-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byji CORE

provided by Archives of the Faculty of Veterinary Medicine UFRGS

=..=-.i' Acta Scientiae Veterinariae. 35(1): 59-65,2007.
F ORIGINAL ARTICLE ISSN 1678-0345 (Print)
i Pub. 705 ISSN 1679-9216 (Online)

Avaliacdo dos unguientos a base de extratos hexanico ou etandlico das folhas
de MomordicacharantialL. sobre as lesdes cutaneas experimentais em coelhos

Evaluation of the ointment containing the hexanic or ethanolic extracts of leaves
of Momordica charantia L. on experimental cutaneous wounds in rabbits

Ana Karinne Paiva Vasconcelos, Adriana Rocha Tomé,
Barbara Sucupira Pereira & Diana Célia Sousa Nunes-Pinheiro

RESUMO

Entre as inmeras plantas empregadas na medicina tradicional destdcansedica charantiaque vem ganhando
notoriedade cientifica por suas diversas propriedades biolégicas e farmacoldgicas. O objetivo deste trabalho foi investigar a
regeneracao de lesdes cutaneas em coelhos, tratadas diariamente com ungiento contendo os extratos hexanico (EH) e etandli
(EE) das folhas dil.charantianas concentraces de 10 e 208tnparadas com o controle (base do unglento). Lesfes cutéa-
neas de cerca de 5mm foram induzidas experimentalmente por um punch, tendo os coelhos sido anestesiados previamente
apos 4 (D4) e 14 (D14) dias de tratamento, as lesdes foram removidas cirurgicamente e encaminhadas para analise histopatologic:
O processo de reparo cutaneo foi avaliado nestes intervalos de tempo através da observagédo macroscoépica, mensuracao da at
de retracao da ferida e avaliagdo microscopica através da contagem do nimero de células mononucleares e fibroblastos e dc
vasos sanguineos. O ungiiento contendo o EH (10 e 20%) demonstrou ser o mais eficaz por acelerar (P<0,01) o processo de reg
neracao cutanea. Isto demonstra o potencial farmacoldgico desta planta para uso Veterinério.

Descritores:Momordica charantiaCucurbitaceaesicatrizagdo cutanea, andlise histopatoldgica, observacéo macroscopica,
coelhos.

ABSTRACT

Among the countless plants maids in the traditional medicine stands dMarhardica charantiawhich is win-
ning scientific fame, for many biological and pharmacological properties. This work investigated the healing process on exci-
sional wounds in the skin of rabbits, treated daily with ointment containing 10 and 20% of the hexanic and ethanolic extracts
of the leaves dfl.charantia,compared with the control. A skin wound area of about 5 mm was excised trough of punch on
anaesthetised rabbits and after 4 (D4) and 14 (D14) days of treatment, the lesions were surgically removed and histologically
processed. Wound healing activity was determined by macroscopic observation, measure of the area of contraction and micros-
copic evaluation on the count of the number of fibroblasts and mononuclear inflammatory cells, and blood vessels. The ointment
containing HE (10 and 20%) was demonstrated effective for accelerating (P<0,01) the process of cutaneous regeneration. So, the
results demonstrate the potential pharmacological of this plant for Veeterinary use.

Key words: Momordica charantiaCucurbitaceae, cutaneous cicatrization, histopathological analysis, macroscopic obser-
vation, rabbits.
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INTRODUGCAO das folhas apés 2 dias de repouso e 0 mesmo procedi-
A Momordica charantid_. € uma planta medi- mento foi realizado, exceto que o solvente utilizado
ganhando espaco no cenério cientifico mundial. Cons- o o .
titui uma trepadeira, bastante comum no nordeste brProspecgao fitoquimica dos extratos hexanico (EH)
! e etanolico (EE) deM. Charantia
N L o Os extratos obtidos foram submetidos a uma
Sao-Caetano. Estudos prévios comprovaram inameras
propriedades farmacolégicas desta planta como agente. - L ..
tc?glnos, antocianidinas, antocianinas, flavonoides, cate-
hipoglicemiantg16], antibacteriangr], antiviral[9], anti- . . . . .
HIV [1], antitumora[2,14], anti-helminticais] e abor- esterdides, triterpendides, saponinas, alcaléides, em
’ C EH e EE das folhas dd.charantiade acordo com a
drogas obtidas a partir de plantas medicinais, destrarll—(:"tOdOlogIa descrita por Matge).
a cicatrizacdo de feridas. dos extratos hexanico (EH) e etandlico (EE) das
O processo de cicatrizacdo tecidual consist®lhas deM.charantia
perda de integridade da pele, gerando uma solugécetanélico das folhas dé.charantiafoi determinada
de continuidade que atinge os planos subjacentes @e&lo método varredor de radical livie DPPH (1,1-difenil-
quimicasie]. Este processo esta classicamente divi- . )
%rgparagao do unguento
de matriz extracelular e remodelacao. .
Existem relatos do uso popularMacharantia 20% dos extratos (EH e EE) das folhad/deharantia
£om uma base de vaselina e lanolina (1:2). As lesdes

cinal, pertencente a familia Cucurbitacequee vém foi 0 etanol e a temperatura do rotaevaporador foi 100°C.
sileiro, sendo popularmente conhecida por meldo-de-

r?tvaliagéo fitoquimica para detec¢do ou ndo de fenais,
fitoterapico. Dentre estas, destacam-se sua ativida . .

quinas, flavondéis, flavononas, flavanondis, xantonas,
tiva [10]. Recentemente, tem aumentado o interesse por
cando-se aquelas com potencialidade para promovBéterminacéo da atividade antioxidanten vitro
de um fenbmeno fisiol6gico que se inicia a partir da A atividade antioxidante dos extratos hexanico
diversos graus, e depende de uma série de reac@esicrihidrazil) [17].
dido em trés fases: inflamacéao, reparacéo e deposic } o ]

O unguento foi obtido pela mistura de 10 e ou

como cicatrizante. No entanto, ainda ndo existe liter

tura que comprove a atividade cicatrizante da aplicacg@Mtrole foram tratadas com a base do ungtiento, sem
tépica de extratos desta plaiavivo. adicdo dos extratos.
Desta forma, o presente trabalho prop6e avaxnimais de experimentagéo

liar quUentos a base de_ extrato hexéanico (EH)_ ou Foram utilizados seis (06) coelhos da raga Nova
etandlico (EE) dé/. charantiana regeneracao de feri- Zelandia, pesando 2 kg, com idade de 2 a 6 meses,

das cutaneas de coelhos. machos. Os animais foram adquiridos de um estabele-
MATERIAIS E METODOS cimento comercial, sendo submetidos a um periodo
de quarentena em que foram vermifugados e obser-
_ vados quanto ao estado de saude geral e sO entdo, des-
_As folhas deM. charantiaforam coletadas pela inados a realizagio dos experimentos. Os animais
manha no més de maio de 2005, na cidade de FOffgzam separados em grupos e mantidos em gaiolas
Ieza~, Estacio _do Ceara, Nordgste d_o Brasil. A |den,t|f_h0 Laboratério de Imunologia e Bioguimica (LIBA)
cacdo botanica da planta foi realizada no HerbariQ, ynjversidade Estadual do Ceara (UECE), sob con-
P.rlsco Bez_erra -do Departamento de Bo}amca e B'OI‘Eﬂgc”)es adequadas de higiene, Iuz e temperatura, rece-
gia da Universidade Federal do Cear4, recebendobgndO racio comercial e Aga libitum. Os procedi-
voucher 32441. mentos experimentais foram realizados de acordo com

Folhas secas (150g) da planta foram coloC8sg normas de experimentagéo animal do Colégio Bra-
das em um baldo de vidro com 500 ml de hexano, PQlieiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
7 dias na auséncia de luz. Em seguida, a solucéo resul-

tante (hexano + folhas) foi filtrada através de um funilnducéo e tratamento das lesGes experimentais

Esta sofreu um processo de evaporacdo através do Previamente, os coelhos sofreram anestesia
evaporador rotatério a 69°C e o extrato foi colocadgeral realizada por via intramuscular na regido do quadri-
em banho-maria para total evaporacéo do solvente. Parps, utilizando-se cloridrato de ketamina 44 mi.kg

a obtencdo do extrato etandlico, foi utilizado o residukilazina 4 mg.kg e valium 0,43 mg.k§ Foram pro-

Material vegetal e preparagéo do extrato
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duzidas seis lesdes no dorso de cada animal, serdam), sendo os dados posteriormente submetidos ao
trés de cada lado, paralelamente a coluna vertebrateste t Student, aceitando-se 5% (P<0,05) como nivel
2 cm de distancia, entre a escapula e a tuberosidagte significancia para interpretacdo dos resultados. Os
iliaca com um punch de 5 mm (técnica modificada)esultados relativos & contagem de células e vasos

incluindo lesionamento da pele, tecido celular subforam tabulados e analisados através do teste estatis-
cutédneo e musculo cutaneo do tronco. A identificacigeo Kruskall Wallis.

das feridas seguiu a sua localizac¢éo, portanto, foram
denominadas craniais direita (CRD), craniais esquerda RESULTADOS
(CRE), centrais direita (CND), centrais esquerda (CNEpyospecgao fitoquimica e atividade antioxidante
caudais direita (CDD) e caudais esquerda (OBE)  in vitro dos extratos hexanico (EH) e etandlico (EE)
Em cada ferida, foi aplicada topicamente e dge M. Charantia
forma padronizada: CRD e CRE (base), CND e CNE O estudo fitoquimico revelou a presenca de

(E';' ou EE a 10% + base), CDD e CDE ( EH ou EE ggergides e a auséncia para alcaldides, saponinas, cate-
20% + base). Cada tratamento foi administrado Umainas taninos, fendis, flavonas, flavondis, leucoanto-

vez ao dia no mesmo horario. As les6es do lado dijaniginas, xantonas, triterpendides, resinas e alcaldides
reito foram tratadas por 4 dias e as do lado esquergﬂ1 ambos 0s extratos

por 14 dias. No D4 e no D14, as lesbes foram seccio-

: . R Os resultados da atividade antioxidanteitro
nadas e encaminhadas para analise histoldgica.

dos extratos (EH e EE) das folhashMemordica cha-

Avaliagéo das lesbes rantia pelo método de varredura do radical livre DPPH
As lesdes foram submetidas a avaliagdo macrodemonstraram que o EE das folhasMiecharantia

copica diaria, verificando-se os seguintes pardmetrosas doses de 2, 5 e 10 mg:hnapresentaram indice

edema, hiperemia e presenca de exsudato de varredura (V) de 28,66; 38,73 e 39,75%, respecti-
Foi também realizado um estudo morfométricvamente. O EH das folhas 8 charantianas doses

visando a mensuracgédo do halo da ferida no dia dake 2, 5 e 10 mg.mLapresentaram IV de 40,07; 76,64

inducdo da ferida no 4° e 14° dia pds-inducao, através79,79%, respectivamente. Os grupos controle BHT e

da colocagédo de plastico transparente sobre a feridaercetina apresentaram IV de 90,89 e 90,32%, res-

e demarcacdo com caneta de retroprojetor, submeectivamente. Desta forma, o EH demonstrou maior

tendo-se este tracado a mensuragéo com planimettapacidade em captar os radicais livres.

A area de retracédo da ferida foi calculada subtraindo- =~ _ .

se a area previamente estipulada$/% mm) da area Avaliagao mac-ros~cop|ca o _ _ o

da ferida em D4 e D14 (R = A A). Os resultados A avaliacdo macroscépica foi realizada diaria-

das diferencas entre as feridas experimentais e cdReNte até o D14. Nesse estudo foi observado que as
trole foram comparadas. lesBes teciduais experimentais nos grupos controle e

Ap6s a realizagéo do protocolo anestésico, sifatados com o EE (10 e 20%)Me charantiaobede-

milar ao utilizado para inducéo das feridas, as les6€§/@m & mesma seqiéncia de eventos dependente do
foram removidas e submetidas a fixacdo em formd®mMpPo. No entanto, os grupos tratados com EH (10 e
tamponado a 10% por 48h, seguida de desidratacd8%) apresentaram uma evolugéo cicatricial mais pre-
em alcool a 70%. As amostras foram embebidas ef®ce em relacdo ao controle. No decorrer de toda a
parafina e seccbes de 5 mm de espessura foram ijyestigagao foram observados que os sinais de infla-
paradas. As laminas foram coradas com hematoxiling?a¢éo como edema, hiperemia e presenca de exsudato
eosina (H&E) e observadas ao microscépio 6pticdoram discretos nas feridas tratadas com ungtiento a
Para andlise histopatologica foram avaliados trés sitibgse de EH. Nos animais tratados com unguiento a base
de cada corte histoldgico (3 cortes/animal) em cada ifle EE, foi verificada moderada exsudagdo a partir do
tervalo de tempo. Nestas areas foi realizada a contagei@rto dia permanecendo até o Ultimo dia analisado (D14).
do numero de células mononucleares inflamatorias, fl':"stu do morfométrico

broblastos e vasos sanguineos de cada sitio (1000X). A Tabela 1 demonstra os efeitos do EH e EE

Andlise estatistica das folhas dé.charantiasobre a area de retracdo de
A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada lesdes cutaneas determinada pela mensuracdo do halo
para todas as medidas obtidas relativas a area da feiidaferida apos 4 e 14 dias de tratamento.
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O estudo morfométrico revelou que houveaquele associado ao EH em ambas as concentrages,
aumento significativo (P<0,05) da &area de retracédo disque este gerou uma reducao significativa (P<0,01)
feridas em todos os tratamentos no decorrer dos diag quantidade de células mononucleares em relagéo
analisados. ao controle nos dois intervalos de tempo analisados.

Os ungiientos associados ao EH (10 e 20%) No tocante a quantificacdo de fibroblastos ex-
induziram maior &rea de retracdo em relacéo ao copressa na Tabela 3 foi observado que houve uma redu-
trole (P<0,05). Em contrapartida os ungtientos a ba§@o significativa (P<0,01) no nimero de fibroblastos
de EE ndo exerceram efeito significativo na retraca@nire os grupos tratados com o ungliento a base de EH

das feridas. (10 e a 20%) em relagéo ao controle nos tempo 14 dias.
. ' A Tabela 4 indica que a quantidade de vasos
Estudo histologico sanguineos foi significativamente menor (P<0,01) no

A contagem de células mononucleares, fibrogrupo tratado com o ungiiento associado ao EH (10
blastos e vasos sanguineos na regido da lesdo para0%) em relagio ao controle no tempo de 14 dias.
todos os tratamentos avaliados esta apresentada nas O EE ndo apresentou acdo sobre o processo
Tabelas 2, 3 e 4. de regeneracdo cutanea quanto aos parametros anali-

A Tabela 2 indica que o ungiiento que demonsados, nao diferindo significativamente das lesdes tra-
trou capacidade de modular a resposta inflamatéria ftsidas apenas com a base do unguento (P>0,01).

Tabela 1.Efeito dos tratamentos com os ungiientos a base dos extratos hexanico (EH) e etandlico (EE)
sobre aretracéo da area (mm) da lesdo com 4 (D4) e 14 (D14) dias de tratamento. Os dados sao represen-
tados em média e desvio padréo (n=3 animais/grupos).

Area (mm)
Tratamentos Concentragao (%)
D4 D14

Controle - 2,13 + 0,064 2,78 + 0,06%8
10 2,58 + 0,084 3,37 + 0,098

Ungliento EH
(Lanolina - 20 2,69 £ 0,17°A 3,50 + 0,12°8

Glicerina 2:1)

10 2,17 + 0,05*4 2,88 + 0,10%#

EE
20 2,21 £ 0,113A 2,96 + 0,10%8

Letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa (P<0,05) na mesma coluna em relagdo ao grupo controle.
Letras mailsculas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre D4 e D14.

Tabela 2.Efeito dos tratamentos com os ungiientos a base dos extratos hexanico (EH) e etandlico (EE)
sobre as células mononucleares com 4 (D4) e 14 (D14) dias de tratamento. Os dados séo representados em
média e desvio padrdo (n=3 animais/grupos).

N° células mononucleares

Tratamentos Concentragdo (%)
D4 D14

Controle - 32,66 = 0,83 12,12 £ 0,14
10 14,83 £+ 1,52 4,20 £ 0,18

Unglento EH
(Lanolina - 20 13,45 + 1,62 4,33 + 0,13

Glicerina 2:1)

10 27,12 + 1,00 10,40 + 0,10

EE
20 28,35+ 1,75 10,83 + 0,07

“Indica diferenga significativa (P<0,01) no D4 em relacdo ao grupo coritinttica diferenca significativa (P<0,01) no
D14 em relacdo ao grupo controle.
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Tabela 3.Efeito dos tratamentos com os ungiientos a base dos extratos hexanico (EH) e etanélico (EE)
sobre os fibroblastos com 4 (D4) e 14 (D14) dias de tratamento. Os dados sao representados em média e
desvio padréo (n=3 animais/grupos).

N° fibroblastos

Tratamentos Concentragao (%)
D4 D14

Controle - 26,00 = 2,25 23,33+ 1,20
10 20,90 = 0,86 14,66 + 1,16

Unguento EH
(Lanolina - 20 21,43 + 1,28 16,16 + 1,23

Glicerina 2:1)

10 21,84 + 0,83 22,55+ 1,37

EE
20 22,46 + 1,02 21,98 + 1,93

‘Indica diferenca significativa (P<0,01) no D14 em relacdo ao grupo controle.

Tabela 4.Efeito dos tratamentos com os unguientos a base dos extratos hexanico (EH) e etandlico (EE)
sobre a formacao dos vasos sangiiineos com 4 (D4) e 14 (D14) dias de tratamento. Os dados séo represen-
tados em média e desvio padréo (n=3 animais/grupos).

N° vasos sanguineos

Tratamentos Concentracao (%)
D4 D14

Controle - 7,23 £ 0,50 6,78 £ 0,70
10 6,48 + 0,56 4,96 + 0,67

Unglento EH
(Lanolina - 20 6,74 + 0,40 5,03 + 0,42"

Glicerina 2:1)

10 6,97 £ 0,71 5,74 £ 0,72

EE
20 6,39 + 0,79 5,93+ 0,73

“Indica diferenga significativa (P<0,01) no D14 em relagdo ao grupo controle.

DISCUSSAO promover a desagregacao do tecido de granulagédo em
A importancia da pele como barreira de proteformagao €o deisenvc.JIwm.ento de microorganismos.
As infec¢bes microbianas causam um aumento

¢éo contra agentes nociviag] aliada a alta incidéncia L AR
de feridas resultantes de acidentes traumaticos em dfftS complicagdes no processo de cicatrizagdo. Estu-

mais domésticos motivaram a realizagéo deste expefi0S Prévios revelaram queMacharantiaapresenta
mento. Além disto, os constantes avancos cientificé¥n @mplo espectro de atividade antimicrobigma
no ramo da fitoterapia levando a mudancas nos varios A medida da retragé&o da area do processo in-
conceitos tradicionais no tratamento de feridas refofl@matorio revelou que durante o tratamento, houve
caram a necessidade de estudos nesta area. diferenca significativa (P<0,01) nas areas de retracao
As etapas do processo de cicatrizacdo forafias lesoes que receberam ungtiento a base do EH de
observadas no presente trabalho tanto nas lesées f¥h-Charantia,as quais cicatrizaram com maior rapidez
tadas com EH e EE dd. charantia,como nas ndo- que as lesdes controle e as tratadas com ungliento asso-
tratadas, conforme os dias analisados. A evolug&o cicsado ao EE.
tricial das feridas experimentais foi considerada clini- O influxo de macréfagos e neutrdfilos para o
camente normal. sitio da les&o durante a fase inflamatdria revelou uma
A andlise macroscopica revelou que a prereducdo (P<0,01) destas células nos grupos tratados
senca de exsudato no grupo controle e tratado carom o unglento a base de EH (10 e 20%) em relacdo
EE prejudicou a cicatrizagado, ja que este € capaz de controle no D4, indicando que este tratamento foi
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capaz de modular o processo inflamatorio neste intdesionaddis). Isto reforca ainda mais a idéia de que

valo de tempo. o EH acelerou a atividade de fibroblastos fazendo com
Com a presenga local de macrofagos e a prgue o tecido lesionado apresentasse uma organizagao

ducdo e liberagdo dos mediadores quimicos prodhuito maior em comparacdo ao controle.

zidos por eles, a migragéo e ativacdo de fibroblastos Nos grupos experimentais tratados com un-

é intensificada. Essas células sdo as principais respefliento & base do EH houve uma reducéo significativa

saveis pela formagéo de tecido de granulacéo, sifo niimero de fibroblastos e vasos sanguineos em rela-

tetizando acido hialurdnico, fibronectina, colagenogzo ao controle no D14, sugerindo que este extrato

tipos | e I, elastina e proteases, como a colagenagg@elerou a reparagio tecidual na fase tardia da reagdo

importante para o debridamento e o remodelamenf@qamatoria, possibilitando o alcance da fase de remo-

das flbras~colag_enas. O aumento gle_ fibroblastos Blamento mais precocemente que os demais grupos.
regeneracao tecidual encontra seu apice na fase proli- A sinergia de todos esses fatores avaliados pode

ferativa deste processo, que ocorre geralmente eniig, onyolvida com a regeneracio cutanea observada

0 3° € 0 10° dia apos a lesdo. Para a eficiencia da f'brﬁ)és lesdes tratadas com os extratos estudados. Os

pIaS|a_1 © n~ecessarla_§1 ocgrrenma em paralglo da neoy, itos sinérgicos foram mais pronunciados nas leses
cularizagdo da regido, ja que esta permite a troca de . :
- , . _tratadas com unglento associado ao EMideha-
gases e a nutricdo das células metabolicamente ativas . . R RN . .
i . ) trantla, e isso tém sido atribuido as propriedades anti-

[4,5]. Além da acdo direta de fatores de crescimento ,. . . .

. . ~ ._radicais observadas no extrato hexanico e aos consti-
sobre as células da vasculatura, a indugéo da anglo%a-

. . < ~ - fuintes imunoativos presentes no extrato. No entanto,
nese é, em parte, creditada a baixa tensdo de oxigénio

caracteristica que ocorre no centro de uma fejda maiore§ estudos S~§.O necessarios para desvendar esse
No inicio da fase de remodelacao, que corred€canismo de agdo.

ponde aos grupos analisados no D14 neste experimen- CONCLUSAO

to, observa-se redugéo no namero de células mono- _ L

nucleares, fibroblastos e vasos sanguineos (Tabelas ~ © unguento associado ao extrato hexanico (EH)

2, 3 e 4, respectivamente) e isto se justifica pela me"S folhas de/l.charantia,d_entro dos parametros uti-
danca de fase do processo inflamatorio. lizados, demonstra ser eficaz por acelerar o processo

Numa etapa avancada do reparo tecidual acre regeneracao cutanea.

dita-se que os fibroblastos estejam relacionados CORYradecimentos.A Fundacio Cearense de Amparo a Pes-

o fendmeno de remodelacdo dos feixes de colagengisa (FUNCAP), por ter concedido apoio financeiro. Agra-
no sentido de conferir maior resisténcia a este tecid@cimento especial a Dr? Selene Maia de Morais.
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