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Avaliagdo da toxicidade aguda e da atividade cicatrizante dos extratos etanélicos
das folhas e raizes da Memora nodosa (Silva Manso) Miers (Bignoniaceae)
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RESUMO: Memora nodosa (Silva Manso) Miers € uma espécie da flora do Cerrado cujas folhas
e caules sao utilizados popularmente no tratamento de feridas e Ulceras externas, enquanto
as raizes sdo empregadas para dores abdominais e no tratamento da sarna. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a toxicidade aguda dos extratos etandlicos das folhas e raizes nas doses de
2000 e 5000 mg kg' em ratos e camundongos e a atividade cicatrizante das solu¢des aquosas
contendo 2% desses extratos em feridas cutdneas em ratos. A contragao das bordas das feridas
foi avaliada por analises histologicas e morfométricas apos 4, 7 e 14 dias de tratamento e por
reacdo imunohistoquimica apds 7 dias de tratamento. Os extratos etandlicos das folhas e
raizes ndo apresentaram toxicidade na dose de 2000 mg kg' para ratos e camundongos e na
dose de 5000 mg kg para ratos. Nos camundongos, a dose de 5000 mg kg-' dos extratos das
folhas e raizes provocou alteragdes histologicas no figado. Nao foram observadas diferengas
significativas na contragéo das feridas entre os grupos tratados com os extratos das folhas e das
raizes e o controle apds 4 e 7 dias de tratamento. Apds 14 dias de tratamento, 50% dos animais
tratados com o extrato das raizes apresentaram reepitelizacao total das feridas e reconstrugéo
parcial dos anexos. A alantoina, isolada do extrato etandlico da raiz, pode ser considerada como
um dos metabdlitos secundarios responsaveis pela aceleragao da reepitelizagao.

Palavras-chave: Memora nodosa, cicatrizagéo de feridas, alantoina, atividade angiogénica

ABSTRACT: Evaluation of acute and healing activity of ethanol extracts of Memora nodosa
(Silva Manso) Miers (Bignoniaceae) leaves and roots. Memora nodosa (Silva Manso) Miers
is a Brazilian Cerrado species whose leaves and stems are commonly used to treat external
wounds and ulcers and the roots are used for abdominal pain and to treat scabies. The purpose
of this study was to evaluate the acute toxicity of ethanol extracts from the leaves and roots of
M. nodosa at 2000 and 5000 mg kg doses in rats and mice and to evaluate the healing activity
of aqueous solutions containing 2% of these extracts on skin wounds in rats. The contraction
of the wounds was evaluated by histological and morphometric analysis after 4, 7 and 14 days
of treatment and by immunohistochemistry analysis after 7 days of treatment. The ethanol
extracts of leaves and roots presented no toxicity at a 2000 mg kg-1 dose for rats and mice,
and at a 5000 mg kg-1 dose for rats. Histological changes in the liver of mice were verified with
a 5000 mg kg-1 dose of the leaf and root extracts. Macroscopic and histological differences
were not observed in the contraction of wounds between the groups treated with leaf and root
extracts and the control group after 4 and 7 days of treatment. After 14 days of treatment, 50%
of the animals treated with the root extract presented total re-epithelialization of wounds and
partial reconstruction of the annexes. Allantoin, isolated from the root ethanol extract, can be
considered one of the secondary metabolites responsible for accelerating re-epithelialization.
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INTRODUGAO

Memora nodosa (Silva Manso) Miers
(Bignoniaceae) é uma planta do Cerrado cujas
folhas e caules sao usados popularmente como
cicatrizante de feridas e Ulceras externas e as raizes,
no tratamento de dores abdominais e sarnas (Silva,
1998; Siqueira, 1988).

Em relagéo a cicatrizacao de feridas, nas
ultimas décadas, verificaram-se grandes avangos
na compreenséo dos diversos fatores e fenébmenos
relacionados com o processo de reparagao tissular,
bem como no desenvolvimento de novos recursos
e tecnologias no tratamento. Entretanto, muito
ainda precisa ser descoberto, em especial para
ser utilizado em paises subdesenvolvidos, onde a
incidéncia e a prevaléncia de lesdes cronicas sao
muito elevadas, principalmente em portadores de
diabetes (Maldelbaum et al., 2003).

A cicatrizagao de feridas ocorre em trés
fases ou periodos sobrepostos: fase inicial,
exsudativa ou inflamatdria, fase proliferativa e fase
de remodelagédo ou maturagdo. Cada uma dessas
fases é caracterizada pela presenga de infiltrados de
células em locais especificos, que ocorre de forma
integrada e coordenada por mediadores quimicos,
no sentido de otimizar o reparo. Segundo Hosgood
(2006), as caracteristicas macroscopicas dos
estagios da inflamacgao e do debridamento para uma
ferida aberta incluem coagulo sanguineo, exsudato
serosanguinolento e superficie sem tecido de
granulacédo. A concentracéo de polimorfonucleares
é alta no inicio do processo inflamatério e vai
diminuindo com a evolugédo da cicatrizagao
(Sanchez Neto et al., 1993). Durante a formacao
do novo tecido ocorre a proliferagao fibroblastica e
angioblastica (angiogénese) (Castelo Branco Neto
et al., 2006; De Nardi et al., 2004; Hosgood, 2006;
Rubin et al. 2006). Assim, de modo geral, o principal
parametro avaliado na cicatrizagcao de feridas
em modelos animais é a redugédo do tamanho da
ferida, normalmente expressa em termos de area.
As analises histologicas do tecido de granulagao e
epidérmicos complementam a avaliacéao (Krishnan,
2006).

O uso popular, e mesmo tradicional, nao
sao suficientes para validar as plantas medicinais
como medicamentos eficazes e seguros. Assim,
€ importante realizar estudos farmacolégicos e
toxicologicos que comprovem ou n&o sua eficacia
e avaliem sua seguranga.

No que se refere aos ensaios toxicoldgicos
pré-clinicos, a toxicidade aguda manifesta-se
imediatamente ou com até 14 dias apds a exposi¢ao
de uma dose Unica de um xenobidtico por ingestao,
inalagéo ou através da pele de animais e do homem.
O propdsito dos testes de toxicidade aguda é
identificar uma dose claramente toxica, sub-letal ou

letal e identificar os 6rgéos alvos da substancia em
estudo (Bresolin & Cechinel Filho, 2003).

Estudos prévios realizados com a M.
nodosa evidenciaram a presenga de saponinas e
flavondides nas raizes e saponinas, flavonoides
e oleo essencial nas folhas (Tresvenzol et al.,
2005). O dleo essencial apresentou o benzaldeido
e o 1-octen-3-0l como componentes majoritarios
(Tresvenzol et al., 2009).

Os extratos etandlicos das folhas, caules e
raizes da M. nodosa apresentaram fraca atividade
antimicrobiana (Tresvenzol et al., 2009).

Visando ampliar os estudos sobre M.
nodosa, essa pesquisa teve como objetivos avaliar
a toxicidade aguda e atividade cicatrizante dos
extratos etandlicos obtidos das folhas e raizes
dessa planta.

MATERIAL E METODO

Material botanico

O material botanico constituido por folhas
e raizes de Memora nodosa foi coletado na regido
de Senador Canedo, Goias, Brasil (16°45'1” S, 49°
0,77 50,6” W, a 717m de altitude), no més de janeiro
de 2006 e identificado pelo Professor Heleno Dias
Ferreira da Universidade Federal de Goias (UFG).
Uma exsicata foi depositada no Herbario da UFG
sob o registro 29981.

Preparacgao dos extratos etandlicos brutos

O material foi seco em estufa com ventilagéo

forgcada a 40°C e triturado em moinho de facas até

a obtencao dos respectivos pos. Os extratos das

folhas e raizes da M. nodosa foram obtidos por

maceragao em etanol a 95%, em temperatura

ambiente, e concentrados em rotaevaporador a
40°C (Ferri, 1996).

Isolamento e identificagcdo de metabdlito
secundario
Durante o processo de concentracao
do extrato etandlico bruto das raizes observou-
se a presenca de um solido amarelado aderido
as paredes do baldo. Esse solido foi retirado e
purificado por recristalizacdo em etanol: agua
(1:1). Para a identificagédo desse composto foram
utilizadas técnicas espectrométricas de ressonancia
magnética nuclear (RMN C*, H'") e Infravermelho
(IV). Os espectros foram analisados e comparados
com dados da literatura e com os espectros de um
similar sintético PA (Sigma).

Toxicidade aguda
O experimento foi aprovado pelo Comité
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de Etica em Pesquisas Médica Humana e Animal
do Hospital das Clinicas/UFG, sob o protocolo ne
057/07.

Para a avaliagao da toxicidade aguda
utilizaram-se ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) de ambos os sexos, com peso médio de
250 g, oriundos do biotério da Universidade Federal
de Goias e camundongos (Mus musculus Swiss),
fémeas, peso médio de 24 g, oriundos do biotério
da UNICEUB - Centro Universitario de Brasilia.

Os animais foram pesados e divididos
de forma aleatéria, em ndmero de trés por caixa,
e adaptados no Biotério do Nucleo de Estudos e
Pesquisas Toxico-Farmacolégicas da Faculdade
de Farmacia/UFG, por um periodo de dez dias sob
condigbes ambientais controladas (temperatura
22°C + 2°C, umidade relativa do ar de 50% a 70% e
fotoperiodo claro/escuro de 12 horas). Agua e racéo
foram oferecidos aos animais ad libitum, exceto nas
quatro horas que antecederam a administragao das
amostras.

Ainvestigacao da toxicidade aguda seguiu,
em linhas gerais, as diretrizes da OECD (2001) para
teste de classe de dose aguda toxica (Guideline
423).

Os extratos etandlicos das folhas e raizes
da M. nodosa foram solubilizados em agua/
DMSO 5% de forma a ndo exceder 1 mL por 100
g de peso corporal dos animais. As solugdes foram
administradas por via oral, através de gavagem.

Os ratos e os camundongos receberam
uma dose unica de 2000 mg kg dos extratos
etandlicos das folhas e das raizes. Posteriormente,
outros grupos de ratos e camundongos receberam
uma dose Unica de 5000 mg kg-'. Grupos tratados
apenas com o veiculo foram incluidos como controle
negativo.

Os animais foram observados inicialmente
a intervalos variados no dia da administragcao (10
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6
horas, 12 horas e 24 horas) e, posteriormente,
uma vez ao dia até o 14¢ dia. Nesse periodo,
realizaram-se observagdes comportamentais
sistematicas (screening hipocratico), tabulando-
se as intensidades dos eventos de zero a quatro,
assim discriminados: ausente (0), raro (1), pouco (2),
moderado (3), intenso (4) de acordo com o modelo
proposto por Malone & Robichaud (1962) e Malone
(1977). A quantidade de excretas e o consumo de
agua e ragao foram avaliados a cada 72 horas.

No 14¢ dia, os ratos foram sacrificados
em camara de CO, e os camundongos por
deslocamento cervical, obedecendo aos principios
éticos de experimentagéo animal, propostos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.
Apods o sacrificio dos animais, os 6érgaos (figado,
baco e rins) foram removidos e analisados a vista
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desarmada. Fragmentos desses 6rgaos foram
retirados para avaliagao histoldgica, fixados em
formol tamponado a 10% por 24 horas, processados,
corados com hematoxilina-eosina (HE) e analisados
em fotomicroscopio 6ptico (LEICA, DMLS).

Atividade cicatrizante

Esse experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisas Médica Humana e Animal
do Hospital das Clinicas/UFG, sob o protocolo ne
188/07.

Foram utilizados 54 ratos (Rattus novergicus
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.

Os animais foram adaptados no Biotério
do Nucleo de Estudos e Pesquisas Toéxico-
farmacologicas da Faculdade de Farmacia/UFG,
por um periodo de dez dias e mantidos em gaiolas
individuais de polipropileno, forradas com maravalha,
sob condi¢des ambientais controladas (temperatura
22°C £ 2°C, umidade relativa do ar de 50% a 70% e
fotoperiodo claro/escuro de 12 horas). Agua e ragéo
foram oferecidos aos animais ad libitum.

Os animais foram pesados e divididos, de
forma aleatéria, em 3 grupos de 18 animais cada,
e receberam os seguintes tratamentos:

Grupo 1: animais tratados com agua
destilada.

Grupo 2: animais tratados com solugéo
aquosa contendo 2% do extrato etandlico das folhas.

Grupo 3: animais tratados com solugao
aquosa contendo 2% do extrato etandlico das raizes.

Cada grupo foi dividido em trés subgrupos
(n=6) e avaliado ap0s 4, 7 e 14 dias de tratamento.

Para o procedimento cirurgico de instalagao
das feridas, os animais foram anestesiados (IM) com
cloridrato de cetamina (70 mg kg') e cloridrato de
xilazina (10 mg kg') (Pachaly, 2006), posicionados
em decubito ventral e submetidos a tricotomia na
regido dorsal-cervical. Uma ferida circular, com 10
mm de didmetro, foi confeccionado com um punch
metalico na regido depilada, de forma a retirar-se
apenas a pele do animal.

Logo apds a cirurgia e diariamente, no
mesmo horario, foram instiladas 100 pL das solu¢des
testes e do controle nas feridas dos animais. As
feridas foram avaliadas diariamente, verificando-se
a presencga ou auséncia de hemorragia, exsudato
e crosta.

Um subgrupo (n=6) de cada grupo foi
sacrificado em camara de CO, apos 4, 7 e 14 dias
de tratamento, conforme protocolos preconizados
por Lopes et al. (2005) e Garros et al. (2006).

Para a analise morfométrica, as feridas
foram fotografadas nos dia zero (quando da
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realizagcao da ferida), apos 4, 7 e 14 dias de
tratamento utilizando-se uma camara digital (Sony
MPEGMOVIE VX) adaptada a um tripé e a uma
distancia constante de 27 cm da ferida. As imagens
foram transferidas para um microcomputador e

analisadas utilizando-se o software Image J 1.3.1
(NIH, EUA). Para avaliar o grau de contragao
da area da ferida foi utilizada a férmula abaixo
proposta por Al-Watban & Andres (2000) e Oliveira
et al. (2000).

Contracao relativa da ferida (%) = (Area lesada inicial — Area contraida) x 100

Area lesada inicial

Para a avaliagao histoldégica, 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) e com corante picro-sirius (Lopez & Rojkind,
1985).

Os parametros, infiltrado inflamatério
(polimorfonucleares ou mononucleares), fibrina,
hemorragia e hiperemia foram avaliados apos 4 e
7 dias de tratamento, considerando os escores:
ausente (0%), discreto (até 25%), moderado (> 25
a50%) e acentuado (> 50%) (Biondo-Simdes et al.,
2006). Para avaliar o grau de reepitelizagao, apos
14 dias de tratamento, adotaram-se os escores:
total (epitélio recobrindo 100% da area lesada,
com ou sem anexo) e parcial. A semiquantificagéo
do colageno foi realizada pela observagéo da
intensidade da cor alaranjada das fibras coradas
com picro-sirius € analisadas sob luz polarizada,
de acordo com os escores propostos por Biondo-
Simdes et al. (2006).

Para a analise imunohistoquimica, cortes
de 5 um foram distendidos em [&minas histologicas
silanizadas (3-aminopropil-triethoxisilane, Sigma).
Apés a desparafinizagdo e a reidratagdo dos
cortes, as laminas foram colocadas em solugao
de citrato pH 6,0, em banho-maria a 95°C, por 30
minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas
com albumina bovina (BSA) a 3% em camara
Umida, a temperatura ambiente, por uma hora e
posteriormente tratadas com anticorpo primario,
VEGF (147) (Santa Cruz Biotechnology — 507), na
diluicdo 1:500, em camara Umida a 4°C, por toda a
noite. Apos esta etapa, instilou-se sobre as laminas
o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase
(kit LSAB — Dako K0690), em camara umida, a
temperatura ambiente, por 20 minutos. A reagao
foi revelada com solugdo de diaminobenzidina
(DAB), durante um minuto. Solugcdo de PBS
(tampéo fosfato-salino) foi utilizada para as
lavagens entre as etapas. Os cortes foram, entéo,
contracorados com hematoxilina de Mayer, por
30 segundos, e as laminas montadas com resina
sintética (Sigma Aldrich, USA).

A leitura das laminas foi realizada com
auxilio do sistema de analise digital de imagem.

A contagem do numero de vasos sanguineos na
area da ferida foi realizada utilizando-se 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 histoldgica
e foram contados apenas os vasos nas interseccoes
presentes no campo visual, conforme modelos
propostos por Ribattii et al. (2000) e Prado et al.
(2006).

Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a
tratamento estatistico utilizando-se o programa
GraphPad InStat (Version 3.05 for Windows).
Para a analise das variaveis paramétricas foi
utilizado o teste t pareado e para as variaveis nao-
paramétricas, o teste de Kruskal-Wallis e o pds-
teste de Dunn. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes quando p < 0,05
(Sampaio, 1998).

RESULTADOS

Isolamento e identificagao de metabodlito
secundario
Ao concentrar-se o extrato etandlico das
raizes da M. nodosa, verificou-se a presenca
um soélido amarelado com baixa solubilidade em
etanol e razoavel solubilidade em agua. O solido
foi recristalizado, obtendo-se cristais levemente
amarelos. Apds a analise dos espectros de |V,
RMN-H', RMN-C" o composto foi identificado como
sendo a alantoina. Os espectros foram comparados
com dados da literatura (Souza et al., 2004; Ferreira
etal., 2000) e com o espectro de IV de uma amostra
de alantoina PA. Destacaram os seguintes dados
espectrais: IV (KBr, cm) 3439,89 (amina primaria),
3344,19 (amida), 3220,73, 1781,81 (carbonila de
amida), 1717,46 (carbonila de amida), 1661,88,
1603,55, 1540. RMN- 'H (DMSO, o, J)300MHz:
10,55(s, H-1), 8,07(s, H-3), 6,91-6,88 (d, H-6,
J=8,4Hz), 5,80(s, H-8), 5,25(d, H-5, J=8,1Hz). RMN-
3C (DMSO, 0)75MHz: C-2(157,57), C-4(173,84),
C-5(62,62), C-7(157,00).
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Toxicidade aguda

Nenhuma morte ou sinal de toxicidade foram
registrados durante o experimento da toxicidade
aguda. A necropsia dos animais nao evidenciou
nenhuma alteragdo macroscoépica. Na avaliagéo
histolégica ndo foram observadas alteragdes nos
6rgaos dos ratos e camundongos tratados com
os extratos etandlicos das folhas e das raizes na
dose de 2000 mg kg e nos ratos tratados com a
dose 5000 mg kg, em relagdo ao grupo controle.
Os camundongos tratados com o extrato etandlico
bruto das folhas (5000 mg kg') apresentaram,
no figado, degeneracgéo hidrépica acentuada e
foco inflamatério moderado com predominio de
polimorfonucleares. Nos camundongos tratados com
o extrato etandlico bruto das raizes (5000 mg kg')
evidenciou-se, no figado, apenas focos inflamatérios
discretos. Nenhuma alteracéo histoldgica foi
observada no bago e nos rins.

Atividade cicatrizante

Nao foi constatada perda de peso, auto-
agressao ou irritabilidade nos animais durante o
periodo de realizagdo do experimento.

Em relagdo ao tamanho das feridas,
observou-se decréscimo da area lesada ao
longo do tempo, mais acentuado entre o 7° e 14°
dia de tratamento, tanto para o grupo controle,
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quanto para os grupos tratados. Apos 4 dias
de tratamento observaram-se, nos ratos do
grupo controle, crostas delgadas, vermelhas,
com exsudagdo serosanguinolenta em quatro
animais e crostas mais espessas, castanho-
escuras e secas em dois animais. No grupo 2
(tratado com o extrato das folhas) todos os ratos
apresentaram feridas com crostas espessas e
com coloragédo castanho-escura. Nesse grupo,
exsudacgao serosanguinolenta foi observada
em cinco animais. No grupo 3 (tratado com o

TABELA 1. Valores médios e desvio padrdo da
contracao relativa das feridas cutaneas em ratos
(%) (n=6) do grupo 1 e dos grupos 2 e 3 apos 4e 7
dias de tratamento.

Grupos Dias de tratamento
4 7
1 36,6 7,7 42,2 +9,1
2 29,8 +13,3 50,2 +14,6
3 449+ 11,5 31,0+ 17,6

este t pareado (P > 0,05). Grupo 1: animais tratados com agua
destilada. Grupo 2: animais tratados com solugdo aquosa
contendo 2% do extrato etanolico das folhas. Grupo 3: animais
tratados com solugéo aquosa contendo 2% do extrato etandlico
das raizes da M. nodosa.

FIGURA 1. Aspecto macroscopico das feridas dos ratds, apos 14 dias de tratamento. A - Grupo 1. B- Grupo 2.
C - Grupo 3. Pequena crosta pode ser observada nos grupos 1 e 2. No grupo 3, cicatriz.

TABELA 2. Medianas das variaveis histolégicas dos grupos 1, 2, e 3 apds 4 e 7 dias de tratamento (n=6).

Variaveis histolégicas

Apos 4 dias de tratamento

Apés 7 dias de tratamento

Grupos Grupos
1 2 3 1 2 3
Fibrina 3,0 3,0 2,0 3,0 3,0 2,0
Hiperemia 2,5 2,0 3,0 2,0 2,0 2,0
Hemorragia 3,0 3,0 3,0 2,5 2,0 2,0
Infiltrado inflamatorio (PMN) 3,0 3,0 3,0 3,0 2,5 2,5

Teste Kruskal-Wallis ( p > 0,05).
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extrato das raizes) todos os ratos apresentaram
feridas com crostas delgadas, com coloragéo
vermelho-escura e em trés animais observou-
se exsudagdo sanguinolenta. Apds 7 dias de
tratamento todos os grupos apresentaram
crostas espessas de cor castanho-escuras, com
pouca ou nenhuma exsudagao. Entre 0 10° e o
12° dias de tratamento, varios animais perderam
as crostas iniciais, que foram substituidas por
outras de menor tamanho.

Nao houve diferenca significativa na
contracao relativas das feridas entre os grupos
tratados (2 e 3) e o grupo controle (1) apoés 4 e
7 dias de tratamento (Tabela 1).

Apo6s 14 dias de tratamento, os animais
de todos os grupos apresentaram, no local da
ferida, crostas pequenas ou cicatrizes. Crostas
foram observadas nas feridas de cinco ratos do
grupo 1 e em quatro do grupo 2. No grupo 3, dois
ratos apresentaram pequena crosta e quatro uma
pequena cicatriz (Figura 1).

Avaliagao histologica
Ndo foram observadas diferencgas
significativas entre o grupo controle e os grupos
tratados quanto as variaveis fibrina, hiperemia,
hemorragia e infiltrado inflamatério apds 4 e 7-dias
de tratamento (Tabela 2)

Apos 14 dias de tratamento, verificou-
se que as feridas dos animais do grupo 1 e 2
apresentavam reepitelizagéo total e hiperplasia do
epitélio, com predominancia da camada espinhosa,
mesmo nas feridas onde macroscopicamente ainda
se evidenciavam crostas (Figura 2A). No grupo 3
a analise microscoépica evidenciou reepitelizacéo
total, hiperplasia do epitélio com predominéncia da
camada espinhosa em todos os animais e presenca
de anexos em 50% dos animais (Figura 2B).

Nao foi observada diferenca significativa
na quantidade de colageno dos grupos 2 e 3 em
relagdo ao grupo controle, apés 4, 7 e 14 dias de
tratamento (Tabela 3).

FIGURA 2. Fotom|crograf|as da derme de ratos dos grupos 2 e 3 apos 14 d|as de tratamento A Ep|derme de
rato do grupo 2 evidenciando reepitelizagao com crosta (seta). B — Epiderme de rato do grupo 3 evidenciando
reepitelizagdo com inicio da reconstituicdo dos anexos (seta). HE.

TABELA 3. Médias e desvio padrao da variavel colageno apés 4, 7 e 14 dias de tratamento dos grupos 1, 2 e 3.

Colageno Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
4 dias 0,83+04 0,83+0,7 1,16 £ 0,4
7 dias 1,33+ 0,81 1,5+£0,5 1,66+ 0,5
14 dias 2,83+0,4 2,83+04 2,66 + 0,51

ANOVA, Teste de Tukey (p > 0,05).

TABELA 4. Mediana do numero de vasos sanguineos na derme de ratos apés 7 dias de tratamento.

Tratamentos

7 dias Grupo 1
Medianas 1,0

Grupo 2 Grupo 3
3,0* 4,0*

Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn *p<0,05.
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Imunohistoquimica

Na planimetria digital por contagem de
pontos realizada na derme de ratos tratados com as
solugdes aquosas contendo 2% do extrato etandlico
das folhas e das raizes da M. nodosa, apos 7 dias
de tratamento, observou-se aumento significativo no
nuamero de vasos sanguineos nos grupos 2 € 3 em
relagao ao grupo 1 (Tabela 4).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nesse experimento optou-se por feridas com
10 mm de didametro e uma avaliagdo macroscopica
e microscopica da lesédo apoés 4, 7 e 14 dias de
tratamento, conforme relatado por Oliveira et al.
(2000), Castelo Branco Neto et al. (2006), Lopes
et al. (2005), Santos et al., (2006), Speroni et al.
(2002). Ratos da linhagem Wistar foram escolhidos
para o experimento devido a facilidade de manuseio
e acomodagao e a maior resisténcia as agressdes
cirurgicas e processos infecciosos (Garros et al.,
2006). A ferida foi realizada na regido dorsal-cervical
para dificultar o contato do animal (lambida) e o auto-
canibalismo (Kashyap et al., 1995).

Aarea da ferida na derme dos ratos diminuiu
gradativamente com a evolugao do processo de
cicatrizagdo nos grupos tratados com os extratos
das folhas, raizes e agua destilada. A observagao
dos valores médios obtidos na mensuragéo da
contracgao das feridas permitiu concluir que a retragéo
centripeta foi beneficiada, especialmente apds 4
dias de tratamento para o grupo 3 e apds 7 dias
de tratamento, para o grupo 2 em relagdo ao grupo
controle. Nao houve diferenga significativa quanto a
contragao relativa das areas das feridas, apés 4 e 7
dias de tratamento.

As caracteristicas macroscopicas da fase
inflamatodria, descritas por Hosgood (2006), foram
observadas apds 4 dias de tratamento e confirmadas
pela avaliagao histolégica para os grupos tratados com
os extratos das folhas, raizes e agua destilada. Na
fase proliferativa constatou-se aumento do nimero de
vasos sanguineos na derme dos ratos tratados com
a solugdo aquosa a 2% do extrato bruto das folhas
e das raizes ap0s 7 dias de tratamento. Verificou-se
também que o grupo tratado com solugéo aquosa
a 2% do extrato bruto das raizes apresentou maior
atividade angiogénica que o grupo tratado com a
solugdo aquosa a 2% do extrato bruto das folhas.
Verificou-se aumento progressivo na quantidade de
colageno no decorrer do reparo da lesdo, porém néo
foi observada diferenca significativa entre os grupos.

Segundo Modolin & Bevilacqua (1985), no
final da fase proliferativa, ocorre a reepitelizagao da
lesdo, que é controlada pela chalona, um complexo
glicoprotéico que estimula a atividade mitética epitelial.
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Nesse estudo, ndo se detectou diferenga significativa
entre os epitélios dos ratos tratados com solugéo
aquosa a 2% do extrato bruto das folhas em relagéo
ao controle. Em relagdo aos ratos tratados com
solugédo aquosa a 2% do extrato bruto das raizes,
verificou-se que a reepitelizagao foi mais precoce,
pois a maioria dos animais ndo apresentava crosta
sobre a nova epiderme e em 50% deles, observou-
se desenvolvimento parcial dos anexos. Esse fato
pode estar relacionado com a presencga da alantoina,
isolada e identificada no extrato etandlico das raizes
da M. nodosa. A alantoina estimula a proliferagéo
celular, levando a uma rapida reepitelizagéo da pele
lesada (Merck Cosméticos, 2006; Budavi, 1989).
Estudos mostraram que a alantoina auxiliou na
reparagao de feridas cirargicas (Willital & Heine, 1994)
e no tratamento da psoriase (Scott et al., 2001). O
FDA (U. S. Food and Drug Administration) aprova a
utilizacéo da alantoina em cremes na concentragéo
de 0,5% a 2%, como produto de nao-prescri¢do,
para tratamento de pequenos cortes, arranhados,
escoriagdes, queimaduras, queimaduras pelo sol
ou pelo frio; na prevencao e protecéo da pele e dos
labios contra rachaduras, irritagdes e ressecamentos
(Allantoin, 2008). Embora ndo existam relatos da
utilizagdo popular das raizes da M. nodosa como
cicatrizante de feridas, a presenga da alantoina pode
estar contribuindo na restauragao da pele lesada em
resposta ao prurido provocado pelo agente etiologico
da sarna, o que justificaria sua utilizagao popular.

Pode-se concluir que os extratos etandlicos
das folhas e raizes da M. nodosa, no modelo
experimental de toxicidade aguda e nas doses
avaliadas, foram atdxicos ou apresentaram baixa
toxicidade. A solugao aquosa a 2% do extrato bruto
das folhas da M. nodosa nao apresentou atividade
cicatrizante. A solugdo aquosa a 2% do extrato
bruto das raizes contribuiu apenas no processo final
de reepitelizagédo. A alantoina, isolada do extrato
etandlico da raiz, pode ser considerada como um
dos metabdlitos secundarios responsaveis pela
aceleragao da reepitelizacao.
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