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“Quando voce partir, em diregdo a Itaca,
que sua jornada seja longa,
repleta de aventuras, plena de conhecimento.

Ndo tema Laestrigones e Ciclopes nem o furioso Poseidon;

vocé ndo ird encontrd-los durante o caminho, se

o pensamento estiver elevado, se a emogdo

jamais abandonar seu corpo e seu espirito.

Laestrigones e Ciclopes, e o furioso Poseidon
ndo estardo em seu caminho
se vocé ndo carregd-los em sua alma,

se sua alma ndo os colocar diante de seus passos.

Espero que sua estrada seja longa.
que sejam muitas as manhds de verdo,
que o prazer de ver os primeiros portos
traga uma alegria nunca vista.
Procure visitar os empérios da Fenicia,
recolha o que hd de melhor.
Va das cidades do Egito,
aprenda com um povo que tem tanto a ensinar.

Ndo perca Ttaca de vista,
pois chegar ld é o seu destino.
Mas ndo apresse o0s seus passos;
¢ melhor que a jornada demore muitos anos
e seu barco sé ancore na ilha
quando vocé jd estiver enriquecido
com o que conheceu ho caminho.

Ndo espere que Ttaca Ihe d& mais riquezas,
Itaca jd Ihe deu uma longa viagem;
sem itaca, vocé jamais teria partido.
Ele ja lhe deu tudo, e nada mais pode lhe dar.

Se, no final, vocé achar que Ttaca é pobre,
ndo pense que ela o enganou.
Porque vocé tornou-se um sdbio, viveu uma vida intensa,
e este é o significado de ftaca”.

Konstantinos Kavafis
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RESUMO

A Calendula officinalis L. € uma herbacea anual, originaria da regiao
Mediterranea, pertencente a familia Asteraceae e conhecida popularmente como
caléndula. Apresenta flores alaranjadas ou amareladas, as quais sao atribuidas
propriedades medicinais, com destaque a atividade cicatrizante. Neste trabalho, o
extrato etandlico das flores da C. officinalis cultivada no Brasil foi preparado por
maceracdo a frio e fracionado para obtencdo das fragdes diclorometano e
hexanica. A atividade angiogénica do extrato e fragdes foi avaliada, utilizando-se
0 modelo da membrana corioalantdide em ovos embrionados de galinha. Ja o
efeito cicatrizante do extrato foi avaliado pelo modelo de feridas cutadneas em
ratos, com avaliagdo das caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Nesse
modelo, a atividade angiogénica do extrato etandlico na derme de ratos também
foi avaliada por imunoistoquimica, sendo mensurada a intensidade de expressao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A atividade antibacteriana in
vitro do extrato e das fragdes foi avaliada pela determinagcdo da concentragao
inibitéria minima (CIM) pelo método de diluicdo em placa. O extrato etandlico e as
fracbes da caléndula apresentaram acentuada atividade angiogénica, evidenciada
nos dois modelos experimentais utilizados. Esta atividade evidenciada nao foi
relacionada ao aumento da intensidade da expressdao do VEGF, podendo estar
relaciona a outros fatores pro-angiogénicos. No modelo das feridas cutédneas em
ratos o extrato etandlico apresentou atividade antiinflamatéria, demostrada pela
diminuicao da exsudacao serosa, da hiperemia, da deposi¢cdo de fibrina e da
hiperplasia epidermal, além da presenga de crostas mais delgadas e umedecidas
em relacdo ao grupo controle. Houve aumento na quantidade de colageno no
tecido de granulagdo e foi observada atividade antibacteriana, principalmente
sobre bactérias gram-positivas. Ainda, a C. officinalis atuou de forma positiva
sobre o processo de neoformacgao vascular e da atividade cicatricial em feridas
cutaneas em ratos, e apresentou ainda atividade antibacteriana in vitro. Desta

forma, justifica-se o efeito cicatrizante atribuido a essa espécie vegetal.

Palavras-chaves: reparo, neovascularizagao, caléndula, planta medicinal.
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1 CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Os animais, tanto selvagens quanto domésticos, procuram
naturalmente as plantas quando apresentam alteragbes digestivas, como é o caso
de cades que comem grama e determinadas ervas. Acredita-se que foi a partir da
observacao dos efeitos que algumas plantas exerciam tanto sobre o organismo
humano quanto animal, que cada grupo de pessoas adquiriu certo conhecimento
sobre o tipo de medicacéo herbacea a ser administrada para cada tipo de doenca.
Essa informacado foi entdo passada de geracdo para geracéo, por transmissao
oral. Assim toda cultura, tribo e/ou todo local geografico adquiriu um
conhecimento herbaceo proprio sobre o uso das plantas medicinais (STEIN,
1998).

A antiga pratica do homem e dos animais de utilizar as plantas medicinais
no tratamento de diversas enfermidades, antecede em muitos anos os estudos
cientificos para comprovagdo da sua eficacia terapéutica. Diferentemente dos
testes clinicos sobre as pesquisas farmacologicas, os efeitos das plantas
medicinais sdo testados de forma empirica e primeiramente no homem, para que
entdo estudos posteriores sejam realizados em modelos animais (SCHULZ et al.,
2002).

Normalmente, a escolha de uma planta medicinal a ser avaliada
cientificamente é feita a partir de uma abordagem etnofarmacolégica, onde a
selecao ocorre de acordo com o uso terapéutico evidenciado por um determinado
grupo étnico (MACIEL et al., 2002). O mesmo ocorre no caso da etnoveterinaria.
McGAW & ELOFF (2008) em um artigo de revisdo sobre o uso etnoveterinario de
plantas medicinais da Africa do Sul, ressaltaram o uso do extrato diclorometano
de Allium sativa no controle de carrapatos. Dessa forma, € a partir do uso popular
das plantas que pesquisas sio iniciadas, as quais podem levar a descoberta de
novos compostos ativos. Estudos que visam comprovar a autenticidade das
informagdes populares estdo sendo continuamente desenvolvidos. Como
resultado desses estudos, uma gama de farmacos de origem vegetal, inicialmente
restritos ao uso popular e até mesmo considerada toxica, esta sendo incorporada
ao arsenal terapéutico (FREIRE, 1992). Entretanto, € interessante observar que

das 250 a 500 mil espécies de plantas existentes no mundo, apenas cerca de 5%



tem sido investigado de forma fitoquimica e a fracdo submetida a estudos
bioldgicos ou farmacoldgicos é ainda menor (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Na antiguidade ja eram conhecidas propriedades medicinais atribuidas as
flores da Calendula officinalis L.(C.officinalis) (Figura 1), pertencente a familia
Asteraceae. E uma planta originada da regido Mediterranea e acredita-se que
tenha sido introduzida na Inglaterra no século XlIl (CORBET et al., 2001). E uma
herbacea anual, muito aromatica com flores reunidas em capitulos e corolas de
coloragdo amarelada ou alaranjada. As flores da caléndula foram usadas tanto na
guerra civil norte-americana quanto na primeira guerra mundial, na forma de
ungliento e pomadas, com atividade anti-séptica e antiinflamatéria. Estas sao
utilizadas ainda como: cicatrizante, antiespasmddica, colerética, sudorifica,
emeética, hipotensora, antiinflamatoria, antibidtica e anti-séptica, entre outras
atividades (ALONSO, 1998; LORENZI & SOUZA, 1999; WHO, 2002). Outra
atividade relatada é seu efeito indutor sobre a angiogénese (PATRICK et al.,
1996). Autoridades sanitarias aleméas recomendam o uso tépico da planta para
feridas e Ulceras nas pernas, sendo o0 uso interno indicado apenas em lesdes
inflamatdrias da mucosa oral e faringea (BROWN & DATTNER, 1998; ALONSO,
1998).

Figura 1 — Calendula officinalis L.



ALONSO (1998) descreveu de forma detalhada os componentes
quimicos presentes nas flores da C. officinalis. O 6leo essencial apresenta uma
grande quantidade de mono e sesquiterpenos oxigenados, compostos
principalmente por: carvona, geranilacetona, mentona, isomentona, cariofileno, a
e B-iononas, penduculatina e dihidroactinididlido. Os carotendides, compostos
relativamente estaveis, soluveis em gordura e insoluveis em agua, apresentaram
calendulina, caroteno, licopeno, rubixantina, violaxantina, zeina entre outros. As
saponinas sao calendulosidios A, D, D,, F. Os flavondéides encontrados foram os
derivados do quercetol (quercetin-3-o-glicidio) e do isorrhamnetol. Os alcoois
triterpenos pentaciclicos apresentaram principalmente: arnidiol, faradiol, acido
faradiol-3-miristico, lupeol, taraxasterol e acido faradiol-3 - palmitico. Outros
componentes encontrados foram: acido malico, mucilagem, resina, goma
(calendulina), substancia amarga (calendeno e calendina), tanino, poliacetilenos,
esterdis  sitoesterdis, estigmasterol, isofucosterol, campesterol, metil-
(enecolesterol e colesterol), acido salicilico.

O lado mistico e magico da C. officinalis foi ressaltado por UYLDERT
(1995). Ela é considerada uma planta da vida e da morte e do conflito entre elas.
O unguento da planta é indicado no tratamento de ferimentos sujos, com
inflamacéao e supuragédo, bem como em feridas cancerosas e com mau cheiro. Por
apresentar forca lunar, ela cria novas células que substituem as células
danificadas. Com sua forca solar, ela forma um plano para novas estruturas, um
padrao para elaboracdo de células saudaveis. Os maiores poderes curativos
podem ser observados na variedade que cresce em vinhedos da Franca. Essa
planta tem o poder de fortalecer o coragéo, o figado, estimular os rins e promover
a eliminacdo de toxinas por transpiracdo. Atua combatendo o enjéo, a
constipacdo, debilidade do sistema nervoso e auxilia na menstruagcédo. No jardim
de um asilo para idosos na Holanda foi encontrado a C. officinalis. Embora essa
planta ndo ocorra frequentemente neste pais, ela continuou a aparecer no jardim
durante duas primaveras. Das pessoas que moravam ali, trés delas apresentavam
cancer. Apés a morte dessas pessoas, a planta ndo mais apareceu. Assim,
segundo a medicina popular, quando o ciclo se completou para 0 homem a planta
desapareceu. Apresenta flores semelhantes a raios de gléria, razdo pela qual sua

flor foi consagrada & Virgem Maria. Atualmente na india, seguindo uma velha



tradicdo, sao feitas grinaldas de flores da planta em honra das divindades
Mahadevi (deusa-méae) e Durga (deusa poderosa criada da combinacao de forgcas
da furia de inumeros deuses) e essas mesmas flores adornam as piras funerarias
antes de serem incendiadas (ALONSO, 1998).

A C. officinalis € uma espécie exética adaptada ao Brasil. Plantas
exoticas podem apresentar um perfil metabdlico diferente quando aclimatadas em
outros locais geograficos (FONTE, 2004). No processo de cultivo, alguns fatores
edafoclimaticos como variagdes sazonais, idade e desenvolvimento da planta,
disponibilidade hidrica, altitude, temperatura, indice pluviométrico entre outros,
atuam em cada espécie vegetal em particular (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Todos estes fatores podem afetar de forma significativa a qualidade e a
quantidade de compostos ativos produzidos pelas plantas, pelo fato de rotas
metabdlicas poderem ser ativadas ou inativadas, levando a producao de diversos
produtos do metabolismo secundario em cada situagdo (SILVA et al.,1995). E
importante observar que como os vegetais encontram-se presos ao solo e nao
podem se deslocar, eles ndo respondem as alteragdes no ambiente da mesma
forma que os animais. E através da sintese de metabdlitos secundarios que esses
conseguem se adaptar as variagdbes ambientais e sobreviver (DI STASI, 1996;
SALASTINO, 2001).

Os trabalhos encontrados na literatura sobre a C. officinalis
fundamentam-se em estudos realizados principalmente na Europa e na Asia,
como na Alemanha (WAGNER et al., 1985; ZIETTERL-EGLSEER et al., 1997),
Bulgaria (KALVATCHEYV et al., 1997), Egito (YOSHIKAWA et al., 2001), Hungria
(VARLJEN et al., 1989), india (PREETHI et al, 2006), Inglaterra (PATRICK et
al.,1996; CORBET et al.,, 2001), Italia (MASCOLO et al., 1987), Ira
(AMIRGOFRAM et al., 2000), Japao (AKIHISA et al., 1996; YOSHIKAWA et al.,
2001), Paquistao (QAMAR et al., 1998), Poldnia (SLIWOWSKI et al., 1973;
MATYSIK et al., 2005), Republica Tcheca (HAMBURGUER et al., 2003), Sérvia e
Montenegro ('CETKOVIE et al., 2004) e Slovaquia (BEZAKOVA et al.,1996).
Poucos estudos foram desenvolvidos sobre essa espécie vegetal nas Américas,
como no México (PEREZ-CARREON et al., 2002), em Cuba (RAMOS et al.,
1998), na Venezuela (KALVATCHEV et al., 1997) e no Brasil (MARTINS et al.,
2003; SARTORI et al., 2003; VOLPATO, 2005).



A principal atividade biolégica atribuida as flores da C. officinalis é a
cicatrizante (ALONSO, 1998). Durante o processo de cicatrizacdo ocorre
integracéo entre as células sanguineas, componentes da matriz extracelular e os
mensageiros quimicos, no sentido de restaurar a integridade tecidual. O processo
se desenvolve em etapas simultdneas e superpostas que correspondem as fases
de coagulagdo, inflamacado, proliferacdo, contracdo e de remodelagao
(MANDELBAUM et al, 2003; CORAZZA, 2005). Cada uma destas fases é
caracterizada pela presenca de infiltrados de células em locais especificos, e isso
ocorre de forma integrada e coordenada por mediadores quimicos, no sentido de
otimizar o reparo. Durante a formagao de um novo tecido, acontece proliferagao
fibroblastica e angioblastica, sendo esta ultima fase denominada também de
angiogénese ou neovascularizagdo (MARTINEZ-HERNANDES et al., 2000; BIAN
et al., 2004; BOUIS et al., 2006; KRISHNAN, 2006).

Alteracbes na cicatrizagao de feridas podem vir a apresentar um alto custo
para a sociedade, pelo fato de diminuir a qualidade de vida de milhdes de
pessoas no mundo todo. Dessa forma, tem-se voltado atencdo para a
investigacdo de estratégias terapéuticas efetivas, acessiveis e alternativas
empregadas para favorecer a cicatrizacdao (KRISHNAN, 2006).

A atividade antiinflamatéria das flores da C.officinalis cultivada na Europa e
na Asia foi avaliada e evidenciada, por meio do modelo da indugdo do edema de
orelha por o6leo de croton e do modelo do edema de pata induzido pela
carragenina (DELLA-LOGGLIA et al., 1990; DELLA-LOGGIA et al., 1994;
ZITTERL-EGLSEERL et al., 1997; ALONSO, 1999; WHO, 2002; HAMBURGUER
et al., 2003). A atividade sobre a angiogénese de um extrato aquoso da caléndula
cultivada na Inglaterra foi testada e comprovada por PATRICK et al. (1996).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar as atividades
antibacteriana in vitro e angiogénica, pelo modelo da membrana corioalantéide e
de feridas cutaneas em ratos, do extrato etandlico, obtido por maceracgao a frio, e
das fragdes diclorometano e hexanica das flores da C. officinalis cultivadas no
Brasil. A atividade cicatrizante do extrato etandlico também foi avaliada,
detalhando os efeitos macro e microscopicos do extrato nas fases antiinflamatéria

e proliferativa (angiogénese e fibroplasia) e da contragdo das feridas. A avaliagéo



do conteudo de colageno foi realizada pela coloracdo especial Picrossirius

segundo Harris.
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Atividade angiogénica do extrato etandlico e fragcfes das flores da Calendula
officinalis L. cultivada no Brasil

PARENTE, L. M. L., ANDRADE, M.", BRITO, L. A.", MIGUEL, M.P.", MOURA, V.
M.1B.D.1,LINO-JUNIOR, R.S.?2, TREVENZOL, L. F. M.2, PAULA, J. R.2, PAULO, N.
M."

' Escola de Veterinaria, 2Instituto de Patologia Tropical e Satude Publica, *Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal de Goias, Goiania, Brasil.

Resumo

Propriedades medicinais s&o atribuidas as flores da Calendula officinalis L.
(Asteraceae), conhecida popularmente como caléndula, destacando-se a
atividade cicatrizante. No reparo de uma ferida, sucedem-se fases sobrepostas e
simultdneas e, entre essas, ha a angiogénese. Neste trabalho foi avaliada a
atividade angiogénica do extrato etandlico (EEC) e das fragbes diclorometano e
hexanica das flores da C. officinalis cultivada no Brasil. Foram utilizados os
modelos da membrana corioalantdide de ovos embrionados de galinha e de
feridas cutdneas em ratos. O efeito proliferativo vascular foi testado a partir do
estudo imunoistoquimico, realizado para verificar a intensidade da expressao do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na derme de ratos. A atividade
angiogénica do extrato e das fracbes foi evidenciada nos dois modelos
experimentais empregados. Verificou-se que este efeito ndo esta diretamente
relacionado a expressao do VEGF, podendo estar associado a outros fatores proé-
angiogénicos. Conclui-se que a atividade cicatrizante referida a C. officinalis esta
relacionada ao seu efeito positivo sobre a angiogénese, este caracterizado pela
indugcao de neovascularizacio.

Palavras-chave: caléndula, cicatrizacdo, neovascularizagao, plantas medicinais.

INTRODUCAO

Desde a antiglidade sao atribuidas propriedades medicinais as flores
da Calendula officinalis L. (C. officinalis) pertencente a familia Asteraceae e
conhecida popularmente como caléndula. Seu uso parece ter sido mais difundido
a partir do século Xlll, tendo sido utilizada inicialmente na cicatrizacdo de feridas.
Foi usada na forma de unguiiento e pomadas, como anti-séptico e antiinflamatério,
tanto na guerra civil norte-americana quanto na primeira guerra mundial (Alonso,
1998; Lorenzi & Souza, 1999; Evans, 2002; WHO, 2002).

* Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goias, Campus Il - Samambaia - Caixa Postal
131 - CEP: 74001- 970 Goiania - Goias — Brasil. E-mail: lathosvet@hotmail.com
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Na literatura disponivel, apenas dois modelos experimentais foram
conduzidos para a avaliagdo da atividade antiinflamatéria da C. officinalis. Um
pela indugdo do edema de orelha por 6leo de croton e outro utilizando-se do
edema de pata induzido pela carragenina (Della-Logglia et al., 1990; Della-Loggia
et al., 1994, Zitterl-Eglssten et al., 1997; Alonso, 1998; WHO, 2002; Hamburguer
et al., 2003).

Patrick et al. (1996) em estudo realizado com flores da C. officinalis
cultivada na Europa utilizando o modelo da membrana corioalantéide (MCA) de
ovo embrionado de galinha demonstrou o papel indutor desta planta sobre a
microvascularizacdo. A MCA tem sido freqlientemente utilizada em avaliagdes de
substancias com atividades pré-angiogénicas, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), bem como anti-angiogénicas, como a endostatina
(Hazel, 2003; Bouis et al., 2006; Tabruyn & Griffioen, 2007).

A MCA é transparente, composta por uma mesoderme ricamente
vascularizada, que faz parte das trés membranas extra-embrionarias que
protegem e nutrem o embrido (Ribatti et al., 2000). A utilizagdo da MCA como
modelo experimental é justificada por sua simplicidade e baixo custo em
comparagao ao uso de mamiferos. A FDA (United States Food and Drug
Administration) aprovou a realizacdo de avaliagbes pré-clinicas utilizando esse
modelo experimental em estudos de substéncias empregadas no tratamento de
ulceras crénicas cutaneas e feridas por queimaduras (Hazel, 2003; Vargas et al.,
2007). A quantificacao da resposta angiogénica na MCA pode ser feita por meio
de escore manual, morfometria com o auxilio de softwares ou contagem de
pontos de imagens fotografadas (Doukas et al., 2006; Hosgood, 2006).

No processo de cicatrizagdo ocorrem etapas simultineas e
sobrepostas correspondentes a coagulagao, inflamacgao, proliferacéo, contracao e
remodelacdo (Mandelbaum et al., 2003). Neste trabalho foi avaliada a atividade
angiogénica do extrato etandlico e de suas fracbes oriundas de flores da C.
officinalis (EEC) cultivada no Brasil. Utilizaram-se os modelos da MCA de ovos
embrionados de galinha e de feridas cutaneas em ratos. A imunoistoquimica foi
realizada para avaliar o efeito do EEC na angiogénese e na intensidade da

expresséao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na derme de ratos.
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MATERIAIS E METODOS
1. Preparacédo do extrato e das fracdes

Flores secas e pulverizadas da C. officinalis originadas do Estado do
Parana (fevereiro, 2006) foram obtidas da Empresa Clorophila (Goiania, Goias,
Brasil). Para o controle de qualidade foi realizada a avaliagdo farmacogndstica
dessa espécie vegetal no Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias, de acordo com
técnicas descritas na Farmacopéia Brasileira IV (2001) e nas Monografias da
Organizagcdo Mundial de Saude - WHO (2002).

Para a obtencdo do extrato etandlico (EEC), 200g das flores
pulverizadas foram extraidos com 1000 mL de etanol PA 96° GL, por maceragao
(3 dias) a temperatura ambiente, com agitagdo ocasional e concentrado em
evaporador rotativo a 40°C.

As fragbes hexanica e diclorometano foram obtidas a partir de 10g do
EEC que foi solubilizado em uma mistura metanol/H,O (7:1) e extraida por trés
vezes com 50 mL de hexano e posteriormente, extraida por trés vezes com 50 mL
de diclorometano. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo (Ferri,
1996). Solugbes a 1% do extrato etandlico e das fragdes diclorometano e
hexanica solubilizadas em etanol a 70% foram preparadas para a avaliagdo da
atividade angiogénica na MCA. Para avaliagdo da atividade angiogénica em
feridas cutaneas na derme de ratos, foi preparada diariamente uma solugao
aquosa de EEC a 1%.

2. Animais experimentais

Foram utilizados 12 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar,
fémeas, com 60 dias de idade, peso entre 160 a 190 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania, Goias. Os animais
foram adaptados no Biotério de Cirurgia Experimental da Escola de Veterinaria da
UFG, por um periodo de dez dias e mantidos em gaiolas individuais de polietileno,

forradas com maravalha, sob condigdes ambientais controladas (temperatura 23 +
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2°C, umidade relativa do ar entre 50 e 70% e fotoperiodo claro/escuro de 12h).
Agua e racao foram fornecidos ad libitum.

O protocolo experimental com os animais utilizados neste trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias,
sob o n° 019/2007.

3. Modelo da Membrana Corioalantdide (MCA)

3.1 Preparo da MCA

A MCA foi preparada para avaliagao da atividade angiogénica segundo
metodologia adaptada de Larger et al. (2004). Foram utilizados 75 ovos
embrionados de galinha da linhagem Cobb, com dois dias de idade, obtidos de
matrizes com idade entre 34 e 35 semanas de idade. Os ovos foram acomodados
em incubadoras (Premium Ecolégica IP-130), sob umidade constante (67,5%) e
temperatura de 37°C, distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de quinze ovos
cada, sendo submetidos aos seguintes tratamentos: CS - controle solvente (etanol
70%); CP - controle positivo a 1% (17 B-estradiol); EEC - extrato etandlico 1%;
FDC - fragao diclorometano 1% e FHC - fragdo hexanica 1%.

A abertura da casca, a retirada do albume e os tratamentos foram
realizados em uma camara de seguranga bioldgica tipo Il. No terceiro dia de
incubacgao, através de uma pequena abertura na casca, removeram-se 2 a 3mL
de albume e, posteriormente, o orificio foi selado com parafina histolégica em
ponto de fusdo. A incubacido continuou até o 10° dia, quando os ovos foram
tratados com 0,1mL do preparado referente a cada grupo, instilado sobre a
superficie da MCA. Os ovos foram novamente selados e incubados por mais dois
dias. Apos a eutanasia dos embrides por sec¢cdo medular na regido atlanto-
occipital, fragmentos da MCA de cada ovo foram colhidos para analise

morfométrica e quantificagdo do numero de vasos sanguineos.

3.2 Avaliacdo Morfométrica da MCA
A morte embrionaria € um evento comumente observado em ovos

fertilizados de aves. A mortalidade precoce, verificada até o 4° dia de incubacao,
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ocorre em cerca de 5 a 10% dos ovos férteis (Boleli, 2003). Pelo fato da
interferéncia na fase inicial da incubacéo das aves para o preparo da MCA, foram
utilizados 15 ovos embrionados por grupo com o objetivo de obter 10 ovos
viaveis.

Para a analise morfométrica, um fragmento da MCA a fresco de 10
ovos de cada grupo foi coletado e distendido sobre uma Iamina de vidro e sobre
este fragmento se sobrepds uma laminula.

A leitura das laminas foi realizada com auxilio do sistema de analise
digital de imagem. Esse sistema consiste de uma videocamara digital Sony
Cyber-Shot 3.2 MP modelo DSC-P71 que transmite a imagem capturada do
microscopio Carl Zeiss©, (modelo Jenaval com objetivas planacromaticas) a um
computador Pentium®4 CPU 3,20 GHz e 1GB de memdria RAM, equipado com
uma placa digitalizadora e o software Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos).
Calculou-se a porcentagem da area vascular por campo, correspondente a area
marcada em vermelho, trabalhando em ambiente Windows, sendo fotografados

30 campos aleatorios que apresentavam vasos sanguineos.

3.3 Avaliagédo das células inflamatérias e do numero de vasos sanguineos
da MCA.

As membranas fixadas em formalina tamponada foram processadas,
incluidas em parafina e coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (Luna,
1968). As imagens foram capturadas utilizando-se os mesmos procedimentos de
captura de imagens descritas acima, sendo fotografados 20 campos escolhidos
ao acaso, onde foram avaliadas as células inflamatérias presentes na MCA. Os
resultados foram classificados visualmente de acordo com a intensidade
encontrada, e os dados foram transformados em variaveis quantitativas, pela
atribuicdo de escore: ausente (0), discreto (1 a 25%), moderado (25 a 50%) e
acentuado (acima de 50%).

A contagem do numero de vasos sanguineos da mesoderme da MCA
foi realizada utilizando-se a planimetria por contagem de pontos com o auxilio do
software GIMP 2.4.3. Um reticulo quadrangular composto por 25 pontos foi

superposto a imagem histolégica e apenas foram contados os vasos nas
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intersecgdes presentes no campo visual, conforme modelos propostos por Ribatti
et al. (2000) e Prado et al. (2006).

4. Modelo de feridas cutaneas de ratos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de seis
animais cada, sendo submetidos aos seguintes tratamentos: CS - controle
solvente (agua destilada) e EEC - extrato etandlico 1%.

Para a indugéo da ferida utilizou-se um punch metalico circular de 1 cm
de didametro na regido dorso-cervical de cada animal. A anestesia consistiu da
administragdo por via intramuscular da associagao de cetamina e xilazina, nas
doses de 70mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente. Logo apds a cirurgia e
diariamente no mesmo horario, 100uL da solugao teste (EEC) e do solvente foram
instiladas nas feridas dos animais. No 7° dia do pds-operatorio os animais foram
submetidos a eutanasia em camara de CO,, para a colheita de fragmento de pele
na area da ferida cirurgica, o qual foi conservado em formol tamponado a 10%.

Cortes de 5um foram distendidos em Iaminas histologicas silanizadas
(3, aminopropyl-triethoxysilane, Sigma Aldrich, USA), mantidos em estufa a 36°C,
para melhor adesdao do tecido a lamina, seguindo-se a desparafinizagdo e
reidratacdo dos cortes. Na sequéncia, realizou-se a recuperagdo antigénica em
solugéo de citrato pH 6,0, em banho-maria a 95°C, por 30 minutos, seguindo-se
com o bloqueio da peroxidase enddgena e, para bloquear marcacéao inespecifica,
incubaram-se as laminas em albumina bovina (BSA) a 3%, por uma hora, em
temperatura ambiente e em camara umida. Em seguida, as laminas foram
incubadas em anticorpo primario, VEGF (147) (Santa Cruz Biotechnology — 507),
na diluicdo 1:500, em cdmara umida, overnight e a 4°C. Apos esta etapa, instilou-
se sobre as laminas o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB —
Dako K0690), por 20 minutos cada reagdo, em camara umida e a temperatura
ambiente. A reacao foi revelada com solugdo de diaminobenzidina (DAB), durante
um minuto. Solugdo de PBS foi utilizada para as lavagens entre as etapas. Os
cortes foram entado contra-corados com hematoxilina de Mayer, por 30 segundos,
e as laminas montadas com resina sintética (Sigma Aldrich, USA) e laminulas

histologicas.
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As imagens da area da derme foram capturadas utilizando-se os
mesmos procedimentos de captura de imagens descritos para MCA. Ja a
contagem dos vasos sanguineos foi realizada por meio da planimetria por
contagem de pontos, sendo avaliada a intensidade da expressdo do VEGF em
células endoteliais.

O preparo das laminas histolégicas, as fotomicrografias dos fragmentos
da MCA a fresco, a analise morfométrica e a planimetria por contagem de pontos
foram realizados por um mesmo individuo. O numero de campos fotografados de
cada amostra para analise morfométrica e planimetria foi determinado de acordo

com o proposto por Williams (1977).

5. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico utilizando-se o
programa GraphPad InStat (Version 3.05 for Windows). A partir do teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, os dados da MCAs foram avaliados pelo
teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. A analise dos dados da
imunoistoquimica dos fragmentos de pele de ratos foi realizada pelo teste de

Mann- Whitney. O nivel de significancia foi de p<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS

1. Membrana corioalantéide

A anadlise morfométrica demonstrou aumento na &rea vascular,
porcentagem da area marcada em vermelho, nas MCAs tratadas com controle
positivo 1% (17 B-estradiol), extrato etandlico 1%, fragdo diclorometano 1% e
fracdo hexanica 1% em relagdo ao controle solvente (etanol 70%). Nao foram
observadas diferengas significativas em relagdo ao mesmo parametro entre os
grupos controle positivo 1%, extrato etandlico 1%, fragdo diclorometano 1% e

fracdo hexéanica 1% (Tabela 1, Figuras 1 e 2).
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Tabela 1 — Morfometria das MCAs a fresco de ovos embrionados de galinha
(n=10) tratadas com (CS) controle positivo 17 f-estradiol 1% (CP), extrato
etandlico 1% (EEC), fragc&o diclorometano 1% (FDC) e fracao hexanica 1% (FHC).

Comparacdes entre | Diferenca entre média | Valor critico (H) Valor de P
os tratamentos dos postos
CSxCP 195,69 98,5 * P<0,05
CS xEEC 278,53 98,5 * P<0,05
CSxFDC 264,17 98,5 * P<0,05
CS xFHC 237,78 98,5 * P<0,05

P = nivel de significancia *p<0,05 diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (Teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn).

Figura 1 — Membrana corioalantide de ovos embrionados de galinha
(n=10) a fresco evidenciando a influéncia do controle
positivo 1% B-estradiol na porcentagem da area vascular.

5x.
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Figura 2 — Membranas corioalantdides de ovos embrionados de galinha (n=10)
a fresco evidenciando a influéncia dos tratamentos na porcentagem
na area vascular. (A) controle solvente (etanol a 70%), (B) extrato
etandlico 1% das flores da C.officinalis, (C) fracao diclorometano 1%
e (D) fragao hexanica 1%. 5x.

A avaliagdo da presenga de células inflamatérias na MCA corada com
Hematoxilina-eosina foi considerada discreta em todos os grupos avaliados,

havendo predominancia de polimorfonucleares heterdfilos.

A quantificacdo dos vasos sanguineos realizada por planimetria em
MCAs coradas com Hematoxilina-eosina e tratadas com controle positivo 1% (17
B-estradiol), extrato etandlico 1% das flores da C.officinalis, fragdo diclorometano
1% e fragdo hexanica 1% indicou um aumentou no numero de vasos em relagéao
ao controle solvente (etanol 70%). Nao foram observadas diferengas significativas
em relagdo ao mesmo parametro entre os grupos controle positivo 1%, extrato
etandlico 1%, fragcao diclorometano 1% e fragdo hexanica 1% (Tabela 2, Figuras 3
e4).
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Tabela 2 — Influéncia dos tratamentos sobre o numero de vasos sanguineos na
mesoderme das MCAs de ovos embrionados de galinha (n=10) coradas com
Hematoxilina-eosina.

Comparacgoes entre | Diferenca entre média | Valor critico (H) Valor de P
os tratamentos dos postos
CSxCP 175,59 116,85 * P<0,05
CS xEEC 130,49 116,85 * P<0,05
CS xFDC 192,46 116,85 * P<0,05
CS x FHC 125,05 116,85 * P<0,05

(CS) controle positivo 17 B-estradiol 1% (CP), extrato etandlico 1% da C.officinalis
(EEC), fracéo diclorometano 1% (FDC) e fracdo hexanica 1% (FHC). P = nivel de
significancia *p<0,05 diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (Teste
de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn).

Figura 3 - Fotomicrografia do fragmento de MCA tratada com controle positivo 17
B-estradiol 1% mostrando numerosos vasos sanguineos na
mesoderme (setas). Hematoxilina-eosina, 200x.
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Figura 4 Fotomlcrografla dos fragmentos de MCAs tratadas com: (A) controle
solvente etanol a 70%, (B) extrato etandlico 1%, (C) fracdo
diclorometano 1% e (D) fragcdo hexéanica 1% mostrando variagbes no
numero de vasos sanguineos na mesoderme (setas). Hematoxilina-
eosina, 200x.

2. Feridas cutaneas em ratos

A planimetria digital por contagem de pontos, realizada na derme de
ratos tratada com extrato etandlico 1%, observou-se aumento no numero de
vasos sanguineos em relagdo ao controle solvente (Tabela 3, Figuras 5 e 6),
sendo verificada diferenga significativa entre os grupos. Ja quanto a intensidade
de expressédo do VEGF nas células endoteliais, ndo houve diferenca significativa

entre os dois grupos.
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Tabela 3 — Influéncia dos tratamentos sobre o niumero de vasos sanguineos na
derme de ratos no 7° dia do pés-operatorio (n=6). Valores das medianas.

Tratamentos
Cs EEC
Medianas 1,0 2,0 p< 0,05

(CS) controle solvente (agua destilada) e (EEC) extrato
etandlico 1% das flores da C.officinalis.*p< 0,05 em relacao
ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney).

2,

1,8

1,6

1,41

Nimero de 1,2
vasos 11
sanguineos 0,81
0,6-

0,4

0,21

O,

mCS
oEEC

CS EEC

Tratamentos

Figura 5 - Efeito do (CS) controle solvente (agua destilada) e do
(EEC) extrato etandlico 1% das flores da C. officinalis
nas medianas do numero de vasos sanguineos da
derme de ratos no 7° dia do pds-operatério (n=6).
Teste de Mann-Whitney (*p<0,05).
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(A) Controle solvente (agua destilada). (B) Extrato etandlico a 1% das
flores da C. officinalis. Observar os vasos sanguineos com marcagao
positiva para VEGF (setas) na derme dos animais dos dois grupos.
IHQ, 400x.

DISCUSSAO

O aumento da area vascular nas MCAs dos grupos EEC, FDC e FHC,
inicialmente indicou um efeito positivo destes compostos sobre a angiogénese.
Esta atividade foi confirmada pela quantificacdo dos vasos sanguineos nas MCAs
nos cortes histolégicos. Os resultados demonstram que o extrato etandlico e as
fragbes diclorometano e hexanica da C. officinalis, apresentaram efeito indutor
sobre o processo de angiogénese. similarmente ao descrito por Patrick et al.
(1996), quando utilizaram um extrato aquoso das flores da C.officinalis cultivada
na Inglaterra.

A partir do fracionamento do EEC € possivel obter as fragdes
diclorometano, hexanica, acetato de etila e metanol-agua. Visto que estudos
ressaltaram que compostos menos polares, como saponinas e flavondides,
podem apresentar atividade angiogénica (Moom et al., 1999; Hsu, 2005; Leung et
al., 2007) e como a atividade do extrato aquoso da caléndula ja havia sido
avaliada por Patrick et al (1996), neste experimento, foram testados apenas os
efeitos angiogénicos do extrato etandlico e das fragdes diclorometano e hexanica.

No extrato de uma planta podem estar presentes varios compostos
que, juntos ou ndo, sdo responsaveis por determinada atividade bioldgica

(Williamson, 2001). Neste estudo, verificou-se efeito angiogénico sobre a MCA do
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extrato etandlico e fragdbes FDC e FHC da C. officinalis, sugerindo que estes
apresentem compostos responsaveis pelos efeitos proliferativos vasculares
observados. N&o tendo sido ainda verificada agdo conjunta de substancias
polares e apolares de caracteristicas fisico-quimicas diferentes, mas com efeitos
semelhantes, ja que o efeito positivo sobre a angiogénese foi verificado tanto a
partir do EEC quanto das fracbes FDC e FHC. Neste contexto, por meio de
estudos cromatograficos, Volpato (2005) determinou que ambas as fragdes
diclorometano e hexanica das flores da C. officinalis do Brasil sdo ricas em
esterdides e triterpenos. Della-Loggia et al (1994) relacionaram a atividade
antiinflamatdria da caléndula a presencga de triterpenos. Dessa forma, sugere-se
que a atividade angiogénica evidenciada neste trabalho possa estar relacionada a
estas duas classes de compostos, os esterdides e triterpendides, presentes nas
flores da caléndula.

Quando substancias sao administradas sobre a superficie da MCA
podem ocorrer reagdes inflamatorias inespecificas, induzindo a uma resposta
vasoproliferativa secundaria (Ribatti et al., 2000). Neste trabalho, as MCAs
tratadas com caléndula, na forma de extrato ou das suas fracdes, apresentaram
discreto infiltrado inflamatério. Pode-se inferir que o0 aumento da
neovascularizacdo observado na MCA deve-se a atuacgao direta da C. officinalis
sobre a mesma e ndo esta relacionado a reacgao inflamatéria, confirmando os
achados obtidos por Patrick et al. (1996).

O aumento no numero de vasos sanguineos na derme de ratos
tratados com extrato etandlico e verificado pela marcagdo imunoistoquimica
positiva para VEGF, ratificou a intensa atividade sobre a neovascularizagao
promovida pelo EEC no modelo da MCA. A técnica de imunoistoquimica, como
forma viavel de avaliacdo de angiogénese pela marcacgao positiva para o VEGF
neste modelo experimental, indicou que a atividade angiogénica do EEC n&o esta
diretamente relacionada ao aumento na intensidade da expressao deste fator de
crescimento. Outros fatores pré-angiogénicos, como o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), ou de citocinas angiogénicas, como a interleucina 8 (IL-8), o
fator de necrose tumoral—-a (TNF-a) e o fator de crescimento e transformagao-3
(TGF-B) (Carmeliet, 2000; Carmeliet, 2003), podem estar relacionados a atividade

angiogénica da caléndula evidenciada neste trabalho.
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A C. officinalis cultivada no Brasil apresentou acentuada atividade
angiogénica nos modelos utilizados, da membrana corioalantdide em ovos
embrionados de galinha e da indugdo de feridas cutdneas em ratos. Assim,
considerando-se que uma das atividades biolégicas atribuidas a esta planta é a
de cicatrizagcdo (Alonso, 1998), e admitindo-se que a angiogénese é um
mecanismo essencial no processo cicatricial, pode-se inferir que esta acao da C.
officinalis relatada esta relacionada a uma atividade positiva sobre o processo de

neoformacao vascular.
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RESUMO

Desde a antiguidade propriedades medicinais sao atribuidas as flores da
Calendula officinalis L. (Asteraceae) destacando-se a atividade cicatrizante.
Estudos sobre a atividade geral de plantas medicinais na cicatrizacdo vém sendo
realizados, sem especificar sobre qual das fases da cicatrizacdo a planta atua.
Neste trabalho a atividade cicatrizante e antiinflamatéria do extrato etandlico das
flores da C. officinalis cultivada no Brasil foi avaliada em feridas cutédneas de ratos
Wistar, por meio de avaliagdo macroscépica e histologica. A atividade
antimicrobiana do extrato e das fragcbes hexanica e diclorometano também foi
avaliada. A atividade antiinflamatéria do extrato etandlico da caléndula foi
atribuida a diminuicdo da exsudagao serosa, da hiperemia, da deposi¢cao de
fibrina e da hiperplasia epidermal, além de resultar em crostas mais delgadas e
umedecidas. Foi também observado aumento de colageno no tecido de
granulacao e efeito antibacteriano. Assim, o extrato etandlico da caléndula atuou
de forma positiva sobre a atividade cicatricial em feridas cutadneas de ratos, bem
como apresentou atividade antibacteriana in vitro.

Palavras-chave: reparo, caléndula, fases da cicatrizagao, plantas medicinais.

ABSTRACT -

Since ancient history medicinal properties are attributed to flowers of Calendula
officinalis L., mainly about its healing activity. Studies about the general activity of
medicinal plants in healing wounds have been accomplished without specifying in
which of the phases of healing the plant acts. In this work the healing activity of C.
officinalis ethanolic extract from Brazil was evaluated in cutaneous wounds in
Wistar mice, through macroscopic and histological evaluation. The antibacterial
activity of the extract and the activity of dicloromethane and hexane fractions were
evaluated. Results indicated that calendula presented anti-inflammatory activity
reducing plasmatic exudation, crusts formation and wounds were less edematous.
There was also a smaller amount of fibrin and epithelial hyperplasia by increasing
the content of collagen in the granulation tissue. Therefore, the effects indicated
that calendula acted in a positive way on the inflammation phases of healing
process and it also presented in vitro antibacterial activity.

Key words: repair, pot marigold, healing phases.
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INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo dérmica inicia-se logo apds a lesédo, ocorrendo
formagado do coagulo sanguineo que atua como tampao hemostatico e substrato
para a organizagdo da ferida e estabelecimento do tecido de granulagao
(Midwood et al., 2004; Balbino et al., 2005; Hosgood, 2006).

Durante séculos tem-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o
tratamento de diversas doengas dermatologicas (Raskin et al.,, 2002),
principalmente naquelas que apresentam processos cicatriciais de dificil
resolugao (Hsu, 2005).

Na Antiglidade de forma empirica ja eram conhecidas algumas
propriedades medicinais atribuidas as flores da Calendula officinalis L
(C.officinalis), popularmente conhecida como caléndula. Sendo esta uma planta
herbacea anual, originaria da regido Mediterranea, pertencente a familia
Asteraceae (Alonso, 1998).

A caléndula tem sido usada rotineiramente em aplicacdes tépicas, tanto em
cosmetologia como em dermatologia (Della-Loggia et al., 1994; Zitterl-Eglseer et
al., 1997; Hamburguer et al., 2003). Entre as suas atribui¢des terapéuticas mais
difundidas estéo a reepitelizacéo e cicatrizagado de feridas (Alonso, 1998; Duran et
al., 2005), sendo ainda utilizadas em equimoses, erupgdes e em outras lesdes da
pele. Apresenta efeito positivo sobre angiogénese (Patrick et al., 1996). A
medicina popular européia recomenda seu uso no tratamento de eczemas (Brown
& Dattner, 1998).

Os resultados de pesquisas da atuagdo farmacoldgica das plantas
medicinais na cicatrizacdo envolvendo animais e humanos, na sua maioria nao

especificam sobre quais das fases desse processo a atividade foi evidenciada



32

(Krishnan, 2007). Com base nos relatos da literatura e no sentido de investigar em
qual das fases da cicatrizacdo a caléndula age, a proposta do presente trabalho
fundamentou-se em avaliar o efeito do extrato etandlico das flores da C. officinalis
cultivadas no Brasil na cicatrizacido de feridas cutdneas em ratos. Avaliou-se
também a atividade antibacteriana do extrato etandlico e das fragcdes hexanica e

diclorometano.

Materiais e Métodos

1. Obtencao do extrato etandlico (EEC) e das fra¢6es diclorometano (FDC) e
hexanica (FHC)

Utilizaram-se flores secas e pulverizadas da C.officinalis, originadas do
Estado do Parana (fevereiro, 2002) e obtidas da Empresa Clorophila, sediada em
Goiania, GO (Laudo de Analise n° 6733/02). Para o controle de qualidade da
caléndula foi realizada a avaliagdo farmacogndstica no Laboratorio de Pesquisa
em Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Goias (UFG). Os dados obtidos estdo de acordo com técnicas descritas na
Farmacopéia Brasileira IV (2001) e nas Monografias da Organizagdo Mundial de
Saude - WHO (2002) para essa espécie vegetal.

Para a preparacao do extrato etandlico (EEC), 200g das flores pulverizadas
foram extraidos com 1000 mL de etanol PA 96° GL, por maceragao, durante trés
dias, a temperatura ambiente, com agitacdo ocasional e concentrado em
evaporador rotativo a 40°C (Ferri, 1996).

Para a obtencédo das fragées hexanica e diclorometano, 10g do EEC foi
solubilizado em uma mistura metanol/H,O (7:1) e extraida por trés vezes com

50mL de hexano e, posteriormente, extraida por trés vezes com 50mL de
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diclorometano. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo (Ferri,
1996). Uma solugédo aquosa do extrato etandlico a 1% foi preparada diariamente
para avaliacdo da atividade cicatrizante. O extrato etandlico e as fracdes
concentradas foram solubilizados em DMSO para a verificagcdo da atividade

antimicrobiana.

2. Atividade cicatrizante

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar,
fémeas, com 60 dias de idade, peso entre 160 a 190 g no inicio do experimento,
provenientes do Biotério Central da UFG. O trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, sob o protocolo n°
019/2007.

Os animais foram adaptados no Biotério de Cirurgia Experimental da
Escola de Veterinaria da UFG, por um periodo de dez dias e mantidos em gaiolas
individuais de polietileno, forradas com maravalha, sob condicbes ambientais
controladas (temperatura 23 + 2°C, umidade relativa do ar entre 50 e 70% e
fotoperiodo claro/escuro de 12h). Agua e racéo foram fornecidos ad libitum.

Os animais foram pesados e divididos de forma aleatdria, em dois grupos
com 18 ratas e subdivididos em trés subgrupos (n=6), para serem estudados de
acordo com o seguinte protocolo de avaliagdo pos-operatoria (PO):

Grupo 1 — Controle (C), animais tratados com agua destilada, sendo C1
(4° dia PO), C2 (7° dia PO) e C3 (14° dia PO).
Grupo 2 — EEC, animais tratados com solugdo aquosa do extrato

etanolico a 1%, sendo EEC1 (4° dia PO), EEC2 (7° dia PO) e EECS3 (14° dia PO).
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Para a inducao da ferida utilizou-se um punch metalico circular de 1cm de
didmetro na regido dorso-cervical de cada animal. A anestesia consistiu da
administragdo, por via intramuscular, da associacdo de cetamina e xilazina, nas
doses de 70mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente (Pachaly, 2006).

Logo apds a cirurgia e diariamente no mesmo horario, 100uL da solugéao
teste (EEC) e do solvente foram instiladas nas feridas dos animais.

Todos os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto
geral, ocasido em que se procedia a avaliagdo macroscopica da ferida,
observando-se a presencga ou auséncia de hemorragia, exsudato e crosta, sendo
os dados registrados em fichas individuais. Os animais foram pesados e
eutanaziados em camara de CO; aos 4, 7 e 14 dias do PO, conforme protocolos
preconizados por Lopes et al. (2005) e Garros et al. (2006).

Para a analise morfométrica, as feridas foram fotografadas nos dias zero,
4,7 e 14 do PO, utilizando-se de uma camera digital acoplada em tripé, mantida a
uma distancia constante de 27 cm da ferida, e em seguida, as imagens foram
digitalizadas em microcomputador, com o auxilio do Software Image J 1.3.1 (NIH,
Estados Unidos). O grau de contragdo da area (GC) da ferida foi calculado por

meio da férmula demonstrada por Oliveira et al (2000):

GC = Area TO - Area Tdia sacrificio X 100
Area T°

Onde: T° = dia zero
@ saeiee = dias 4, 7 ou 14 PO.
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Para a avaliagao histologica, um fragmento de cada ferida foi retirado,
fixado em formol tamponado a 10%, processado e corado com Hematoxilina e
Eosina (HE), de acordo com Luna (1968). Utilizou-se também a coloragao
especial de Picrossirius para a quantificagcdo do colageno, sob luz polarizada
(L6épez & Rojkind, 1985), calculando-se a porcentagem de area marcada em
verde ou amarelo-avermelhada por campo, por meio do software Image J 1.3.1
(NIH, Estados Unidos).

Ao exame histolégico, nos dias 4, 7 e 14 PO, foram avaliadas as variaveis
fibrina, hemorragia, hiperemia, infiltrado inflamatério, reepitelizagao e hiperplasia
epitelial. Adotaram-se escores adaptados de Biondo-Simdes et al. (2006), onde:

- Para fibrina, hemorragia, hiperemia e infiltrado inflamatério utilizaram-se
os escores ausente (0), discreto (1 a 25%), moderado (25 a 50%) e acentuado
(acima de 50%), avaliados aos 4° e 7° dias PO. Para a hiperplasia epidermal
utilizaram-se os mesmos escores, avaliada no 14° dia PO;

- Para a reepitelizacao utilizaram-se os escores total ou parcial, avaliada

no 14° dia do PO;

3. Atividade antibacteriana in vitro

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada utilizando cepas
padrdao American Type Culture Collection (ATCC) e isolados pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia Médica do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da UFG. Para determinar a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), foram utilizadas culturas de Staphylococcus aureus (ATCC 6532),
Staphylococcus aureus (ATCC 13048), Micrococcus roseus (ATCC 1740),

Micrococcus luteus (ATCC 9341), Bacillus cereus (ATCC 14576), Bacillus
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stearothermophylus (ATCC 1262), Enterobacter cloacae (HMA/FTA 502),
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Serratia marcescens (ATCC 14756) e
método de diluicdo em placa.

Os microrganismos foram reativados em caldo tioglicolato (Difco),
incubados a 37°C, por 24-48 horas e, em seguida, repicados em agar simples
inclinado (Difco). Para preparagao do indculo das bactérias a serem utilizados no
aplicador de Steers, as bactérias foram suspensas em solucio salina estéril e a
turvagao comparada com padrao 0,5 da Escala 1da Mac Farland (NCCLS, 2003).

Para avaliagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) pelo método de
diluicdo em placa, 1000 mg do extrato etandlico bruto das flores de caléndula, 500
mg da fragdo hexanica e 350 mg da fragdo diclorometano foram colocados em
tubos de ensaio contendo 1,0 mL de DMSO. Apds solubilizagao adicionou-se 1,0
mL de solugado salina e realizou-se uma diluicio seriada 1:2 para cada amostra. A
cada tubo adicionou-se 19 mL de agar Mueller Hinton, de modo a se obter placas
com concentragdes de 50 a 0,39 mg/mL para o extrato bruto, 25 a 0,195 mg/mL
para fracdo hexanica e 17,5 a 0,125 mg/mL para a fragdo diclorometano. Para
controle do solvente, uma placa contendo 1 mL de DMSO foi preparada nas
mesmas condi¢cdes. Os indculos microbianos foram aplicados nas placas com o
auxilio do inoculador de Steers (Steers et al., 1959). As placas foram incubadas a
37 °C por 24 horas para as bactérias. Foi considerada CIM a menor concentracao

dos extratos que inibiu o crescimento das bactérias.
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4. Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico utilizando-se do
programa GraphPad InStat (Version 3.05 for Windows). Para analise das variaveis
paramétricas foi utilizado o teste t pareado e o teste de Mann Whitney para as

nao-paramétricas. O nivel de significancia foi de p<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Atividade cicatrizante

O procedimento operatério e o tratamento pds-operatério transcorreram
sem complicagbes. Todos o0s animais recuperaram-se bem da anestesia,
demonstrando bom estado geral e atividades fisica e comportamental normais
para a espécie. Nao foi observado exsudato purulento em nenhuma das feridas
cutaneas, mas constatou-se exsudacgao serosa nos animais do grupo EEC até o
4° dia, e no grupo controle até o 7° dia PO.

As crostas comegaram a se formar no 3° dia, sendo que no grupo EEC
apresentaram-se mais delgadas e umedecidas em relagdo ao grupo controle, que
se demonstraram espessas e ressecadas. Ao 7° dia PO, nos dois grupos, as
crostas comecaram a se destacar, havendo sinais de epitelizagdo da ferida. No
14° PO foi verificada cicatrizagdo completa das feridas em ambos os grupos.

Martins et al. (2003), ao tratarem feridas cutdneas em cavalos com uma
solugcdo hidroalcoolica de C. officinalis cultivada no Brasil, observaram que na
fase inflamatdria as crostas apresentavam-se serosas e lisas, com bordos mais
delgados em relacdo ao controle, o que também foi verificado nas feridas

cutaneas dos ratos tratados com EEC deste estudo. Apesar de a resposta
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cicatricial ser naturalmente diferente nas espécies estudadas, reitera-se o efeito
antiinflamatoério verificado nas feridas cutdneas de cavalos e ratos tratados com
extratos da caléndula. Nao fosse isso, possivelmente as feridas cutdneas dos
equinos nao teriam apresentado reacao cicatricial mais discreta naqueles animais
tratados com uma solugdo hidroalcéolica de caléndula, ja que preparacgdes
tépicas frequentemente s&o irritantes e estimulam tecido de granulagéo
exuberante naquela espécie (White, 1995).

A area da ferida cutdanea na derme dos ratos diminuiu gradativamente
com a evolugdo do processo de cicatrizagdo nos dois grupos e nao houve
diferenca significativa (Tabela 1). Contudo, a observagdo macroscépica diaria e
os valores médios obtidos nas mensuracdes de contragcdo de ferida permitiram
concluir que a retragao centripeta foi beneficiada, especialmente aos 4° e 7° dias
PO (Figura 1). Resultado semelhante também foi obtido por Martins et al. (2003),
quando mensuraram area de feridas cutaneas de equinos tratadas com solucao

hidroalcéolica de caléndula.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrao da contracdo das feridas cutaneas
em ratos (%) (n=6) dos grupos controle e EEC aos 4° e 7° dias PO.

Dias PO
Grupos 4° 7°
Controle 36,60 +7,73° 4224 +9,12°
EEC 43,51 + 9,972 47,91 +19,26 @

Letras iguais nao diferem entre si. Teste t pareado (P<0,05)
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Figura 1 — Médias da contracdo das feridas cutaneas em ratos
(%) (n=6) aos 4° e 7° dias PO. Teste t pareado
(p<0,05).
Observou-se que as variaveis fibrina e hiperemia aos 4° e 7° dias PO

apresentaram diferenca significativa quando comparadas com o controle (Tabelas

2 e 3, Figuras 2 e 3).

Tabela 2 — Medianas das variaveis histoldgicas avaliadas ao 4° dia PO dos grupos
controle e EEC (n=6).

Variaveis histolégicas Controle EEC P

Fibrina 302 1,0 b 0,026
Hiperemia 252 1,0° 0,015
Hemorragia 30° 30° 0,930
Infiltrado inflamatorio (PMN) 30° 30° 0,999

P = nivel de significancia. Letras iguais n&o diferem entre si (Teste de Mann-Whitney, p<0,05).
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Tabela 3 — Medianas das variaveis histoldgicas avaliadas ao 7° dia PO dos grupos
controle e EEC (n=6).

Variaveis histolégicas Controle EEC P

Fibrina 302 20P 0,041
Hiperemia 252 15° 0,026
Hemorragia 3,02 3,0° 0,999
Infiltrado inflamatorio (PMN) 3,02 3,02 0,937

P= nivel de significancia. Letras iguais nao diferem entre si (Teste de Mann-Whitney, p<0,05)

Figura 2 - Fotomicrografias das feridas cutaneas em ratos aos 4 (A) e 7 (B) dias
PO, evidenciando fibrina (Fb). A1 e B1 referem-se ao controle e A2 e
B2 ao EEC, respectivamente. Hematoxilina-eosina.
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Figura 3 - Fotomicrografia da ferida cutanea em ratos aos 4 (A) e 7 (B) dias PO
evidenciando hiperemia. Grupos controle (A1 e B1) e EEC (A2 e B2),
respectivamente. Hematoxilina-eosina.

A atividade antiinflamatéria da caléndula foi anteriormente evidenciada em
camundongos por Della-Logglia et al. (1990), Della-Loggia et al. (1994), Zitterl-
Eglseer et al. (1997), Alonso (1998), WHO (2002), Hamburguer et al. (2003) e
Ukiya et al. (2006), utilizando modelos de inducao de edema de orelha por éleo de
croton e de edema de pata por carragenina. Esses testes avaliam substancias
que apresentam atividade sobre os produtos da ciclooxigenase (COX),

principalmente as prostaglandinas, pelo fato do éleo de créton e da carragenina

produzirem edema mediado por esses compostos (Lapa et al., 2003). Assim,



42

supde-se que a atividade antiinflamatéria da C. officinalis esteja relacionada a sua
atividade sobre os derivados da COX.

Neste trabalho a atividade antiinflamatéria da caléndula também foi
constatada, ja que houve diferenca significativa quanto as variaveis fibrina e
hiperemia, que compreendem alteragdes circulatorias diretamente relacionadas a
inflamacao.

No 14° dia PO observou-se reepitelizagao total da ferida nos dois grupos

e diferencga significativa quanto a hiperplasia epidermal (Tabela 4 e Figura 4).

Tabela 4 — Medianas da variavel hiperplasia epidermal avaliada ao 14° dia PO
dos grupos controle e EEC (n=6).

Variavel histolégica Controle EEC P

Hiperplasia epitelial 302 1,0° 0,046

P= nivel de significancia. Letras diferentes diferem entre si (Teste de Mann-Whitney, p<0,05).

Al \ = |['B1 e

Figura 4 - Fotomicrografia da ferida cutanea de ratos (n=6) evidenciando a
hiperplasia epidermal. Grupos controle (A1) e EEC (A2) ao 14° dia
PO. Hematoxilina-eosina.

A hiperplasia corresponde ao aumento no numero de células em

consequéncia do aumento no ritmo de divisao celular com manuten¢ao do padrao
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morfofuncional. No caso de hiperplasias que ocorrem junto ao processo
inflamatdrio, estas tém sua génese a partir de fenbmenos intrinsecos da
inflamacao, como a hiperemia e a sintese de substancias que estimulam a divisao
celular. Dessa forma, quanto maior e mais duradoura for a resposta inflamatéria,
maior sera a reagao hiperplasica das células envolvidas no processo (Kumar et
al., 2005).

Nesse ambito, a menor reacido hiperplasica epidermal, verificada nas
feridas cutdneas de ratos tratados com EEC e constatada estatisticamente,
possivelmente relaciona-se a atividade antiinflamatéria da caléndula, ja que as
feridas cutaneas de ratos tratadas com EEC apresentaram resposta inflamatodria
reduzida quando comparada ao grupo controle e evidenciada pela menor
hiperemia e deposicéo de fibrina junto a reagao inflamataria.

A morfometria, houve diferenca significativa quanto a quantidade de
colageno entre os grupos controle e EEC aos 4° e 7° dias PO (Tabelas 5 e Figura
5). No 4° dia PO foi evidenciada coloragao verde brilhante do colageno nos dois
grupos e no 7° dia PO coloragdo amarelo-avermelhada, principalmente observada

no grupo EEC.

Tabela 5 — Medianas da variavel colageno, avaliada por morfometria, ao 4° e
7° dias PO dos grupos controle e EEC (n=6).

Tempo de avaliagao Controle EEC P
(PO)
4° dia 5,332 8,27° 0,025
7° dia 43132 6,23 ° 0,015

P= nivel de significancia. Letras diferentes diferem significativamente (Teste de Mann-Whitney,
p<0,05).



44

FIGURA 5- Fotomicrografia de ferida cutanea em ratos (n=6) aos 4 (A) e 7 (B)
dias PO. A1 (controle): producao de colageno tipo Il evidenciado
pela coloracédo verde em luz polarizada; A2 (EEC): intensa
producao de colageno tipo Ill; B1 (controle): producédo de
colageno tipo | evidenciado pela coloragcdo amarela-alaranjado
em luz polarizada; B2 (EEC): intensa produgao de colageno tipo I.
Coloracao Picrossirius.

Observou-se que, no decorrer do processo de reparo da ferida, o
colageno tipo Il foi gradativamente substituido pelo colageno tipo I, sendo esse
efeito evidenciado pela mudanga de coloragdo do colageno de verde para
amarelo-avermelhado. Borges et al. (2007) descrevem que o colageno é o
principal constituinte do tecido conectivo e pode ser bem evidenciado pela
coloracdo Picrossirius. Nesse método, as fibras colagenas mais delgadas e
menos organizadas, que correspondem ao colageno tipo Ill, apresentam

coloracao verde brilhante devido a menor birrefringéncia. O colageno tipo |, que é
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mais organizado e possui maior birrefringéncia, apresenta coloragdo amarelada
ou avermelhada. Nao foram encontradas referéncias na literatura sobre
mensuragao de colageno pelo Picrossirius em feridas cutaneas tratadas com C.
officinalis. Neste trabalho, a confirmacao estatistica do aumento da concentracéo
de colageno nas feridas tratadas com EEC aos 4° e 7° dias PO (Tabelas 5 e 6),
indica que o EEC colaborou para uma maior sintese colagena, atuando assim, de

forma positiva no processo da cicatrizagao das feridas cutaneas.

2. Atividade antibacteriana in vitro

O EEC e a fragao hexanica apresentaram maior atividade antibacteriana,
mostrando-se mais efetivos frente a bactérias Gram-positivas do que a fragao
diclorometano. As menores concentracbes dos extratos que inibiram o
crescimento dos microrganismos testados foram: EEC, CIM de 0,39 mg/mL, frente
a S. aureus 13048 e B. stearo thermophylus; FDC, CIM de 4,37 mg/mL, frente a
S.aureus 6532 e S.aureus 13048, CIM de 1,08 mg/mL, frente a B. stearo
thermophylus e B. cereus, CIM de 0,5 mg/mL, frente a M. roseus; e FHC, CIM de

0,19 mg/mL, frente a S. aureus 13048 (Quadro 1).
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QUADRO 1- Atividade antimicrobiana com oito diluicbes em placa do extrato
etandlico (EEC) e fragdes diclorometano (FDC) e hexanica (FHC)
e leitura até 24 horas, avaliada pela concentracdo inibitoria

minima.
Bactérias Gram positivas néo- EEC FDC FHC
esporuladas CIM CIM CIM
(mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 6532 50,0 4,37 > 25
Staphylococcus aureus ATCC 13048 0,39 4,37 0,19
Micrococcus roseus ATCC 1740 50,0 0,50 > 25
Micrococcus luteus ATCC 9341 50,0 2,18 > 25
Bactérias Gram positivas esporuladas
Bacillus cereus ATCC 14576 50,0 1,08 0,19
Bacillus stearo thermophylus ATCC 1262 0,39 1,08 > 25
Bactérias Gram negativas
Escherichia coli ATCC 25922 50,0 >17,5 > 25
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 50,0 >17,5 > 25
Serratia marcescens ATCC 14756 50,0 >17,5 > 25
Enterobacter cloacae HMA/FT 502 50,0 >17,5 > 25
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 50,0 > 17,5 > 25

Feridas abertas estdo propensas a contaminagdes por bactérias, podendo
representar uma porta de entrada para infeccbes sistémicas. Quando ocorre
contaminacgao, ha formagao de uma grande quantidade de exsudato e produgéo
de toxinas, retardando o reparo da ferida (Houghton et al., 2005).

Dados da CIM indicaram que o extrato etandlico e as fragoes
diclorometano e hexanica da caléndula apresentaram atividade antibacteriana,
principalmente sobre bactérias gram-positivas. Resultado semelhante foi
observado por Volpato (2005) ao avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico e das fragdes hexanica e diclorometano de C.officinalis, utilizando a

metodologia da cavidade em placa e extracdo em aparelho de Soxhlet. Apesar
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das diferencas metodoldgicas, os resultados obtidos em ambos os experimentos
reiteram a atividade antibacteriana da caléndula.

Conclui-se que as flores da C. officinalis cultivada apresentam efeitos
positivos sobre a atividade cicatricial em feridas cutaneas de ratos, bem como

sobre a atividade antibacteriana in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diversas formas de avaliagdes tém sido propostas para validar os remédios
utilizados pela etnobotanica e etnoveterinaria, incluindo estudos da literatura,
testes clinicos e laboratoriais, bem como o estudo da atividade que esses
compostos exercem sobre o organismo. As flores da Calendula officinalis tém sido
utilizadas pelo homem desde a Antiguidade, principalmente devido a seu efeito

cicatrizante.

De posse dos resultados obtidos com as flores da Calendula officinalis

cultivadas no Brasil, foi possivel estabelecer que:

1) O extrato etandlico e as fragdes diclorometano e hexanica estimularam a
neovascularizagdo na membrana corioalantéide em ovos embrionados de galinha,
avaliada por meio da morfometria, planimetria por contagem de pontos e

avaliac&o histoldgica.

2) O extrato etandlico aumentou o numero de vasos sanguineos na derme de
ratos. Esse fato ratificou a intensa neovascularizacdo promovida pelo extrato no

modelo da membrana corioalantéide

3) O efeito angiogénico do EEC evidenciado na derme de ratos pela
imunistoquimica neste trabalho nao esta relacionado ao aumento na intensidade

da expressé&o do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

4) O efeito angiogénico observado pode estar associado a expressdo de outros
fatores pro-angiogénicos e ndao o VEGF, como o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), ou citocinas angiogénicas, a interleucina 8 (IL-8), o fator de

necrose tumoral—a (TNF-a) e o fator de crescimento e transformacao- (TGF-().
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5) O extrato etandlico exerceu atividade antiinflamatoéria nas feridas cutaneas em
ratos. Esse efeito foi atribuido a diminuigcdo da exsudagao serosa, da hiperemia,
da deposicao de fibrina e da hiperplasia epidermal, além de resultar em crostas

mais delgadas e umedecidas.

6) O extrato etandlico aumentou a quantidade de colageno no tecido de
granulagdo nas feridas cutaneas de ratos, evidenciado pela coloragéo

Picrossirius.

7) O extrato etandlico e as fragdes diclorometano e hexénica apresentaram

atividade antibacteriana, principalmente sobre bactérias gram-positivas.
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