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RESUMO

O conhecimento sobre as plantas, a descoberta de suas propriedades curativas t€ém
sempre acompanhado a evolu¢ao do homem através dos tempos. A familia Orchidaceae € a
maior entre as angiospermas, sdo mais de 25 mil espécies ja descritas. Entre elas estd a
Oncidium flexuosum Sims., uma importante espécie brasileira conhecida popularmente
como bailarina e que possui grande valor ornamental. Porém, esta é a primeira pesquisa
sobre as suas propriedades medicinais. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as
atividades antioxidante in vitro e in vivo, cicatrizante e antiulcerogénica dos extratos e das
fragdes obtidas a partir das folhas de O. flexuosum e realizar as andlises fitoquimicas e
histoquimica preliminares. Para isto, foram utilizadas as andlises da capacidade
sequestradora do radical livre difenilhidrazil (DPPH), da atividade antiulcerogénica
induzida por etanol, do reparo tecidual associado ou ndo a microcorrente, além das reagcdes
de caracterizacdo e cromatografia de camada delgada. Também foram realizados testes
histopatoldgicos para avaliar possiveis danos oxidativos. O extrato hidroalcodlico de O.
flexuosum (EH) possui as atividades antioxidante in vitro diante do radical livre DPPH e in
vivo, cicatrizante associado a microcorrente, estimulante da proliferacdo de fibroblastos in
vitro e coldgeno in vivo, e atividade antiulcerogénica. A fracdo terpeno (FrT) inibi o
processo oxidativo causado pelo substancias reativas do dcido tiobarbitirico (TBARS). O
extrato bruto enzimatico (EBZ) e a FrT estimulam a proliferacao de fibroblastos, porém
com menor poténcia do que o EH. As andlises fitoquimicas e histoquimica revelaram que
as folhas de O. flexuosum possuem, entre os seus constituintes, as substancias fendlicas, tais
como flavonoides e taninos, e também cumarinas, triterpenos e esteréides. O EH nao
induziu danos renais nos animais, mas tem potencial hepatotéxico dose-tempo-dependente,
causando inflamacdo e degeneracdo tecidual. Conclui-se que o EH possui atividade
antioxidante, cicatrizante e antiulcerogénica, provavelmente devido a presenca das

substancias fenolicas.

Palavras-chave: Oncidium flexuosum Sims., cicatrizacdo, ulcera gdstrica, antioxidantes,
fitoquimica.
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ABSTRACT

The knowledge about plants, the discovery of their healing properties has always
followed the evolution of man through the ages. The Orchidaceae family is the largest
among the angiosperms, they are more than 25,000 described species, among them is the
Oncidium flexuosum Sims., an important Brazilian species popularly known as dancer and
which has great ornamental value. However, this is the first survey of its medicinal
properties. The objectives of this work were to investigate the antioxidant activity in vitro
and in vivo, wound healing and antiulcerogenic activities of the extracts and fractions
obtained from the leaves of Oncidium flexuosum and perform the preliminary
phytochemical and histochemistry analysis. For this, analysis of free radical scavenging
capacity with difenilhidrazil (DPPH) test, antiulcer activity induced by ethanol, tissue
repair associated or not with microcurrent were made, other than the characterization
reactions and thin layer chromatography. Histopathological tests were also performed to
evaluate possible oxidative damage. The extract of Oncidium flexuosum (EH) has in vitro
antioxidant activity against free radical DPPH and in vivo, cicatrizant associated with
microcurrent, stimulating fibroblasts proliferation in vitro and collagen in vivo. The terpene
fraction (FrT) inhibit the oxidative process caused by the thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). The enzimatic crude extract (EBZ) and FrT stimulate proliferation of
fibroblasts, but with less efficiency than the EH. The phytochemical and histochemistry
analysis revealed that the leaves of Oncidium flexuosum plant species have among its
constituents, the phenolic substances such as flavonoids and tannins, and also the
coumarins, triterpenes and steroids. The EH was not induce kidney damage in animals, but
has hepatotoxic potential dose-time-dependent, causing inflammation and tissue
degeneration. It was concluded that the EH has antioxidant, cicatrizant and antiulcerogenic

activities probably due to the presence of phenolic substances.

Keywords: Oncidium flexuosum Sims., cicatrization, gastric ulcer, phytochemistry,
antioxidants.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ALT = Alanina Aminotransferase.

AST = Aspartato Aminotransferase.

AT = Azul de Toluidina.

Cat = catalase.

CCD = cromatografia de camada delgada.

CoQo = ubiquinona reduzida.

CoQH2 = ubiquinol.

CuZn-SOD = cobre-zinco-superdxido dismutase.
DESO0 = dose efetiva 50.

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium.
DMSO = dimetilsulféxido.

DNA = 4cido desoxirribonucléico.

DPPH = 2,2-difenil-1-picrilidrazila.

DTNB = acido 5-5’-ditio-bis(2-nitrobenzdico).
EBZ = Extrato hidroalcodlico com tratamento enzimético.
ED = Extrato diclorometano.

EGTA = ethylene glycol tetra-acetic acid.

EH = Extrato hidroalcodlico.

ERN = espécies reativas do nitrogénio.

ERO = espécies reativas do oxigénio.

Fe-SOD = ferro-superdxido dismutase.

FrT = Fragdo terpeno.

GPx = glutationa peroxidase.

GR = glutationa redutase.

GSH = glutationa reduzida.

GST = glutationa S-transferase.

HE = Hematoxilina e Eosina.

HEPES = 4-(2-hydroxyethyl)- 1 -piperazineethanesulfonic acid.
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ILU = indice de lesdes ulcerativas.

L°® = radical lipidico.

LDH = lactato desidrogenase.

LDL = lipoproteina de baixa densidade.

LH = 4cido graxo poliinsaturado.

LO*® = radical alcoxila.

LOO® = radical peroxila.

LPO = lipoperoxidacao.

MDA = malondialdeido.

Mn-SOD = manganés-superdxido dismutase.

MTT = dimetylthiazol-diphenyltetrazolium bromide.
NAD" = nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada.
NADH = nicotinamida adenina dinucleotideo.

OMS = Organizacao Mundial da Saude.

PAS = Periodic Acid Shiff.

SFB = Soro Fetal Bovino.

SOD = superéxido dismutase.

SR = Picrossirius-hematoxilina.

TBA = acido tiobarbiturico.

TBARS = espécies reativas do acido tiobarbiturico.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre as plantas tem sempre acompanhado a evolu¢do do homem,
através dos tempos. Desde os primérdios, o homem busca no reino vegetal recurso para a
sua sobrevivéncia, seja para a sua alimentagdo ou para fins medicinais. A descoberta das
propriedades curativas das plantas foi, no inicio, meramente intuitiva ou dada pela
observacao dos animais que buscavam nas ervas a cura para as suas doencas. Os primeiros
relatos feitos pelos homens sobre as propriedades curativas das plantas remontam as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers (1550 a.C.), reconhecido como o primeiro e mais
importante documento médico do Antigo Egito, o qual enumera aproximadamente 100
doencas e descreve um grande nimero de drogas de natureza animal e vegetal utilizadas
com potencial farmacolégico (1-4).

Esta pratica milenar de uso das plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras e
obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente
utilizada por grande parte da populacdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz,
passando a fazer parte do cotidiano das pessoas no tratamento de enfermidades. A
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) afirma que 80% da populagdo dos paises em
desenvolvimento utilizam as praticas tradicionais nos cuidados bdsicos a saide. Destes,
85% usam plantas ou preparados derivados das mesmas. Utilizadas inicialmente de forma
empirica, fruto do conhecimento repassado entre as geracdes, as plantas medicinais
tornaram-se alvo de interesse para as pesquisas cientificas, aliando, assim, diferentes
percepgdes sobre esse instrumento terapéutico (5-8).

O Brasil € considerado um dos paises com maior biodiversidade vegetal, abrigando
55 mil espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Mais da metade
dessas espécies se encontra nas florestas tropicais, cuja drea corresponde a 7% da superficie
da Terra. Estima-se que quatro mil destas espécies vegetais brasileiras sejam usadas para
fins medicinais, como resultado da observacao e manejo da flora pela populacao, gerando a
sabedoria popular que € transmitida de geracdo a geracao (9-11).

Este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores para estudos,
envolvendo diferentes dreas, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que
juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotdvel fonte medicinal natural. As
universidades realizam diversas pesquisas com fitoterdpicos, nestas diversas especialidades
envolvidas. A pesquisa etnodirigida coloca a informagdo popular como um ponto
referencial para os experimentos (10,12,13).

Mas, a maioria destas espécies € desconhecida sob o ponto de vista cientifico.
Somente cerca de 5% foram estudadas em relacdo aos aspectos fitoquimicos e uma
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porcentagem menor avaliada sobre as propriedades bioldgicas. Portanto, hd muito a ser
pesquisado sobre o potencial terapéutico das plantas medicinais e de seus constituintes, tais
como flavonoides, taninos, alcaloides e terpenos. Muitas destas plantas e seus derivados
téem grandes possibilidades de, futuramente, virem a ser aproveitadas como agentes
medicinais (14).

Os resultados das pesquisas t€m influenciado diretamente as sociedades em varios
niveis, possibilitando o uso racional dos fitoterdpicos, a descoberta de novos medicamentos
de origem vegetal, a identificacdo de fontes de substancias quimicas locais capazes de
substituir as importadas, assim como o desenvolvimento das inddstrias de
fitomedicamentos nacionais.  Esta fundamentacdo cientifica € indispensdvel, pois
possibilita a transformagdo segura e eficaz de uma planta em um medicamento fitoterapico
de qualidade (13,15).

H4 um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido, principalmente, as
descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. As crescentes evidéncias
mostram o envolvimento de radicais livres no desenvolvimento de uma série de patologias,
incluindo neoplasias, doengas hepdticas, aterosclerose e também no processo de
envelhecimento (16-19).

O estudo do efeito antioxidante de compostos naturais presentes em vegetais que
fazem parte da nossa dieta ou em plantas medicinais € de grande importancia e tem sido
realizado por causa dos efeitos toxicos e/ou mutagénicos apresentados por muitos
antioxidantes sintéticos (16).

A oxidacdo € parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo e, assim,
os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfungdo bioldgica. Esses
radicais livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos dtomos de oxigénio
ou nitrogénio sdo denominados, respectivamente, espécies reativas do oxigénio (ERO) ou
espécies reativas do nitrogénio (ERN). No organismo, encontram-se envolvidos na
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intracelular
e sintese de substancias bioldgicas importantes (19,20).

No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como, a peroxidacao dos
lipideos de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, aos
carboidratos e ao DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com vdrias patologias,
tais como, artrite, choque hemorragico, catarata, disfun¢des cognitivas, AIDS (17), cancer,
doengas hepdticas, aterosclerose e envelhecimento (19-22).

De maneira simples, o termo radical livre refere-se ao 4tomo ou molécula altamente
reativo, que contém nimero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica (23). E este
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nao emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere elevada reatividade a esses
atomos ou moléculas (24). Em geral, estas espécies sdo instdveis, t€m uma meia vida muito
curta (podendo variar desde nanosegundos a alguns minutos) e reagem rapidamente com
diversos compostos e alvos celulares. Os radicais livres podem ser formados pela perda ou
adicao de um tunico elétron a um composto ndo radicalar (25).

O oxigénio € uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido para
formar um nimero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de
elétrons, ou a absorcdo de energia pode levar o oxigénio a gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) (25), com uma enorme capacidade para combinar-se com diversas
moléculas integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas (26).

As espécies reativas de oxigé€nio sdo geradas no citoplasma, mitocondrias, reticulo
endoplasmdtico, membrana celular e nicleo de todas as células aerdbicas (25). As ERO
mais importantes sdo anion superéxido, radical hidroxila, peréxido de hidrogénio e o
oxigénio singlete. O 6xido nitrico e o peroxinitrito constituem as principais ERN (26).

A reatividade dos radicais livres € inversamente proporcional a sua meia vida.
Assim, ha espécies radicalares de tempo de vida muito curto, como o radical anion
superoxido (*0Oy) e o radical hidroxila (*OH), e de tempo de vida longo, como o oxigénio
molecular (O,) ou os ions ferro (Fe2+ e Fe3+), que estdo normalmente associados a proteinas.
Embora o peréxido de hidrogénio (H,O;) seja considerado um agente oxidante fraco,
participa da produgdo do °OH, uma das espécies radicalares mais reativas entre as
existentes (27).

O termo estresse oxidativo € utilizado em circunstancias nas quais o “desafio” por
radicais livres resulta em dano tecidual ou na produgdo de compostos toxicos ou danosos
aos tecidos. Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse quando ocorre um
desequilibrio entre os sistemas prooxidantes e antioxidantes, de maneira que os primeiros
sejam predominantes (28). Um dos principais mecanismos de lesdo € a lipoperoxidacao
(LPO), ou seja, a oxidacdo da camada lipidica da membrana celular. Além disso, o estresse
oxidativo pode gerar danos a proteinas e ao DNA, provocando diversas altera¢des na
funcdo celular e, portanto, tecidual (29).

A lipoperoxidacdo pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da acdo dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas
celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabolitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (30). A LPO talvez se constitua no
evento citotoxico primdrio que desencadeia sequéncia de lesdes na célula. As altera¢des nas
membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e o fluxo de
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outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de
nutrientes e substincias toxicas a célula, alteracdes do DNA, oxidacdo da LDL e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanas, coldgeno e
elastina) (31,32)

O processo de LPO ¢ iniciado pelas ERO, especialmente pelo radical hidroxila, e
inclui trés eventos principais: inicia¢do, propagac¢do e término, ilustrados na figura 1
(29,33).

Re —— ~—"Rj LM

Iniciagao ¢
R /“'x..:f’i“--.:/“-n L
Y
Fropagagio RSN AN — T R A\I_J’E/\R.
o, L OOH  LooH
5 /\’_;'."/:/\R R — T "r
00" Loo*

Terminagio L*+L" = LL

LOO" +LOO"— L-OH + L=0

LOO" +L" = LOOL

Figura 1: Esquema das principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidagao
lipidica (29).

A reacdo inicia-se com o sequestro do hidrogénio do 4cido graxo poliinsaturado
(LH), contendo, pelo menos, duas ligacdes duplas metilénicas intercaladas. Tal sequestro
pode ser realizado pelo °OH (radical hidroxila) ou pelo LO® (radical alcoxila),
consequentemente formando L° (radical lipidico), e com o concomitante rearranjo das
ligacdes duplas (conjugacdo de dienos). Na primeira equacdo de propagacdo, o L' reage
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rapidamente com o oxigénio, resultando em LOO® (radical peroxila), que, por sua vez,
sequestra novo hidrogénio do 4cido graxo poliinsaturado, formando novamente o radical
lipidico na segunda equacgdo de propagacdo. O término da LPO ocorre quando os radicais
(L* e LOO®), produzidos nas etapas anteriores, propagam-se até se autodestruirem. (33-37)

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos na dieta. Antioxidante € qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxiddvel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo (38). Os antioxidantes produzidos pelo corpo
agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase, catalase e superdxido
dismutase ou ndo-enzimaticamente a exemplo de glutationa, peptideos de histidina,
proteinas ligadas (transferrina e ferritina), 4cido diidrolipdico e ubiquinol (CoQH2). Além
dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta
como a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), 4cido ascérbico (vitamina C),
e compostos fendlicos, onde se destacam os flavonoides e poliflavonoides (39).

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a atividade da superdxido dismutase
(SOD), catalase (Cat), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa
S-transferase (GST). Para minimizar os efeitos téxicos dos radicais livres formados, é
necessario um adequado equilibrio das enzimas antioxidantes citadas acima (40,41).

Os radicais superoxido (°0;) se dismutam por acdo da atividade da superéxido
dismutase, produzindo peréxido de hidrogénio e oxigénio simples (O,), como mostra a
reacao:

SOD
2 .02_ + 2H+ — 2 H,O, + Oy

Existem trés classes de superdxido dismutase: Fe-SOD, CuZn-SOD e Mn-SOD. A
CuZn-SOD e a Mn-SOD encontram-se em eucariotos e a Fe-SOD, apenas em procariotos.
A CuZn-SOD encontra-se no citoplasma e nos fluidos extracelulares e a Mn-SOD € uma
enzima mitocondrial. A SOD distribui-se em diversos 6rgdos na seguinte ordem de
atividade especifica: figado > cérebro > testiculos > rins > corag¢do > estdmago > pulmao >
pancreas (25).

A enzima catalase ¢ uma ferrthemoenzima cuja funcdo principal € dismutar
peréxido de hidrogénio, formando &4gua e oxigénio molecular (42). A catalase esta
localizada nos peroxissomos do figado e rins e em microperoxissomos de outras células
(25). Na reagdo da catalase, que inativa o H,O,, uma das duas moléculas de peréxido de
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hidrogénio € oxidada a oxigénio-molecular e a segunda é reduzida a dgua, conforme na
seguinte reacao:

CAT
2H,0, — 2H,0 + O,

A glutationa peroxidase, por sua vez, reduz o peréxido de hidrogénio, os peréxidos
alifaticos e os arométicos a 4gua ou ao seu correspondente dlcool inerte, em uma reagao que
precisa da presenca de glutationa reduzida (GSH), como fonte de equivalentes redutores
(43), como mostra a reagdo a seguir e a figura 2:

GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2 H,0O,

Nas células, cerca de 2/3 de sua atividade encontra-se no citoplasma e 1/3 nas
mitocOndrias. Sua atividade varia em diversos 6rgdos de acordo com a seguinte ordem:
figado > rins > pancreas > cérebro > coracdo > pulmio > baco > musculos esqueléticos
(25).

______ » Danos oxidativos
Fe(lll) + OH + OH’
Fe (II)T (reacio de Fenton)

Cat H,O + O,
mo, >

T GSH NADPH
Sod
0, GPx < GSSG>GR<A
+ NADPFP*

H,0,

Fe (1I1) | (reacfio de Haber-Weiss) H;O

Fe (ID) 4 -
ey O+ OH + OH*

-
-
-
~——
——
-

Fe(IID+ O, “ Danos oxidativos

Figura 2: Detoxificacdo enzimadtica realizada por SOD, CAT e GPx (43).
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A protecdo antioxidante por mecanismo ndo-enzimdtico € feita por moléculas que
protegem alvos bioldgicos da oxidagdo, por apresentarem trés propriedades: supressdo da
formacdo de radical livre (quelagdo de metais ou inibi¢do de enzimas geradoras de radicais
livres); eliminacdo de radicais livres ou desativacdo, formando um produto estivel e
participacdo em processos de reparo (44).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado por residuos de glicina, cisteina e
glutamato. A GSH € um sequestrador de radical hidroxila e de oxigé€nio singlete. A GSH
atua como cofator de varias enzimas em diferentes vias metabdlicas (glutationa peroxidase,
glioxilase, maleilacetoacetato isomerase, prostaglandina endoper6xido isomerase) e
participa de diversos processos de detoxificacdo (conjugacdo com xenobidticos pela acdo
da glutationa-S-transferase e remoc¢ao de perdxidos via glutationa peroxidase) (25).

A glutationa reduzida (GSH) age como um sequestrador de radical com grupo
sulfidrila com ag¢do redox, reagindo com oxidantes para produ¢do de glutationa oxidada
(GSSG). A glutationa € possivelmente a mais abundante molécula antioxidante nas células
(45) e, consequentemente esta funcdo € a mais importante na manutencao do estado redox
celular. (46,47).

A ubiquinona € o unico lipidio endogenamente sintetizado que apresenta funcao
redox, atuando tanto nos sistemas de transporte de elétrons transmembrana, como na cadeia
respiratéria mitocondrial. Embora de forma diferenciada e bem especifica, esta é
biossintetizada por todas as células, o que a torna o maior constituinte da membrana
mitocondrial interna, membrana do complexo de Golgi € membrana dos lisossomos. Sua
forma reduzida ubiquinol-10 (CoQH;) € uma hidroquinona, que ocorre predominantemente
no coragao, rins e figado e a forma oxidada ubiquinona (CoQo) é abundante no cérebro e
intestino (25,39).

Os carotenoides sdo pigmentos dos tecidos fotossintéticos de vegetais, adquiridos
pelo organismo humano pela dieta, principalmente pela ingestdo de frutas e legumes.
Dentre os carotenoides, o -caroteno é a mais importante fonte de vitamina A. Eles atuam
como supressores de oxigénio singlete e como sequestradores de radicais livres. O B-
caroteno reage diretamente com radicais peroxil formados durante a peroxidagdo lipidica,
protegendo as membranas celulares e as lipoproteinas contra modificag¢des lipidicas (25).

O 4cido ascorbico ou vitamina C é comumente encontrado em nosso organismo na
forma de ascorbato. Por ser muito solivel em &dgua, estd localizado em compartimentos
aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato desempenha papeis metabdlicos fundamentais
no organismo humano, atuando como agente redutor, reduzindo metais de transicdo (em
particular Fe** e Cu™) e presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no
organismo. O ascorbato possui também propriedades pré-oxidantes, pois os fons Fe** e Cu*
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reagem com peroxido de hidrogénio (reacdo de Fenton), gerando radical hidroxila.
Indiretamente, o ascorbato pode induzir as reagdes de radicais livres (39).

A vitamina E € constituida principalmente por quatro tocoferdis, e secundariamente
por quatro tocotriendis, sendo o a-tocoferol o mais ativo. O a-tocoferol suprime e reage
com oxigénio singlete, sequestra os radicais superdxido e hidroxila podendo, portanto,
bloquear a inicia¢ao da peroxidagdo lipidica. Entretanto, sua principal acdo antioxidante nas
membranas bioldgicas deve-se ao fato de atuar interrompendo a fase de propagacdo da
lipoperoxidag¢do, doando um atomo de hidrogénio para os radicais peroxil e alcoxil,
derivados da oxidacdo de dcidos graxos e interrompendo a cadeia radicalar da peroxidagdo
lipidica (25,39).

A maioria dos compostos presentes nas plantas faz parte do metabolismo primério.
Esses compostos s@o polissacarideos, agicares, proteinas e lipidios, substancias essenciais a
sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas (48). Além desses metabdlitos, as plantas
produzem uma grande variedade de metabdlitos secunddrios. Esses compostos, nao
necessariamente essenciais ao organismo produtor, t€m um papel importante na
sobrevivéncia da planta em seu ecossistema. (10).

Os metabdlitos secunddrios estdo assim envolvidos na resisténcia contra pragas e
doencas, na atracdo de polinizadores, na interagdo com micro-organismos simbidticos entre
outros (48). Embora os metabdlitos secundarios encontrem-se presentes em concentragoes
bem menores nas plantas, a maioria deles tais como alcaloides, terpenoides, antocianinas,
esteroides, flavonoides, quinonas e ligninas tém encontrado aplicagdes comerciais como
farmacos, corantes, aromas, inseticidas etc. Esses compostos apresentam uma ampla
diversidade em estruturas e tamanhos, sendo encontrados e distribuidos por todo o reino
vegetal (49,50).

Os flavonoides, sintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, constituem uma
importante classe de polifenois, presentes em relativa abundincia entre os metabolitos
secunddrios de vegetais. Uma “substincia fendlica ou polifendlica” € aquela que possui um
ou mais nucleos aromaticos, contendo substituintes hidroxilados e/ou derivados funcionais
(ésteres, éteres, glicosideos e outros). Entretanto, uma definicdo levando em conta somente
a estrutura quimica ndo € apropriada, uma vez que existem compostos contendo hidroxilas
fendlicas, que fazem parte de outras classes de metabdlitos. Dessa forma, € mais
conveniente empregar-se uma defini¢do que leva em conta também a origem bioenergética

(48-50).

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural, podendo ser encontrados em diversas
formas estruturais. Essa classe de compostos é amplamente distribuida no reino vegetal.
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Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe possui 15 d&tomos de carbono em seu
nicleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
entre elas (Figura 3) (10).

C |

O

Figura 3: Nicleo fundamental dos flavonoides.

Diversas fungdes sao atribuidas aos flavonoides nas plantas. Dentre elas, pode-se
citar: (a) protecao dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; (b) atragdo de animais com finalidade de
polinizacdo; (c) antioxidantes; (d) controle da acdo de hormoénios vegetais; (e) agentes
alelopaticos; e (f) inibidores de enzima (51,52).

Os polifenois sao efetivos doadores de elétrons, particularmente os flavonoides. Seu
potencial antioxidante depende do nimero e da posicio dos grupos hidroxilas e sua
conjugacdo, assim como da presenca de doadores de elétrons no anel estrutural, devido a
capacidade que o grupo aromatico possui de suportar o desemparelhamento de elétrons por
deslocamento do sistema de elétrons (estabilizagdo por ressondncia). Essa estrutura lhes
confere uma significativa atividade antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos
gerados pelos radicais livres, e consequentemente, o surgimento de doencas associadas a
acdo desses radicais (53,54).

Existe na literatura muita controvérsia sobre o mecanismo de acao dos flavonoides.
Eles atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais livres, em ambos o0s
compartimentos celulares, lipofilico e hidrofilico. Esses compostos t€ém a capacidade de
doar elétrons e, portanto, inibir as reacdoes em cadeia provocadas pelos radicais livres (53).

Os flavonoides e outros derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem na captura
e neutralizacdo de espécies oxidantes como o anion superoxido (O,"), radical hidroxila ou
radical peréxido, atuando por sinergismo com outros antioxidantes, como as vitaminas C e
E. Alguns flavonoides sdao capazes de complexar fons metdlicos, impedindo-os de atuarem
como catalisadores na produgdo de radicais livres. Esta atividade é o resultado de um
conjunto de propriedades, tais como atividade quelante de ferro, atividade sequestrante de
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radicais livres, inibicdo das enzimas cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH-oxidase, xantina-
oxidase e fosfolipases, estimulacdo de enzimas com atividade antioxidante como a catalase
e a superdxido-dismutase. Assim, os flavonoides podem interferir nas reagdes de
propagacio e formacao de radicais livres (53-56).

Os antioxidantes fendlicos formam um radical fenoxil quando reagem com espécies
oxidadas, havendo a deslocalizagdo do életron desemparelhado na molécula de oxigénio
fendlico. Estes radicais formados sdo menos reativos devido a ressonincia de sua estrutura
quimica, ou seja, devido a reducdo da densidade eletronica do elétron desemparelhado em
todas as formas isoméricas dos compostos fendlicos. A estabilizacio pode ocorrer em
decorréncia, além da deslocalizacdo eletronica, da formagdo de pontes de hidrogénio
intramoleculares, ou da oxidagdo subsequente a reacdo com outro radical lipidico (55,56).

Os flavonoides representam um grande grupo fitoquimico, que tem apresentado
inimeras funcdes. Pode ser destacada, particularmente, sua atividade antioxidante, mas,
atualmente, estudos relatam que as propriedades farmacoldgicas dos flavonoides vao além
do que se imagina, pois reduzem a carcinogénese em modelos animais. Estas substancias
apresentam funcdes de inibi¢do da proliferacio de diversas linhagens de células
cancerigenas e de inducao de apoptose (57).

A acgdo antioxidante mais conhecida dos flavonoides contra as células cancerigenas
€ a habilidade de desativar moléculas reativas do oxigénio, podendo ainda defender as
membranas celulares da peroxidacdo lipidica, garantindo a integridade e fluidez da
membrana, diminuindo a formagao de peréxidos imunossupressores e impedindo altera¢des
na sinalizacdo intracelular e funcao celular (58).

O cancer é um dos mais antigos males da humanidade e, atualmente, os tipos que
mais afetam a sociedade sdo, para o sexo masculino, os de préstata e pulmao; e, para o sexo
feminino, os de mama e colo do ttero. O cancer € o nome dado a um conjunto de mais de
cem doencas que t€ém em comum o crescimento desordenado de células, apoderando-se dos
tecidos, Orgdos, entre outras partes do corpo. Dependendo de seu estigio, ou seja,
considerando a rapidez da divisdo das células cancerigenas, a doenga pode ser muito
agressiva e incontroldvel, e € considerada maligna. Mas, se a sua proliferacdo for lenta e
concentrar-se apenas em uma massa localizada de células, sendo semelhante ao tecido
original, o cancer ¢ denominado como benigno e dificilmente gera risco de morte (59).

A formagdo do tumor € representada em trés estdgios: iniciagdo, promogdo e
progressdo. A iniciacdo € caracterizada pela alteracdo do material genético, que sofrera
mutacdo. O estdgio de promogdo € caracterizado pela conversdo da célula iniciada em pré-

maligna. Esse processo ¢ longo e reversivel, e € nessa fase que os agentes
quimiopreventivos agem. A progressdo da célula pré-maligna para a célula maligna
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acontece logo em seguida em consequéncia do dano adicional ocorrido no cromossomo, e,
a partir disso, a divisdo das células passa a ser incontrolavel (58).

Importante causa de doenca e morte no Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas
constituem a segunda causa de morte na populacdo. Segundo recente relatério da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), o
impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Os canceres podem ocorrer em
qualquer fase da vida, mas, a probabilidade aumenta com o avango da idade, ou seja, com o
envelhecimento. Calcula-se que, em 2050, 57% dos casos de cancer serdo detectados em
pessoas com mais de 65 anos (60,61).

Compreender e controlar as doencas malignas requer conhecimentos cientificos e
experiéncias que vao desde o conhecimento dos complexos mecanismos de regulacdo
molecular intracelular as escolhas individuais do estilo de vida. A prevencdo e o controle
do cancer estdo entre os mais importantes desafios, cientificos e de satde publica, da nossa
época (60).

Para o surgimento do cancer ndo existe origem determinada, e, sim, fatores internos
ou externos ao organismo, que podem contribuir para o aparecimento da doenca. Um
exemplo simples € o proprio habito alimentar (62,63).

As terapias utilizadas para o tratamento do cincer sdo a radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e hormonioterapia. Essas bases terapéuticas consistem em aproximadamente
300 farmacos, que atuam ao nivel celular para impedir o crescimento do tumor. Entretanto,
ndo tem a fungdo de selecionar somente as células mutantes, e acabam sendo toxicas aos
demais tecidos sadios e com rdpida proliferacao (64).

Existem dois tipos de agentes terapéuticos conhecidos atualmente, denominados
agentes bloqueadores (quimiopreventivos), que inibem a iniciacdo do processo
carcinogénico; e os agentes supressores, que inibem a proliferacdo de células malignas
durante as fases de promocao e progressdao da evolug¢do tumoral (61).

Para um conceito mais adequado, a quimioprevenc¢do pode ser definida como a
utilizacdo de produtos quimicos naturais ou sintéticos, com a fun¢do de intervir, extinguir
ou impedir o processo de evolucdo do cancer, ou seja, evitam que o dano atinja o DNA
(63).
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J4, os agentes supressores t€ém sua atividade inibitdria atribuida a influéncia sobre a
proliferacdo e diferenciacdo celular e/ou apoptose, isto €, transformagdo de células pré-
neoplasicas em tumores malignos capazes de invadir tecidos e formar metastases. Alguns
agentes terapéuticos podem agir tanto como agentes bloqueadores, quanto como
supressores (62,63).

Dentro desse contexto, além da falta de novos medicamentos para o tratamento
dessas patologias, ha também necessidade de obter outro foco do desenvolvimento desses
farmacos, visando, particularmente, a nossa maior riqueza, que ¢ a imensa biodiversidade
brasileira de plantas. Neste sentido, a investigacdo farmacoldgica e fitoquimica das plantas
presentes nos biomas brasileiros pode ser uma alternativa, uma vez que este territorio
possui cerca de 55000 angiospermas, sendo o primeiro no ranking dos paises mais ricos em
nimero de espécies dessas plantas. Além disso, sabe-se que as angiospermas sao as mais
promissoras, quando se trata de desenvolvimento de novos farmacos a partir do reino
vegetal (65).

A cicatrizagdo é um processo complexo que envolve a atividade local e sistémica
que vem sendo o alvo, ao longo das ultimas décadas, da aten¢do dos pesquisadores,
principalmente, quanto aos fatores que a retardam ou a dificultam. Este processo consiste
na substituicdo de células mortas ou lesadas por novas células sadias, originadas dos
elementos parenquimatosos ou do estroma do tecido lesado. A proliferacdo fibrobléstica e a
formacdo de cicatriz sdo as caracteristicas mais comuns de todo o processo de regeneragao.

O processo de cicatrizagdo de feridas consiste em perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentagao e
reconstituicdo do tecido. Esse processo tem despertado o interesse de pesquisadores,
principalmente no estudo de fatores que comprometem esse mecanismo. Alguns autores
consideram que este varia segundo a presenca ou auséncia de bactérias, o tipo de tecido
lesado, a condi¢ao orgénica e a idade do individuo (66).

Diferentes agentes podem atuar na inducdo da cicatrizacdo. Segundo Robinson e
Snyder-Mackler (67), a cicatrizagdo pode ser estimulada pela eletroterapia, pois reduz a
inflamacdo pelo aumento da irrigagdo vascular. Diversos estudos tém demonstrado que
aplicacdes de estimulos elétricos modificam o processo de cicatrizagdo, crescimento e
regeneragdo em todos os organismos vivos (68,69).

Aplicagoes de estimulos elétricos de baixa amperagem modificam o processo de
cicatrizagdo, principalmente no que tange a fatores que o retardam ou dificultam (68,70).
Observa-se que os efeitos da aplicacdo da estimulacao elétrica com diferentes amplitudes e
frequéncias promovem modificagdes nas respostas celulares e teciduais em lesdes
induzidas, podendo ser usada para promover reparo tecidual (71,72). Esta estimulacdo por
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correntes elétricas de baixa intensidade afeta diretamente os potenciais elétricos na
membrana, associados a mudancgas no gradiente de concentracdo de fons na membrana
celular o que ocasiona aumento da sintese de ATP, seguido do aumento da sintese de
proteinas (68,70).

A utilizagcdo de fitoterdpicos € outro fator que também tem se mostrado bastante
eficaz na cicatrizacdo de feridas e queimaduras (73,74). E sabe-se que a eficiéncia destes
fitoterdpicos no processo de cicatrizagdo estd relacionada, principalmente, aos taninos
(10,75,76).

Também a utilizacdo de alguns fitoterdpicos tem sido benéfica na cura de feridas e
pouco se sabe sobre a acdo combinada de fitoterdpicos com agentes fisicos na regeneragao
de tecidos moles. Estes apresentam vdrias indicagdes terapéuticas, sendo que alguns deles
pertencem a farmacopeia (77,78).

A familia das orquideas € a maior das angiospermas, com mais de 25 mil espécies ja
descritas, além das formas hibridas produzidas por cruzamento de forma espontanea e
cultivada. Existem orquideas das mais variadas dimensdes, desde pequenas plantas com
flores do tamanho da cabeca de um alfinete até plantas que chegam a trés metros de atura
(79).

Oncidium flexuosum é uma epifita de até 1 metro de altura, possuidora de grande
numero de flores, que formam inflorescéncias ramificadas de flores médias vistosas. Suas
sépalas e pétalas sdo amarelas, com listras marrom-avermelhadas e o labelo € realcado com
pontinhos avermelhados. As folhas do género Oncidium geralmente apresentam epiderme
uniestratificada, superficie hipoestomatica, com presenca de camara subestomatica, sendo o
mesofilo homogéneo preenchido com parénquima clorofiliano; o feixe vascular é colateral
com presenca de camadas de fibras nos pélos, tanto do xilema como do floema. Também
estas apresentam cuticulas grossas e células epidermais possuidoras de paredes com alto
grau de lignificacdo (80), evitando assim o dessecamento, mas que também, podem vir a
dificultar a extracao de possiveis principios ativos existentes nas espécies deste género.

Muitos trabalhos de revisdao taxondmica do género Oncidium s@o encontrados na
literatura (80-84). Entretanto, ndo ha informagdes cientificas sobre este género, tanto sobre
os constituintes quimicos e os métodos ideais de extragdo quanto avaliacdes de suas
atividades bioldgicas. Recentemente, Musharof (85) reuniu as informagdes sobre as
propriedades medicinais de outros géneros da familia das orquideas, os seus usos
terapéuticos tradicionais com o0s recentes avangos nas investigacdes farmacoldgicas.
Espécies desta familia t€ém sido usadas para o tratamento de diversas doengas por milénios,
incluindo disfun¢des estomacais, tumores, feridas, inflamagdes. As orquideas possuem
uma incrivel diversidade de espécies e a pesquisa destas plantas tem grande potencial.

Introdugdo

52



Assim, os resultados de pesquisas com plantas medicinais podem ter
desdobramentos em varios niveis. Individualmente, a descoberta de novos farmacos ou de
farmacos acessiveis, pode determinar a melhoria da qualidade de vida em doengas cronicas
ou a prépria sobrevivéncia do paciente afetado. Socialmente, a descoberta de fontes
naturais e locais de compostos quimicos, usualmente importados e/ou desenvolvimento de
fitoterdpicos de fabricacdo nacional, pode ter consequéncias econdmicas significativas,
além de possibilitar a autonomia de cada pais no gerenciamento de suas politicas de satude
(2,3,5,10).
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OBJETIVOS

1- Objetivo geral

Realizar pesquisa exploratéria das agdes farmacoldgicas das folhas de Oncidium
flexuosum Sims.

Avaliar as atividades antioxidante, antiulcerogénica e cicatrizante dos extratos
obtidos a partir das folhas de Oncidium flexuosum Sims. e analisar os principais grupos de
substancias fitoquimicas presentes.

2- Objetivos especificos

Obter o extrato hidroalcodlico a partir das folhas de O. flexuosum e suas respectivas
fracdes.

Analisar os principais grupos de substincias presentes neste extrato por anélises
fitoquimicas, histoquimica, reagdes de caracteriza¢io e cromatografia de camada delgada.

Avaliar as seguintes atividades bioldgicas do extrato hidroalcodlico e suas fragdes:
- capacidade antioxidante in vitro e in vivo.

- atividade cicatrizante associada ou ndo a microcorrente.

- atividade sobre a proliferacdo de fibroblastos.

- a¢do antimicrobiana in vitro frente diferentes bactérias e leveduras.

- atividade antiproliferativa e citotoxica in vitro em diferentes linhagens.

- andlise dos danos oxidativos hepdticos e renais.

- andlises histopatoldgicas.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados solventes Grau P.A. As andlises por cromatografias em camada
delgada (CCD) foram efetuadas em cromatofolha de aluminio, silica gel 60 F245 (Merck). A
deteccao dos compostos foi feita com lampada UV a 254 e 366nm e, posteriormente, com
reagentes especificos. As liofilizacdes foram realizadas em liofilizador marca Virtis,
modelo 8L.

1- Estudo fitoquimico das folhas de Oncidium flexuosum

A- Obtencdo do material vegetal

As folhas da espécie Oncidium flexuosum Sims. foram coletadas na Horta de Plantas
Medicinais da Uniararas (Projeto de Extensdo Universitaria Saide & Harmonia: Bem-estar
com as Plantas Medicinais), localizada no municipio de Araras, estado de Sdo Paulo. A
exsicata foi tombada na colecdo do Herbario Rio Clarense (HRCB), do Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — UNESP de Rio Claro, sob o ndmero 45341,
pelo bidlogo Cristiano Pedroso de Moraes. Na figura 4, pode ser observado um exemplar
da espécie O. flexuosum cultivado na Horta de Plantas Medicinais da Uniararas. Detalhes
das folhas e flores estdao apresentados na figura 5.
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Figura 4: Exemplar de O. flexuosum Sims. cultivado na Horta de Plantas Medicinais da
Uniararas.

Figura 5: Detalhe das folhas e flores do exemplar de O. flexuosum apresentado na figura 4.
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B- Preparacio dos extratos vegetais

Extrato hidroalcodlico (EH)

As folhas frescas (50 g) de O. flexuosum foram congeladas e moidas com gelo seco
em moinho de facas, marca Stephen, modelo UM 40. Em seguida, foram extraidas por
maceracdo dinamica, sendo realizados trés periodos extrativos com 300 mL de solugao
hidroalcodlica 70%, a temperatura ambiente, seguido de filtracdo a véacuo. Os filtrados
resultantes dos trés periodos extrativos foram reunidos e o solvente foi evaporado sob
vacuo a temperatura de 40°C em evaporador rotativo, marca Buchi (modelo R-215). O
extrato evaporado foi liofilizado sendo obtido o extrato bruto hidroalcodlico (EH).

Extrato diclorometano (ED)

Foram adicionados 150 mL de diclorometano em 50 g das folhas e a mistura foi
submetida a extracdo por dispersor, marca IKA (modelo RW20) durante 3 minutos, sendo
em seguida, filtrado em funil de placa porosa. Este processo extrativo foi repetido 3 vezes e
os sobrenadantes obtidos foram agrupados. Retirou-se o solvente a vacuo, obtendo-se o
extrato rico em compostos de baixa e média polaridade (ED).

Extrato bruto com tratamento enzimatico (EBZ)

As folhas moidas de O. flexuosum foram submetidas a fermentacdo através de
incubagdo na presenca de xilanases (caldo enzimético bruto) de Bacillus pumilus CBMAI
0008 (Colecao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Indistria) previamente a
extracao.

Uma porc¢ao de 250 mg destas folhas foi misturada a 5,0 mL de solu¢@o tampao Tris
0,1 mol/L (pH 8,8) e 66,7 uL do caldo de B. pumilus rico em xilanase. Os tubos Falcon
foram cobertos por papel aluminio para protecdo contra a luz. Em seguida, a mistura foi
submetida a agitacao oscilatéria de 250 rotacdes por minuto (rpm), a temperatura de 60°C,
durante um periodo de 1h50min. Apdés o tempo de incubacdo enzimdtica, as amostras
sofreram um choque térmico em banho de gelo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm, na temperatura de -5°C, por 30 minutos, em centrifuga
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refrigerada Centra CL3R. Os sobrenadantes foram descartados e os residuos vegetais
(material vegetal fermentado) foram mantidos nos tubos Falcon e adicionados SmL de uma
mistura metanol/ dcido citrico 0,3%. Finalmente, o material vegetal fermentado foi extraido
por maceracao dinamica da mesma forma descrita para o extrato EH (Figura 6).

Fracao Terpeno (FrT)

Esta fracdo foi obtida pela adi¢do de 900 ml de solucdo saturada de acetato de
chumbo 10% e 100 ml de metanol ao EH (1 g). Esta mistura foi homogeneizada e levada a
refrigerac@o por 24 horas.

Decorrido este periodo, a mistura foi filtrada a vdcuo em funil de placa porosa com
celite, o filtrado resultante foi evaporado sob vicuo a temperatura de 40°C em evaporador
rotativo, sendo obtida a fracdo aquosa que foi submetida a 3 periodos extrativos com
acetato de etila. As fracdes organicas obtidas foram reunidas e evaporadas a vicuo
resultando na fragao terpeno (FrT).
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250 mg

Folhas frescas

5,0 mL Solugao Tampao Tris

66,7 uL xilanase

Agit. Oscilatéria (1h50, 60°C, 250rpm)
Centrif. (3000rpm, 30 min, -5°C)

Sobrenadante Residuo
vegetal

Extracdo com metanol/Ac. citrico 0,3%

Maceragio dinamica

Descarte Extracdo 3 x

Residuo Extrato Bruto

com tratamento
Enzimatico
(EBZ)

Figura 6: Fluxograma do processo de obtencao do extrato bruto com tratamento
enzimatico (EBZ).
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Fracionamento acido-base do extrato hidroalcodlico EH

Em um funil de separagdo, foram colocados 100 mL do EH, 100 mL de acetato de
etila e solucdo de 4cido cloridrico 1 mol/L até o pH 3,0. Foi realizado o processo extrativo
liquido-liquido, agitando vigorosamente o funil. Apds um breve periodo de repouso, as
fases foram separadas, a fracdo aquosa foi reservada e na fracao acetato foram adicionados
100mL de solucdo de hidréxido de sédio 1 mol/L. Esta fracdo foi submetida a novos 3
periodos extrativos, obtendo-se as fracdes acetato e aquosa apds o periodo de repouso. A
fracdo aquosa foi acidificada até pH 5, e, posteriormente, extraida trés vezes com acetato de
etila, resultando nas fracdes acetato 4cida e aquosa.

Na fracdo aquosa reservada anteriormente foram adicionadas solu¢do de hidréxido
de sodio até pH 9 e 100 mL de acetato de etila para novos 3 periodos extrativos com acetato
de etila. ApOs estes periodos, resultaram as fracdes aquosa bdsica e acetato bésica (Figura
7). As fracdes aquosas foram liofilizadas e as organicas foram evaporadas em evaporador
rotativo sob vacuo a 40°C (86).
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EH + Acetato de etila
+ Solugdo HCI 1N

Extracdo 3 x

Fracio

Acetato

Alcalinizar

Exfracdo 3 x

Fracio

Acetato

Fracio
aquosa

Alcalinizar

Extracdo 5 x

+ Acetato de

Fracio

Aﬁl]f\QQ

etila (3x)

Acidificar

Exfracao 53 x

+ Acetato
de etila

Fracio

Aquosa Basica

Fracio

Acetato Acida

Fracio

Acetato Basica

Fracio

Aquosa

Figura 7: Fluxograma de fracionamento dcido-base do extrato hidroalcodlico EH.
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2- Histoquimica das folhas de Oncidium flexuosum

Estes testes foram realizados no Laboratério do Meio Ambiente do Centro
Universitdrio Herminio Ometto — Uniararas, sob a supervisdo do Prof. Ms. Cristiano
Pedroso de Moraes.

Para a anédlise anatdomica, cinco folhas de 10 plantas foram fixadas em FAA 50 e
preservadas em dlcool 70%. Cada uma delas foi seccionada a mao na regido mediana, com
o auxilio de ldminas de barbear. Os cortes foram corados com Safra-Blau 0,05% (87) e
montados em glicerina. Para a identificacdo dos flavonoides, utilizou-se hidréxido de
potassio (88) e para taninos, solu¢do aquosa de cloreto de ferro (III) a 10%, acrescida de
algumas gramas de carbonato de sdédio (89). Os aspectos mais importantes foram
registrados com uma cdmara digital, acoplada a um microscépio Olympus (modelo BX51).

3- Estudo farmacognostico

A — Triagem fitoquimica preliminar das principais classes de substancias

Os testes fitoquimicos foram realizados em tubos de ensaio, em triplicata, sendo
comparados com um teste branco conforme as metodologias de Harborne (1998) (90) e
Matos (1997) (91).

Fenois e Taninos: Cloreto férrico

Foram adicionadas 3 gotas de solugdo de cloreto férrico 1% ao tubo de ensaio
contendo uma amostra do extrato. Apds a agitacdo, coloragcdo varidvel entre o azul e o
vermelho € indicativa da presenca de fendis. A formacdo de precipitado escuro de
tonalidade azul indica a presenga de taninos hidrolizdveis e verde, a presenca de taninos

condensados.
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Flavonoides: Reacdo de Shinoda

Em 1 mL do extrato foi adicionado um fragmento de limalha de magnésio e 0,5 mL
de 4cido cloridrico concentrado. Apds um repouso de 15 minutos observou-se a coloragdo.
A presenca de flavonoides € indicada pela coloragdo avermelhada.

Flavonoides: Reacao do cloreto de aluminio

Em um papel de filtro foram aplicadas duas gotas do extrato em duas dreas. Sobre
uma das manchas foi colocada uma gota da solucdo etandlica de cloreto de aluminio 5%.
Apos a evaporacao do solvente, foi observado sob luz UV. A presenca de flavonoides é
indicada pelo aparecimento de fluorescéncia.

Flavonoides: Reacdo do acido sulfirico

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL do extrato e adicionadas 3 gotas de acido
sulftrico. O aparecimento da coloragdo fortemente amarelada, laranja ou vermelha indica a
presenca de flavonoides.

Taninos: Reacdo de Stiasny

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL do extrato e adicionadas 3 gotas de formol
e 2 gotas de 4cido cloridrico. O aparecimento de precipitado indica a presenca de taninos.

Taninos: Reacdo do Acetato Acido de Chumbo

Em 2 mL do extrato contidos em um tubo de ensaio foram adicionados 4 mL de
acido acético glacial e 2 mL de solucdo de acetato de chumbo 10%. A presenca de
precipitado indica taninos.
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Alcaldides: Reacdes de Mayer e Dragendorff

Uma amostra do extrato foi solubilizada em 2 mL de 4cido cloridrico 2%. Logo
apo6s, a mistura foi dividida em 2 por¢des iguais em 2 tubos de ensaio, nos quais foram
adicionadas 3 gotas dos reagentes de Mayer e de Dragendorff, respectivamente. Apds a
agitacdo, o aparecimento de precipitado indica a presenca de alcaldides.

Saponinas: Formacdo de espuma

O tubo de ensaio contendo o extrato foi vigorosamente agitado por 2-3 minutos. A
formacdo de espuma indica a presenga de saponinas.

Cumarinas: Reacio do hidroxido de potassio

Com o auxilio de um capilar, foram aplicadas duas gotas do extrato em duas dreas
em um papel de filtro. Sobre uma das manchas foi colocada uma gota da solugdo alcodlica
de hidréxido de potéssio 0,5 mol/L. Apds a evaporacdo do solvente, as manchas foram
expostas a luz UV 366 nm. A presenga de fluorescéncia azul ou verde indica a presenca de
cumarinas.

B — Cromatografia de camada delgada (CCD)

Os extratos e suas fragdes foram submetidos a andlise por CCD, efetuada em
cromatoplacas de aluminio revestidas com silica gel 60 F254 (Merck 1.05553). A fase
movel adequada para o bom desenvolvimento dos cromatogramas foi analisada conforme a
escala de polaridade dos solventes. Em seguida, as placas foram observadas em luz UV
(254 e 366 nm) e, posteriormente, reveladas com solucdes reagentes especificas, conforme
tabela 1.
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Tabela 1: Reveladores especificos utilizados na cromatografia de camada delgada

Soluc¢ao Reveladora Classes de substancias

Ferricianeto de potdssio  Fenois, Taninos e Flavonoides

e cloreto férrico

Anidrido acético Esteroides e Triterpenos

e dcido sulfiirico

Hidroxido de sodio Cumarinas e Antracenosideos

em metanol 5%

Anisaldeido sulfiirico Terpenos

C- Determinacdo do teor de polifenois totais

A concentracdo de polifenois totais foi determinada pelo método colorimétrico
descrito por Singleton et al. 1999 (92). Em balao volumétrico, foram adicionados 0,5 mL
do extrato, 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau diluido (1:10) e 2,0 mL de Na,CO3; 4%
(m/v). Ap6s 2 h de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro UV/VIS a 760 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como
equivalentes de catequina (mg de catequina/g), calculados por meio de uma curva
construida com concentragdes que variaram de 5 a 100 pg/mL.
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D- Determinagao do teor de flavonoides

A concentragdo de flavonoides no extrato foi realizada utilizando uma curva padrdo
de quercetina. Uma aliquota de 2 ml do extrato foi colocada em tubo de ensaio acrescida
de 1 ml de solucdo de cloreto de aluminio em metanol 2,5%. Apds repouso de 30 minutos,
fez-se leitura a 425 nm em espectrofotometro UV/visivel para se obter a concentragio de
flavonoides (mg/mL). A andlise foi feita em triplicata.

Os resultados do teor de flavonoides foram expressos como equivalentes de
quercetina (mg de quercetina/g), calculados por meio de uma curva construida com
concentracdes que variaram de 5 a 100 pg/mL (93).

4- Avaliacido da atividade antioxidante in vitro

A — Método do DPPH

O potencial antioxidante dos extratos e das fragdes foi avaliado, utilizando o método
fotocolorimétrico in vitro do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila), conforme Mensor (2001)
(94). O DPPH € um radical livre estdvel a temperatura ambiente, com colora¢do roxa
intensa. A acdo antioxidante de um extrato pode ser visualizada pelo progressivo
descoloramento da solucdo, ao final do qual a mesma torna-se amarelada.

As amostras foram preparadas em etanol nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL, com excecao das fracdes originadas a partir do fracionamento dcido-base que
foram preparadas na concentracdo de 250 pg/mL. Foram adicionados 1mL de solugdao
0,3 mmol/L de DPPH em etanol a 2,5 mL das respectivas amostras de concentracdes
diferentes. Nos brancos, adiciona-se apenas 1 mL de etanol aos extratos diluidos nas
mesmas concentracdes das amostras (2,5 mL). O controle negativo foi preparado apenas
com 1 mL da solu¢do de DPPH e 2,5 mL de etanol.
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Trinta minutos apés a adi¢do de DPPH, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotometro a 518 nm em triplicata e, os valores convertidos em atividade
antioxidante percentual (AAO%), usando a seguinte formula (94):

AAO% =100 - {[ABSA — ABSB) X 100] /ABSC}, onde: ABSA = absorbancia da
amostra, ABSB = absorbancia do branco, ABSC = absorbiancia do controle.

B- Método de TBARs

A atividade antioxidante in vitro da fracao terpeno (FrT) foi estimada pela inibicao
de formacgdo de espécies reativas do acido tiobarbitiirico (TBARS). As amostras foram
preparadas nas concentragdes de 1, 5, 10 e 200 pg/mL. Foram adicionados as estas
diferentes concentracdes das amostras, 2,5 mL de tampao fosfato 20 mmol/L (pH 7,4) com
o homogenato de figado e 100 pL de solucao de sulfato ferroso, 100 uL de dgua oxigenada
(0,4 mol/L) para induzir lipo-peroxidagdo. Os tubos foram levados ao banho — maria a 37°C
por 30 minutos.

Ap6s esse periodo, foram adicionados 1 mL de 4cido tiobarbitirico (TBA — 0,67%),
500 uL de 4cido fosférico (H3POy4), 10 pL de hidréxido de sédio (NaOH) e levado a
aquecimento (100 °C), durante 10 minutos. Apds arrefecimento, foram medidas as
absorbancias das amostras em espectrofotdometro (535 nm). Os resultados foram expressos
em porcentagem de inibi¢cdo do processo oxidativo (95).

5- Avaliacio da atividade antioxidante in vivo

A- Animais

Foram utilizados para os experimentos, 09 ratos Wistar machos com dois meses de
idade, fornecidos pelo Biotério da UNIARARAS. Esses animais foram divididos em 03
grupos conforme descrito abaixo, mantidos em gaiolas durante todo o experimento, com
acesso irrestrito a comida e dgua durante 14 dias. Os protocolos experimentais utilizados
com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa da Uniararas, sob parecer
nimero 806/2006.
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O Grupo I (controle) recebeu apenas racao e dgua durante o experimento; o Grupo
IT recebeu paracetamol (diluido em soro fisiolégico) por 5 dias (50 mg/Kg) por via
intraperitonial e o Grupo III recebeu o extrato hidroalcodlico de O. flexuosum (EH), 100
mg/Kg, por gavagem por 7 dias e mais 5 dias, associado ao paracetamol (via
intraperitonial). Os animais foram pesados no inicio e no fim do experimento e realizou-se
o monitoramento da racao e da 4gua diariamente.

B- Coleta do Plasma

Os animais foram anestesiados via intraperitonial com 2 mL de xilasina 2%
(0,5 ml/Kg) e ketamina 10% (0,9 ml/Kg). Em seguida, realizou-se uma sec¢do na cavidade
tordcica para a visualizacio do coragdo. Todo o sangue possivel (aproximadamente 5 mL)
foi coletado do ventriculo esquerdo, e transferido para tubos de ensaio. Logo apos, foi
centrifugado por 15 minutos a 2000 rpm para separacdo do plasma das células sanguineas.
O plasma foi retirado dos tubos, acondicionado em tubos ependorff que foram armazenados
a -15°C para as andlises posteriores.

C- Coleta do Figado

Os figados dos ratos foram retirados, congelados e armazenados a -15°C para
andlises posteriores. No momento da andlise, o figado (30 mg de tecido) foi
homogeneizado em uma solugio de tampao PBS a 4°C (tampio fosfato 0,05 mol/L, pH 7,4
e solucdo de cloreto de so6dio 0,15 mol/L).

D- Parametros de avaliacdo da fun¢ao hepética no plasma

Determinacio de Uréia

O método utilizado foi o de Crocker modificado. Adicionou-se a amostra o reagente
de cor (tiossemicarbazida 0,5% e diacetilmonoxima 2,5%) e o reagente acido de uso.
Levou-se ao banho-maria por 10 minutos e fez-se a leitura a 530 nm (96).
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Determinacido das Transaminases: Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato
Aminotransferase (AST)

A determinagdo de transaminases foi realizada segundo o Método de Reitman e
Frankel Modificado (96).

Para a transaminase alanina aminotransferase, adicionou-se 1 mL da solu¢do do
dcido alfa-cetoglutdrico a 9 mL do 4cido d-1-aspértico e obteve-se o substrato oxalacético.
Pipetou-se 1 mL de substrato obtido anteriormente; tranferiu-se para um tubo de ensaio;
acrescentou-se 0,2 mL do soro em estudo e misturou-se. Incubou-se em banho-maria a
37°C por 60 minutos, juntou-se 1 mL de 2-4-dinitrofenil-hidrazina. Deixou-se em repouso
a temperatura ambiente por 20 minutos e adicionou-se 10 mL de NaOH 0,4 mol/L. Deixou-
se os tubos em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente em fez-se a leitura em
espectrofotometro com comprimento de onda de 505 nm.

Para a aspartato aminotransferase, pipetou-se 9 mL da solu¢do de d-1-alanina;
transferiu-se para um tubo de ensaio; juntou-se 1 mL da solu¢do do 4cido alfa-
cetoglutdrico; obteve-se o substrato pirdvico. Pipetou-se 1 mL do substrato obtido;
tranferiu-se para um tubo de ensaio; acrescentou-se 0,2 mL do soro em estudo e misturou-
se. Incubou-se em banho-maria a 37°C por 60 minutos, juntou-se 1 mL de 2-4, dinitrofenil-
hidrazina. Deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos. Adicionou-se
10 mL de NaOH 0,4 mol/L. Deixou-se os tubos em repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente e fez-se a leitura em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 505 nm.

Determinacio de Fosfatase Alcalina

O doseamento da fosfatase alcalina foi realizado segundo Método de Bodansky-
Gomori. Adicionou-se em tubo de ensaio 5 mL de substrato de glicerofosfato de sodio e
levou-se ao banho-maria a 37°C, deixou-se por 5 minutos. Acrescentou-se 0,5 mL soro em
estudo e levou-se ao banho-maria a 37°C por exatamente uma hora. Adicionou-se 4,5 mL
da solucao de tricloroacético a 10%; misturou-se e filtrou-se. Recolheu-se o filtrado e
transferiu-se para tubo de ensaio; adicionou-se 2 mL da solu¢cdo molibdico-sulfurica e 1 mL
do reagente redutor. Reservou-se por 30 minutos e fez-se leitura em espectrofotdmetro a
650 nm de comprimento de onda (96).
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E- Parametros de avaliacdo em homogenato de figado

Dosagem de Grupamentos Sulfidrilas Totais

Adicionou-se a 1 mL de meio constituido de Tris 0,25 mol/L e EDTA 20 mmol/L,
pH 8,2, uma aliquota do homogenato (50 mL), mediu-se a absorbancia a 412 nm (Al).
Adicionou-se a essa mistura 20 mL de acido 5-5’-ditio-bis(2-nitrobenzéico) (DTNB) 10
mM diluido em metanol. Apds 15 minutos, fez-se a segunda leitura (A2). Para zerar o
aparelho utilizou-se o meio de rea¢do e como branco DTNB diluido no mesmo tampao (B).
O procedimento foi realizado a temperatura ambiente. Os valores de grupamentos

sulfidrilas totais foram calculados por mg de proteina, dosada pelo método de Bradford
(97,98).

Dosagem de TBARS

Utilizou-se o método de Yagi (1987) (99) modificado. Foram utilizados 100uL de
homogenato de figado diluidos em 4mL de H,SOy4 (0,04 mol/L), mais 1 mL de H,PO4 1%
A essa mistura foi adicionado ImL da solug¢do reagente de dcido tiobarbitirico (4cido
tiobarbiturico 0,67% em acido fosférico 1%). Incubou-se a mistura final em banho maria
(90°C) por 15 min. Apds esfriamento em banho de gelo, efetuou-se a extragdo das
substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) com 2 mL de butanol, agitando-se
vigorosamente e centrifugando-se por mais 15min a 500 x g. Finalmente, a medida da
absorbancia a 535 nm. Os valores de TBARS foram calculados por mg de proteina, dosada
pelo método de Bradford.

F- Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em gréficos feitos no programa Origin (1996) e
foram analisados usando o método estatistico ANOVA, seguido de teste de Tukey, sendo
considerado significante valores de p< 0,05.
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6- Avaliacio da atividade antiproliferativa

A- Células

As linhagens celulares cedidas pelo National Cancer Institute (NCI), utilizadas na
triagem da atividade antiproliferativa (tabela 2), foram cultivadas em 5 mL de meio de
cultura RPMI-1640 (Gibc0®) suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB -
Gibco®) a 37°C em atmosfera imida com 5% CO,. Quando a monocamada celular atinge
cerca de 80% de confluéncia, as linhagens foram repicadas sob condi¢des estéreis.
Rotineiramente dois frascos de cada linhagem celular sao sempre mantidos em cultura.

Tabela 2: Linhagens celulares utilizadas nos ensaios antiproliferativos.

Tipo celular Nome Tipo de cultura
Leucemia K-562 Suspensao
Pulmao NCI-H460 Aderida

Mama MCF-7 Aderida

Mama Resistente NCI-ADR/ RES Aderida
Melanoma UACC-62 Aderida

Célon HT-29 Aderida
Prostata PC-3 Aderida

Ovidrio OVCAR-3 Aderida

Renal 786-O Aderida

B- Descongelamento e Congelamento celular

O criotubo que contém as células foi descongelado e seu contetddo transferido para
um tubo de centrifuga de 15 mL e seu volume completado para 10 mL com meio de
cultura. A seguir é centrifugado a 2000 rpm, 4° C, 4 min formando, assim, um pellet de
células. O sobrenadante € aspirado e o pellet ressuspendido cuidadosamente, evitando a
formacdo de grumos, com 5 mL de meio. O volume final foi transferido para um frasco de
cultura de 25 cm e incubado a 37°C em atmosfera de 95% de CO, e 100% de umidade.
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Para o congelamento, as células foram cultivadas em frascos de 75 cmz, para
obtencdo de uma quantidade elevada, pois o volume final da solu¢do celular a ser
congelado deve ser de 1x 10° cel/mL. Para células aderidas, apos tripsinizacao, as células
sao ressuspensas em 10 mL de meio suplementado com 30% de SFB, procedido pela
contagem do numero de células em camara de Neubawer. A seguir esse frasco foi
centrifugado por 4 min a 4°C e 2000 rpm, o sobrenadante aspirado para adicdo de meio de
cultura com 30% de SFB e 20% de glicerol em volume calculado para obtencdo de uma
concentracio final de 1x 10° cel/mL. Em cada criotubo é colocado 1 mL desta solugdo
celular e os criotubos sdo colocados na fase gasosa do nitrogénio liquido por 24 h, para
depois serem imersos no nitrogénio liquido.

Para as células em suspensdo, foi realizada a contagem do nimero de células em
camara de Neubawer, procedida por centrifugacio a 2000 rpm, por 4 min a 4°C. O
sobrenadante foi aspirado e adicionado meio de cultura com 30% de SFB e 20% de
glicerol, para concentracio final ser 1X 10° cel/mL. Um mililitro desta solucdo foi
transferido para criotubos marcados e inseridos na fase gasosa do nitrogénio liquido por
24 h.

C- Ensaio para a determinac¢do da atividade antiproliferativa das amostras

Os extratos e as fracdes, apds evaporagdo do solvente, foram diluidos em
dimetilsulfé6xido (DMSO) na concentragdo de 1g/mL. Para a adi¢do na cultura de células,
estas solucdes foram diluidas pelo menos 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina.

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 pL de células em meio
RPMI/SFB/gentamicina, nas suas respectivas densidades de inoculagdo, em placas de 96
compartimentos que a seguir foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO, e ambiente umido. Depois desse periodo de adaptacdo, uma placa controle foi fixada
através da adicdo de acido tricloroacético para determinacdo da quantidade de proteinas no
momento da adi¢do das drogas. Nas demais placas foram adicionadas os extratos nas
concentracdes de 0,25; 2.,5; 25 e 250 pug/mL e incubadas por 48 horas. Apds este periodo,
as placas foram centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm, e fixadas com 50 uL de acido
tricloroacético a 50% (TCA) para as células aderidas e a 80% para as células em suspensao
(leucemia). Para completar a fixacao celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C e
submetidas a quatro lavagens consecutivas com dgua destilada, para a remocdo dos
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundérios. Apds a lavagem, as placas foram
mantidas em temperatura ambiente até a secagem completa.
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As placas foram entdo coradas pela adicdo de 50 puL do corante proteico
sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume), dissolvido em &4cido acético a 1 %, e
incubadas a 4 °C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram lavadas por 4
vezes consecutivas com uma solugdo de acido acético 1%. Apds secagem a temperatura
ambiente, o corante ligado as proteinas celulares, foi solubilizado com uma soluc¢do de
Trizma Base na concentracdo de 10 umol/L e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540 nm em um leitor de
microplacas.

Para analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias
descontadas de seus respectivos brancos, e calculada a porcentagem de inibicdo de
crescimento. Com esses valores, foram construidos gréficos relacionando a porcentagem de
inibicdo de crescimento e a concentracdo do extrato. Como controle positivo, foi utilizado
0 quimioterdpico doxorrubicina.

7- Estimulo do crescimento de fibroblastos in vitro

Este ensaio foi desenvolvido de acordo com Mensah et al (2001) (100) com
pequenas modificacdes. Fibroblastos humanos, doados pela Allergisa Pesquisa Dermato-
Cosmética Ltda, foram usados para este experimento. Inoculou-se 100 pL/compartimento
de uma suspensdo de fibroblastos (densidade de inoculacdo de 1x10* cel/mL) em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM)/Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, em placas
de 96 compartimentos.

Foi preparada uma placa To que foi avaliada pela técnica do MTT (Brometo de 3-
[4,5—dimetiltiazol-2-il]-2,5—difeniltetrazol) para quantificacdo das células presentes na
placa teste no momento da inoculagdo das amostras. Apds 24h de incubagdo (37°C,
atmosfera umida, 5% de CO2), todo o meio foi aspirado, foram adicionados 100
pL/compartimento de meio DMEM suplementado com 0,3% de SFB e as placas foram
incubadas por 48h (37°C, atmosfera imida, 5% de CO2). Ao final desse periodo, foram
adicionados 100pL/compartimento das amostras, em quatro concentragdes distintas (0,25;
2,5; 25 e 250 pg/mL), seguindo o modelo apresentado na Figura 8. O controle positivo foi
alantoina, nas mesmas concentragdes das amostras.
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As placas foram entdo incubadas por 72h. Ao final desse periodo, todo o meio foi
aspirado e substituido por meio DMEM/SFB 10%, e as células foram mantidas em estufa
por 24h, antes da coloracdo com MTT (101). Para essa coloracdo, todo o meio foi aspirado
e trocado por meio DMEMY/SFB acrescido de MTT (0,5%). As placas foram incubadas por
4h (37°C, atmosfera imida, 5% de COz2) protegidas da luz. Depois desse periodo, o meio
foi trocado por dimetilsulféxido e a leitura espectrofotométrica foi realizada a 570 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

R

I]Immmmmﬂm Branco do meio de cultura (sem células)

% Branco da suspensido celular

Branco das amostras teste

Suspensio celular na presenca da amostra | em quatro concentragdes distintas

Suspensdo celular na presenca da amostra 2 em quatro concentracdes distintas

- Suspensio celular na presenca da amostra 3 em quatro concentragdes distintas
- Suspensdo celular na presenca da amostra 4 em quatro concentragdes distintas

- Suspensio celular na presenca da amostra 5 em quatro concentragdes distintas

Figura 8: Esquema da placa teste utilizada na avaliacdo do estimulo do crescimento de
fibroblastos in vitro.
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8- Analise estrutural e morfométrica do reparo tecidual

Estes testes foram realizados nos Laboratérios de Fisiologia e Micromorfologia do
Centro Universitirio Herminio Ometto — Uniararas, sob a supervisdao das Profa. Dra.
Glaucia M. Tesch dos Santos, Profa. Dra. Fernanda Sampaio Mendonca e do Prof. Dr.
Marcelo A. Marreto Esquissato.

A- Procedimento cirdrgico e tratamento

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 250-300 g, obtidos no
Centro Experimental Animal Prof. Dr. Luiz Edmundo de Magalhdes - Uniararas. Estes
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de nove animais cada, denominados
grupos A (controle-salina 0,9%), B (Aplicacdo tépica do extrato de O. flexuosum — EH,
200 uL), C (Aplicagdao de Microcorrente (10 pA/2 min), D (Aplicacdo tépica do extrato de
O. flexuosum - EH associada a aplicacao de Microcorrente). Os animais foram alojados em
gaiolas individuais, a temperatura constante (23 = 2°C), sob ciclo claro/escuro 12:12 h, com
livre acesso a dgua e alimento. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Uniararas, protocolo nimero 806/2006 (102,103).

A tricotomia na regido dorsal do animal foi realizada 48h antes da intervencdo
cirtrgica. Apds a assepsia do local com diglucoanato de clorexidina a 0,4%, os animais
foram submetidos a anestesia com cloridrato de xilazina (20 mg/kg) e hidrocloridrato de
ketamina (50 mg/Kg). Em seguida, foi realizada incisao longitudinal no dorso do animal
com lamina bisturi na dire¢ao cranio-caudal, conforme descrito por Mustoe et al. (104). As
incisOes dorsais medindo, em média, 1 cm? foram feitas em dreas previamente demarcadas
com caneta dermografica e paquimetro.

Os tratamentos propostos foram iniciados 24 horas apds a intervengdo cirdrgica e
foram continuados diariamente por 10 dias. Para a aplicacdo de microcorrente, utilizou-se
um estimulador elétrico transcutaneo especifico, Physiotonus microcurrent — BIOSET na
intensidade de 10 pA por 2 minutos.

B- Estudos histopatolégicos

Um animal de cada grupo foi sacrificado no 2°, 6° e 10° dias, para remog¢ao da drea
lesada e andlise histopatolégica. Para esta andlise, as pecas removidas dos animais
imediatamente apds o sacrificio foram fixadas em 20 volumes da solugdo-tampao
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Milloning pH 7,4 contendo 4% de paraformaldeido por 24h a temperatura ambiente. Por
fim, o material foi lavado em &4gua destilada e tratado para embebicdo em Paraplast
(Merck). Cortes longitudinais, com 7 um de espessura, dos espécimes foram corados com
hematoxilina e eosina (HE); Picrossirius-hematoxilina (SR) e azul de toluidina (AT) em
tampao Mcllvane pH 4,0. Os preparados foram documentados em Fotomicroscépio Zeiss-
Jena (DHE/UNICAMP).

9- Atividade antiulcerogénica: Ulcera induzida por etanol

Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e
mantidos em camaras com temperatura controlada (20+2°C) em ciclos claro-escuro de 12 h,
com 4gua e ragdo ad libitum. Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (150-250 g),
aclimatados as condicdes do laboratério por 7 dias, sendo agrupados ao acaso, em grupos
de até 10 animais, submetidos a jejum de 12 horas. Os protocolos estdo de acordo com o
Principio Etico Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo animal
(COBEA).

Ap6s um periodo de 12 horas em jejum, com acesso livre a d4gua, os animais foram
separados em 8 grupos de 5, onde cada grupo recebeu, por via oral, o tratamento
correspondente, ou seja, solu¢do salina 0,9% (10 mL/kg) como controle negativo,
carbenoxolona (200 mg/kg), como controle positivo e o extrato hidroalcodlico de O.
flexuosum (EH), nas doses de 200, 400 e 700 mg/Kg. Apds 60 minutos dos tratamentos, foi
realizada a administracdo oral de 1mL de etanol absoluto. Os animais foram sacrificados
uma hora depois, por deslocamento cervical. Os estdmagos foram retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em solucdo salina 0,9% para posterior contagem e
avaliacdo das lesdes ulcerativas. O indice de lesdes ulcerativas (ILU) foi calculado, para
cada um dos animais, por meio da somatdria dos parametros, de acordo com o esquema
(Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliacdo das lesdes ulcerativas em estdmago.

Tipo de Lesao Pontuacio

Perda de pregas da mucosa um ponto

Descolorag@o da mucosa um ponto

Edema um ponto

Hemorragias um ponto

Petéquias até 10 petéquias dois pontos

mais de 10 petéquias | trés pontos

Ulceras até um milimetro =n X dois pontos

Ulceras maiores que um milimetro | *n x trés pontos

Ulceras perfuradas N X quatro pontos

*n refere-se ao ndmero de lesdes observadas.

Para a determinacdo da porcentagem de inibi¢cdo do indice de lesdes ulcerativas
apresentados pelos grupos tratados em relacdo ao grupo controle foi utilizada a seguinte
férmula:

ILU médio controle — ILU médio tratado X 100
ILU médio controle

A- Determinacdo da dose efetiva 50 (DES0)

A dose efetiva 50 (DE50) do extrato de O. flexuosum foi determinada a partir de
uma curva dose versus resposta. Esta foi obtida a partir do modelo de tlcera induzida por
etanol nas concentragdes de 200, 400 e 700 mg/Kg.

B- Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a andlise de varidncia de uma tnica via
(ANOVA), considerando-se como nivel critico p<0,05 para que fosse considerada
diferenca significante entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan,
considerando-se 0 mesmo nivel critico.
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10- Atividade antimicrobiana

Estes testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitdrio Herminio Ometto — Uniararas, sob a supervisdo da Profa. Dra. Ana Laura
Remédio Zeni Beretta.

A- Banco de micro-organismos

Os micro-organismos para o desenvolvimento deste bioensaio experimental usando
testes microbiologicos in vitro foram Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (ATCC 33591) cedida
de lesdo de paciente com infec¢do hospitalar, Staphylococcus saprophyticus (ATCC
15305), Pseudomonas aeruginosas (ATCC 27853) e leveduras como a Candida albicans
(ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida krusei (ATCC 14243).

Todos o0s microrganismos citados foram fornecidos pelo laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario Herminio Ometto — UNIARARAS. As cepas
utilizadas fazem parte do banco estoque de cepas padronizadas de microrganismos
(ATCC). Estas foram reativadas partindo de meios de cultivo conforme orientacdo do
fornecedor.

B- Padronizagdo dos indculos bacterianos

Para a padronizagdo da técnica e dimensionamento do indculo, duas algadas de cada
cepa estudada, foram inoculadas em 5,0 mL do meio de cultura liquido (Brain Heart
Infusion - BHI) mantidos em seus respectivos tubos de ensaio e incubados a 37° C por 18 a
24 horas. Todos os tubos foram numerados para a identificacdo de cada uma das
suspensodes. Apds a incubagdo, emulsionaram os in6culos em solugdo salina estéril, sendo a
turvacdo ajustada 2 escala n° 5 de McFarland (15 x 10°® bactérias) expressas em nimero de
bactérias/mL de cultura, (0,5 mL de BaCl,. 2H,0 0,048 mol/L — 1,75% p/v em 99,5 mL de
H,SO4 0,36 mol/L — 1% v/v). As inoculagdes foram realizadas com auxilio de swab estéril.
Este procedimento foi realizado no interior da caAmara de fluxo laminar.
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C- Padronizagado dos indculos de leveduras

Para o isolamento e identificacdo de leveduras, todas as cepas foram semeadas em
placas de Petri, contendo o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) adicionado de 0,1
mg/mL de cloranfenicol e incubadas 35°C por periodo de 5 dias. Apds a incubagao,
emulsionaram os in6culos em dgua destilada estéril ou solu¢do salina estéril, sendo a
turvacdo ajustada 2 escala n° 5 de McFarland (15 x 10°® bactérias) expressas em nimero de
bactérias/mL de cultura, (0,5 mL de BaCl,. 2H,0 0,048 mol/L — 1,75% p/v em 99,5 mL de
H,S04 0,36 mol/L — 1% v/v). Todas as técnicas foram realizadas dentro da cimara de fluxo
laminar, para que tenha um menor risco de contaminagao.

D- Determinacdo da atividade antibacteriana e antifiingica do EH e da Fr'T

Para a avaliacdo destas atividades foi utilizado o método de difusdo em Agar pelo
sistema de disco (método de Kirby e Bauer). O meio de cultura Miiller Hinton estéril,
preparado de acordo com o fabricante, foi adicionado nas placas de Petri e apds
solidificacdo, as bactérias do estudo foram inoculadas.

O extrato EH foi utilizado nas concentracdes de 10 e 50 mg/mL e a fracdo terpeno
(FrT) na concentragdo de 10mg/mL preparados em DMSO.

Pipetou-se 0,1mL da suspensdo microbiana, e espalhou-se por toda placa de petri,
contendo meio de cultura especifico com a al¢a de Drigalsk. Com o auxilio de uma pinca
colocou-se na placa os discos ja embebecidos com cada diluicdo do EH e da FrT e levou-se
a estufa bacteriolégica a 37°C, por 24 horas.

O controle positivo foi feito a partir da semeagao da suspensdo microbiana em placa
de petri e colocaram-se os discos de gentamicina e penicilina, para o ensaio antibacteriano
ou os discos de Fluconazol (30 mg/mL), para os ensaios antifingicos. Levou-se a estufa a
37°C por 24 horas. O controle negativo foi realizado em discos com DMSO (105).
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11- Analises dos danos oxidativos e histopatolégicas

Estes testes foram realizados no Laboratério de Micromorfologia do Centro
Universitdrio Herminio Ometto — Uniararas, sob a supervisdo da Profa. Dra. Grasiela
Severi Dias Aguiar.

Os tratamentos foram realizados por gavagem em 40 ratos machos Wistar com peso
inicial em torno de 180g, que permaneceram por todo o periodo experimental no Centro de
Experimentacdo Animal do Centro Universitirio Herminio Ometto - Uniararas, a
temperatura de 25° C e umidade do ar a 60%, em ciclo claro e escuro de 12 horas e
receberam dgua e racdo purina ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 10 animais cada: G1 (Controle —
agua), G2 (EH, 100 mg/kg/dia, G3 (EH, 250 mg/kg/dia e G4 (EH 500 mg/kg/dia).

Todos os animais iniciaram o tratamento no mesmo dia, mas 05 de cada grupo
foram sacrificados apds 15 dias e os outros cinco, de cada grupo, foram sacrificados ap6s
30 dias. Decorrido o periodo de tratamento, os animais receberam, por via intraperitoneal,
xilasina 2% (0,5 ml/kg) e ketamina 10% (0,9 ml/kg). Foi realizada laparotomia medial,
rebatendo-se a arcada dorsal e realizada punc¢do cardiaca. Os figados foram retirados e
seccionados, sendo um fragmento coletado para a avaliacdo histopatoldgica e outra parte
para a avaliacdo dos danos oxidativos e dos danos causados as mitocondrias hepéticas.

A- Avaliacdo da Funcao Hepdtica

Avaliacdo da atividade da alanina aminotransferase (ALT)

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com
formacdo de glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a lactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD+. A dosagem da
atividade desta enzima foi feita através do uso de um kit enzimatico ALT-Synermed. O
soro (100 pl) foi adicionado a uma cubeta contendo 1,0 mL do reativo de trabalho. Leu-se a
absorbancia em espectrofotobmetro, minuto a minuto, por 4 minutos. A atividade enzimética
da ALT na amostra € calculada com base na reducao da absorbancia em 340 nm, quando o
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NADH se transforma em NAD+ (106).

B- Avaliacdo dos Danos Oxidativos no Tecido Hepatico

Estimativa dos niveis de GSH hepatica

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram medidos utilizando tecido hepético
homogeneizado em tampao fosfato 0.1 mol/L, pH 7.4 de acordo com o método descrito por
Ellman (1959) (107). Adicionou 1mg de proteina da amostra em um tubo contendo 1 mL de
tampao Tris-HCL 25 mM com EDTA 20 mM, pH 8,2. Ap6s 10 minutos de repouso,
adicionou-se o reagente de Ellman (20 uL de DTNB 10 mmol/L preparado em tampao
fosfato com 1% de citrato de sédio). A absorbancia foi medida imediatamente e apds 15
minutos de reacdo, em 412 nm (108).

Avaliacdo da Atividade da Catalase

A atividade da catalase foi medida de acordo com o método de Bergneyer (1974)
(109). O homogenato (0,1 mg de proteina) foi adicionado a uma cubeta de quartzo,
contendo 3mL de tampao fosfato 50 mmol/L, pH 7,0. A reagdo foi iniciada pela adicdo de
50 pL de peréxido de hidrogénio 30 mmol/L. A velocidade de decomposi¢do do peréxido
de hidrogénio foi medida espectrofotometricamente através da variagdo da absorbancia em
240 nm por 3 minutos. A atividade foi expressa em unidades de absorbancia/mg de
proteina.

Determinacio da lipoperoxidacio

A avaliagdo de malondialdeido (MDA), uma das principais espécies reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARs), foi feita misturando-se 5,0 mg de proteina em 1,0 mL de
agua destilada, 1,0 mL de dcido tiobarbitirico (TBA) 1%, 10 uL de NaOH 10 mol/L e
0,5 mL de acido fosférico 20%, adicionados nessa ordem e sempre com agitagdo. A mistura
foi aquecida em banho-maria com dgua fervente por 20 minutos e resfriada. Em seguida,
adicionou-se 3,0 mL de n-butanol e agitou vigorosamente a mistura. A fase orgéanica foi
separada por centrifugacdo e a sua absorbancia lida em 535 nm (110).
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C- Avaliagdo dos Danos Causados as Mitocondrias Hepaticas

Isolamento de mitocOndrias de figado de rato

Ap6s o sacrificado o figado que foi separado para a avaliacdo dos danos causados as
mitocOndrias foi lavado em um meio contendo sacarose 250 mmol/L, HEPES 10 mmol/L e
EGTA 1 mmol/L pH 7,2-73, fragmentado e homogeneizado em um Potter-Elvehjem. O
homogenato foi centrifugado a 2500 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi centrifugado
a 8000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido com o meio contendo sacarose
250 mmol/L, HEPES 10 mmol/L e EGTA 0,3 mmol/L, pH 7,2-7,3, e centrifugado
novamente a 8000 rpm por 10 minutos. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa com um
meio contendo sacarose 125 mmol/L. e Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2-7,3 Todos os
procedimentos foram realizados a 4° C (111, 112).

Avaliacdo do inchamento mitocondrial (Swelling)

O pellet contendo a fragdo mitocondrial (0,5 mg de proteina) foi adicionada em 3
mL do meio contendo sacarose 125 mmol/L e Hepes 10 mmol/L, pH 7,2-7,3. A
absorbancia do meio foi monitorada cineticamente por 15 minutos, em 540 nm sendo que
ap6és 1 minuto adicionou-se 40 puL de CaCl, e 40 uL de KH,PO4. O inchamento
mitocondrial € proporcional a taxa de queda da absorbancia do meio, apds a adi¢do do
célcio e do fosfato (111).

D- Avaliacao histopatolégica

Ap6s laparotomia medial, os fragmentos separados para a histologia foram
banhados na solu¢do fixadora de formol a 10% em tampao Millonig pH 7,4 durante 24h a
temperatura ambiente e lavadas em alcool 70%, durante 12h. Em seguida, os fragmentos
foram desidratados e diafanizados gradativamente em banhos de dlcool, come¢cando com
80% (uma vez de 50 minutos), depois 95% (uma vez de 50 minutos) até chegar ao alcool
absoluto 100% (trés vezes de 50 minutos cada - alcool absoluto I, dlcool absoluto II e
alcool absoluto III). Apds a série de banhos, os cortes foram tratados com xilol, para que a
amostra do tecido se tornasse translucida (4dlcool/xilol 1:1 por 50 minutos e depois xilol por
mais 50 minutos). Terminado o banho com xilol os fragmentos foram levados para a estufa
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a 60°C e colocados em parafina liquida, em dois banhos de 50 minutos cada um. O
fragmento impregnado com a parafina foi incluido em barquinhos de papel contendo
parafina liquida. Apds a solidificacdo, os fragmentos foram colocados em bloquinhos de
madeira e identificados. Depois destes procedimentos, os fragmentos foram cortados por
microtomia em seccoes de Sum de espessura, sendo as fitas obtidas transferidas para o
banho-maria a 45°C. Os cortes foram distendidos na superficie da dgua e depois dispostos
em laminas. As laminas que continham uma fina camada de albumina (clara de ovo mais
cristais de timol) servindo como um adesivo, evitando assim que o material solte durante o
processo de coloracdo, foram levadas pra uma estufa de secagem (40-50°C), onde
permaneceram até a hora da colorag¢do (no minimo 24 horas).

Antes da coloracdo, os fragmentos foram desparafinizados, sendo colocados em
banho de xilol (duas vezes de 10 minutos cada) e hidratados com banho decrescente de
alcool, comecando com o dlcool absoluto 100%, 90% e 70 % e depois lavado por trés vezes
com agua corrente.

Coloracao com hematoxilina — eosina (H/E)

As laminas depois de desparafinizadas e hidratadas, foram entdo coradas com
hematoxilina de Mayer por 15 minutos. Apds esse tempo, elas foram lavadas 3 vezes com
dgua onde repousaram por 15 minutos para retirar o excesso do corante. Depois foi
colocado alcool 80% por 2 minutos. Posteriormente, elas foram contra-coradas com eosina-
floxina por 30 segundos. Passou em seguida para a desidratacdo em trés banhos de dlcool
absoluto, diafaniza¢do em xilol e montagem em bélsamo do Canada.

Coloraciao com Periodic Acid Shiff (PAS)

Apés a desparafinizacdo e a hidratacdo, as laminas foram colocadas no acido
periddico por 15 minutos e lavadas trés vezes em agua. Colocou o reativo de Schiff de 5 a
10 minutos, até os fragmentos obterem coloracao rdésea, e lavou novamente. Adicionou por
5 minutos a hematoxilina de Mayer e depois de trés lavagens em dgua foram desidratadas,
diafanizadas e montadas em balsamo do Canada.
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Coloracido com Tricromo Mallory

Depois da desparafinizados e hidratados, os fragmentos foram colocados por 3
minutos em dgua destilada, apds este tempo colocou na solucdo A (fucsina 4cida 0,5%) por
5 minutos, depois passou diretamente para a solu¢do B (azul de anilina, laranja G e 4cido
fosfotingstico) por 15 minutos, em seguida passou para a desidratacdo em 3 banhos de
alcodis absoluto, diafanizagao e montagem em balsamo do Canada.

Coloracao com Azul de Bromofenol 0,1%

Ap6s a desparafinizacdo e a hidratagcdo, os fragmentos foram corados em azul de
bromofenol 0,1% por 5 minutos, passados diretamente para dlcool etilico 95%, e em
seguida desidratados em banhos de alcool absoluto, diafanizados e montados em balsamo
do Canada.

As laminas preparadas foram observadas e os achados fotodocumentados no
Microscépio Leica DM2000 do Laboratério de Micromorfologia do Centro Universitario
Herminio Ometto. Foram obtidas fotos nas resolugdes de 400x e 1000x. Foi padronizado
que as imagens seriam obtidas de regides proximas a veia centro-lobular.

E - Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados estatisticamente com o auxilio do
programa PRISM 3.0, tabulados e submetidos ao teste ANOVA com p6s-teste Tukey para
comparagdo dos grupos tratados com o controle, e entre si. Foram considerados
significantes os resultados com p <0,05.
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RESULTADOS

1- Estudo fitoquimico das folhas de Oncidium flexuosum: Preparacao dos extratos e
das fracoes

O procedimento utilizado para a extracdo, conforme descrito na secado de Material e
Meétodos, item 1A, resultou na obtencdo do extrato hidroalcodlico (EH) de cor verde-
acastanhado.

Através do tratamento enzimatico, foi obtido o extrato bruto (EBZ) de cor castanho-
avermelhada. A extracdo com o solvente diclorometano resultou no extrato ED com cor
castanho-escura. E a fracdo terpeno (FrT) apresentou cor amarela.

O fracionamento 4cido-base resultou nas fragdes aquosa, aquosa bdsica, acetato,
acetato 4cida e acetato bdsica cujas coloragcdes foram respectivamente, castanho claro,
castanho, verde intenso, verde-acastanhado e verde.

Os rendimentos obtidos estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4: Rendimentos dos extratos das folhas de O. flexuosum Sims. e das fragdes.

Extrato ou Fragcdo Material vegetal (g) Rendimentos (g - %)
Extrato hidroalcodlico (EH) 50* 42 -84
Extrato bruto enzimatico (EBZ) 10* 0,72 -17,2
Extrato diclorometano (ED) 50* 2,7-54
Fracao terpeno 1* 0,12-12
Fracdao Aquosa 10* 1,86 — 18,6
Fracdo Aquosa Basica 10* 1,36 - 13,6
Fracdo Acetato 10* 1,27 - 12,7
Fracdo Acetato Acida 10%* 0,78 -17,8
Fracdo Acetato Bésica 10%* 0,32 -3,2

* Extrato obtido a partir das folhas de O. flexuosum Sims.

* Fracdo obtida a partir do EH.
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2- Histoquimica das folhas de O. flexuosum

Na figura 9 observam-se cortes transversais da regido mediana de folhas adultas de
O. flexuosum. Na face adaxial das folhas nota-se, 1-2 camadas subepidérmicas de células
aclorofiladas e maiores que as demais do mesofilo, formando uma hipoderme (Figura 9A).
O mesofilo apresenta-se homogéneo e estreito apresentando em torno de 10-13 camadas
celulares e ndo se encontra diferenciado em parénquima palicddico e lacunoso, sendo
formado por células arredondadas (Figura 9B). As folhas sdo recobertas por uma cuticula
continua que se apresenta delgada (3-6 um) (Figura 9C).

As células epidérmicas, de tamanho similar em ambas as faces foliares (Figura 9B),
apresentam-se arredondadas, retangulares, elipticas ou poligonais, em corte transversal. Os
estdmatos estdo presentes unicamente na superficie abaxial, ocorrendo em nivel superior
em relacdo as demais células epidérmicas e apresentam conspicuo espessamento parietal,
na regiao de contato entre as células guardas, conferindo um aspecto triangular ao limen
(Figura 9D).

Na figura 9B, notam-se feixes vasculares maiores e menores intercalados. Os feixes
vasculares sdo colaterais e possuem calotas de células periciclicas esclerificadas, adjacentes
ao floema e xilema; tantos os de maior calibre quanto os de menor apresentan-se
completamente envolvido por células esclerificadas do periciclo (Figuras 9A e B). A

nervura central € formada por um funico feixe colateral deslocado abaxialmente e
circundado por células esclerificadas (Figura 9A).

Grupos de fibras, ndo associados aos feixes vasculares, aparecem tanto medialmente
no mesofilo quanto préximos a superficie abaxial. Também no mesofilo observam-se
idioblastos com réfides e cristais flavonoidicos (Figura 9E e F), também ocorre presenca de
tanino ao redor dos feixes vasculares (coloracao marron-esverdeada) (Figura 9G).
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Figura 9: Anatomia foliar de O. flexuosum. Cortes transversais evidenciando nervura central (A), limbo foliar
homogéneo (B), epiderme adaxial (C), estdmato (D), cristais de oxalato de cdlcio (E), cristal flavoidico (F), presenca
de tanino ao redor de feixe condutor (colora¢do marron-esverdeada) (G). cf = cristal flavonoidico; cut = cuticula; est =
estomato; fi = fibra esclerenquimatica; hip = hipoderme. Bars: A-B = 100pm; C = 50pm; D-G = 10pum.
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3- Estudo farmacogndstico

A — Triagem fitoquimica preliminar

As principais classes de substincias quimicas encontradas no EH foram os
polifenois, entre eles os flavonoides, os taninos e as cumarinas. Porém, ndao foram
detectadas a presenca de alcaloides e saponinas (Tabela 5).

Tabela 5: Triagem fitoquimica preliminar: principais classes de substancias do extrato
hidroalcodlico das folhas de O. flexuosum Sims..

Testes Classes de substdncias Resultados
Cloreto férrico Fendlicas e taninos +
Shinoda Flavonoides +
Acido sulfirico Flavonoides +
Cloreto de aluminio Flavonoides +
Stiasny Taninos condensados -
Acetato 4cido de chumbo Taninos hidroliséveis +
Mayer Alcaloides -
Dragendorff Alcaloides -
Formacao de espuma Saponinas -
Hidréxido de potdssio Cumarinas +

(+) positivo, (-) negativo.

B — Cromatografia de camada delgada (CCD)

O melhor sistema solvente para o desenvolvimento cromatografico do EH e suas
fracbes e também para a FrT foi o cloroférmio:metanol 2% e para o ED foi o
hexano:acetato de etila 20% (Figuras 10 e 11).
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A observacdo dos cromatogramas em luz ultravioleta permitiu a deteccdo dos
flavonoides. Apds a revelacao das placas cromatogréficas com os reagentes especificos foi
possivel observar as presencas de polifenois, esterdides e triterpenos.

O perfil cromatografico do EH foi analisado a partir da placa revelada com a
solucdo de anisaldeido, sendo que foram observados os valores de Rf dos principais
componentes visualizados e as suas respectivas coloragdes (Tabela 6).

-

e R

Figura 10: Cromatoplacas do extrato hidroalc6olico (EH) e diclorometano (ED) de
Oncidium flexuosum. Eluente EH = Cloroférmio:Metanol (98:2 v/v). Eluente ED =
Hexano:Acetato de etila (80:20 v/v). Revelador = Anisaldeido.
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Figura 11: Cromatoplacas do extrato hidroalcodlico (EH) e suas fragdes. Eluente =
Cloroférmio:Metanol (98:2 v/v). Revelador = Anisaldeido. (1=EH; 2=Fracdo aquosa
basica; 3=Fracdo aquosa; 4=Fracao acetato bdsica; 5=Fracdo acetato dcida; 6=Fracao

acetato.

Tabela 6: Perfil cromatografico do extrato hidroalcéolico de O.
flexuosum (EH) revelado com solucdo de anisaldeido (Figura 9)

LF=10 cm.
Manchas Rf Coloragdo
A 0,0 Verde-amarelado
B 0,05 Verde escuro
C 0,23 Castanho escuro
D 0,35 Rosa
E 0,55 Lilas
F 0,57 Roxo
G 0,80 Azul
H 0,84 Azul escuro
1 0,89 Verde escuro

LF = Linha de frente.
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C- Determinacao do teor de polifenois totais

A concentracdo de polifenois totais encontrada no EH foi de 12,26 pg/mL.

D- Determinagao do teor de flavonoides

A concentracdo de flavonoides presentes no EH foi de 10,11 pg/mL.

4- Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

O teste de DPPH demonstrou que o extrato hidroalcodlico de O. flexuosum (EH)
possui atividade antioxidante (Figuras 12 e 13). O extrato EBZ possui atividade
antioxidante menor que o EH e a fracdo FrT apresentou a menor atividade (Figuras 14 e
15).

Figura 12. Efeito Antioxidante do extrato hidroalcodlico (EH) de
O. flexuosum no ensaio do DPPH. 1 = Controle DPPH, 2 = EH
0,25 pg/mL; 3 =2,5 pg/mL; 4 =25 ug/mL e 5 =250 ug/mL.
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Figura 13: Gréifico da porcentagem de inibi¢do do radical DPPH pelo extrato
hidroalcodlico das folhas de O. flexuosum (EH) nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL (Média + Desvio Padrao).
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Figura 14: Gréfico da porcentagem de inibicao do radical DPPH pelo extrato
hidroalcodlico das folhas de O. flexuosum com tratamento enzimatico (EBZ) nas
concentracoes de 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL (Média + Desvio Padrao).
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Figura 15: Gréfico da porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH pela fracao terpeno (FrT)
nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL. (Média + Desvio Padrao).

A partir do potencial antioxidante do EH observado, foi realizado o fracionamento
por parti¢do acido-base descrito no item 1-B de materiais e métodos, sendo observado que
todas as fracOes apresentaram atividade antioxidante menor do que esta atividade
apresentada pelo EH. Entre as frag¢des, a fra¢do acetato dcida apresentou o maior potencial
antioxidante (Figura 16).
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Figura 16: Gréfico da porcentagem de inibi¢c@o do radical DPPH pelas fracdes obtidas a
partir do extrato hidroalcodlico das folhas de O. flexuosum na concentragao de 250 pug/mL
(Média + Desvio Padrao).

Ao ser testada, através do método de TBARS, a FrT apresentou acdo antioxidante
significativa. Na tabela 7, observa-se a porcentagem de inibi¢ao da oxidagao.

Tabela 7: Diferentes concentracdes da fracao terpeno (FrT) e respectivos resultados
obtidos pelo Método de TBARs.

Volume Abs 9% MDA formado 9 Inibicdo da
oxidacdo
Controle 1,10 100 0
1 pg/mL 0,80 72,73 27,27
5 pg/mL 0,22 20,00 80,00
10 pg/mL 0,23 20,91 79,09
200 pg/mL 0,17 15,45 84,55
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Na figura 17, observa-se a inibicao causada no processo de oxidagdo, em relacdo as
diferentes concentracdes utilizadas de FrT. Nota-se que na concentragdo de 5 ug/mL ha
uma inibi¢do do processo oxidativo de 80%, mantendo-se nessa faixa até a concentracdo de
200 pg/mL.

Inibicao do processo oxidativo

100
80
(%) 60
40
20
0

1 5 10 200
(ng/mL)

Figura 17: Gréfico da inibicao do processo oxidativo pela fracio terpeno (FrT) pelo
Método de TBARs (Média + DP). * = p<0,001.

5- Avaliacio da atividade antioxidante in vivo

A - Parametros de avaliacdo da func¢do hepdtica no plasma

Uréia

Observa-se na Figura 18 uma queda na produgdo de uréia nos animais tratados
com paracetamol (Par) e, em contrapartida os animais tratados com o EH (100 mg/Kg)
associado ao paracetamol (ParEx) apresentaram uma recuperacdo da concentracdo de uréia
plasmadtica, quase atingindo o nivel apresentado pelo grupo controle (Co). Estes resultados
indicam que o extrato foi capaz de reverter com razodvel eficiéncia o dano hepdtico
induzido pelo paracetamol.
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Figura 18: Dosagem de Uréia realizada nos grupos Controle, Paracetamol e Paracetamol +
Extrato bruto (EH).

Co = controle.

Par = paracetamol.

ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH) — 100 mg/Kg.
Concentracdo de uréia expressa em mg/dL.

* =p<0,05.

Transamisases (ALT e AST)

A Figura 19 mostra o resultado da atividade da ALT e indica que ndo ocorreu
diferenca entre a atividade plasmatica desta enzima entre os grupos.
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Figura 19: Dosagem de alanina aminotransferase (ALT) realizada nos grupos Controle,
Paracetamol e Paracetamol + Extrato bruto (EH).

Co = controle.

Par = paracetamol.

ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH).

Concentracdo de alanina aminotransferase (ALT) expressa em U/L de plasma.

p>0,05.

Porém, a Figura 20 mostra uma elevacdo da atividade plasmdtica da enzima AST
dos animais tratados com paracetamol (Par) e uma tentativa de protecdo ao hepatdcito nos
animais que receberam o extrato bruto (EH) de estudo concomitantemente com o

paracetamol (ParEx).
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Figura 20: Dosagem de aspartato aminotransferase (AST) realizada nos grupos
Controle, Paracetamol e Paracetamol + Extrato bruto (EH).
Co = controle.
Par = paracetamol.

ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH).
Concentracdo de aspartato aminotransferase (AST) expressa em U/L de plasma.

* = p<0,05.

Fosfatase Alcalina (FAL)

A Figura 21 mostra um aumento discreto na concentracdo da fosfatase alcalina nos
animais tratados com paracetamol (Par). Os animais tratados com paracetamol associado
ao extrato bruto (EH) (ParEX) apresentaram uma diminuicdo dessa concentragdo,
sugerindo uma protecao dos hepatdcitos por este extrato.
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Figura 21: Dosagem de fosfatase alcalina realizada nos grupos Controle, Paracetamol
e Paracetamol + Extrato bruto (EH).
Co = controle.
Par = paracetamol.
ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH).

Concentracdo de fosfatase alcalina expressa em U/L de plasma.
* = p<0,05.

B - Parametros de avaliacao em homogenato do figado

Grupamento Sulfidrila

O paracetamol produziu reducdo dos grupamentos sulfidrilas, mas o tratamento com
o EH ndo conseguiu reverter essa deplecdo (Figura 22).

Resultados

102



0,84

0,74
0,6 4
0,54
1 * *
0,4 -
0,34
0,24
0,14
0,0 T T
Co Par

ParEx

-SH (umols/mg proteina)

Figura 22: Dosagem de grupamento sulfidrila no homogenato de figado realizada nos
grupos Controle, Paracetamol e Paracetamol + Extrato bruto (EH).

Co = controle.

Par = paracetamol.

ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH).

Concentracdo de grupamento sulfidrila expressa em mmol/mg de proteina.
* = p<0,05.

TBARS

Como pode ser observado na Figura 23, os animais tratados com paracetamol (Par)
apresentaram maiores niveis de TBARS, enquanto os animais que receberam o EH
associado ao paracetamol (ParEx) apresentaram menor indice, sugerindo possivel protecao
das membranas dos hepatdcitos pela agdo de compostos antioxidantes presentes neste
extrato vegetal.
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Figura 23: Dosagem de Tbars no homogenato de figado realizada nos grupos Controle,
Paracetamol e Paracetamol + Extrato bruto (EH).

Co = controle.

Par = paracetamol.

ParEx = paracetamol + extrato bruto (EH).

Concentracdo de TBARs expressa em nm/mg de proteina.

* = p<0,05.

6- Avaliacao da atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa da espécie pesquisada foi analisada a partir dos extratos
brutos (EH e EBZ) e também da fracdo terpeno (FrT), utilizando como controle positivo o
quimioterapico doxorrubicina (Figura 24). As fracdes obtidas a partir do fracionamento
acido-base também foram avaliadas.

A figura 25 mostra que o EH foi capaz de inibir o crescimento celular de todas as
linhagens de células neopldsicas humanas na concentracdo aproximada de 250 pg/mL.
Apenas na linhagem K562 o EH inibiu o crescimento celular a partir da concentragcao
aproximada de 0,25 pg/mL, indicando acdo seletiva por este tipo de célula.
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Figura 24: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da doxorrubicina
sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 25: Curva concentracao-resposta da atividade antiproliferativa do extrato bruto
(EH) de O. flexuosum sobre as linhagens de células neoplésicas humanas.
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A fracdo terpeno (FrT) ndo foi capaz de inibir o crescimento celular das linhagens
de células neoplasicas humanas testadas (Figura 27). Na figura 26, observa-se o padrao de
doxorrubicina.
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Figura 26: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da doxorrubicina
sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 27: Curva concentracao-resposta da atividade antiproliferativa da fracao terpeno
(FrT) de O. flexuosum sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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A figura 29 mostra que o EBZ foi capaz de inibir o crescimento celular de todas as
linhagens de células neopldsicas humanas na concentra¢io de 250 pg/mL, apresentando um
efeito citostatico para tais linhagens e provocou a morte destas células na concentragdao
aproximada de 250 pg/mL, mostrando o seu efeito citocida.
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Figura 28: Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da doxorrubicina
sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 29: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa do extrato bruto com
tratamento enzimdtico (EBZ) de O. flexuosum sobre as linhagens de células neoplésicas
humanas.
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A fragdo acetato foi capaz de inibir o crescimento celular da linhagem UACC62 das
células neoplédsicas humanas a partir da concentragdo de 0,25 pg/mL, apresentando um
efeito citostdtico para tal linhagem. Na concentracdo aproximada de 250 pg/mL, esta
fracdo demonstrou efeito citostdtico para as linhagens NCIADR, K562, PCO3, NCI460 e
efeito citocida para as outras linhagens (Figura 31).

As fragdes acetato 4dcida e bdsica ndo foram capazes de inibir o crescimento celular
das linhagens de células neopldsicas humanas testadas (Figura 32 e 33).

O ED inibiu o crescimento celular da linhagem celular K562 a partir da
concentracdo aproximada de 25 pg/mL apresentando efeito citostatico (Figura 34).
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Figura 30: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da doxorrubicina
sobre as linhagens de células neoplédsicas humanas.
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Figura 31: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da fracao acetato de
Oncidium flexuosum sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 32: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da fracdo acetato
basica de O. flexuosum sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 33: Curva concentracao-resposta da atividade antiproliferativa da fracao acetato
acida de O. flexuosum sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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Figura 34: Curva concentracdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragao
diclorometano (ED) de O. flexuosum sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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7- Estimulo do crescimento de fibroblasto in vitro

Os extratos brutos de O. flexuosum, EH e EBZ, e também a fracdo terpeno
(FrT) estimularam o crescimento de fibroblastos. O EH foi o mais ativo dos trés, com CEs
<0,25 pg/mL, sendo que o tratamento enzimdtico (EBZ) resultou em uma reducdo na
poténcia (CEsp = 3,3 pug/mL). De maneira semelhante, a Fr'T induziu o crescimento dos
fibroblastos, porém com menor poténcia (CEsy = 4,4 ug/mL) do que o EH. A alantoina
(0.25pg/ml a 250ug/ml) foi utilizada como controle positivo, com CEsp=2 ug/mL. O valor
de CEso representa a concentragdo necessdria para aumentar em 50% a quantidade de
fibroblastos iniciais, sendo que fibroblastos ndo tratados expostos ao carenciamento de soro
foram usados como controle e a sua viabilidade foi considerada como 100% (Figura 35).
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Figura 35: Efeito estimulante dos extratos (EH e EBZ), da fragao terpeno (FrT) de O.
flexuosum e da alantoina em fibroblastos humanos.
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8- Analise estrutural e morfométrica do reparo tecidual

As andlises macroscopica e microscopica das dreas cicatriciais, apos dez dias de
tratamento, mostram um efeito cicatrizante significante do extrato bruto de O. flexuosum
associado a microcorrente quando comparando com os demais grupos.

O reparo tecidual nos diferentes grupos foi estudado comparando-se 0os processos
inflamatoérios (leucocitose, hemorragia e exsudato), proliferativos (hiperplasia fibrobléstica,
epitelizagdo e angiogé€nese) e de reorganizagdo tecidual. Estes processos ocorreram
completamente em todos os animais estudados em um periodo de dez dias. A andlise
estrutural foi realizada no 2°, 6" e 10" dia. A fase proliferativa iniciou-se precocemente (2°
dia) nos animais do grupo tratado com o extrato bruto (EH) combinado com microcorrente
(MC) quando comparados com o grupo controle e o grupo tratado com o EH.

As caracteristicas estruturais da matriz fibrosa entre os diferentes grupos também
foram avaliadas. As amostras coletadas no 6° dia apds a lesao experimental demonstraram
predominio de fibras coldgenas de pequena espessura e pouco compactadas. Contudo, no
décimo dia observaram-se fibras compactadas e de média espessura quando comparadas ao
tecido integro nas bordas da lesdo (Figuras 36 e 37).
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Figura 36: Fotomicrografias dos cortes transversais da pele do dorso de ratos Wistar no
10° dia ap6s lesdo experimental. Cortes tratados com Azul de Toluidina.

(A) Grupo controle; (B) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum (EH); (C) Grupo tratado
com microcorrente (10 pA/2 min) (MC); (D) Grupo tratado com}associagﬁo do extrato de O. flexuosum e
microcorrente (10 pA/2 min)(EH+MC). Ep — Epiderme; (=) — Area de tecido cicatricial. Barra =50 pm.

Figura 37: Fotomicrografias dos cortes transversais da pele do dorso de ratos Wistar no
10° dia apds lesdo experimental. Cortes tratados com Picrossirius- Hematoxilina.

(A) Grupo controle; (B) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum (EH); (C) Grupo tratado
com microcorrente (10 pA/2 min) (MC); (D) Grupo tratado com associagdo do extrato de O. flexuosum e
microcorrente (10p A/2 min)(EH+MC). Ep — Epiderme; (=) — Area de tecido cicatricial. Barra =50 pm.
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No 2° dia apds a lesao experimental a drea de tecido de reparo foi significativamente
maior para o grupo EH em relagdo aos demais grupos experimentais. Apds o 6° dia, a drea
de reparo mostrou-se significativamente maior nos grupos MC e EH+MC. No 10° dia apds
a lesdo, a area foi completamente reepitelizada no grupo tratado com o EH+MC, com
diferenca significativa quando comparado com os demais grupos (Figura 38).
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Figura 38: Medidas da drea de reparo tecidual (x10° um?) na regido da lesdo
experimental. As avaliacdes foram feitas em amostras coletadas apds o 2° (2d), 6° (6d)
e 10° (10d) dias ap6s a les@o. Os valores foram comparados utilizando ANOVA e p6s-

teste de Tukey (p<0,05) e representados pela média e desvio-padrao para cada grupo.
Os grupos que apresentaram diferencas significativas estdo indicados por *.

(C) Grupo controle, (EH) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum, (MC) Grupo tratado
com microcorrente (10 pA/2 min) e (EH+MC) Grupo tratado com associag¢@o do extrato de O. flexuosum
e microcorrente (10 pA/2 min).

Quanto ao ndmero total de células por 10° pm2 na drea de reparo no 10° dia apds a
lesdo, os grupos MC e EH+MC apresentaram valores semelhantes e foram
significativamente superiores ao controle e EH (Figura 39).
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Figura 39: Nimero total de células (n/10° pmz) na regido da lesdo experimental. As
avaliacdes foram feitas em amostras coletadas apds o 2° (2d), 6° (6d) e 10° (10d) dias do
experimento. Os valores foram comparados utilizando ANOVA e p6ds-teste de Tukey
(p<0,05) e representados pela média e desvio-padrao para cada grupo. Os grupos que
apresentaram diferencas significativas estdo indicados por *.

(C) Grupo controle, (EH) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum, (MC) Grupo tratado
com microcorrente (10 pA/2 min) e (EH+MC) Grupo tratado com associacdo do extrato de O. flexuosum
e microcorrente (10 pA/2 min).

Também foi observado um aumento no nimero de vasos neoformados no interior da
area de tecido de reparo no 6° e 10° dia apds a lesdo experimental nos grupos tratados com
EH+MC, quando comparados com os demais grupos (Figura 40).
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(C) Grupo controle, (EH) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum, (MC) Grupo
tratado com microcorrente (10 pA/2 min) e (EH+MC) Grupo tratado com associaciio do extrato de O.
flexuosum e microcorrente (10 pA/2 min).

Figura 40: Niumero total de vasos neoformados (n/10° pmz) na regido da lesdo
experimental. As avaliagdes foram feitas em amostras coletadas apds o 2° (2d), 6°
(6d) e 10° (10d) dias do experimento. Os valores foram comparados utilizando
ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05) e representados pela média e desvio-padrao
para cada grupo. Os grupos que apresentaram diferencas significativas estdo
indicados por *.

Adicionalmente, em relacdo a espessura do epitélio neoformado os grupos MC e
EH+MC apresentaram os maiores valores no 10° dia de tratamento (Figura 41). Os
resultados foram apoiados pela andlise estatistica dos dados morfométricos entre os
diferentes grupos estudados.
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Figura 41: Espessura do epitélio (um) na regido da lesdo experimental. As avaliacdes
foram feitas em amostras coletadas apds o 2° (2d), 6° (6d) e 10° (10d) dias do
experimento. Os valores foram comparados utilizando ANOVA e pos-teste de Tukey
(p<0,05) e representados pela média e desvio-padrao para cada grupo. Os grupos que
apresentaram diferencas significativas estdo indicados por *.

(C) Grupo controle, (EH) Grupo tratado topicamente com extrato de O. flexuosum, (MC) Grupo tratado
com microcorrente (10 pA/2 min) e (EH+MC) Grupo tratado com associac@o do extrato de O. flexuosum

e microcorrente (10 pA/2 min).
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9- Ulcera induzida por etanol

O extrato de O. flexuosum (EH), administrado por via oral nas doses de 200, 400 e
700 mg/Kg, apresentou atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicao de
10%, 59,1% e 89,5%, respectivamente, enquanto que carbenoxolona, administrada pela
mesma via, na dose de 200 mg/kg, utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o
ILU em 90,8%. Os resultados, expressos como média + desvio padrao médio do ILU, estao

demonstrados na Figura 42.
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Figura 42: Efeito gastroprotetor do extrato hidroalcodlico de O. flexuosum (EH) em tlcera
induzida por etanol.

A-Determinacao da dose Efetiva 50 (DE50)

A DESO0 do extrato de O. flexuosum (EH) é de 414,70 mg/Kg.
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10- Avaliacao da atividade antimicrobiana

O extrato EH nas concentracdes de 10 e 50 mg/mL e a fracdo terpeno (FrT) na
concentracdo de 10 mg/mL ndo apresentaram atividade antimicrobiana in vitro frente as
bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (ATCC 33591) cedida de lesdo de paciente
com infec¢do hospitalar, Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) e Pseudomonas
aeruginosas (ATCC 27853). Porém, frente as leveduras Candida albicans (ATCC 10231),
e Candida tropicalis (ATCC 13803) apresentou atividade antifingica, mas ndo diante da
levedura Candida krusei (ATCC 14243). A fr'T ndo apresentou atividade antifingica diante
destas leveduras testadas (Figuras 43-45 e Tabela 8).

Figura 43: Foto dos halos de sensibilidade e resisténcia da C. albicans frente ao extrato
hidroalcodlico de O. flexuosum (EH). (1) 50 mg/mL, (2) 10 mg/mL, (3) fracdo terpeno
(FrT) (10 mg/mL) e (4) controle positivo de fluconazol (30 mg/mL). Diluicdes em DMSO.
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Figura 44: Foto dos halos de sensibilidade e resisténcia da C. tropicallis frente ao extrato
hidroalcodlico de O. flexuosum (EH). (1) 50 mg/mL, (2) 10 mg/mL, (3) fracdo terpeno
(Fr'T) (10 mg/mL) e (4) controle positivo de fluconazol (30 mg/mL). Dilui¢des em DMSO.

Figura 45: Foto dos halos de sensibilidade e resisténcia da C. krusei frente ao extrato
hidroalcodlico de O. flexuosum (EH). (1) 50 mg/mL, (2) 10 mg/mL, (3) fracdo terpeno
(Fr'T) (10 mg/mL) e (4) controle positivo de fluconazol (30 mg/mL). Diluicdes em DMSO.
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Tabela 8: Halos de inibicao (mm) do extrato hidroalcodlico de O. flexuosum (EH), da
fracdo terpeno (FrT) e do controle positivo fluconazol frente as leveduras.

C. albicans C. tropicalis C. krusei
EH (50 mg/mL) 13 25 -
EH (10 mg/mL) 6 5 -
FrT (10 mg/mL) - - -
Fluconazol (30 mg/mL) 22 40 13

(- ) auséncia de halo de inibigao.

Medidas em milimetros (mm).

11- Analises dos danos oxidativos e histopatologica

Um dos parametros que avaliam a fun¢do hepética € a determinagdo da atividade da
enzima alanina aminotransferase (ALT). O aumento da atividade desta enzima

normalmente estd relacionado com danos hepaticos. Nas trés concentracdes estudadas, o
EH nio produziu alteragdes significativas (figura 46).
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Figura 46: Atividade da enzima ALT nos grupos controle (G1) e tratados com as trés
diferentes concentragdes (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) do extrato

de Oncidium flexuosum Sims. (média e desvio-padrao).
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A dosagem dos grupamentos sulfidrila no homogenato de figado dos animais
revelou ndo haver diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos tratados e o grupo
controle (Figura 47).
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Figura 47: Quantificacdo de grupos sulfidrila (P-SH) nos grupos controle (G1) e tratados
com as trés diferentes concentragdes (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4-500 mg/kg)
do extrato de O. flexuosum Sims. (média e desvio-padrao).

Os niveis de lipoperoxidagdo, avaliados através da concentracdio de TBARs, ndo
apresentaram nenhuma diferenca significativa (p>0,05) entre o grupo controle e os tratados
(Figura 48).
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Figura 48: Niveis de malondealdeido nos grupos controle (G1) e tratados com as trés
diferentes concentragdes (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) do extrato
de O. flexuosum Sims. (média e desvio-padrio).
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A avaliacdo da atividade da catalase demonstrou ndo haver diferenga significativa
(p>0,05) entre os grupos analisados (Figura 49).
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Figura 49: Avaliacdo da atividade da catalase nos grupos controle (G1) e tratados com as
trés diferentes concentracdes (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) do
extrato de O. flexuosum Sims. (média e desvio-padrao).

Na avaliacdo do inchamento mitocondrial induzido por calcio e fosfato, foi
verificado um aumento significativo na variacao de absorbancia dos grupos submetidos ao
tratamento com o extrato em estudo em comparacdo com o grupo controle, obtendo-se
p<0,05 para o grupo G2 e p<0,01 para os grupos G3 e G4 (Figura 50).
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Figura 50: Avaliacao do inchamento mitocondrial nos grupos controle (G1) e tratados com
as trés diferentes concentracdes (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) do
extrato de O. flexuosum Sims. (média e desvio-padrao) (a, b, ¢ representam os valores de p

em comparagao ao controle, sendo a < 0,05 e b < 0,01).
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As secgOes histologicas de figado dos animais do grupo controle, submetidas a
qualquer uma das técnicas citoquimicas utilizadas, revelaram citoarquitetura normal do
orgdo, cujos l6bulos apresentam centralmente uma veia centrolobular de onde partem
corddoes de hepatdcitos, de nicleos eucromdticos, entremeados por espacos onde sao
encontrados os capilares sinuséides (Figuras 51-57a, b).

No grupo G3, tratado com 15 dias, ja € possivel observar discreta hiperemia (Figura
51e) que se tornou bastante evidente no grupo G4 (Figura 51g, h-seta). Além disso, nessa
ultima situacdo também foi observada vacuolizacdo citoplasmaética (Figura S1h-cabeca de
seta) e hipertrofia dos hepatdcitos.

Nos animais tratados por 30 dias, € possivel visualizar vacuolizacio citoplasmaética
nos grupos G3 e G4, além de pseudo-eosinofilia com picnose em células desse ultimo
grupo (Figura 52h-seta).

Ap6s a citoquimica de PAS foi possivel observar hipertrofia dos hepatdcitos no
grupo G4 apds 15 dias de tratamento, além de aumento no acimulo de glicogénio préximo
a veia centrolobular (Figura 53gh). Apdés os 30 dias de tratamento, foi verificada
hipertrofia ja no grupo G3 (Figura 54e,f) e no grupo G4 também pode ser verificado o
acumulo anteriormente citado (Figura 54g,h).

As secgdes submetidas a citoquimica com azul de bromofenol evidenciaram
aumento na intensidade de marca¢do no grupo G4 tratado com 15 dias (Figura 55e,f) e nos
grupo G3 e G4 tratados com 30 dias (Figura 56e-h).

Ap6s citoquimica com Tricodmico de Mallory os achados anteriormente citados
podem ser reforcados como hipertrofia dos hepatécitos (Figura 57c-h) e vacuolizagao
citoplasmatica (Figura 57d-h), porém, parece ndo ter havido alteragdo no coldgeno do
parénquima do 6rgao.
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Figura 51: Sec¢des dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 15
dias com as trés concentracdes do extrato (G2-100 mg/kg, G3-250 mg/kg e G4-500
mg/kg) de O. flexuosum Sims.. Cortes tratados com Hematoxilina/Eosina. (vc-veia
centrolobular, s-sinusdides, seta-hiperemia, cabeca de seta-vacuolizagdo citoplasmatica).
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Figura 52: Sec¢des dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 3
dias com as trés concentra¢des do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500

mg/kg) de O. flexuosum Sims.. Cortes tratados com Hematoxilina/Eosina. (setas — pseudo-

eosinofilia com nucleos picnéticos).
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Figura 53: Sec¢des dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 15
dias com as tré€s concentracdes do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 —
500 mg/kg) de O. flexuosum Sims. submetidas a citoquimica com Periodic Acid Shiff
(PAS).
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Figura 54:Seccdes dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 30 dias
com as trés concentracdes do (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) de
Oncidium flexuosum Sims. submetidas a citoquimica com Periodic Acid Shiff.
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Figura 55: Sec¢des dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 15
dias com as trés concentragdes do (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) de
0. flexuosum Sims. submetidas a citoquimica com azul de bromofenol.

Resultados

129



G130 dias

Figura 56: Secc¢oes dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 30
dias com as trés concentracdes do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 —
500 mg/kg) de O. flexuosum Sims. submetidas a citoquimica com azul de bromofenol.
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Figura 57: Sec¢des dos figados dos animais dos grupos controle (G1) e tratados por 15 e
30 dias com as trés concentracdes do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500
mg/kg) de O. flexuosum Sims. submetidas a citoquimica comTricromico de Mallory(400X).
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A andlise da creatinina na urina dos animais revelou que houve variacdo nas
concentracdes, quando se compara os grupos tratados (4,2 a 7 mg/dL) com o controle
(4 a 6 mg/dL) e os tempos de tratamento entre si. Em nenhuma situacdo, porém, a diferenca
foi significativa (p<0,05).

As figuras 58 e 59 apresentam as secc¢Oes dos rins dos ratos apds coloragdo com
hematoxilina-eosina. As figuras 60 e 61 mostram sec¢des submetidas a citoquimica de
P.A.S. e a figura 64 apresenta sec¢des submetidas a citoquimica de Tricromico de Gomori.
Nas colunas, sdao mostradas sec¢des dos diferentes grupos (Gl, G2, G3 e G4
respectivamente) e, nas linhas, as sec¢des em aumento de 400 e 1000X, com excecdo da
figura 7 onde as sec¢des estdo em maior aumento.

Em a e b (figura 58-62), podem ser observados os rins dos animais do grupo
controle, que recebeu apenas dgua, evidenciando, na regido cortical, os corpusculos renais
(cr), constituidos pela cdpsula de Bowman (cB), com seus dois folhetos, e pelo glomérulo
(g) onde sdo encontrados os capilares glomerulares envolvidos pelos poddcitos e pelas
células mesangiais. Podem ser observados, também, os tibulos contorcidos proximais (tp)
revestidos internamente por epitélio simples ctbico, cujas células apresentam na superficie
apical, proeminente borda em escova, evidenciada pelo PAS (figura 60,61b-seta).

A técnica de tricromico de Gomori evidencia em azul a lamina prépria dos tibulos
coletores (seta maior) e da cdpsula de Bowman (seta menor) (figura 62).

A citoarquitetura da regido cortical dos rins dos animais tratados parece ndo diferir
do grupo controle.
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Figura 58: Seccdes histoldgicas de rim dos ratos Wistar dos grupos controle (G1) e tratados por 15
dias com as trés concentragoes do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500
mg/kg) de O. flexuosum Sims., coradas com Hematoxilia/Eosina. (tp-tibulo contorcido proximal,
cr-corpusculo renal, g-glomérulo, cB-capsula de Bowman).
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Figura 59: Seccoes histologicas de rim dos ratos Wistar dos grupos controle (G1) e tratados por 30
dias com as trés concentra¢des do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 —
500 mg/kg) de O. flexuosum Sims.), coradas com Hematoxilina/Eosina.
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Figura 60: Seccoes histologicas de rim dos ratos Wistar dos grupos controle (G1) e tratados por 15

dias com as trés concentra¢des do extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500

mg/kg) de Oncidium flexuosum Sims., submetidas a citoquimica de PAS (seta-borda em escova).
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Figura 61: Seccdes histoldgicas de rim de ratos Wistar dos grupos controle (G1) e tratados por 30
dias com extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) de O. flexuosum (EH),
submetidas a citoquimica de PAS (seta-borda em escova).
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Figura 62: Seccdes histolégicas de rim dos ratos Wistar dos grupos controle (G1) e tratados por 15
e 30 dias com extrato (G2 — 100 mg/kg, G3 — 250 mg/kg e G4 — 500 mg/kg) de O. flexuosum
Sims., submetidas a citoquimica com Tricrdmico de Gomori (1000X).
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DISCUSSAO

Esta pesquisa exploratéria sobre as atividades bioldgicas e os principais
constituintes quimicos da espécie O. flexuosum € inédita. As andlises fitoquimica e
histoquimica permitiram a identificagdo de compostos fendlicos nas folhas desta espécie,
tais como os flavonoéides e os taninos.

A andlise histoquimica das folhas da espécie O. flexuosum permitiu a identificacao
das suas principais caractericticas morfoanatdmicas, e revelou que, como na maioria das
orquideas estudadas por Stern et al. (113), todas as folhas deste vegetal sdo hipoestomaticas
e possuem mesofilo homogéneo, formado por poucas camadas celulares, que nio se
apresenta diferenciado em parénquima palicddico e lacunoso. As células da epiderme
unisseriada sdo revestidas por cuticula lisa. O grau de espessamento da cuticula foi usado
como carater taxondmico por Rosso (114) que reconheceu na subfamilia Cypripedioideae
(Orchidaceae) géneros com folhas plicadas e cuticula estreita e géneros com folhas
conduplicadas e cuticula mais espessa. Entretanto, segundo Withner et al. (115), o padrao
de espessamento da cuticula é determinado pela exposicdo ao sol, sendo que folhas mais
expostas tendem a exibir uma cuticula mais espessa nas duas faces.

Os estdmatos ocupam nivel superior em relagdo as células epidérmicas e, em geral,
suas células-guarda possuem paredes espessadas e apresentam projecdes cuticulares
formando uma cimara supra-estomdtica. Segundo Rasmussen (116) e Bonates (117) e
camaras supra-estomdticas, que mantém um pequeno compartimento de ar Umido,
reduzindo a transpiracdo, sdo comuns em orquideas epifitas que enfrentam altas
temperaturas e pouca disponibilidade de dgua.

Nas folhas observa-se, adaxialmente, uma hipoderme formada por células
aclorofiladas e maiores que as demais do mesofilo. Hipoderme de células desenvolvidas é
freqiiente nas Orchidaceae, tendo sido descrita para Palumbina candida, Odontoglossum
convallarioides e Odontoglossum egertonii (118), para Bulbophyllum andersonii (119),
para espécies de Dresslerella (120) e Myoxanthus (121), para determinadas Bletiinae (122)
e para algumas Zygopetalinae (121,123). Segundo Madison (124), além de armazenar dgua,
a hipoderme exerce um papel importante na economia de calor, especialmente nas epifitas
com metabolismo CAM.
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Os orgaos foliares aqui analisados exibem, em geral, caracteres que podem ser
interpretados como adaptacdes a economia hidrica, elemento escasso no ambiente epifitico
onde vive a espécie estudada. Todos eles sao hipoestomaticos, exibem estdmatos com poro
protegido por projecdes e feixes vasculares envolvidos por fibras periciclicas. Além disso,
a espécie estudada possui pseudobulbos, que sdo eixos caulinares dilatados e funcionam
como estruturas armazenadoras de dgua e reservas (125).

A planta O. flexuosum possui compostos fendlicos, tais como os flavonoides e os
taninos, que foram observados pelas andlises histoquimica e fitoquimica, o que indica uma
possivel atividade antioxidante. Para avaliar esta atividade foi inicialmente realizado o
teste in vitro do DPPH. Este método consiste na utilizagdo do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH), no qual compostos antioxidantes reagem com o radical livre estavel. A
capacidade de sequestro do radical livre DPPH pelo extrato de uma planta ¢ determinada
pela habilidade de transferéncia de hidrogénio para este radical livre estavel. A reducao do
DPPH ¢ acompanhada pelo monitoramento do decréscimo da absorbancia em comprimento
de onda caracteristico durante a reacdo. Em sua forma radical, o DPPH apresenta
absorbancia a 517 nm, mas sob reducdo por um antioxidante a absorbancia desaparece
(126,127). O extrato bruto (EH) de O. flexuosum apresentou um grande potencial para
realizar este sequestro, indicado pela coloracdo da reacdo e comprovado na leitura da
absorbancia. Este resultado indica que o extrato possui razodvel capacidade antioxidante in
vitro.

A atividade antioxidante in vitro da FrT foi avaliada através dos métodos de DPPH
e TBARs. A capacidade desta fracao para seqiiestrar o radical DPPH é menos eficiente do
que a sua capacidade para inibir a peroxidagdo lipidica. A interacdo de uma espécie
antioxidante com a molécula de DPPH depende, dentre outros fatores, da especificidade
pela conformacgdo estrutural do radical livre (128), portanto ndo se pode afirmar que esta
fracdo possui baixa atividade antioxidante, esta € baixa frente a este radical. Por outro lado,
a Fr'T pode apresentar sinergismo com outro componente do EH e isoladamente ndo foi tdo
eficaz.

Estudos recentes relatam que muitos terpenos possuem atividade antioxidante e
também as substancias fendlicas (129,130). Pillai et al. (131) descobriram o efeito
protetivo da administracdo oral dos terpenos totais isolados dos frutos de Ganoderma
lucidum (Fr) P.Karst contra a nefrotoxicidade causada pela cisplatina em camundongos,
indicando atividade antioxidante in vivo significante. No estudo de Kalogeropoulos et al.
(132), extratos etandlicos de propolis, que sdo ricos em terpenos e flavonoides,
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apresentaram atividades significantes antioxidante, antibacteriana e antifingica.

O fato da fracdo FrT ndo ter apresentado bom potencial antioxidante diante do
DPPH ndo impede que demonstre perfil antioxidante em outros tipos de testes dessa mesma
atividade. Por isso, a FrT foi submetida a avaliacdo da atividade antioxidante perante o
TBARs. Ao analisar os resultados obtidos por este método, que quantifica a substancia
MDA, produto final da oxidacdo dos &cidos graxos, como uma medida indireta da
formacdo e acdo de substancias altamente reativas e oxidantes, foi observado um potencial
antioxidante superior ao demonstrando no teste do DPPH, indicando que esta fragdo age
diminuindo a peroxidacdo lipidica (133).

Pode-se ressaltar que mesmo em um volume maior do que 2000 pL ndo ha uma
alteracdo significativa de inibicdo oxidativa, portanto volumes de 50 uL sdo suficientes
para a inibicdo do processo oxidativo no método de TBARs, ndo sendo necessdrias
concentracodes elevadas para se obter o mesmo resultado.

A andlise da atividade antioxidante diante do radical DPPH das fracdes obtidas pelo
fracionamento acido-base do EH mostrou uma diminuicao significante desta atividade em
relacdo ao EH, indicando que possivelmente o extrato possui diferentes componentes
exercendo essa atividade e que foram separados no fracionamento.

Diante do resultado positivo do EH no teste do DPPH, foi avaliada a acdo
antioxidante in vivo do EH pela quantificacdo dos parametros de avaliacdo da fungdo
hepdtica no plasma e no homogenato de figado apds a administracdo do EH e de dose
téxica de paracetamol.

O paracetamol € um farmaco metabolizado exclusivamente pelo figado, mas
dependendo da dose pode desenvolver lesdao hepatica, através de seu metabdlito
intermedidrio, resultante da biotransformagcdo hepatica. Na biotransforamacdo desse
farmaco, uma pequena parte da dose ap6s N-hidroxilacdo mediada pelo citocromo P450, da
origem ao N-acetil-benzoquinonaimina, que € altamente reativo. Normalmente, este
metabolito reage com grupamento sulfidrila da glutationa e € excretado como mercapturato.
No entanto, apds o uso de doses elevadas de paracetamol, ocorre saturacdo nas reacoes de
conjugacdo com o acido glicurénico e sulfato, fazendo com que este metabdlito, ao
consumir cerca de 70% de glutationa hepatica, possa reagir com as proteinas hepdticas,

através de ligagcao covalente, levando a necrose tecidual (134).
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A uréia pode ser considerada um dos pardmetros bioquimicos da fun¢do hepética,
pois € o maior produto do catabolismo protéico e dos aminodcidos (135). A biossintese da
uréia, a partir da amonia, é executada exclusivamente por enzimas hepdticas do ciclo da
uréia (136).

Pode-se destacar que os baixos niveis de uréia plasmadtica s@o encontrados na
presenca de hepatopatias. O figado lesado € incapaz de sintetizar uréia a partir do amonio
resultante do metabolismo protéico, resultando na formagao de amodnia sanguinea (137).

A queda na producdo de uréia nos animais tratados com paracetamol (Par) e, em
contrapartida o bloqueio dessa queda nos animais tratados com o EH associado ao
paracetamol (ParEx), quase atingindo o nivel apresentado pelo grupo controle (Co), indica
que o EH foi capaz de reverter com razodvel eficiéncia o dano hepatico induzido pelo
paracetamol, sugerindo que este extrato possui atividade antioxidante in vivo.

As transaminases alanina e aspartato s@o enzimas que possuem um importante
papel no metabolismo de proteinas e de carboidratos e amplamente distribuidas nos tecidos
animais, predominantemente encontradas no figado. Nas células hepdticas, 80% da AST
(aspartato aminotransferase) localizam-se nas mitocondrias, enquanto, a ALT (alanina
aminotransferase) estd predominantemente no citoplasma (90%); por esse motivo, sao
considerados parametros bioquimicos essenciais na avaliacdo da fun¢do hepética (138). As
enzimas aminotransferases, quando elevadas, sugerem disfuncio hepética, relacionada as
lesdes de destruicdo de tecidos ou alteracdo da permeabilidade celular (139) de maneira que
o seu contetdo intracelular € liberado na circulagao local.

Ocorreu uma elevacdo dos niveis plasmaticos de AST dos animais tratados com
paracetamol (Par) e uma tentativa de protecdo ao hepatdcito nos animais que receberam o
EH concomitantemente com o paracetamol (ParEx), indicando a ac@o antioxidante deste
extrato. A atividade da ALT se elevou apds a administracdo do paracetamol, mas o EH ndo
a modificou.

A fosfatase alcalina no figado é predominantemente encontrada no trato biliar e,
por isso, € um marcador para disfuncdo biliar. A FAL também ¢é encontrada
moderadamente elevada na maioria das ictericias decorrentes de lesdes hepaticas (138). O
aumento discreto na concentragdo da fosfatase alcalina nos animais tratados com
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paracetamol (Par) e a diminui¢do dessa concentragdo nos animais tratados com paracetamol
associado ao EH (ParEX) propdem uma protecdo dos hepatdcitos por este extrato.

A resposta do figado a qualquer forma de obstrugdo biliar € sintetizar mais FAL, ou
seja, o efeito € de uma indugdo enzimatica. Os principais locais de sintese de nova enzima
sdo os hepatdcitos adjacentes aos canaliculos biliares. Parte da enzima recentemente
formada adentra na circulacdo, elevando o nivel de enzima no soro (136).

E importante destacar a relacdo existente entre o citocromo P450 e a concentracio
de FAL plasmatica. Os farmacos metabolizados pelo figado, por exemplo, Paracetamol,
ativam o citocromo P450 e a partir dessa metabolizacdo ocorre a formagao de produtos que
sdo excretados pela bile, consequentemente acontece a elevacdo da FAL que é um
marcador de func¢do biliar (140).

A maioria das proteinas possui residuos de cisteina (com grupamentos sulfidrila
livres), que podem ser oxidados pela acdo de radicais livres, desempenhando, portanto, um
papel de protecio ao tecido. Dessa forma, a quantificacdo da concentracdo dos
grupamentos sulfidrila no tecido fornece uma idéia do nivel de ataque oxidativo a proteinas
(140).

A liperoxidacdo € o processo através do qual as ERO agridem os 4cidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipideos das membranas das células, desintegrando-as e
permitindo, desta forma, a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares (141). Um
produto da LPO bem conhecido é o malondialdeido (MDA) (142,143), resultado final da
degradacdo ndo enzimética de dcidos graxos poliinsaturados.

O MDA reage com o 4cido tiobarbitirico formando um complexo colorido que
absorve luz a 535 nm. Com isso, quanto maior a concentracio de MDA maiores sdo niveis
de TBARS (substancias que reagem com o 4cido barbitdrico) que indicam um aumento da
LPO (144).

Os animais tratados com paracetamol (Par) apresentaram maiores niveis de TBARS,
enquanto os animais que receberam o EH associado ao paracetamol (ParEx) apresentaram
menor indice, sugerindo possivel protecdo das membranas dos hepatdcitos pela acdo de
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substincias antioxidantes presentes neste extrato vegetal.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se que nas condigdes
experimentais, houve lesdo hepdtica induzida pela acdo de radicais livres, causada pela
administracdo do paracetamol em dose elevada. Esta lesdo ficou documentada pela
diminui¢do da uréia plasmaética, pelo aumento na atividade plasmética das enzimas AST e
FAL, pelo aumento de TBARS e pela diminui¢do de grupamentos sulfidrilas no
homogenato de figado.

Foi possivel observar a protecdo oferecida ao hepatdcito pela acdo antioxidante,
possivelmente pela presenca das substincias fendlicas no EH da planta Oncidium
flexuosum. Todos os resultados aqui apresentados indicam isso, porém devem ser
destacados os resultados de diminuicdo da atividade plasmdtica da AST e a diminui¢do no
TBARS no homogenato de figado.

Estes efeitos possivelmente acontecem devido a presenca de moléculas com
capacidade antioxidante no EH, notadamente os flavonoides. Uma vez que estes
componentes estdo disponiveis no plasma sanguineo, o seu metabolismo é mediado por
enzimas do complexo citocromo P450. Muitos estudos t€ém sido realizados para se
determinar a interacdo dos flavonoides com estas enzimas, os quais t€ém se mostrado
excelentes inibidores de diferentes isoformas do complexo P450, em particular, CYP1Al e
CYPIA2 (144-147). Em todos os casos, a acdo dos flavonoides sobre a atividade das
isoformas de P450 leva a oxidacdo dos flavonoides (47,146,147).

As atividades antioxidante e quelante dos flavonoides sdo, provavelmente, os
fatores mais importantes da sua acao protetora contra a degradacao em tecidos e células por
radicais livres (148). Além disso, eles atuam na diminui¢do da peroxidacdo lipidica,
neutralizam os radicais livres nas células em diferentes niveis: na iniciagio como
seqiiestrador de *0,’, em reagdes com peroxil ou radicais peroxil lipidicos, e na formacdo
de *OH, provavelmente como quelante de ferro e na produgio de peroxinitrito (149,150).

Os terpenos também podem estar envolvidos com a agdo antioxidante do EH,
protegendo contra a peroxidacdo lipidica. Segundo Pillai et al. (131), os terpenos da planta
Ganoderma protegeram os rins dos animais tratados com cisplatina contra a peroxidacao
lipidica, prevenindo contra a nefrotoxicidade.
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O gréfico concentragdo-resposta ¢ uma das formas onde melhor se visualiza a
atividade antiproliferativa das amostras testadas. Com esse tipo de grafico, € possivel
verificar se a substancia em questio possui efeito citostdtico (acima do ponto zero e abaixo
de 50%), efeito citocida (abaixo do ponto zero) e/ou perfil concentracao-dependente. O
ponto zero do eixo das ordenadas representa a placa controle inicial (TO), valor que é
comparado com a média da absorbancia do controle final (T) que representa 100% de
crescimento celular (apds 48 horas de incubagdo e na auséncia das amostras testadas) (151).

Por estes graficos, foi possivel observar que o EH e o ED, na concentracio
aproximada de 0,25 pg/mL, apresentaram atividade antiproliferativa seletiva para a
linhagem K562, leucemia, e ndo provocou agdo citocida, o que indica uma possivel acdo
anti-cancerigena com menor toxicidade para as células sadias. Ja, as fragdes FrT, acetato
dcida e bdésica ndo foram capazes de inibir o crescimento celular das linhagens de células
neoplésicas humanas testadas. A K562 € a unica linhagem que cresce em solucdo, o que
oferece uma superficie de contato maior. As demais crescem na forma de monocamada.

Classes de compostos fendlicos com propriedades antioxidantes também podem
apresentar propriedades antimicrobianas, tais como flavonoides e taninos, o que demonstra
que algumas substincias antioxidantes que atuam sequestrando radicais livres também
agem no combate a microorganismos (152). A a¢do antimicrobiana do extrato EH e da
fracdo FrT foi analisada e ndo apresentou atividade antimicrobiana in vitro frente as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina, Staphylococcus saprophyticus e Pseudomonas aeruginosa. Porém, frente as
leveduras Candida albicans e Candida tropicalis, a FrT apresentou atividade antiftingica,
mas nao diante da levedura Candida krusei. Segundo Simodes et al. (91), a presenca de
compostos como flavonoides e taninos no EH pode explicar sua a¢ao antifiingica frente a
estas leveduras. Estes fatos mostram que a planta pode possuir atividade antimicrobiana
seletiva, podendo agir frente a alguns tipos de microrganismos e outros nao.

A utilizagdo de extratos de plantas medicinais estd se tornando cada vez mais
promissora no controle de doengas. A pesquisa de novos agentes antifingicos com menores
efeitos colaterais advém das plantas, usadas na medicina popular, para tratamento de
infec¢des flngicas, nas quais os 6leos e extratos obtidos hd muito tempo t€ém servido de
base para diversas aplicagdes terapéuticas (153,154). Dessa forma, os dados obtidos nesta
pesquisa em relacdo as leveduras podem servir como guia na selecdo de plantas com
atividades antifingicas de futuros trabalhos, na perspectiva de uma possivel aplicagao
terapéutica desses produtos.
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Evidéncias clinicas mostram que a restauracdo dos tecidos conectivos, dérmicos e
subdérmicos, pode ser acelerada pela aplicacdo externa de uma corrente elétrica de baixa
intensidade. A estimulacdo elétrica através de microcorrente € denominada bioestimulacao,
pois € considerada como uma estimulagdo compativel aos valores das correntes enddgenas
que agem no organismo em nivel celular. Esta estimulag¢do interage no processo de reparo
tecidual, acelerando a cicatrizacdo e melhorando a qualidade do tecido cicatricial (155-
159).

Nesse estudo, foi observado que a aplicacdo da microcorrente foi eficaz no processo
cicatricial, mostrando efeitos positivos na drea de tecido neoformado, ndmero de
fibroblastos, nimero de vasos neoformados e espessura do epitélio. Basset (160), Markov e
Colbert (161), Sheffet et al.(162), Kloth (71) observaram que correntes elétricas de baixa
intensidade estimulam a cicatrizagdo. Também diferentes autores registraram variagdes do
metabolismo celular, enquanto outros encontraram proliferacdo de fibroblastos,
neovascularizagcao e deposicdo de coldgeno na regiao do tecido lesado, apds a utilizagao de
microcorrente (163-166).

A aplicagdo do EH promoveu efeito na primeira fase do processo cicatricial.
Diferentes estudos tém mostrado a efici€éncia de fitoterdpicos no reparo de lesdes teciduais
(167-171). Entre os componentes fitoquimicos que t€ém se mostrado eficazes nesse
processo, estdo os flavonoides e os taninos, que estdo presentes no EH, possuem uma
marcante relacdo com a atividade antinflamatdria e acdo no reparo tecidual. Além disso,
exercem atividade antioxidante e antibacteriana por interagirem com ampla variedade de
sistemas enzimdticos e bioquimicos (76,172-175). A presenca destes componentes na
familia Orchidaceae € bastante conhecida (176). Nayak et al. (177) observaram um
potencial de reparo apds a aplicagdo tépica do extrato de uma orquidea epifita Vanda
roxburghii R.Br. (Orchidaceae) em lesdes efetuadas cirurgicamente em ratos Wistar.

A agdo combinada da aplicagdo de microcorrente e do extrato EH apresentou
vantagem em todos os parametros estudados quando comparado com o controle e os
demais tratamentos. Também outros autores (167-169) observaram os efeitos da aplicagdao
simultanea de agentes fisicos e fitoterdpicos em lesdes teciduais e demonstraram que esse
tipo de tratamento € eficaz tanto na reparagdo cutinea como na redug¢do do processo
inflamatorio.
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Enfim, o EH possui principios ativos que permitiram a evolu¢do do processo de
cicatrizagdo de forma mais eficaz no reparo das lesdes, quando aplicado simultaneamente a
microcorrente, sugerindo a acdo sinérgica entre esses agentes. E, isoladamente, atua
principalmente no inicio do processo cicatrizante.

Os fibroblastos estdao envolvidos com a segunda fase do processo cicatricial, na
qual € intensificada a migracdo e a ativac¢do de fibroblastos. Essas células sdo os principais
componentes do tecido de granulacdo. Apds a influéncia dos fatores de crescimento e
demais mediadores, derivados, principalmente, mas, ndo exclusivamente, dos macréfagos,
sdo ativadas e migram das margens da ferida para o seu centro. Com 0 aumento do nimero
de fibroblastos ativados para a producdo de coldgeno no local, a matriz extracelular comeca
a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais eldstico. Este processo €
denominado de fibroplasia e para a sua efici€ncia € necessdria a ocorréncia em paralelo da
formacdo de novos vasos sangiiineos, ou seja, é necessdria a neovascularizagao da regiao
(178).

Os extratos EH e EBZ e também a FrT estimularam o crescimento de fibroblastos
de forma concentracdo dependente, mas o EH apresentou maior atividade, com CE50
menor que 0,25ug/ml. Esse resultado mostra que este extrato possui alto potencial
cicatrizante, melhor do que o resultado obtido com o controle positivo, a alantoina, que
apresentou CES0 de 2 pg/ml.

Os testes de atividade antiulcerogénica além de avaliar possiveis agentes para
tratamento de gastrite e dlcera gastroduodenal podem também ser utilizados para teste de
agentes cicatrizantes (179). A capacidade do EH na cicatriza¢do interna foi avaliada no
teste de atividade antiulcerogé€nica e apresentou resultados promissores, atingindo um
indice de inibi¢do da formacdo de ulceras géstricas de 89,5%, semelhante ao resultado do
controle positivo de carbenoxolona que foi de 90,8%. A DESO0 foi de 414,70mg/Kg.

Portanto, o extrato EH possui, principalmente, acdes antioxidante e cicatrizante,
concordando com o relato de Houghton et al. (180), se o composto apresentar potencial
antioxidante pode ser um bom agente terap€utico para acelerar o processo cicatricial.
Possivelmente, os flavonoides devem estar envolvidos com estas acdes, pois eles interferem
em alguns processos fisiol6gicos do organismo, como a absorcdo de ferro e de vitaminas, e
estimulam a cicatrizacdo. Além de agirem como antioxidantes, combatendo os radicais
livres, possuem atividade antimicrobiana, antiinflamatdria, analgésica, regenerativa de
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cartilagens, ossos e produzem vasodilatacao (181).

Considerando o tratamento dos ratos de 15 dias com o EH, foi verificado, pelas
andlises de danos oxidativos que a atividade da ALT nos animais tratados ndo foi
estatisticamente diferente (p>0,05) daquela encontrada nos animais nao tratados (controle).

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima presente predominantemente no
figado (182). Assim, qualquer lesdao com destruicdo celular desse tecido, provoca
considerdvel aumento dessa enzima no sangue, o que a torna um excelente marcador de
necrose celular (183). Ainda nesse sentido, Kubena et al. (184) relataram que o aumento da
atividade da ALT € considerado indicador da alta sensibilidade da disfuncdo/lesdao e
inflamacao hepdtica e lesdo ou obstrucdo dos ductos biliares, portanto o EH ndo provocou
esta disfungao.

Os resultados relacionados com a atividade da ALT estdo de acordo com os
resultados observados nas andlises histoldgicas dos figados, que indicaram ndo haver areas
de necrose que justifiquem o extravasamento da enzima para o sangue periférico. Porém,
ap6s esse mesmo periodo de tratamento, foi observado aumento significativo no
inchamento das mitocondrias isoladas dos figados de ratos tratados com as trés
concentracdes do extrato. Esses resultados sugerem danos na membrana das mitocondrias
hepéticas decorrente do uso deste extrato.

O inchamento mitocondrial € um fendmeno patoldgico iniciado pela abertura de um
poro de transi¢do de permeabilidade de alta condutancia na membrana mitocondrial interna.
Em condi¢des fisiologicas, a membrana mitocondrial € impermedvel a todos os solutos,
exceto aqueles que possuem transportadores especificos. Quando o poro de transicdo de
permeabilidade € aberto, todos os solutos com peso molecular abaixo de 1.500Da
difundem-se de maneira ndo seletiva para o interior da mitocondria. Como conseqiiéncia da
despolarizacdo induzida pela transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), ocorre
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, acentuado intumescimento mitocondrial, que

posteriormente causa reducdo do conteido de ATP e morte celular (185).

A transi¢do de permeabilidade da membrana mitocondrial pode ser induzida por
Ca”*, fosfato inorganico, desacopladores da fosforilacio oxidativa (através da alteracdo do
potencial de membrana), espécies reativas de oxigénio, através da oxidacdo de grupamentos
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sulfidrilas de proteinas da membrana mitocondrial, 4cidos biliares hidrofébicos, algumas
drogas, inibidores do carreador ADP/ATP. E cada vez mais evidente que a TPM é um
evento importante durante uma variedade de formas toxicas, hipxicas e oxidativas de dano
celular, bem como a apoptose. Esse evento pré-apoptético pode causar danos a funcdo
mitocondrial, associado ou ndo ao estresse oxidativo (185).

Em nosso estudo, observamos que o inchamento mitocondrial nao foi causado por
danos oxidativos, uma vez que a quantificacdo de grupos sulfidrilas, dos niveis de MDA e
da atividade da catalase ndo apresentou nenhuma alteragdo significativa em relagdo ao
grupo controle. Contudo, apds o tratamento com a concentracdo de 250 mg/kg/dia, foi
possivel observar hiperemia, que evidencia processo inflamatério e, na maior concentracao,
de 500mg/kg/dia, hipertrofia e vacuoliza¢do dos hepatdcitos, caracteristicos de degeneragcao
tecidual. Alteracdes hepdticas caracterizadas por aumento citoplasmético (vacuolizacdo) e
dilatac@o dos capilares sinuséides sdo descritas por Roman et al. (186) como sinalizadoras
de lesdo tecidual decorrente do tratamento de camundongos com a combinacdo dos
praguicidas 4cido 2,4 diclorofenoxiacético e glifosato, o que evidencia a toxicidade desse
composto.

Esses achados se repetiram apdés 30 dias de tratamento nas duas concentragcdes
citadas anteriormente, sendo que na mais alta houve aparecimento de células com pseudo-
eosinofilia e picnose, sugerindo hiperqueratinizagdo e posterior morte celular,
provavelmente, por apoptose, pois ndo foi observada nenhuma area de necrose tecidual. Ha
indicacdes na literatura de que, na apoptose, o citoplasma dos hepatdcitos torna-se
condensado e densamente eosinofilico, ¢ o nicleo sofre picnose, cariorréx ou caridlise,
chegando até mesmo a desaparecer totalmente. Essa observacdo corrobora os dados das
andlises enzimadticas em que nao houve alteracdo significativa na atividade da ALT,
normalmente aumentada em casos de necrose, mas que ocorre modificacdo na
permeabilidade da membrana mitocondrial dos hepatdcitos, que pode responder pela
induc¢do de apoptose (187).

O tratamento com 500 mg/kg/dia por 15 dias induziu aumento na secrecdo de
proteinas como mostrado pela citoquimica com azul de bromofenol e acimulo aumentado
de glicogénio na regido centrolobular. Esses mesmos achados foram observados apds
tratamento por 30 dias nas concentracdes de 250 e 500 mg/kg/dia. Essas observacoes
demonstram uma resposta celular, induzida pelo extrato em estudo, sobre a secrecdo e o
actimulo de biomoléculas.
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O acumulo de glicogénio observado nos animais tratados sugere uma diferenca na
forma que ele estd sendo disponibilizado em relagdo aos animais do grupo controle, ou seja,
que pode ter havido um dano celular que impede a liberacdo de glicose no sangue.
Buscando entender os mecanismos que poderiam responder por esse fendmeno, levantamos
duas suposigdes.

O extrato utilizado nesse estudo pode apresentar componentes que sejam capazes de
induzir deficiéncia de glicose-6-fosfatase, uma enzima encontrada no reticulo
endoplasmdtico dos hepatdcitos, que participa dos processos de gliconeogénese e
glicogendlise, causando acimulo de glicogénio no seu interior e induzindo a apoptose.
Situacdo semelhante foi descrita por Sun et al. (188), no caso da doenca genética de Von
Gierke, uma disfuncdo genética caracterizada por intenso actimulo de glicogénio no figado,
rins € mucosa intestinal, em que essa enzima encontra-se reduzida, os niveis de glicemia
sao0 baixos e ha comprometimento organico pela perda de células por apoptose.

Outra possibilidade € que a apoptose seja induzida por deficiéncia de ATP. De
acordo com Wu et al. (189), um produto natural conhecido por floretina, encontrado em
macas e peras e reconhecido por prevenir cancer e doengas cronicas, apresenta capacidade
de impedir o crescimento de células transformadas por induzi-las a apoptose. O grupo
sugere que esse composto impede a entrada de glicose no interior das células hepdticas
humanas, através dos transportadores de membrana (GLUTs) e, com isso, ocorre
diminui¢do de ATP (adenosina-trifosfato) no interior das células. Esse evento, ou seja, a
redugcdo de ATP constitui um importante mecanismo de apoptose, pois poderd ativar vias
extrinsicas, como a ativacdo da caspase 8, e vias intrinsicas, pela diminuicdo do potencial
de membrana mitocondrial que, via citocromo-c, ativa a caspase 9. Tanto a caspase 8§ como

a 9 ativardo a caspase 3, que induzird a morte celular.

Nossos resultados mostraram que as células dos animais tratados por 15 dias com o
extrato EH, em todas as concentragdes, tiveram inchamento mitocondrial evidenciando
dano na membrana dessa organela que pode estar diretamente relacionado com o processo
apoptotico.

A reducdo dos niveis de ATP poderia afetar também a atividade da enzima
glicogénio-fosfatase, que atua na disponibilizacio do glicogénio e que é ativada por
fosforilagdo através de quinases, que sdo dependentes de ATP (190). Isso porque, na falta
ou reducdo dos niveis de ATP, a glicogénio-fosfatase permanecerd inativa e, com isso, nao
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haverd quebra do glicogénio que serd acumulado no interior da célula (191). Um dos
componentes encontrados no extrato em estudo, como mencionado anteriormente, sao 0sS
flavonoides. Na literatura existem algumas referéncias da acdo desses compostos nos
transportadores de glicose (GLUTSs) e que poderiam explicar nossos resultados.

Cao et al. (192) realizaram um estudo sobre os efeitos do extrato de cha verde, rico
em polifendis e utilizado como anti-inflamatério, antidiabético e antiobesidade, na
expressdo de genes da familia dos GLUTs e das vias de sinalizacdo da insulina, e
verificaram que esse extrato, quando utilizado em 1 a 2g/kg/dia, regula a expressao desses
genes em ratos alimentados com dieta rica em frutose.

Genisteina e daidizeina sdo isoflavonas conhecidas por inibir o transporte de glicose
mediado por GLUTSs, através da membrana plasmdtica em células de mamiferos. Um
estudo realizado em lisossomos de figados de ratos evidenciou que ambas sdo inibidoras de
transporte de glicose lisossomal e sugerem que esse mecanismo ocorre por interagdo direta
da genisteina com o transportador com maior probabilidade do que por media¢do da
inativagdo da tirosina quinase (193).

Os resultados permitem identificar que a resposta do figado, decorrente da ingestao
do EH, é dose-tempo-dependente, pois as alteracdes histopatoldgicas surgiram em tempo
menor na maior concentracdo € em tempo maior, a partir da concentracao intermedidria,
salientando o cuidado para o seu uso cronico e em doses ndo preconizadas.

Difundida pelo mundo, encontra-se a antiga crenca de que tudo o que € natural é
sauddvel, nao oferecendo riscos a saide, levando ao consumo de produtos naturais por
periodos prolongados e em doses ndao determinadas, sem o devido cuidado e sem a
informacao de que a diferenca entre o remédio e o veneno pode estar, simplesmente, na
dose utilizada (3).

Nos dias atuais, o estudo sobre as plantas para fins medicinais estd muito
difundido, principalmente nas faculdades de farmadcia, pois até hoje o potencial de cura da
flora brasileira ndo foi muito bem explorado (195). Sendo assim, existe um crescente
avanco nas pesquisas e, consequentemente, nos trabalhos cientificos sobre as plantas, sua
composi¢do e sua agdo terapéutica, bem como a melhor forma galénica de apresentacdo e
de utilizacao (196).
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Segundo Bagnis et al. (197), uma vez que as plantas contém compostos
farmacologicamente tteis e ativos, provavelmente também contém substancias tdxicas.
Virios fatores, tais como, a captacdo ativa das células tubulares e a alta concentracdo de
moléculas no intersticio medular tornam os rins particularmente vulnerdveis a substancias
téxicas. Portanto, a Fitoterapia pode constituir a origem da lesdo renal ou, de maneira
inversa, um risco para os pacientes renais. Por exemplo, eles podem conter quantidades
subestimadas de potdssio, interagir com farmacos utilizados para o tratamento de
insuficiéncia renal ou possuir propriedades vasoconstritoras.

Existem muitos relatos na literatura correlacionando a ingestdo de extratos de
plantas e danos renais. Sokar et al. (198) realizou um estudo histopatolégico em animais
sobre o efeito da administracdo oral do extrato alcodlico de Herniaria cinerea, utilizada na
regido de Marrocos no tratamento de cédlculo renal, que revelou o aparecimento de lesdes
muito graves no aparelho urindrio como hemorragia, extensas areas de degeneracao tubular
no parénquima e necrose de estruturas tubulares. O tibulo proximal € a por¢do do néfron
com grande sensibilidade aos efeitos toxicos de substancias quimicas. Constitui um sistema
transportador de anions orgéanicos, uma importante defesa contra os efeitos téxicos de
substancias anidnicas, controlando a acdo de drogas e toxicos ambientais.

Segundo Lee e Chen (199), 75% da populacdao do mundo, principalmente nos paises
em desenvolvimento, usam as plantas para seus cuidados bésicos de satude e, por isso, o
conhecimento sobre seus efeitos adversos tornou-se mais importante. Preparados botanicos
raramente apresentam descricdo da composi¢do, atividade bioldgica, recomendacdo de
doses e prescri¢ao de uso.

Sendo assim, testes dos mais diversos tipos devem ser realizados com extratos das
diferentes plantas de interesse, antes de propagar o seu uso, a fim de assegurar a
confiabilidade dos mesmos, garantir os beneficios que podem advir da utilizacdo e
minimizar a0 maximo os possiveis efeitos adversos.

Em nosso estudo foram realizadas andlises histolégicas e de quantificacdo de
creatinina na urina de ratos Wistar tratados com o EH, em trés diferentes concentracdes, e
por periodos de 15 e 30 dias, ou seja, em uso cronico. Nessas condicdes, os rins dos
animais parecem nao ter sofrido dano morfolégico e funcional, ndo apresentando nenhuma
das alteragdes caracteristicas de injuria tubulointersticial renal, que é o evento pivO na
progressdo de doenga renal cronica. Estas caracteristicas sdo acumulo de matriz
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extracelular, atrofia tubular e obliteracdo de capilares peritubulares intersticiais (200).

Como citado anteriormente, na composicdo do extrato EH foram encontrados
flavonoides e taninos. Os primeiros sdo conhecidos pelo seu potencial antioxidante e,
talvez, essa atividade proteja os rins de algum tipo de dano citotéxico. Todavia, deve ser
enfatizado que os flavonoides e os taninos ndo sdo inofensivos e podem, quando utilizados
de forma ndo controlada, induzir dano renal (199).
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CONSIDERACOES FINAIS

As andlises fitoquimicas e histoquimica revelam que as folhas da espécie vegetal Oncidium
flexuosum possuem, entre os seus constituintes, substancias fendlicas, tais como o0s
flavondides e os taninos, e também cumarinas, triterpenos e esterdides.

O EH possui atividade antioxidante in vitro diante do radical livie DPPH e o fracionamento
deste extrato diminui esta atividade, mostrando que deve haver sinergismo entre as
substancias do extrato.

A FrT ndo possui atividade antioxidante in vitro diante do radical livie DPPH, mas
apresenta tal atividade diante do TBARs.

O EH possui atividade antioxidante in vivo, pois protegeu o figado dos animais tratados
com dose téxica de paracetamol.

O EH apresentou atividade antiulcerogénica.

As anélises macroscopica e microscopica das dreas cicatriciais, apds dez dias de tratamento
da drea lesionada do dorso do rato, mostram um efeito cicatrizante significante do EH
associado a microcorrente. Este efeito também € indicado pela acdo deste extrato na
proliferacdo de fibroblastos in vitro e coldgeno in vivo.

A Fr'T e o EBZ também estimulam a proliferacdo de fibroblastos, mas com menor poténcia
que o EH.

Na avaliagdo da atividade antiproliferativa, o EH e o ED mostraram ag¢ao citostética seletiva
para a linhagem K562, leucemia, e ndo houve acdo citocida. O EBZ apresentou agdo
citocida na maior dose testada para todas as linhagens celulares, mas nao mostrou agao
citostatica.
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A fragdo acetato foi capaz de inibir o crescimento celular da linhagem UACCG62,
melanoma, das células neoplédsicas humanas, apresentando um efeito citostatico para tal
linhagem. Na maior dose testada apresentou efeito citocida.

As fracdes FrT, acetato 4dcida e basica nao foram capazes de inibir o crescimento celular das
linhagens de células neoplédsicas humanas testadas.

O extrato EH e a fracdo FrT ndo apresentaram atividade antimicrobiana in vitro frente as
bactérias testadas. Porém, frente as leveduras Candida albicans e Candida tropicalis, o EH
apresentou atividade antiftingica, mas ndo diante da levedura Candida krusei. A FrT nao
demonstrou possuir atividade antiftingica diante destas leveduras testadas.

O EH nao foi capaz de induzir danos oxidativos hepdticos nos animais, mas tem potencial
hepatotdxico, causando inflamacao e degeneracdo tecidual dose-tempo-dependente.

A analise histopatoldgica dos rins e a quantificacdo dos niveis de creatinina na urina de
ratos tratados com o EH revelaram que niao houve indu¢do de danos na citoarquitetura e na
funcdo renal dos animais.
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Abstract

This study evaluated the wound healing activity of hydroalcoholic leaf extract of
Oncidium flexuosum Sims. (Orchidaceae), an important native plant of Brazil, combined or
not with microcurrent stimulation. Wistar rats were randomly divided into four groups of
nine animals: control (C), topical application of the extract (OF), treated with a
microcurrent (10 pA/2 min) (MC), and topical application of the extract plus microcurrent
(OF+MC). Tissue samples were obtained 2, 6 and 10 days after injury and submitted to
structural and morphometric analysis. The simultaneous application of OF+MC was found
to be highly effective in terms of the parameters analyzed (p<0.05), with positive effects on
the area of newly formed tissue, number of fibroblasts, number of newly formed blood
vessels, and epithelial thickness. Morphometric data confirmed the structural findings. The
0. flexuosum leaf extract contains active compounds that speed the healing process,

especially when applied simultaneously with microcurrent stimulation.

Keywords: Oncidium flexuosum Sims., Incision, Wound healing, Medicinal plant,

Flavonoids.

1. Introduction

Medicinal plants have been used since ancient times for the treatment of various
skin and dermatological disorders, especially cuts, wounds and burns [1]. Current
phytotherapics agents have also been shown to be highly effective in the treatment of these
diseases [2-4]. Oncidium flexuosum Sims. (Family Orchidaceae), popularly known as the
“dancing doll orchid”, is one of the most important species of the Oncidium genus in Brazil
[5,6]. This plant is an epiphyte that can reach a height of 1 m and possesses a large number
of flowers that form branched inflorescences of attractive medium-sized flowers. The
sepals and petals are yellow, with brown-reddish transverse stripes, and the lip is

highlighted with small red dots [7,8]. The Orchidaceae family is one of the largest
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angiosperm families and more than 25,000 species have been described so far [9,10],
including important species with medicinal potential [11]. In traditional medicine, the
species of this family have been used for the treatment of abscesses, inflammation, wounds,

external bleeding and chapped skin [12,13].

Wound healing constitutes a complex, dynamic, and well-orchestrated process that
is activated whenever disruption of skin tissue occurs. The wound healing process is
characterized by a broad spectrum of events, including platelet aggregation and activation
of the coagulation cascade, inflammatory infiltration, cell differentiation, and tissue
remodeling. Although the cascade of these events seems to be well discriminated and can
be divided into three phases, namely inflammation, proliferation, and wound contraction
and remodeling, these phases actually overlap and continued or renewed tissue damage
may reinitiate the sequence at affected sites within an existing wound. The application of
low amperage electrical stimuli modifies the healing process in living organisms, especially
factors that delay or impair this process [14-16]. Electrical stimulation of different
amplitudes and frequencies has been shown to promote modifications in cell and tissue
responses in experimentally induced injuries [17-19] and can be used to promote tissue
repair. Stimulation of live cells with low-intensity electrical currents directly affects the
membrane potential and is associated with changes in ion gradients across the cell
membrane, causing an increase in the synthesis of ATP followed by increased protein
synthesis [14,19,20]. Numerous taxonomic reviews of the Oncidium genus are available in
the literature [7-9], but there are no scientific data regarding the pharmacological activities
of Oncidium flexuosum Sims. (Orchidaceae). Therefore, the scope of the present study was
to evaluate the effects of leaf extract of this important Brazilian plant species combined

with microcurrent stimulation or alone on wound healing.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material
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Fresh Oncidium flexuosum leaves were collected in the medicinal plant garden of
Uniararas (Projeto Saide & Harmonia), Araras, Sao Paulo, Brazil, between December 2008
and February 2009, and identified by MSc. Cristiano Pedroso de Moraes. A voucher
specimen (45341) was deposited at Herbario Rioclarense (HRCB), Instituto de Biociéncias,

Universidade Estadual Paulista, Rio Claro/Sao Paulo, Brazil.

2.2. Preparation of the hydroalcoholic leaf extract

Fresh leaves (50 g) were selected, cleaned and macerated dynamically with 300 mL of an
aqueous ethanol solution (7:3, v/v) for 4 h at room temperature. This procedure was
repeated 3 times with the same powder and the same solvent. After filtration, the solvent
was completely evaporated under vacuum at 40°C in a rotary evaporator and the
hydroalcoholic Oncidium flexuosum leaf extract (OF) was obtained after lyophilization

[22]. The yield of the lyophilized extract was 9%.

2.3. Phytochemical screening method

The qualitative identification of the chemical constituents was carried out in the
same extract as that used in the wound repair tests using chemical methods and thin-layer
chromatography according to the methods proposed by Marini-Bettolo et al. [21], Harborne
[22] and Matos [23]. The dried extract (100 mg) was used for each test as described below.
The presence of polyphenolic compounds was analyzed with 1% ferric chloride solution.
Tannins were identified using the dried extract dissolved in water with 2 ml sodium
chloride (2%), filtered, and mixed with 5 ml 1% gelatin solution. The presence of
flavonoids was determined using 1% aluminum chloride solution in methanol, concentrated
hydrochloric acid, magnesium turnings, and potassium hydroxide solution. Dragendorff’s
reagent was used to evaluate the presence of total alkaloids. Saponins were analyzed based
on their capacity to produce foam. For the detection of triterpenes, the extract was mixed
with 5 ml chloroform, warmed at 80°C for 30 min and then treated with a small volume of

concentrated sulfuric acid. Additionally, the extract (OF) was analyzed by thin-layer
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chromatography on silica gel using chloroform: methanol (98:2) and hexane:ethyl acetate
(80:20) as eluent. Flavonoid components were visualized first under UV light and then by
spraying the chromatographic plates separately with a solution of vanillin in sulfuric acid

and ammonium vapor, followed by incubation at 100°C for 5 min.

2.4. Experimental groups

Thirty-six male Wistar rats (Rattus norvegicus), each weighing 250-300 g, obtained from
the Experimental Animal Center “Prof. Dr. Luiz Edmundo de Magalhdes”, Uniararas, were
housed individually in cages at a constant temperature (23 + 2°C) under a 12:12-h
light/dark cycle, with free access to food and water. No difference in the average weight or
behavior of the animals was observed between the beginning and the end of the study. This
study was permitted by the Ethics Committee of Uniararas (protocol number 806/2006) and
was performed according to international rules considering the animal experiments and

biodiversity right [24, 25].

2.5. Preparation of test samples for the bioassay

Each animal’s back was depilated 48 h before surgical intervention. After local asepsis with
0.4% chlorhexidine digluconate, the animals were anesthetized by intraperitoneal injection
of xylazine hydrochloride (20 mg/kg body weight) and ketamine hydrochloride (50 mg/kg).
After the position was marked with a dermographic pen and pachymeter, a 2-cm long and
0.2-cm deep surgical incision was made (with sterile surgical blade marked previously)
through the full thickness of the skin in the craniocaudal direction, according to methods
described by Mustoe et al [26] and Mendonga, et al [27]. The incision was not sutured. In
view of the similar genetic background of the animals [28] and following the guidelines of
the Ethics Committee of Uniararas, groups of nine animals each were used: control group,
C, receiving a topical application of saline solution 0.9%; OF group receiving a topical

application of the extract of Oncidium flexuosum (60 mg/ml); MC group, treated with
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microcurrent (10 pA/2 min), and OF+MC group, receiving a topical application of the
extract of Oncidium flexuosum plus microcurrent (10 pA/2 min), according to the protocol
of Mendonca et al [27]. A transcutaneous electrical stimulator (Physiotonus Microcurrent,
Bioset, Rio Claro, Sdo Paulo, Brazil) was used for electrical stimulation of the
microgalvanic type. The applications involved the use of two metal electrodes with a
spherical tip (10 mm) positioned on the wound. The treatments were started 24 h after
surgical intervention and were continued daily for 10 days. From the dose-response curve
using doses of 20, 40 and 60 mg/ml of the extract of Oncidium flexuosum, 60 mg/ml was

selected from the evaluation of the cell count in the reparative tissue.

2.6. Collection and preparation of wound samples for structural analysis

In 2, 6 and 10 days after the injury, three animals in each group were killed under
anesthesia, the total area of the wound was removed and submitted to structural and
morphometric analysis. Each sample was removed and fixed in 10% formalin in Millonig
buffer, pH 7.4, for 24 h at room temperature. Next, the specimens were washed in buffer
and processed for embedding in Paraplast'™ (Merck). Longitudinal sections (7 pm) were
stained with hematoxylin/eosin for routine histology, with picrosirius-hematoxylin for the
observation of collagen fibers. The specimens were examined and documented using a
Leica DM 2000 photomicroscope at the Laboratory of Micromorphology, Centro

Universitario Herminio Ometto, Uniararas.

2.7. Morphometric analysis

Cross-sections of the mid-region of the experimental wound were used for the
determination of the following morphometric parameters: tissue repair area (x10° pm2),
total number of cells (fibroblastic and inflammatory cells) (n/10° pm?), number of newly
formed blood vessels (n/10° um?), and thickness of the regenerating epithelium (um). For
this purpose, three samples were randomly selected among the sections obtained. All

images were captured and digitalized using a Leica DM 2000 photomicroscope. The
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measurements were made on the digitalized images using the Leica Image Measure™ and
Sigma Scan Pro 6.0™ programs.

The results were compared by ANOVA and the Tukey post-test, with the level of
significance set at 5%. The results were entered into spreadsheets of the Biostat for

Windows XP™ program.

3. Results

3.1. Phytochemical screening

Preliminary phytochemical analysis of the extract (OF) using chemical methods
showed a predominance of phenolic compounds such as flavonoids and tannins, and the

presence of triterpenes. However, no total alkaloids or saponins were detected.

The best separation of the components of the hydroalcoholic extract was achieved
using chloroform:methanol (98:2) as the mobile phase. Thin-layer chromatography also

revealed the presence of polyphenols, tannins, and triterpenoids.

3.2. Structural and morphometric analysis of wound repair

Wound healing was studied in the different groups by comparing inflammatory
processes (leukocytosis, hemorrhage and exudate), proliferative processes (fibroblastic
hyperplasia, epithelization and angiogenesis), and tissue reorganization. This was
completed in all animals within the 10-day observation period. Structural analysis was

performed on days 2, 6 and 10.

The proliferative phase was observed early on day 2 after experimental injury in
animals of the groups treated with microcurrent (MC) and with the combination of
microcurrent and O. flexuosum extract (OF+MC) when compared to the control group and

group treated with extract OF alone.
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The structural characteristics of the fibrous matrix were also evaluated in the
different groups. A predominance of thin and poorly compacted collagen fibers was
observed in samples collected on day 6 after experimental injury in all groups. However,
compact and medium-thick fibers were observed on day 10 when compared to intact tissue

at the border of the wound (Figs. 1 and 2). These results were supported by morphometric

analysis comparing the different groups (Figs. 3, 4, 5 and 6).

s Eoeic — RS Figure 2. Photomicrographs of cross-sections of skin obtained from
Figure 1. Photomicrographs of cross-sections of skin obtained from  the back of Wistar rats on day 10 after surgically induced injury. (a):
the back of Wistar rats on day 10 after surgically induced injury. (a): ~ Control group; (b): group topically treated with Oncidium flexuesum
Control group; (b): group topically treated with Oncidium flexuosum ~ €Xtract; (¢): group treated with microcurrent (10 uA/2 min) (MC); (d).
extract; (c): group treated with microcurrent (10 pA/2 min) (MC); (d): group treated with O. flexuosum extract plus microcurrent (10 pyA/2
group treated with O. flexuosum extract plus microcurrent (10 pA/2 I (OFCHIC]. SE: ERIDEMNIE, ). IssllE repallr afEa. TRESCCHots

. . . . . . were stained with picrosirius-hematoxylin. Bar = 100 ym.
min) (OF+MC). Ep: epidermis; (=) : tissue repair area. The sections

were stained with toluidine blue. Bar = 100 ym.

Two days after experimental injury, the tissue repair area was significantly greater
in the OF group compared to the other experimental groups. This is the inflammatory
period of repair process and probably the application of the extract containing O. flexuosum
exerted an anti-inflammatory action favoring the repair of the lesion. A significantly greater
tissue repair area was observed in the MC group as early as on day 6. On day 10 after
injury, the wound area was completely reepithelized in the group treated with the
combination of O. flexuosum extract and microcurrent, with the difference being significant

when compared to the other groups (Fig. 3).
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Figure 3. Size of the tissue repair area (x103 ym2) in the region of the
experimental wound. C: Control group; OF: group topically treated
with Oncidium flexuosum extract; MC: group treated with microcurrent
(10 pA/2 min); OF+MC: group treated with O. flexuosum extract plus
microcurrent (10 pA/2 min). Samples collected on day 2 (2d), 6 (6d)
and 10 (10d) after injury were analyzed. The results are reported as
the mean and standard deviation obtained for each group and were
compared by ANOVA and the Tukey post-test (p<0.05). Significant
differences between control and treated groups in the distinct times of
sampling are indicated by #, ** and *.

With respect to the total number of cells on day 6 and 10 after injury, similar

numbers were observed in the MC and OF+MC groups, which were significantly higher

than those found in the control and OF groups (Fig. 4).
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Figure 4. Total number of cells (n/10% um?) in the region of the experimental wound.
C: Control group; OF: group topically treated with Oncidium flexuosum extract; MC:
group treated with microcurrent (10 pA/2 min); OF+MC: group treated with O.
flexuosum extract plus microcurrent (10 pA/2 min). Samples collected on day 2 (2d),
6 (6d) and 10 (10d) after injury were analyzed. The results are reported as the mean
and standard deviation obtained for each group and were compared by ANOVA and
the Tukey post-test (p<0.05). Significant differences between control and treated
groups in the distinct times of sampling are indicated by ** and *.
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The same pattern was observed for the total number of cells and the number of
newly formed vessels. A larger number of newly formed vessels inside the wound area
were observed in the OF+MC and MC groups on days 6 and 10 after experimental injury
when compared to the other groups (Fig. 5).

2

5 *¥

nl103pm

0

T T T T T T T
2d 6d 10d 2d 6d 10d 2d 6d 10d 2d 6d 10d
Cc OF MC OF+MC

Figure 5. Total number of newly formed blood vessels (n/10° um2) in the region of
the experimental wound. C: Control group; OF: group topically treated with
Oncidium flexuosum extract; MC: group treated with microcurrent (10 uA/2 min);
OF+MC: group treated with O. flexuosum extract plus microcurrent (10 pA/2 min).
Samples collected on day 2 (2d), 6 (6d) and 10 (10d) after injury were analyzed.
The results are reported as the mean and standard deviation obtained for each
group and were compared by ANOVA and the Tukey post-test (p<0.05).
Significant differences between control and treated groups in the distinct times of
sampling are indicated by ** and *.

Additionally, the thickness of newly formed epithelium was higher in the MC and
OF+MC groups only on day 10 of treatment (Fig. 6).
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Figure 6. Epithelial thickness (um) in the region of the experimental wound.
C: Control group; OF: group topically treated with Oncidium flexuosum
extract; MC: group treated with microcurrent (10 pA/2 min); OF+MC: group
treated with O. flexuosum extract plus microcurrent (10 pA/2 min). Samples
collected on day 2 (2d), 6 (6d) and 10 (10d) after injury were analyzed. The
results are reported as the mean and standard deviation obtained for each
group and were compared by ANOVA and the Tukey post-test (p<0.05).
Significant differences between control and treated groups in the distinct
times of sampling are indicated by *.

Structural and morphometric analysis suggested that the phytochemical content of
the leaf extract of O. flexuosum might be responsible for collagen formation at the

proliferative state, which is contributed by increased fibroblasts content (Fig. 7).

Experimental

Injury ¢
4 -
— J-—l,,J
Experimental Injury Proliferation phase

Remodelling phase
Inflammation phase

-Collagen fibers deposition
-Extracellular matrix
reorganization

- Inflammatory cells migration . i
-Fibroblasts and endothelial

cells proliferation

- Platelet aggregation
-Scar formation and contraction
- Growth factor liberation - Epithelialization/Keratinization

\_ J L J L )

Extract of Oncidium flexuosum Sims. + Electrical stimulation

Figure 7. Hypothetical diagram demonstrating the possible effect of Oncidium flexuosum leaf
extract in wound healing activity.
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4. Discussion

The understanding of the biological and pathological events that occur during the
healing process is of the utmost importance for the treatment of wounds. Clinical evidence
shows that the repair of connective, dermal and subdermal tissues can be accelerated by the
external application of a low-intensity electrical current [19,29]. Microcurrent electrical
stimulation is called biostimulation since this is compatible with that of endogenous
currents that act in the organism at the cellular level [14, 17, 18, 30]. This technique is not
invasive, presumably has an antioxidant effect, and it showed potential to accelerate wound

healing [31].

The combination of the low levels of antioxidants and raised levels of free radical
play a major role in delaying wound healing in aged rate and diabetic rats [32].
Microcurrent has been used in the treatment of chronic wounds [33, 34, 35]. Lee [31] using
a 100nA current 3p A in the treatment of chronic wounds and ulcers associated with chronic
diseases and found that the application of such currents supposedly provide electrons to

tissues saturating free radicals and facilitating tissue repair.

In the present study, was evident from the morphometric analysis application that
microcurrent alone or combined with OF was significant in promoting an increase in the
total number of cells, blood vessels and thickness of the epithelium in the damaged area in
all experimental groups subjected to this treatment at 6 and 10 day after the injury. The
stimulation of wound healing by low-intensity electrical currents has been reported by
various investigators [15, 18, 36, 37]. Biedeback [38] proposed that transmembrane
currents open voltage-controlled calcium channels in fibroblasts, causing ATP resynthesis,
activation of protein kinase mechanisms to synthesize new cellular protein, and DNA
replication necessary for mitotic cell division. Mendonca et al. [27] suggested that
microcurrent application to tissue injuries might be used as a coadjuvant to accelerate the
healing process. Variations in cell metabolism, as well as fibroblast proliferation,
neovascularization and collagen deposition in the wound area have been observed after

microcurrent application [39, 40].
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Topical application of the O. flexuosum extract (OF) promoted effects similar to
those observed with microcurrent therapy, but to a lesser extent. Various studies have
shown the efficacy of phytotherapics agents in wound healing [41-46]. The phytochemical
compounds effectives in this process and which also present marked anti-inflammatory
activity includes flavonoids and tannins, also present in the extract OF. Additionally, these
compounds exert antioxidant and antibacterial activity by interacting with a wide variety of
enzymatic and biochemical systems [42, 47-49]. Moreover, in phytochemical studies of
species of the Orchidaceae family have shown the presence of structures which produce
and storage substances that are probably responsible for these pharmacological actions,
such as flavonoids and terpenes [50, 51]. Fiallo et al. [51], demonstrated that flavonoids
were detected in the leaves of the Oncidium luridum Lindl.. The presence of these
compounds in the Orchidaceae family is widely known [52] and was also present in the

extract of O. flexuosum.

Flavonoids are used for therapeutic purposes because of their anti-inflammatory,
antifungal, antioxidant, and wound healing properties [54]. Moreover, flavonoids and their
derivatives are known to decrease lipid peroxidation by improving vascularity and
preventing or slowing down the progress of cell necrosis in Colutea cilicica Boiss. & Bal.
[55]. Flavonoids have also been shown to enhance wound healing processes primarily
owing to their antimicrobial and astringent properties, which appear to be responsible for
wound contraction and an elevated epithelization rate [56]. Nayak et al. [57] observed a
significant wound healing potential after topical application of Vanda roxburghii R.Br.

extract (Orchidaceae), an epiphytic orchid, to wounds surgically induced in Wistar rats.

Tannins also have a role in wound healing processes, according to Bedi and
Shenefelt [43] and Jorge Neto et al. [53], these compounds precipitate proteins in damaged
tissues, forming a protective lining that favors repair and reduces wound permeability and

exudation.

The combination of microcurrent and the extract OF was advantageous in terms of
all parameters studied when compared to the control group and to either treatment alone.

Soares [58] combined the application of vitamin C and physical agents for the healing of
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experimental wounds and demonstrated that the combination of antioxidant agents and
photodynamnic or low-amperage electrical therapy accelerates wound healing. Maia Filho
et al. [59] also investigated the effects of simultaneous application of physical and
phytotherapics agents to wounds using ultrasound and Aloe vera gel on an experimental
model of induction of tendinitis in rats and demonstrated that this type of treatment is
effective in terms of both skin repair and reduction of the inflammatory process. Mendonca
et al. [27] showed that the simultaneous application of Aloe vera and microcurrent was
effective in the treatment of open wounds, potentiating wound healing in rats Wistar. This
seems to indicate a synergistic action between these two applications. Mendonga et al. [60]
associated the low-power GaAlAs laser (830nm) with aqueous solution curative of
Stryphynodendron barbatiman in the treatment of septic wounds of sheep and found
complete epithelization at 15 days by daily application of these agents combined. These
reports suggest that this methodology where physical agents associated with herbal

medicines is effective in the treatment of wounds.

5. Conclusion

The present results show that the extract of O. flexuosum was effective in
experimental models of wound healing, accelerating this process. However, a better
performance was observed when the extract was combined with microcurrent stimulation
compared to the other treatments and to the control group, suggesting a synergistic action
of these agents. The application of this treatment showed advantages in terms of all

parameters studied.

Acknowledgments

We thank Marta Yabase for donation of the Oncidium flexuosum Sims. seedlings

used in this study, and Projeto Satide & Harmonia (Uniararas) for seedling maintenance.

Apéndice
189



References

1. R. Govindrajan, B. Kumar, M. Vijaykumar, P. Pushpangadan, “Ethnopharmacological
approaches to wound healing-exploring medicinal plants of India, *“ Journal of
Ethnopharmacology, vol. 114, no. 2, pp. 103—-113, 2007.

2. S.G. Rao, A.L. Udupa, S.L. Udupa, “Calendula and Hypericum: two homeopathic
drugs promoting wound healing in rats,” Fitoterapia, vol. 62, no. 6, pp. 508-510, 1991.

3. C.M. Schempp, B. Winghofer, R. Ludtke, B. Simon-Haarhaus, E. Shopp, J.C. Simon,
“Topical application of St John's wort (Hypericum perforatum L) and of its metabolite
hyperforin inhibits the allostimulatory capacity of epidermal cells,” British Journal of
Dermatology, vol. 142, no. 5 , pp. 979-984, 2000.

4. P.S. Martins, A.L.G. Alves, C.A. Hussni, J.L. Sequeira, J.L..M. Nicoletti, A.
Thomassian, “Comparacao entre fitoterdpicos de uso topico na cicatrizagio de pele em
eqiiinos," Archives of Veterinary Science, vol. §, no. 2, pp. 1-7, 2003.

5. A.B.Joly, “Botanica — Introducao a Taxonomia Vegetal,” 11th ed, Companhia Editora
Nacional, 1993.

6. P.H. Raven, R.F. Everest, S.E. Eichhorn, “Biologia Vegetal,” 6th Ed, Guanabara
Koogan, 2001.

7. G.J. Pabst, “Estudos no género Oncidium Sw. (Orchidaceae)-1V,” Bradea, vol. 1, no.
15, pp. 137-143, 1972.

8. L.A. Garay, J.E. Stacy, “Synopsis of the genus Oncidium,” Bradea, vol.1, no. 40, pp.
393-427, 1974.

9. R.L. Dressler, “The orchids: natural history and classification,” Harvard University
Press, 1990.

10. J. Arditti, “Fundamentals of orchid biology,” New York: John Wiley, 1992.

11. J.M. Kong, N.K. Goh, L.S. Chia, T.F. Chia, “Recent advances in traditional plant drug
and orchids,” Acta Pharmacologica Sinica, vol.24, no. 1, pp. 7-21, 2003.

Apéndice
190



12. The Committee on Scholarly Communication with the People's Republic of China,
“Herbal Pharmacology in the People’s Republic of China,” Washington, D.C.: National
Academy of Sciences, 1975.

13. H. Ward, “Herbal Manual: The Medicinal, Toilet, Culinary and other Uses of 130 of
the most Commonly Used Herbs,” London: LN Fowler & Co Ltd, 1936.

14. N. Chen, H. Van Hoff, E. Bocks, “The effect of electric currents on ATP generation,
protein synthesis, and membrane transport in rat skin,” Clinical Orthopaedics and Related
Research, vol. 171, pp. 264-72, 1982.

15. P. Houghton, C. Kincaid, M. Lovell, “Effect of electrical stimulation on chronic leg
ulcer size and appearance, “Physical Therapy, vol. 83, no. 1, pp. 17-28, 2003.

16. L.C. Kloth, J. Feedar, “Acceleration of wound healing with high voltage, monophasic,
pulsed current,” Physical Therapy, vol. 68, no. 4, 503-508, 1988.

17. L.C. Kloth, “Electrical stimulation for wound healing: a review of evidence from in
vitro studies, animal experiment, and clinical trials,” International Journal of Lower
Extremity Wounds, vol. 4, no. 1, pp. 23-44, 2005.

18. M. Bayat, Z. Asgari-Moghadam, M. Maroufi, F.S. Rezaie, M. Rakhshan,
“Experimental wound healing using microamperage electrical stimulation in rabbits,”
Journal of Rehabilitation Research & Development, vol. 43, no.2, pp. 219-226, 2006.

19. V.N.S. Santos, L.M. Ferreira, E.K. Horibe, 1.S. Duarte, “Electric microcurrent in the

restoration of the skin undergone a trichloroacetic acid peeling in rats,” Acta Cirurgica
Brasileira, vol. 19, no. 5, pp. 466-470, 2004.

20. K.K.R. Valle, L.L. Reis, J.J. Bouvent, C.S. Shida, “Efeito da aplicacao de
microcorrente elétrica na restauracio de pele de ratos exposta a acdo de radicais livres,” 217
CBEB, pp.247-249, 2008.

21. G.B. Marini-Bettolo, M. Nicoletti, M. Patamia, “Plant screening by chemical and
chromatographic procedures under field conditions,” Journal of Chromatography, vol. 218,
pp. 113-217, 1981.

22. J.B. Harborne, “Phytochemical Methods. A Guide to Modern Techniques of Plant
Analysis,” 2nd ed, Chapman and Hall, 1984.

Apéndice
191



23. F.J.A. Matos, “Introducgio a Fitoquimica Experimental,” Fortaleza: Edicoes UFC,
1997.

24. International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals-CIOMS,
1985.

25. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication, pp. 82-23, 1996.

26. T.A. Mustoe, G.F. Pierce, A. Thomason, P. Gramates, M.B. Sporn, T.F. Deuel,
“Accelerated healing of incisional wounds in rats induced by transforming growth factor-
beta,” Sciense, vol. 237, no. 4820, pp. 1333-1336, 1987.

27. F.A.S. Mendonca, J.R. Passarini Jr, M.A.M. Esquisatto, J.S. Mendonca, C.C.
Franchini, G.M.T. Santos, “Effects of the application of Aloe vera (L.) and microcurrent on
the healing of wounds surgically induced in Wistar rats (Rattus norvegicus),” Acta
Cirurgica Brasileira, vol. 24, no. 1, pp. 150-155, 2009.

28. T.J. Gill, G.J. Smith, R.-W. Wissler, “The rats as an experimental animal,” Science, vol.
245, no. 4915, pp. 269-276, 1989.

29. A. Frick, D. McCauley, “Microcurrent electrical therapy,” Journal of Equine
Veterinary Science, vol. 25, no.11, pp.418-422, 2005.

30. A.T. Barker, L. F. Jaffee, J. W. Vanable Jr., “The glabrous epidermis of cavies
contains a powerful battery,” American Journal of Physiology, vol. 242, no. 3, pp. 358-366,
1982.

31. B.Y.Lee, N. AL-Waili, D. Stubbs, K. Wendell, G. Butler, T. AL-Waili, A. AL-Walili,
“Ultra-low microcurrent in the management of diabetes mellitus, hypertension and chronic
wounds: Report of twelve cases and discussion of mechanism of action,” International
Journal of Medical Sciences, vol. 7, pp. 29-35, 2010.

32. M. Anamika, A. S. Rasik, “Antioxidant status in delayed healing type of wounds,”
International Journal of Experimental Pathology, vol. 81, no. 4, pp. 257-263, 2000.

33. P.J. Carley, S. F. Wainapel, “Electrotherapy for acceleration of wound healing: low
intensity direct current,” Archives of Physical Medicine and Rehabilitation, vol. 66, pp.
443-446, 1985.

Apéndice
192



34. J. P. Nessler, D. P. Mass, “Direct-current electrical stimulation of tendon healing in
vitro,” Clinical Orthopaedics and Related Research, vol. 217, pp. 303-312, 1987.

35. N. AL-Waili, “Electrotherapy for chronic gum and periapical abscesses,” Journal of
Pakistan Medical Association, vol. 39, pp.161-162, 1989.

36. C. A. L. Bassett, “Beneficial effects of electromagnetic-fields,” Journal of Cellular
Biochemistry, vol. 51, pp. 387-393, 1993.

37. A. Sheffet, A. S. Cytryn, D. B. Louria, “Applying electric and electromagnetic energy
as adjuvant treatment for pressure ulcers: a critical review,” Ostomy Wound Manage, vol.
46, pp. 28-33, 2000.

38. M. C. Biedeback, “Accelerated healing of skin ulcers by electrical stimulation and
intracellular physiological mechanisms involved,” Acupuncture and Electrotherapy
Research, vol.14, no. 1, pp.43-60, 1989.

39. R. K. Aaron, D. M. Ciombor, “Therapeutic effects of electromagnetic fields in the
stimulation of connective tissue repair,” Journal of Cellular Biochemistry, vol. 52, pp. 42-
46, 1993.

40. A. C. B. Macedo, N. D. Simdes, “Aplicacdo de estimulagdo elétrica de baixa
intensidade no tratamento de ulceras varicosas,” Fisioterapia em movimento,” vol. 20, no.
3, pp- 23-33, 2007.

41. C.M S. Peruchi, R. A. Acevedo, S. L. Franco, “ Efecto del propdleos en la
cicatrizacion de lesiones subcutaneas inducidas en el dorso del ratones: estudio
histologico,” Revista de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile , vol. 19,
no. 2, pp. 23-34, 2001.

42. L. Ardisson, J. S. Godoy, L. A. M. Ferreira, J. R. Stehmann, M. G. L. Brandao,
“Preparacgdo e caracterizacao de extratos glicdlicos enriquecidos em taninos a partir das
cascas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Barbatimao),”Revista Brasileira
de Farmacognosia, vol.12, no. 1, pp. 27-34, 2002.

43. M. K. Bedi, P. D. Shenefelt, “Herbal therapy in dermatology,” Archives of
Dermatology , vol. 138, pp. 232-242, 2002.

44. P. S. Martins, A. L. G. Alves, C. A. Hussni, J. L. Sequeira, J. L. M. Nicoletti, A.
Thomassian, “Comparacao entre fitoterdpicos de uso topico na cicatrizagao de pele em
eqiiinos,” Archives of Veterinary Science, vol. 8, no. 2, pp. 1-7, 2003.

Apéndice
193



45. W.R. Lee, J. H. Park, K. H. Kim, S. J. Kim, D. H. Park, M. H. Chae et al, “The
biological effects of topical alginate treatment in an animal model of skin wound healing,”
Wound Repair and Regeneration, vol. 17, no. 4, pp. 505-510, 2009.

46. A.J. d’Acampora, R. Tramonte, D. Biirger, P. J. Biirger, “Efeitos da quercetina na
cicatrizagdo de ferida cirdrgica contaminada em ratos Wistar ACM: Arquivos Catarinenses
de Medicina ,vol. 36, no.1, pp. 69-75, 2007.

47. T. A. S. Aragjo, N. L. Alencar, E. L. C.Amorim, U. P. Albuquerque, “A new approach
to study medicinal plants with tannins and flavonoids contents from the local knowledge,”
Journal of Ethnopharmacology, vol. 120, no. 1, pp.72-80, 2008.

48. A.T. Ermertcan, S. Inan, S. Ozturkcan, C. Bilac, S. Cilaker, “Comparison of the
effects of collagenase and extract of Centella asiatica in an experimental model of wound
healing: An immunohistochemical and histopathological study,” Wound Repair
Regeneration, vol. 16, no. 5, pp. 674-681, 2008.

49. C. Chifa, A. I. A. Ricciardi, “Especies del género Oncidium (Orchidaceae) utilizadas
como diuréticas por los nativos del Chaco argentino,” Ciencia & Tecnica - Comunicaciones
Cientificas y Tecnoldgicas, 2001.

50. M. F. G. Fernandes, C. S. Oliveira, M. O. Mercadante-Simdes, B. C. F. Mota,
“Aplicagdes Terapéuticas de Orquidaceas,” III Férum Gestao, Pesquisa, Ensino e Extensao.
Unimontes Universidade Estadual de Montes Claros, 2009.

51. V. R.F. Fiallo, M. M. G. Lorenzo, C. M. L. Hernadez, C. A. R. Ferrada, “Estudios
Fenoldgicos en Plantas Medicinales,” Revista Cubana de Plantas Medicinais, vol. 3, no. 1,
pp. 7-11, 1998.

52. C. A. Williams, J. Greenham,J. B. Harborne, J. M. Kong, N. K. Goh, L. S. Chia,”
Acylated anthocyanins and flavonols from purple flowers of Dendrobium cv.
‘Pompadour’,” Biochemical Systematics and Ecology, vol. 30, no. 7, pp. 667-675, 2002.

53. J.Jorge Neto J, J. F. Fracasso, M. C. L. C. Neves, L. E. Santos, V. L. Banuth,”
Tratamento de dlcera varicosa e lesdes de pele com Calendula officinalis e/ou com
Stryphnodendron barbatiman (vellozo) martius,” Revista de Ciéncias Farmacéuticas, vol.

17, pp. 181-186, 1996.

Apéndice
194



54. S. B. Nayak, S. Sandiford, A. Maxwell, “Evaluation of the wound-healing activity of
ethanolic extract of Morinda citrifolia L. leaf,” Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, vol. 6, no.3, pp. 351-356, 2009.

55. L. S. Siintar, U. Koca, E. K. Akkol, D. Yilmazer and M. Alper, “Assessment of wound
healing activity of the aqueous extracts of Colutea cilicica Boiss. & Bal. fruits and leaves,”
Evidence- Based Complementary and Alternative Medicine, volume 2011, Article ID
758191, 7 pages, doi:10.1093/ecam/nep190.

56. L. Pesin, U. Koca, H. Keles, E. Kupeli Akkol, “Wound healing activity of Rubus
sanctus Schreber (Rosaceae): preclinical study in animal models. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2009; doi:10.1093/ecam/nep137.

57. B. S. Nayak, R. Suresh, A. V. Rao, G. K. Pillai, E. M. Davis, V. Ramkisson, A. Marae,
“Evaluation of wound healing activity of Vanda roxburghii R. Br (Orchidaceae): a
preclinical study in a rat model,” International Journal of Lower Extremity Wounds, vol. 4,
no. 4, pp. 200-204, 2005.

58. F.R. L. Soares, ‘“Reparacao de feridas cutaneas tratadas com vitamina C, laser e a
associacdo de vitamina C e laser: estudo histolégico em ratos,”Master’s thesis, Unimar,
2005.

59. A. L. M. Maia Filho, A. G. B. VilaVerda, K. S. Aratjo, I. M. S. P. Santos, T. L.
Barros, F. Aimbire, R. Albertini, “Andlise do efeito do ultra-som terapéutico associado ao
Aloe vera no tratamento de tendinite experimental,” 2/° CBEB, pp. 1359-1362, 2008.

60. G. B. N. Mendonga, J. M. Moraes, J. Ferreira, F. G. Lima, E. R. Bastos, L. K. Soares,
J. B. Helou, R. O. Alves, O. C. Silva, "Laser As-Ga-Al de baixa poténcia associado com
solucdo aquosa de barbatimao (Stryphynodendron barbatiman Martius) na reparagao
tecidual de ferida cutinea séptica de ovino,” Universidade Federal de Goias, 2008.

Apéndice
195



