécie, observando também a reducao da area da ferida, bem como
uma rapida epitelizagdo nos grupos tratados com C.peltata. Apesar do uso
popular da espécie C. pachystachya, nao existem estudos sobre a atividade

cicatrizante.

Problemas técnicos existentes no estado da técnica

[012] O objetivo do tratamento de feridas € o reparo no menor tempo possivel,
com o minimo de dor, desconforto e cicatrizes para o paciente. Espera-se que
um agente terapéutico selecionado para o tratamento de feridas possa
melhorar uma ou mais fases de cura sem produzir efeitos secundarios nocivos.
[013] As lesdes cutaneas representam um grande problema para os pacientes
e profissionais de saude. As estimativas atuais indicam que cerca de 6 milhdes
de pessoas no mundo sofrem de feridas crénicas (KUMAR et al., 2006). Essas
lesbes produzem dor, edema e infecgbes, as quais podem conduzir a
insuficiéncia multipla de érgaos ou morte do paciente (ROBERTS et al., 1998).
[014] A reparagdo tecidual € um processo bioldégico natural, porém tal
fendbmeno pode ser deficiente em pessoas idosas, imunocomprometidas ou
com diabetes; em casos de isquemia, uso de alguns medicamentos, dieta
inapropriada ou presenca de feridas infeccionadas (NAGORI e SOLANKI,
2011), levando assim ao desenvolvimento de uma ferida crénica. A cicatrizagao
prolongada ou incompleta & entdo um sério problema (INGOLD, 1993) sendo,
entado, importante favorecer condigdes por meio de terapia topica para viabilizar
o processo fisiologico.

[015] Ao longo dos séculos, procurou-se verificar a agdo de substancias

quimicas e/ou de procedimentos que pudessem agilizar o processo, quer na
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ferida limpa, quer na contaminada ou infectada. Contudo, alguns deles
mostraram-se ineficientes ou inibitérios do processo de resolucao (AMORIM et
al., 2008).

[016] Dessa forma, esforcos estdo sendo realizados com o intuito de se
descobrir agentes que possam promover o reparo tecidual e, assim, reduzir o
custo de hospitalizagdo, evitar ou diminuir o risco de amputacdo e outras
complicagdes graves. Embora a utilizagao de substancias topicas com intuito
de melhorar a cicatrizagdo vir sendo amplamente estudada (LEITE et al.,
2002;GARROS et al., 2006; NITZ et al., 2006, SANTOS et al., 2006; JORGE et
al., 2008; SHIMIZU et al., 2009; SARTOR et al., 2010; LODHI e SINGHAI,
2011, CESCA et al., 2012; Ll et al., 2012; MURTI e KUMAR, 2012; NAGAPPAN
et al., 2012; SURIYAMOORTHY, SUBRAMANIAM e WAHAB, 2012), apenas
1% a 3% dos farmacos listados nas farmacopeias ocidentais se destinam a
serem utilizados para esse fim (NAGAPPAN et al., 2012).

[017] O tratamento de feridas objetiva o rapido fechamento das mesmas e
formacdo de uma cicatriz esteticamente satisfatoria. Para isso, sdo utilizados
varios tipos de curativos e de produtos topicos. Todavia, apesar dos avangos
na compreensao do processo de cicatrizagao e do investimento em pesquisas
para o desenvolvimento de recursos e tecnologias para favorecé-lo, a
incidéncia de ulceras crdnicas cutaneas permanece extremamente alta.

[018] Apesar de varios estudos envolverem a avaliagao cicatrizante de extratos
e produtos de origem animal, muitos pontos ainda podem ser destacados como
falhas na elucidagao, principalmente, do principal mecanismo de agédo desses
novos produtos. Garros et al. (2006), por exemplo, ao observar a agao do
extrato de Passiflora edulis sobre lesbées em ratos ndo verificou nenhuma
diferenga significativa macroscopicamente. Ja no estudo de Santos et al.
(2006), que realizou avaliagdes morfolégicas e morfométricas, nao foi verificada
nenhuma melhora histolégica.



6/15

Objetivos da presente invencao

[019] Face a isso, a presente invengdo objetivou demonstrar a agdo de géis
contendo diferentes concentracdes do extrato em acetato de etila das folhas de
C. pachystachya sobre a cicatrizagao de feridas e seu efeito antioxidante, por
meio de testes pré-clinicos em modelo de cicatrizacdo de feridas cutaneas

cirurgicas em ratos Wistar.

Descricdo da Invencdo e Forma de Preparo da formulacdo liquida

contendo extrato em acetato de etila de Cecropia pachystachya Trécul

[020] As folhas de Cecropia pachystachya foram secas em local fresco e a
temperatura ambiente (25°C). Este material seco foi entdo triturado e
submetido a extragéo por maceragao estatica com hexano por 24 h. Apés essa
etapa, a parte liquida foi filtrada, e o material vegetal passou por novo processo
de extragao, agora com acetato de etila, por 48 h. Este extrato foi concentrado
a pressao reduzida, utilizando-se um evaporador rotatério para se obter o
extrato de C. pachystachya em acetato de etila (ECP).

[021] O extrato obtido foi adicionado a uma formulagédo farmacéutica em gel
que foi utilizada nos ensaios in vivo para a avaliagdo do potencial cicatrizante
desse extrato. Para o preparo desse produto utilizou-se o gel base de carbopol
que possui formulagéo conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Tabela da composi¢gao do gel contendo extrato em acetato de etila
de Cecropia pachystachya 2% ou 5%

Carbopol 1%

Alcool 4%
Nipagin 0,3%

Propilenoglicol 5%

Agua destilada 85%
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[022] Para preparar o gel utilizado nos tratamentos, duas concentracées do
extrato de C. pachystachya em acetato de etila (ECP) a 2% ou 5% foram
testadas e incorporadas separadamente. ECP foi umectado aos poucos com
0,35% de lauril sulfato de sédio e 3% de glicerina. Uma vez umectado,
incorporou-se o extrato em base de gel de carbopol 1%. O gel contendo ECP
foi acondicionado em um frasco apropriadamente limpo e seco e armazenado

em geladeira.

Descricdo dos experimentos

[023] Para determinar os perfis cromatograficos da amostra de Cecropia
pachystachya foi utilizado o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de arranjo de fotodiodos e injetor automatico. Para separagao das
substancias empregou-se coluna de fase reversa (25 cm X 4,6 cm X 5 ym) e
um gradiente linear dos solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, v/v, pH 4,0 com
H3PO,) e B (acetonitrila: 4gua, 90:10, v/v, pH 4,0 com H3PQ,) variando de 0% -
100% B em 30 min; o fluxo foi 1 ml/min. Apés 44 min, o programa de eluicio
retornou a condigao inicial; o volume de inje¢do foi de 10ul e a temperatura
mantida a 25° C durante a analise. A deteccao foi feita em 330nm. Acido
clorogénico, orientina e isoorientina foram utilizados como padrées externos na
concentra¢do de 1 mg/mL.

[024] Para a realizagao da atividade cicatrizante foram utilizados ratos albinos
machos Wistar com 60 dias, que pesavam entre 200 e 300 g. Os animais foram
provenientes do Centro de Biologia da Reprodugédo (CBR) da UFJF e foram
submetidos a um periodo de adaptacdo de 72 h antes da realizagdo do
experimento. Os animais foram alojados individualmente em gaiolas plasticas
sendo mantidos em condi¢des controladas de iluminagao (ciclo claro/escuro de
12 h) e temperatura (22 °C), com acesso livre a agua e ragédo . Todos os
protocolos e procedimentos encontravam-se de acordo com o estabelecido
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pelos Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colegio
Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFJF sob o protocolo n® 050/2012.

[025] Os animais foram distribuidos em 3 grupos de 16 animais (n=16)
denominados: grupo controle, grupo de tratamento com gel de ECP 2% e grupo
de tratamento com gel de ECP 5%

[026] Cada um desses 3 grupos foi dividido em 4 subgrupos de 4 animais cada
(n=4), para a avaliagao morfolégica das feridas nos periodos de 3, 7, 14 e 21
dias de tratamento.

[027] O ensaio foi desenvolvido de acordo com a metodologia descrita por
Sartor et al. (2010), com algumas modificagcdes. Para realizagdo do
procedimento cirurgico (realizagao das feridas), os ratos foram anestesiados
com uma associagédo de quetamina e xilazina (90 mg/Kg e 10 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apds serem colocados em decubito ventral, os animais foram
tricotomizados na regido dorsocostal com uma maquina para epilagdo com
pente de 1,2 mm. A antissepsia foi realizada com alcool 70%. Com um punch
metalico de 10 mm de didametro removeu-se um fragmento cilindrico de pele
com auxilio de tesoura e pinga anatdmica, até a exposicao da fascia muscular
toracolombar. A hemostasia foi realizada por compressdo manual local com
gaze esterilizada. Todo procedimento foi realizado de acordo com protocolo de
procedimentos e por pessoal qualificado. Apéds a cirurgia os animais foram
recolocados nas gaiolas individualizadas.

[028] As feridas cutaneas foram tratadas topicamente com gel de carbopol 1%
(grupo controle), ECP 2% ou ECP 5% no volume de 200 uL. O tratamento foi
realizado uma vez ao dia com auxilio de seringas plasticas, durante os
periodos pré-estabelecidos de 3, 7, 14 e 21 dias para cada subgrupo.

[029] A evolugéo clinica das feridas foi avaliada diariamente para verificagdo da
presenga de secregao, crostas, necrose e infecgdes secunddrias. Ao final de
cada tratamento os ratos foram eutanasiados com inje¢ao intraperitonial com

aprofundamento anestésico de quetamina e xilazina.
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[030] Apds a eutanasia, foi removida de cada animal uma amostra excisional
eliptica englobando a area em processo de cicatrizagdo, com margem cirtrgica
de 0,5 cm, e com profundidade até a fascia dorsal muscular. Os fragmentos
foram identificados e fixados em solugdo de formaldeido a 10%, sendo que
cada peca foi previamente aderida a papel filtro para se evitar deformagdes do
fragmento durante a fixagao. Apés o tempo minimo de 48 h para a fixacao, e
apos o estudo macroscopico e clivagem, o material foi submetido a técnica
histolégica de rotina, incluindo as etapas de desidratagcdo gradativa,
diafanizagao, impregnagao e emblocamento em parafina. A partir de cada bloco
de parafina foram realizados cortes de 5 ym de espessura, distendidos em
laminas de microscopia, as quais foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE — corantes de rotina), Alcian blue (cora mucopolissacarrideos acidos —
mucina, substancia fundamental mais abundantes nos tecidos conjuntivos
jovens) e Tricromico de Masson (cora diferencialmente as fibras colagenas do
tecido conjuntivo de verde, o tecido muscular de verde pardo, os nlcleos de
azul escuro e o citoplasma e fibras musculares de rosa) e montadas para a
analise histopatologica.

[031] Os cortes foram analisados sob microscopia de luz para a verificagdo da
reparagdo tecidual. Para isso, foram consideradas a presenga de ulceracao,
congestdo vascular, edema, infiltrado inflamatério de neutréfilos e
mononucleares, proliferagdo vascular e fibroblastica, colagenizagdo e
reepitelizagao.

[032] Foram capturadas imagens da microscopia das laminas através do
programa eletronico Image Pro-Plus 4.5 Media Cybernetics ™ acoplado a um
microcépio éptico Olympus BX51.

[033] Para analise quantitativa da luz dos vasos sanguineos, as laminas
submetidas a coloragdo HE foram analisadas a partir da avaliagdo de toda
extensao dos cortes, selecionando-se cinco areas para a captura digital por
sistema computadorizado Image Pro-Plus 4.5 Media Cybernetics ™, por meio
de camera digital acoplada a microscépio 6ptico Olympus BX51. As contagens

obtidas nos cinco campos diferentes de cada amostra foram realizadas através
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do programa semiautomatico ANATI QUANTI 2.0, desenvolvido pelo
Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa. Todas as
imagens digitalizadas foram padronizadas quanto a intensidade de luz do
microscépio e altura do condensador.

[034] Nao foram contados vasos com corte tangencial que nao atingiram a luz.
A contagem dos cinco campos e o resultado de cada animal foram expressos
por meio de média aritmética simples, assim como o total das contagens de
cada grupo.

[035] A analise estatistica dos resultados obtidos de cada grupo foi realizada
por meio do teste de variancia ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Dunnet para a analise histomorfométrica. O software SPSS 18.0 foi utilizado.
As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas com valores
de p < 0,05.

Efeitos da administracdo de ECP 2% e ECP 5% em feridas de ratos

[036] Clinicamente, as feridas cutaneas estavam com as bordas eritematosas e
recobertas por crosta umida ap6s o procedimento cirurgico e anteriormente a
administracao tépica dos tratamentos.

[037] As feridas dos grupos controle e tratados com ECP 2% e ECP 5%
apresentaram caracteristicas semelhantes, porém os grupos tratados
apresentaram crostas mais espessas e secas, e uma epitelizagao
aparentemente mais precoce que o grupo controle, ao longo de 21 dias. No
inicio do processo inflamatério, logo apés a formacdo da lesdo cutanea
cirurgica, formou-se um exsudato fibrinoso na superficie, que ao entrar em
contato com o ar, deu origem a uma crosta. Os grupos tratados com ECP 2% e
ECP 5% apresentaram crostas mais espessas, secas e escuras, € uma
epitelizacdo macroscopicamente mais precoce que o grupo controle, ao longo
dos 21 dias. Esta além de ter favorecido a hemostasia, protegeu o leito da
ulcera e o tecido em formagao, conferindo uma protegdo mecanica a regido de
reparo.
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[038] Decorridos trés dias ap6s o procedimento, as feridas do grupo controle
apresentaram crosta fina e umida e de coloracdo castanha avermelhadas,
enquanto os grupos tratados apresentaram uma ferida recoberta com crostas
enegrecidas, muitas vezes esverdeadas devido a cor do préprio gel do extrato
de C. pachystachya. Tais crostas se apresentaram mais secas e proeminentes,
com borda irregular e elevagdes, porém sem exsudato. No sétimo dia apos a
realizagao da ferida, o grupo controle apresentou feridas recobertas por crostas
mais eritematosas, finas e Umidas. O grupo ECP 2% apresentou crostas mais
grossas sobre as feridas, porem mais friaveis que as do grupo ECP 5%. Neste
grupo, as bordas da ferida se apresentaram mais epitelizadas e a crosta era
rigida e seca.

[039] Ao decimo quarto dia, as feridas apresentavam-se clinicamente
semelhantes entre os grupos; e no vigésimo primeiro dia de pés-operatoério, as
feridas dos animais de todos os grupos estavam visualmente epitelizadas, com
a regiao do reparo mais clara, lisa, brilhante e alopécica, além de repilagédo
adjacente.

[040] Microscopicamente, os grupos ja apresentaram algumas diferencas
relevantes apés trés dias do pos-cirdrgico. O grupo controle apresentou
exuberante atividade inflamatéria caracterizada por consideravel edema,
aumento da permeabilidade capilar e da migragéo celular de leucécitos para a
regido da ferida, formando junto com o plasma o exsudato inflamatério. Apesar
de apresentar um edema menos pronunciado, o grupo ECP 2% caracterizou-se
por ectasia e congestdo vascular além de intenso infiltrado celular de
polimorfonucleares neutréfilos. O grupo ECP 5% ja se mostrou diferenciado ao
apresentar discreto edema e leve infiltrado inflamatério, com um estagio de
reparo mais precoce evidenciado pela coloragao Alcian blue, indicando uma
deposicdo de matriz extracelular com uma maior deposicdo de
mucopolissacarideos. Apesar de se encontrarem no mesmo periodo de tempo
do processo cicatricial, essas informagdes demonstram que o gel de C.
pachystachya na concentragdo de 2% e, principalmente, na concentragdo de
5%, apresentou agdo anti-inflamatéria, o que levou a encurtamento da fase de
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inflamagéo, direcionando a uma antecipagdo do processo de reparo nesses
grupos.

[041] E importante ressaltar que fibroblastos produzem a substincia
hialinizada, composta por mucopolissacarideos, que estdo envolvidos com a
produgéo e orientagcéo das fibras colagenas. Em torno de quatro a cinco dias
estas células predominam no tecido de granulagao, alcangando o maximo entre
0 sétimo e o 14° dia apods a injuria. Porém, para o grupo ECP 5% foi observado
ja ao terceiro dia apés a injuria, um discreto depdésito de mucopolissacarideos,
evidenciado pela coloragdo Alcian blue, o que indica que o gel nesta
concentragéo induziu um avango consideravel no processo de cicatrizagéo.
[042] No sétimo dia, histologicamente, o grupo controle apresentou
reepitelizacdo e alguma atividade inflamatéria aguda com um tecido mais
frouxo, maior edema e proliferagéo celular. A neoformacgéao vascular se mostrou
de moderada a intensa. O mesmo foi observado para o grupo tratado com ECP
2%. Por outro lado, o grupo ECP 5% apresentou uma melhor organizagdo do
reparo tecidual com a diminui¢éo do tecido de granulagao e remodelag&o inicial
evidenciada pela aparente organizagao dos feixes de fibras colagenas. Assim,
apesar do tecido de granulagdo ja estar presente em todos os grupos,
observou-se que o grupo ECP 5% apresentou um processo de reparagao mais
avangado, evidenciado pela presenca de infiltrado inflamatério misto, ou seja, a
presenga de mononucleares (linfécitos e histidcitos) e diminuigdo do tecido de
granulag@o. Uma vez que a evolugdo do tecido de granulagdo é geralmente
observada em torno do 10° dia de reparo tecidual, ressalta-se que os
resultados apresentados pelos grupos ECP 2% e 5%, que mostraram
antecipacao do processo cicatricial para o 7° dia, sdo de relevante importancia.
[043] A analise histolégica ao 14° dia constatou um discreto espessamento da
epiderme regenerada nos animas do grupo ECP 5%. Ainda que a
neocolagénese nao tenha sido muito diferenciada do grupo controle, ECP 2 %
e 5% apresentaram diminuicdo da neoformacao vascular e da celularidade com
uma reparacao tecidual discretamente melhor que a do controle. Essa redugéo

na neovascularizagéo sugeriu que a reacao inflamatéria nao foi duradoura e,
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por conseguinte, o processo de reparagdo tecidual apresentou-se mais
avancado. Nesse periodo do experimento, os grupos ja demonstraram o tecido
de granulagao mais rico em fibroblastos e foi possivel observar um contraste
entre a derme papilar e a reticular nos animais tratados com ECP 2% em
relagdo aos tratados com ECP 5% e, principalmente, com os animais do
controle negativo, que apresentaram um tecido mais jovem e homogéneo.
Ainda assim, proliferagao fibroblastica e deposicdo de fibras colagenas foram
maiores para os grupos tratados com os géis de C. pachystachya, indicando a
abreviagao do processo reparador para estes grupos.

[044] Foi observado que, ao 14° dia, o grupo ECP 5% apresentou um processo
de reepitelizacdo com a formagdo de uma epiderme discretamente
hiperplasica. Essa caracteristica indica positivamente o estimulo de
proliferagdo que ocorre nesta regiao, sendo que o grupo ECP 2% apresentou
uma epiderme mais retificada, tipica de uma fase mais avangada do processo
de reparo, caracteristica observada para o mesmo grupo ao sétimo dia de
tratamento.

[045] A analise histolégica apés 21 dias de tratamento revelou que apesar de
todos os grupos estarem na fase de remodelagao, os grupos tratados com ECP
2% e 5% apresentaram maior padrao organizacional no processo de reparo
tecidual, indicando que o processo de cicatrizagdo estava mais bem
estabelecido. O grupo controle ainda estava em um processo moderado de
neovascularizagéo, enquanto os grupos tratados com o gel contendo ECP a2 e
5% ja possuiam uma grande organizagédo e horizontalizagdo das fibras
colagenas, embora a proliferagado de fibroblastos mostrou-se semelhante entre
os grupos controle e tratados. Ressalta-se que a presenca de colageno foi
notavel desde o inicio do tratamento para o grupo ECP 5%, embora aos 21
dias, o reparo tissular foi mais evidente, tanto para o grupo ECP 5% como
também para o grupo ECP 2%. Apesar da hiperplasia epidérmica observada no
14° dia no grupo ECP 5%, observou-se, no 21° dia, uma diminuicdo na
proliferagao epitelial, secundaria a diminuigao do estimulo inflamatério dérmico,

com consequente adelgamento e retificagdo epidérmica.
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[046] O numero de vasos foi estatisticamente igual (p> 0,05) entre os grupos

controle, ECP 2% e ECP 5% aos 3 e 21 dias de tratamento. Mas no sétimo e

no décimo quarto dias apdés a cirurgia, 0 numero de vasos sanguineos entre os

grupos foi significativamente diferente. Aos 7 dias, os grupos ECP 2% e ECP

5% apresentaram vasos em maior quantidade do que o grupo controle, e o

grupo ECP 2% foi estatisticamente diferente do grupo controle. Aos 14 dias

ECP 2% e ECP 5% foram estatisticamente diferentes entre si, com ECP 5%

apresentando uma menor quantidade de vasos sanguineos.

[047] Um resumo dos achados acima descritos encontra-se na tabela a seguir

(Tabela 2):

Tabela 2: Tabela do resumo dos achados histopatolégicos

Controle ECP 2% ECP 5%
- Intenso edema - Discreto edema - Discreto edema
- Intensa infiltragao - Congestao vascular e | - Discreta infiltragao
inflamatodria infiltrado de PMN inflamatéria
3 dias - Discreta e
antecipada deposicéo
de matriz extracelular
e
mucopolissacarideos
- Edema - Discreto edema - Menor tecido de
wutas |~ Proliferagédo celular | - Proliferac;éo_ celular granulacao
- Intensa - Intensa angiogénese - Deposigao
angiogénese expressiva e
organizada de tecido
conjuntivo frouxo
- Intensa - Discreta angiogénese | - Discreta
angiogénese. -Neocolagénese com angiogénese
14 dias | - Neocolagénese. tecido de granulagao - Neocolagénese com
rico em fibroblastos. tecido de granulagao
- Regresséao endotelial. | rico em fibroblastos.
| - Regressao
endotelial.
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21 dias - Angiogénese - Melhor padrao de - Melhor padrao de
moderada. organizagao das fibras | organizagdo das
- Matriz extracelular | de colageno. fibras de colageno.

em organizagao.

[048] Pode-se observar que a antecipagéo da epitelizagdo observada no grupo
ECP 5% auxilia no reparo de lesdes cirurgicas, principalmente em tecidos livres
de doencas secundarias, enquanto o tratamento com ECP 2%, por acelerar a
evolugéo do reparo da derme, seria um bom agente no reparo de lesdes
associadas a doencgas, em que a “reconstituicdo” da derme é prejudicada pelos
inumeros fatores adversos.

[049] Foi identificada em ECP a presenca de acido clorogénico, orientina e
isoorientina. Especula-se que os componentes encontrados no extrato em
acetato de etila de C. pachystachya como acido clorogénico, e os flavonoides
orientina e isoorientina possam estimular a reepitelizacdo para melhorar a
cicatrizagéo da ferida ao reduzirem a peroxidagao lipidica que deteriora os
constituintes celulares e aumentarem a sintese de colageno fundamental para

a realizagao da cicatrizagao.
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REIVINDICAGCOES

1. FORMULAGAO FITOTERAPICA CONTENDO EXTRATO DE
EMBAUBA COM ATIVIDADE CICATRIZANTE, caracterizada por
apresentar uma formulagdo basica constituida por carbopol, alcool,
Nipagin, propilenoglicol e agua destilada.
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FIGURAS
Figura 1
Carbopol 1%
Alcool 4%
Nipagin 0,3%
Propilenoglicol 5%
Agua destilada 85%
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Figura 2
Controle ECP 2% ECP 5%
- Intenso edema - Discreto edema - Discreto edema
- Intensa infiltrag&o | - Congestéo vascular e | - Discreta infiltragao
inflamatéria infiltrado de PMN inflamatéria
3 dias - Discreta e
antecipada deposicéo
de matriz extracelular
e
mucopolissacarideos
- Edema - Discreto edema - Menor tecido de
) - Proliferagéo celular | - Proliferacao celular granulacao
e - Intensa | - Intensa angiogénese - Deposicao
angiogénese expressiva e
organizada de tecido
conjuntivo frouxo
- Intensa | - Discreta angiogénese | - Discreta
angiogénese. -Neocolagénese  com | angiogénese
14 dias - Neocolagénese. tecido de granulagdo | - Neocolagénese com
rico em fibroblastos. tecido de granulacédo
- Regressao endotelial. | rico em fibroblastos.
- Regressao
endotelial.
) - Angiogénese | - Melhor padrdo de |- Melhor padrao de
21 dias moderada. organizagdo das fibras | organizagao das

- Matriz extracelular
em organizagao.

de colageno.

fibras de colageno.
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