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Resumo

Libidibia ferrea é uma planta muito utilizada popularmente para fins terapéuticos, inclusive para acelerar processos de
cicatrizagdo de feridas cutineas. O presente trabalho pesquisou a composi¢do quimica e avaliou o potencial cicatrizante
do extrato etandlico dos frutos de L. ferrea (Mart. ex Tul.) em ratos. Foram utilizados 24 ratos Wistar divididos em
quatro grupos. De todos os animais, foi retirado um fragmento de pele do dorso e cada grupo recebeu um tratamento
diferente: solugao de NaCl 0,9%, digliconato de clorexidina 1%, extrato etandlico dos frutos de Libidibia ferrea 12,5% e
50%. O processo de cicatrizac¢do foi avaliado macro e microscopicamente. Para a cicatrizacio de pele em ratos o extrato
etandlico dos frutos de L. ferrea a 12,5% ¢é significativamente mais eficiente do que a 50%. Saponinas, acidos orgénicos,
acucares redutores, fendis e taninos, sesquiterpenolactonas e outras lactonas, e antraquinonas foram encontrados no
extrato.

Palavras-chave: Pele. Cicatriza¢do. Droga vegetal.

Abstract

Libidibia ferrea is a plant popularly used for therapeutic purposes, including processes to accelerate wound healing. The
present investigation analyzed the chemical composition and the healing potential of ethanolic extract of the fruits of
L. ferrea (Mart. ex Tul.) in rats. This study used 24 Wistar rats divided into four groups. In all animals a piece of skin
on the back was removed and each group received a different treatment: NaCl 0.9%, Chlorhexidine digluconate 1%,
ethanol extract of the fruits of Libidibia ferrea 12.5% and 50%. The healing process was evaluated macroscopically and
microscopically. The ethanolic extract of the fruits of L. ferrea 12.5% was significantly more efficient than the 50%
healing in rat skin.
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Introducao de prostaglandinas e atividade cicatrizante (CARVA-
LHO et al., 1996; SAMPAIO et al., 2009).

Libidibia ferrea, popularmente conhecida como o
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em infusdo na d4gua ou xarope para o tratamento da tos-
se de animais de estimacdo (MONTEIRO et al., 2011).
Portanto, a cultura da regido amazonica, que dispdem
de iniimeros produtos e principios ativos referendados
pela ciéncia, mais uma vez apresenta uma planta com
potencial utilizacdo na medicina veterinaria.

O presente trabalho investigou os componentes fi-
toquimicos e avaliou o potencial cicatrizante do ex-
trato etanolico dos frutos de L. ferrea (Mart. ex Tul.),
descrevendo as observag¢des macroscopicas e micros-
copicas provocadas pelo extrato na cicatrizagdo cuta-

nea de ratos Wistar.

Material e Métodos

Todos os experimentos envolvendo animais foram
realizados de acordo com os principios éticos em pes-
quisa animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Ex-
perimentacao Animal (COBEA), e o projeto foi apro-
vado no Comité de Etica da Universidade Estadual
Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, FMVZ, Campus de
Botucatu, (Protocolo N° 217/2012-CEUA).

Os frutos de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.
Queiroz var. ferrea foram coletados em novembro
de 2011 no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa
Amazonia Oriental, em Belém, Estado do Par4, Brasil.
A planta e os seus frutos foram enviados ao Herbario
Embrapa Amazonia Oriental para identificagao bota-
nica, sendo registrados sob o nimero 187869.

Para a preparagdo do extrato, os frutos foram higie-
nizados com 4dlcool 70° e deixados em temperatura
ambiente para a primeira secagem. Vagens escuras e/
ou furadas foram descartadas.

Ap6s 48 horas, o material foi colocado em estufa de
circulagdo de ar for¢ado microprocessada a 40°C du-
rante o periodo de 72h para secagem. Depois desse pe-
riodo, as vagens foram trituradas em moinho de facas.

O material triturado (1,5 kg) foi colocado para ma-
ceragdo em alcool 96°, na proporgido de 5 litros de al-
cool para 1 kg de planta, durante 7 dias. Em seguida,
o macerado foi filtrado e a tintura extraida foi a rota-

evaporagdo. O extrato obtido foi liofilizado, e quando
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requerido para os experimentos in vivo, foi dissolvido
em solucdo fisiologica no momento do uso.

As andlises fitoquimicas para detectar a presenca de
fendis, taninos, catequinas, leucoantocianidinas, fla-
vonoides, esteroides, triterpenos, saponinas e alcaloi-
des foram realizadas conforme Barbosa (2004).

Para o estudo da toxicidade oral, foi utilizada a adap-
tacdo da metodologia proposta pela Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD);
sendo utilizadas dez ratas com 100 dias de idade, di-
vididas em dois grupos de cinco animais cada. O gru-
po teste recebeu o extrato por via oral, por meio de
gavagem, na dose de 5 g/kg; o outro grupo recebeu o
mesmo volume de NaCl 0,9%, também por gavagem.
Os animais foram observados durante 14 dias para a
deteccdo de qualquer alteragio clinica ou comporta-
mental indicativa de intoxicacio, tais como mudancas
na pele ou pelame, olhos e mucosas, padrio respiratd-
rio e comportamental, tremores, convulsio, salivagao,
diarreia, letargia, sonoléncia e coma (OECD, 2008).

Para o teste in vivo, foram utilizados 24 ratos da li-
nhagem Wistar com 120 dias de idade, com peso de
150 a 195 g e alojados individualmente em gaiolas de
polietileno limpas, sob as mesmas condi¢des experi-
mentais, com umidade entre 40% e 45%, temperatura
entre 23° e 25°C e ciclo claro/escuro 12h/12h. Todos
os animais foram alimentados com ragdo comercial
para roedores e agua ad libitum.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos (G1 a G4) de seis animais cada, sendo o Gru-
po 1 (G1) tratado com NaCl 0,9%, o Grupo 2 (G2)
com digliconato de clorexidina 1%, o Grupo 3 (G3)
com extrato de Libidibia ferrea a 12,5% e o Grupo 4
(G4) com extrato de Libidibia ferrea a 50%. Todos os
tratamentos foram realizados pela via tdpica a cada
24 horas.

Para a confecgdo das feridas, os animais foram anes-
tesiados com cloridrato de quetamina na dose de 75
mg/kg e xilazina na dose de 5 mg/kg, associadas na
mesma seringa por via intramuscular. Depois de atin-

girem plano anestésico, foi realizada tricotomia da re-
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gido dorsal em cada animal com méaquina de tosa com
lamina n° 40 e antissepsia no local com dlcool 70°. Em
seguida, foi retirado um fragmento de pele da regiao
interescapular dorsal por animal, com punch para bi-
opsia de pele de 6 mm.

Os ferimentos foram avaliados macroscopicamen-
te quanto a coloragao do leito da ferida, presenca de
crostas, exudacdo e prurido, diariamente. As mensu-
racoes do didmetro maior e menor das feridas foram

realizadas a cada 72 horas com paquimetro digital.

Para a obtencdo da drea das feridas, foi utilizada a
equacio proposta por Prata et al. (1988): A = 3,14.R.r;
em que A representa o valor da drea calculado em
mm?, R corresponde a metade do didmetro maior
da ferida e r a metade do diametro menor. O grau de
contragdo da ferida, expresso em percentual, foi obti-
do com a férmula proposta por Ramsey et al. (1995):
percentual de contragio da ferida = (Area inicial -
Area final) / Area inicial x 100; em que a 4rea inicial
corresponde ao dia do procedimento cirurgico (Dia
0) e a area final ao 9° dia de tratamento.

No dia nove do experimento, os animais foram
anestesiados conforme o protocolo ja descrito e eu-
tanasiados por deslocamento da cervical, segundo
diretrizes da American Veterinary Medical Associa-
tion (AVMA) para eutanasia de ratos (AVMA, 2007)
e com auxilio de um bisturi foi retirado um fragmen-
to de pele de 2 cm? do dorso. Os fragmentos de pele
foram fixados em formalina 10% e processados para
histopatologia. Foram realizadas coloragdes de hema-
toxilina e eosina, e tricomico de Massom, para melhor
avaliacdo da fase proliferativa da cicatrizagdo.

Os achados histopatoldgicos foram avaliados quali-
tativamente como ausente (0), discreto (1), moderado
(2) e acentuado (3). As sec¢des histoldgicas foram es-
tudadas segundo uma adaptagao dos critérios propos-
tos por Garros et al. (2006), que avaliaram a reepite-
lizagao, proliferagdo vascular, células mononucleares,
polimorfonucleares e colagenizagao. Foi caracterizada
histologicamente a fase inflamatdria da cicatrizagao

quando o infiltrado de neutréfilos e macréfagos es-
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tava presente; a fase proliferativa foi evidenciada pela
proliferacdo vascular, fibroblastica e reepitelizagao
(ACKERMANN, 2013).

Os resultados obtidos foram analisados com o pro-
grama Statistix 9.0. A compara¢do entre as médias
das feridas e os seus respectivos graus de contragao
foi efetuada pelo teste de Tukey, sendo considerado
significante P < 0,05. A graduagdo dos parametros
histoldgicos foi submetida a analise de variancia para
médias ndo paramétricas (Friedman), considerando-
-se P < 0,05.

Resultados

O extrato etandlico dos frutos de L. ferrea caracte-
riza-se por uma colora¢do marrom-escuro e seu ren-
dimento final foi de 152,9303 g. O extrato também
apresentou boa solubilidade em dgua, o que favoreceu
o processo de diluicao.

As analises fitoquimicas revelaram a presenca de sa-
poninas, acidos organicos, agticares redutores, fendis
e taninos, sesquiterpenolactonas, e antraquinonas.

As feridas dos animais tratados com NaCl 0,9%
apresentaram-se rosadas, sem exsudagdo ou qualquer
outro sinal de infec¢ao durante o periodo experimen-
tal. A partir do terceiro dia, havia uma fina crosta de
cor marrom-claro sobre os ferimentos dos animais.
Trés ratos apresentaram desprendimento da crosta
entre o terceiro e o sexto dia. No nono dia, um dos
animais ja apresentava epiteliza¢do cobrindo todo o
leito da ferida.

No terceiro dia do experimento, as feridas tratadas
com clorexidine 1% apresentavam crosta com colora-
¢d0 marrom, sendo que em trés lesoes foram observa-
das crostas com bordas de coloragio negra. Em dois
animais, a crosta desprendeu-se no sexto e oitavo dias.
Em um rato, foi notada a presenca de secrecdo puru-
lenta entre o terceiro e o sexto dia do experimento.

Todos os animais que receberam tratamento topico
com juca formaram crostas exuberantes de colora-
¢d0 marrom-escuro a preto sobre a ferida, sendo que

os animais do G4 (L. ferrea 50%) formaram crostas



maiores do que os do G3 (L. ferrea 12,5%). Em um
animal do G3 houve o descolamento da crosta no sex-
to dia, durante a manipula¢ido do animal. No G4, dois
animais apresentaram desprendimento da crosta no
quinto dia.

As areas das feridas de todos os grupos diminuiram
progressivamente durante os nove dias do experimen-

to, conforme pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 - Efeitos dos tratamentos com NaCl 0,9%, clore-
xidine 1%, L. ferrea 12,5% e L. ferrea 50% sobre
a cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos entre
os dias 0 (realizagdo dos ferimentos) e o dia 9
(realizagao da eutanasia). Os valores estdo apre-
sentados como média + erro-padrdo p < 0.05
Fonte: (KOBAYASHI, 2013).

Em relagdo as analises morfométricas dos ferimen-
tos, no dia trés houve diferenca estatistica apenas entre
as areas das feridas dos grupos G1 e G4. Entretanto, no
dia seis houve diferenca estatistica entre 0 G4 e os gru-
pos G1 e G2. No dia nove, foi observada diferenca es-
tatistica entre o G1 e os grupos G4 e G2, revelando que
o tratamento com NaCl 0,9% foi mais benéfico para a
contrag¢io do ferimento quando comparado com os ou-
tros dois tratamentos. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre o tratamento com NaCl 0,9% (G1) e
com L. ferrea 12,5% (G3) durante todo o experimento.

Histologicamente, no G1, quatro animais apresenta-
ram proliferacao da epiderme cobrindo todo o leito da

ferida. Trés animais apresentaram discreta hiperque-
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ratose. Os outros dois apresentavam epiderme parcial-
mente reconstituida. O tecido de granulagdo maduro,
caracterizado por fibroblastos arranjados em feixes
e poucos vasos sanguineos, foi visualizado em cinco
animais. A neovasculariza¢do e o infiltrado mononu-
clear (linfdcitos e macrofagos) no tecido de granulagao
estavam presentes em um rato. Dois animais do grupo
apresentavam crosta ainda aderida na epiderme.

Entre os animais do G2, cinco apresentavam epite-
lizagdo completa. A proliferacao da camada basal da
epiderme sem evidéncias de queratinizagao e crosta
aderida ao ferimento foi visualizada em um rato deste
grupo. Quatro animais apresentaram neovasculariza-
¢do evidente do tecido de granulagédo, sobretudo pro-
ximo a epiderme. Em um rato em que nao havia epi-
telizagdo, foi observado tecido de granulagdo imaturo
e infiltrado moderado de neutréfilos e macréfagos na
epiderme.

Nos animais do G3, havia epiderme reconstituida
em todos os animais, com queratinizagdo ausente em
dois. Trés ratos apresentavam tecido de granulagdo
imaturo com neovasculariza¢ao proximo a epiderme.
Infiltrado de linfécitos e macréfagos foi observado em
trés animais. Um rato apresentou foliculite focal mo-
nonuclear discreta.

No G4 nido havia epitelizacdo em dois ratos, trés
animais apresentaram epitelizagdo incompleta, e um
apresentou epiderme completamente reconstituida.
Tecido de granulagdo imaturo foi observado em todos
0s ratos e quatro apresentaram crostas sobre a ferida.

Os achados histopatoldgicos relacionados a reepite-
lizagao, proliferacao vascular, células mononucleares,
polimorfonucleares e colagenizagdo estio expressos
na tabela 1.

Nas doses empregadas o extrato etandlico dos fru-
tos de L. ferrea nao apresentou toxicidade aguda para
ratos.

Discussao

Em uma abordagem fitoquimica menos abrangente

do extrato etandlico de frutos de L. ferrea coletados
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na regido do Nordeste do Brasil, Almeida et al. (2005)
encontraram taninos, fendis e quinonas. Esses consti-
tuintes também foram encontrados no presente traba-
lho. Dweck (2009) refere que, no estudo fitoquimico
de um vegetal, a sua composi¢ao pode variar de acor-
do com a area de crescimento, o solo, as condi¢des
climaticas, o tempo de colheita, processamento e a
parte da planta utilizada para a prepara¢ao do extrato.
Entretanto, taninos, fendis e quinonas foram encon-
trados em todos os ensaios fitoquimicos ja efetuados,
o que indica que, provavelmente, estes compostos es-
tardo presentes nos extratos independentemente das
variaveis de solo, clima ou parte da planta.

Em estudos sobre atividade cicatrizante de plantas
medicinais, a maioria dos autores sugere que os ta-
ninos sdo os responsaveis pela acdo farmacoldgica,
em virtude de sua propriedade adstringente (OLI-
VEIRA et al, 2010). A adstringéncia é um conceito
conhecido ha varios anos e refere-se a capacidade
desses metabdlitos secundarios dos vegetais em pre-
cipitar as proteinas da saliva, o que ocorre também
com proteinas sanguineas, bacterianas, parasitarias e
enzimas (BATE-SMITH, 1973). Os taninos também
formam complexos com ions metalicos como o fer-
ro, manganés, cobre, aluminio e apresentam atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres (OKU-
DA, 2005). Embora a adstringéncia dos taninos nao
venha sendo estudada sistematicamente (RIVERA-
-ARCE et al., 2007), sabe-se que os compostos antio-
xidantes influenciam positivamente na reparagdo de
feridas (SCHAFER; WERNER, 2008). Além disso, a
formagdo de uma barreira mecanica é sugerida como
mecanismo de a¢do dos taninos no favorecimento da
cicatrizagao de ulcera péptica em ratos (VASCONCE-
LOS et al., 2010). Ainda, a atividade antimicrobiana
dos extratos de Acanthus ilicifolius, particularmente
sobre bactérias presentes na pele, foi recentemente es-
tudada e associada em grande parte a presenca de ta-
ninos (GOVINDASAMY; ARULPRIYA, 2013). Dessa
maneira, os efeitos antimicrobianos, adstringentes e

antioxidantes dos taninos possivelmente podem ex-
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plicar a agdo desses metabdlitos nos processos de ci-
catrizagdo de feridas.

No presente trabalho, a analise macroscopica dos
ferimentos revelou a presenga das crostas nas feridas
tratadas com L. ferrea. Durante estudos da influén-
cia de extratos de planta na cicatrizagdo cutidnea em
ratos, embora tenham sido observadas crostas em
animais experimentais, ndo houve influéncia no pro-
cesso cicatricial (AMORIM et al., 2006; HERMES et
al., 2013). Entretanto, no presente trabalho, os ratos
do G4 (L. ferrea 50%) formaram crostas exuberantes e
tiveram atraso na reepitelizacdo.

Microscopicamente, o infiltrado celular observado
foi discreto em todos os animais estudados, sobretudo
no grupo tratado com o extrato a 12,5%, no qual nao
foi visualizado infiltrado de polimorfonuclares. Sabe-
-se que os taninos presentes no extrato testado pos-
suem atividade antimicrobiana (GOVINDASAMY;
ARULPRIYA, 2013), o que pode influenciar o tipo e a
quantidade de infiltrado inflamatdrio.

A proliferacao vascular foi semelhante nos animais
experimentais e caracterizou-se por uma angiogénese
mais evidente proximo a lamina basal da epiderme.
A transi¢do da fase inflamatdria para a proliferativa
ocorre por volta de trés a cinco dias apos a lesdo. Va-
riagdes importantes na proliferagdo vascular entre os
grupos deste experimento nao foram observadas, en-
tretanto o nimero e o calibre dos vasos eram menores
nos animais com melhor reepitelizagio.

No presente trabalho, o grupo tratado com o extra-
to de L. ferrea a 50% apresentou menor grau de epi-
telizagdo quando comparado aos demais (Tabela 1).
Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum (2003) obser-
varam que feridas que permanecem abertas e formam
crostas, epitelizam mais lentamente.

O tratamento com L. ferrea 50% retardou o processo
de contragao da ferida, quando comparado ao tratamen-
to com NaCl 0,9% e resultou em menor grau de reepi-
telizagdo, quando comparado aos outros grupos (Tabe-
la 1). Entretanto, o grupo com L. ferrea 12,5% apresen-

tou boa reepiteliza¢do, o que indica que a concentragao
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Tabela 1 - Avaliagdo histopatologica dos ferimentos cutineos de ratos tratados com solugio fisiologica, clorexidine 1%, L.
ferrea 12,5% e L. ferrea 50% — Biotério da UFPA - 2012

Grupos Intensidade dos achados

Re PV MN PN Co
NaCl 0,9% 2,5a 1,17a 0,83a 0,17a la
Clorexidine 1% 2,5a 1,33ac 1,17bc 0,5ac 1,33b
L. ferrea 12,5% 3ab 1,17a lac 0Oab 1,17ab
L. ferrea 50% 1,33ac 1,83bc 1,67b 0,17a 1,17ab

Os achados foram classificados como ausente (0), discreto (1), moderado (2) e acentuado (3). Re, Reepitelizacdo; PV, proliferacao vascular; MN, células
mononucleares; PN, células polimorfonucleares; Co, colagenizagao. Letras diferentes indicam p < 0,05

do extrato pode influenciar o resultado do tratamento.

A colagenizagdo variou de discreta a moderada em
todos os grupos. Embora, em ratos, Roy et al. (2012)
tenham relacionado a colagenizagao mais intensa
com a melhor epiteliza¢do, no presente trabalho nio
foi estabelecida esta relagdao. A despeito da L. ferrea
ndo ter atuado na colagenizacdo, outras plantas testa-
das em ratos como Schinus terebinthifolius (ESTEVAO
etal., 2013) e Plectranthus aegyptiacus (ALKAFAFY et
al., 2014) foram capazes de influenciar este aspecto do
processo cicatricial.

Na dose testada, o extrato etanolico dos frutos de
L. ferrea ndo apresentou toxicidade aguda para ratos.
Nao foram observados sinais de toxicidade aguda por

injeao intraperitonial do extrato de L. ferrea em ca-
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