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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas cutaneas ainda é motivo de preocupacdo para 0s 6rgaos
publicos de saude, principalmente feridas crénicas associadas a comobordidades como
diabetes, obesidade e complicagdes vasculares. Apesar do processo cicatricial normal
ser fisioldgico e ocorrer dentro de duas semanas, as feridas cronicas podem persistir por
meses a anos e afetar consideravelmente a qualidade de vida dos portadores. Por mais
que a industria farmacéutica cresca e ocorra o desenvolvimento de curativos especiais,
0s produtos naturais, em especial as plantas medicinais ainda sdo amplamente
utilizadas, pelo facil acesso e baixo custo, e por muitas vezes ser a Unica terapia
disponivel. Nesse contexto a etnofarmacologia busca transpor o conhecimento popular
para os laboratérios de pesquisa, sendo um método de selecdo eficiente uma vez que o
uso tradicional remete a espécies possivelmente ativas. O presente estudo propds
realizar um levantamento das plantas utilizadas para o tratamento de feridas no estado
do Rio Grande do Sul, além de avaliar sua capacidade proliferativa atraves de ensaios in
vitro. Estudos etnoboténicos foram avaliados e as espécies vegetais mais citadas foram
selecionadas para estudo. O material vegetal foi coletado e identificado e extratos
aquosos e etanodlicos foram preparados. Um screening inicial foi realizado utilizando o
ensaio in vitro MTT com células de queratinocitos (HaCaT), onde as células viaveis sao
quantificadas por uma leitura espectofotométrica indireta. Cada extrato foi avaliado em
cinco concentracfes diferentes (1, 5, 10, 25, 50 pg/mL). Apds a avaliacdo dos
resultados, a espécie mais ativa foi selecionada para realizacdo do ensaio de contagem
celular com queratinocitos (HaCaT) e fibroblastos (MRC-5), bem como o ensaio de
proliferacdo Ki-67, também com ambas linhagens celulares. Os dados foram analisados
estatisticamente com auxilio da ferramenta estatistica SPSS 11.0. Foram selecionadas
14 espeécies para experimentacdo, de um total de 117 espécies levantadas. O extrato
etanolico de Achyrocline satureioides foi o mais ativo, uma vez que a viabilidade
celular da HaCaT foi 120 £ 7% na concentracdo de 1 pg/mL. Dessa forma foi testado
com os outros ensaios biologicos. Os resultados demonstram a capacidade proliferativa
do extrato etanolico de Achyrocline satureioides, corroborando o uso tradicional da
espécie como cicatrizante. Além disso, as espécies Matricaria recutita, Melia
azedarach, Mirabilis jalapa também apresentaram acédo proliferativas, porém em menor
intensidade. Achyrocline satureioides se apresentou como uma espécie promissora no
desenvolvimento de agentes cicatrizantes.






ABSTRACT

Wound healing is still a motive of concern to public health agencies, especially
chronic wounds associated with baseline diseases as diabetes, obesity and vascular
complications. Despite the normal healing process be physiological and occur within
two weeks, chronic wounds can persist for months to years and greatly affect the quality
of life of patients. Even with the growth of pharmaceutical industry and the
development of special dressings, natural products, especially medicinal plants are still
widely used by the easy access and low cost, and often they are the only therapy
available. In this context, ethnopharmacological research transpose the popular
knowledge to laboratories, being an effective selection method, once the traditional use
refers to possible active species. This study aimed to survey the plants used for wound
treatment in Rio Grande do Sul state, as well as assess their proliferative capacity by in
vitro assays. Ethnobotanical studies were evaluated and the most cited plant species
were selected for study. The plant material was collected and identified and aqueous and
ethanolic extracts were prepared. An initial screening was performed using the MTT
assay with keratinocyte cells (HaCaT), where viable cells are quantified by an indirect
spectrophotometric reading. Each extract was evaluated at five different concentrations
(1, 5, 10, 25, 50 ug / ml). After result analysis, the most active species was selected to
perform the cell counting assay keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts (MRC-5) and Ki-
67 proliferation assay, also with both cell lines. Data were statistically analyzed with the
help of statistical tool SPSS 11.0. Fourteen species were selected for experimentation, in
a total of 117 species surveyed. The ethanolic extract of Achyrocline satureioides was
the most active, since the cell viability of HaCaT was 120 £ 7% at a concentration of 1
pg/ ml. Thus, it was tested with the other assays. The results demonstrated the
proliferative capacity of the ethanolic extract of Achyrocline satureioides, corroborating
the traditional use of the species as healing. In addition, the species Matricaria recutita,
Melia azedarach, Mirabilis jalapa also showed proliferative activity, but at a lower
intensity. Achyrocline satureioides introduced itself as a promising species in the
development of healing agents.






SUMARIO

RESUMO ..ot e sees s ese st sasn s s s an e st 7
ABSTRACT ..ot en e ee et es st 9
INTRODUGAOQO GERAL .....oooieeveece e eeeeeeee e 13
REVISAO DA LITERATURA . ......oooiveeeeeeeeeeeee e ees s e essens s ssses s 19
MANUSCRITO. ...t ss s s 29
CONSIDERAGOES FINAIS. ......ovieeeeeeeeeereseeee s s s en s 51
REFERENCIAS. ......oooeeeeee ettt as s as e 57

ANEXOS. ... ettt 67






INTRODUCAO GERAL

13



14



O uso de produtos naturais para fins medicinais estd incrustado na historia do
homem. Diversas espécies vegetais sao empregadas como forma de tratamento para as
mais diversas situacdes patoldgicas. No entanto, muitas ainda carecem de estudos
cientificos que comprovem sua eficacia e seguranca (LORENZI e MATOS, 2008).

Produtos naturais sdo uma grande fonte de agentes terapéuticos, especialmente
porque acredita-se que um grande nimero de espécies ainda ndo foi estudada, quica
identificada (BUTLER, 2004; LI e VEDERAS, 2009). Dessa forma, muitas plantas
podem ser alvo para pesquisa e isolamento de novas moléculas com potencial
farmacéutico (NEWMAN e CRAGG, 2012). E importante ressaltar a diferenca entre
uma planta medicinal, um fitoterapico e um produto semi-sintético de origem natural.
As plantas medicinais sdo 0s vegetais que possuem em sua composi¢do substancias que
podem ser utilizadas para fins de tratamento ou prevencdo; todo medicamento
produzido exclusivamente a partir de extratos vegetais, sem substancias ativas isoladas,
é um fitoterapico — caso a substancia ativa seja isolada a denominacéo € de fitofarmaco.
Ja 0s medicamentos produzidos a partir de compostos ativos isolados de plantas
medicinais, mas que passaram por modificacdes quimicas sdo semi-sintéticos (JUNIOR
et al., 2005).

No contexto brasileiro as plantas medicinais ainda desempenham um importante
papel na saude, ndo apenas pelo fato de serem facilmente acessadas, mas também pela
carga cultural que representam no pais. Os diversos estados do Brasil, incluindo o Rio
Grande do Sul se moldaram a partir dos diversos povos que aqui se instalaram; as
misturas culturais foram acontecendo e informacdes acerca de tratamentos tradicionais
foram crescendo (MENTZ et al., 1997). Toda essa bagagem cultural, somada ao fato de
que o pais possui uma das floras mais ricas do mundo constitui a Sociobiodiversidade
brasileira (BRASIL, 2009). Ademais, em algumas regides, a exploracdo da natureza é a
Unica opcao terapéutica disponivel (MAZZARI e PRIETO, 2011), sendo indispensavel

a utilizacdo de terapias a base de plantas medicinais.
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A utilizacdo de produtos naturais para fins de tratamento é tdo importante para o
pais e tdo presente na vida cotidiana da populacdo, que em 2006, a partir do Decreto n°
5.813 de 22 de junho de 2006, foi instituido o Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterdpicos, cuja proposta orientadora é a valorizagdo e preservacdo do
conhecimento tradicional de comunidades (FIGUEREDO et al., 2014). Além disso,
busca-se com o programa garantir que o0 acesso as plantas medicinais e fitoterapicos seja
seguro, uma vez que a ideia erronea de que “o que ¢ natural nao faz mal” ainda persiste.
Apobs a implementacdo do programa, a diretriz que orienta o uso de plantas medicinais e
fitoterapia na Atencdo Primaria do Sistema Unico de Satde foi lancada, evidenciando a
importancia destes na satde coletiva do Brasil (OLIVEIRA et al., 2012). Badke et al.
(2011) evidenciaram a importancia do cultivo e consumo de plantas medicinais para
uma comunidade do Rio Grande do Sul. No estudo, a populacéo fez declaracfes sobre
formas de armazenamento, preparacdo e indicacdo das plantas medicinais. Este fato
demonstra a necessidade de se conhecer a medicina tradicional que reside nas plantas
medicinais para que seja possivel incorporar de maneira mais efetiva e segura o uso das
plantas na Atencdo Primaria; especialmente porque a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) estima que 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento faga uso

frequente de plantas medicinais para tratamento (WHO, 2011).

Medicina Tradicional

Reconhecida pela OMS como fator vital do sistema de saldde mundial, a
Medicina Tradicional esta presente no cotidiano da maioria dos brasileiros. Em 2013,
uma estratégia foi lancada pela OMS para auxiliar governos a gerenciar as prioridades e
regulacGes da Medicina Tradicional (BURTON et al., 2015), evidenciando novamente a
relevancia do tema no contexto de saude global. Na Améria Latina, as acdes de
promoc¢do da Medicina Tradicional vém sendo iniciativas nacionais, as quais buscam
principalmente a preservacdo dos conhecimentos das comunidades. Muitos resultados
interessantes sdo encontrados apds a exploracdo da Medicina Tradicional por vias
cientificas. No entanto, muitos ndo sdo plenamente desenvolvidos e ndo chegam aos
ensaios clinicos, principalmente por falta de recursos (GUIDO et al., 2015). Alguns

autores, como Moreira et al. (2014) ainda discutem a seguranca de plantas medicinais
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utilizadas como parte da Medicina Tradicional. Possivelmente o uso histérico de
determinada espécie para uma condicdo patologica, desde que dentro das indicacfes de
preparo e utilizagdo, confere certa seguranga de uso, todavia, estudos pré-clinicos e
clinicos devidamente desenhados sdo necessarios. Além disso, plantas medicinais
podem ser utilizadas erroneamente como verificaram Brand&o et al. (2013); durante o
estudo foram verificadas vérias inconsisténcias com relacdo ao que era vendido como
planta medicinal, o que justifica a preocupacdo com a seguranca da Medicina
Tradicional e mais uma vez justifica a necessidade de acOes de promocdo de

conhecimento acerca de plantas medicinais, usos e contraindicacdes.

Nesse contexto, os estudos etnodirigidos podem ser uma maneira de coletar a
informagao tradicional e “desmembra-la” para obter resultados cientificos (GUIDO et
al., 2015), uma vez que a partir de estudos bem feitos é possivel determinar a agéo
biologica de uma planta medicinal, além de seguranca, dose, indicacdes, etc.

Observando o cenario atual, o objetivo do presente trabalho € realizar um
levantamento etnofarmacoldgico a partir de estudos etnobotanicos, a fim de obter as
espécies vegetais utilizadas para tratamento de feridas no Rio Grande Sul, alem de
verificar a existéncia de atividade proliferativa das mesmas por ensaios in vitro. Ou seja,
observar se a indicacdo da medicina popular pode ser transposta para o método

cientifico.
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Biologia da Cicatrizacio

Feridas sdo lesbes resultantes do rompimento da integridade tecidual. De
maneira geral as feridas podem ser divididas em agudas e cronicas. Feridas agudas séo
causadas por fatores externos, como trauma e perfuracdes, exposicdo a substancias
quimicas, temperaturas extremas, radiacdo ou ainda incisdes cirurgicas (LEE e
HANSEN, 2009). Ja as feridas cronicas sdo resultado de condi¢fes enddgenas, tais
como desordens vasculares, doencas metabolicas e inflamatorias, infeccbes, etc
(ERFURT-BERGE e RENNER, 2015). O reparo tecidual ocorre fisiologicamente pelo
processo cicatricial, com o objetivo de restaurar a estrutura e funcdo do tecido lesado
(TAZIMA et al., 2008). O modelo classico de cicatrizacdo é dividido em quatro fases
sequenciais, no entanto sobrepostas: homeostase, inflamacdo, proliferacdo e
remodelamento (GOLDBERG e DIEGELMANN, 2010). Alguns autores também
consideram a existéncia de cinco fases na cicatrizacdo, além das fases ja descritas,
dividindo a fase proliferativa em migracdo e proliferacdo celular; e sintese proteica e
contracdo da ferida (DREIFKE et al., 2015). No entanto, considerando os timepoints em
que ocorrem a migracao celular, sintese de proteinas e contracdo da ferida — durante a

inflamacao, proliferacdo e remodelamento, essa divisdo ndo serd abordada aqui.

Homeostase

No instante em que a ferida é formada inicia-se a atividade plaquetaria e a
cascata de coagulacdo € acionada. As plaquetas sdo responsaveis pela formacdo de um
coagulo — sistema de tamponamento (OLIVEIRA e DIAS, 2012). Além disso, as

plaquetas ativadas liberam diversos mediadores quimicos essenciais para as fases
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subsequentes do processo cicatricial, como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) (WITTE e BARBUL,
1997).

O dano tecidual estimula imediata vasoconstricdo para protecdo contra grande
perda sanguinea. A vasoconstricdo causa hipdxia e acidose no ambiente da lesdo,
estimulando metabolitos vasoativos que geram vasodilatacdo como forma de
compensagdo (HARPER et al, 2014); a histamina em particular, liberada na
degranulacdo de mastécitos participa potencializando a dilatacdo e aumentando a
permeabilidade vascular para chegada de agentes e células inflamatérias que dardo
inicio a segunda fase da cicatrizacdo. O coagulo previamente estabelecido funciona
como um arcabouco para adesdo de neutrofilos, mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais, servindo como uma matriz para a organizacéo da ferida (BALBINO et al.,
2005). Ao fim dessa fase, esta estabelecida a hemostase.

Inflamacéo

A fase inflamatdria inicia quando células inflamatérias alcancam o local da lesdo
— 0 que ocorre ainda durante a hemostase, por isso as fases sdo ditas sequenciais, mas
sobrepostas. Essa etapa apresenta os sinais clinicos classicos da inflamacéo: rubor,
calor, edema e dor. O objetivo aqui é impedir que agentes exdgenos, como bactérias
possam contaminar o tecido lesado e perturbar o processo (HAPER et al., 2014). As
células mais abundantes sdo os neutrofilos polimorfonucleares e macrofagos derivados
de mondcitos circulantes, ambos com funcéo fagocitica (OLIVEIRA e DIAS, 2012). Os
neutrofilos secretam proteases, enzimas encarregadas de destruir o tecido lesado para
formacdo do novo, além de interleucina IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
moléculas responsaveis pela ativacdo de fibroblastos e células epiteliais (GOLDBERG e
DIEGELMANN, 2010). Ja os macréfagos liberam uma grande quantidade de fatores de
crescimento e atuam como elo entre o sistema imune inato e adaptativo, uma vez que
sdo células apresentadoras de antigenos. Os mediadores quimicos liberados pelos
macrofagos sdo importantes na regulacdo da resposta inflamatdria, na estimulacdo da

angiogénese e na formacao do tecido de granulacdo (WITTE e BARBUL, 1997).
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O processo inflamatério que ocorre durante a cicatrizagdo € crucial. Pois deve
ser bem equilibrado a fim de evitar a cronificacdo das feridas. As proteases liberadas
pelos neutrofilos, se em grande quantidade, podem destruir o novo tecido em formacéo,
prolongando a inflamagé&o e prejudicando a evolucéo cicatricial (EMING et al., 2014).

Proliferacdo

Quando os fibroblastos comecam a chegar ao local da ferida inicia-se a fase
proliferativa (o que pode ocorrer antes do fim da fase inflamatéria). Em conjunto com a
migracdo e proliferagdo de fibroblastos ocorre o processo de angiogénese (WITTE e
BARBUL, 1997). A formagdo de novos vasos sanguineos inicia com a ativagdo das
células endoteliais pelo TNF-a, bFGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos Beta) e
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial VVascular) e é engatilhada pela hipdxia tecidual,
uma vez que € essencial que as células recebam oxigénio e nutrientes. A hipoxia
também contribui para a proliferacao de fibroblastos, cuja principal funcéo € a producéo
de colageno, regulada por PDGF e TGF-B (Fator de Transformacdo do Crescimento
Beta) (CAMPOS et al., 2007; HARPER et al., 2014).

Um tecido rudimentar, chamado tecido de granulacdo é formado, constituido de
novos Vvasos sanguineos, fibroblastos, células inflamatorias, células endoteliais,
miofibroblastos e componentes da matriz extracelular (fibronectina, colageno,
glicosaminogliganos, elastina, glicoproteinas e proteglicanas) (GOLDBERG e
DIEGELMANN, 2010). A matriz extracelular possui alta taxa metabdlica e funciona
como um arcabouco para chegada de queratindcitos que migram das bordas da ferida e

se responsabilizam pela epitelizacdo (HARPER et al., 2014).

Um ponto crucial que inicia na fase proliferativa é a contracdo da ferida, que
ocorre ap0Os aproximadamente sete dias do dano tecidual. Fibroblastos se diferenciam
em miofibroblastos pela acdo de fatores de crescimento, como TGF-B, os quais

adquirem caracteristicas de musculo liso para funcdo contratil (BALBINO et al., 2005).
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Remodelamento

Durante o remodelamento a atividade celular diminui. A quarta e Gltima fase
caracteriza-se principalmente pela substituicdo do colageno tipo 111 pelo colégeno tipo I,
que confere maior forca ténsil para o novo tecido (OLIVEIRA e DIAS, 2012). Os
fibroblastos, regulam a deposicdo de colageno e a digestdo das fibras realizada pelas
colagenases. Essa fase pode continuar por meses, até que o equilibrio entre sintese e
digestdo seja estabelecido, e as fibras estejam organizadas de maneira adequada
(BALBINO et al., 2005; HARPER et al., 2014).

Como dito anteriormente, a cicatrizacdo é um processo fisiolégico, ou seja,
ocorre de maneira natural apds a lesdo do tecido. No entanto, se esse processo falhar ha
0 estabelecimento das feridas cronicas, o que normalmente ocorre pela presenga de
doencas de base que afetam a cicatrizacdo (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Plantas e Cicatrizagdo

A ocorréncia de feridas cronicas ainda representa um fardo para a satde publica
(SEN et al., 2009), principalmente pela relacdo intima da cronificacdo com diabetes
mellitus e doencas vasculares, além da maior incidéncia em idosos e pessoas
imunocomprometidas (MUDGE, 2015). Apesar dos esforcos da industria farmacéutica,
o tratamento ainda é complexo, uma vez que 0 processo de cicatrizacdo envolve
diversas etapas e dezenas de moléculas que precisam agir em harmonia para 0 sucesso
cicatricial. Atualmente o tratamento ocorre, de maneira geral, pelo uso de curativos
especiais, 0s quais contém compostos que auxiliam a cicatrizacdo. Os curativos
especiais contém polimeros e hidrogéis, ou ainda sdo fabricados de biomateriais
(FRANCO e GONCALVES, 2008). Porém, o curativo ideal ainda ndo foi produzido, e
as buscas por compostos ativos continuam, muito relacionadas com plantas medicinais,
como sdo os exemplos de Brusotti et al. (2015); Ammar et al. (2015); Farahpour et al.
(2015) e Muthukumar et al. (2014).
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Compostos naturais com atividade cicatrizante

Produtos naturais e especialmente plantas medicinais tém sido utilizados para o
tratamento de feridas ha séculos, inclusive existem relatos do uso de prépolis e outras
plantas no tratamento de feridas de guerra (BHATTACHARYA, 2012).

A acdo cicatrizante ja foi atribuida a algumas classes de compostos quimicos,
como saponinas, terpenos, quinonas, alcaloides, polissacarideos e flavonoides
(FATIMA et al., 2008; ANTUNES-RICARDO et al., 2015). Todos 0s compostos
podem atuar no processo cicatricial em diferentes etapas, por exemplo, como pro6 ou anti
inflamatorio, auxiliando a acdo plaquetéaria, estimulando a proliferacdo de leucdcitos ou
a liberacdo de citocinas. Alguns compostos com atividade cicatrizante sdo amplamente
conhecidos por suas propriedades terapéuticas, como o triterpeno asiaticosideo, isolado
da Centella asiatica (L.) Urb., espécie utilizada tradicionalmente pela Medicina Chinesa
(EMBODEM, 1985), e o polissacarideo acemanana, extraido de Aloe vera (L.) Burm. f.,
outra espécie mundialmente conhecida, especialmente por sua utilizagdo em cosmeéticos
(SIERRA-GARCIA et al., 2014).

Centella asiatica (L.) Urb. e asiaticosideo

Nativa do continente asiatico, a Centella asiatica (Apiaceae) faz parte da
Medicina Tradicional Chinesa (TCM) e da Ayurveda, além de ser tradicionalmente
utilizada em diversos paises asiaticos e alguns africanos (EMBODEM, 1985; SHUKLA

et al., 1999), e atualmente em todo o mundo.

A fracdo triterpénica da espécie contém quatro moléculas principais, acido
asiatico, acido madecassico, madecassosideo e asiaticosideo, sendo o Ultimo mais

potente, principal responsavel pela acdo cicatrizante da planta (IDRUS et al., 2012).

Estudos recentes demonstram a atividade cicatrizante do asiaticosideo, o qual
acelera a adesdo celular e aumenta significativamente as taxas de proliferacdo e
migracdo celular. Quando testado in vitro pelo ensaio MTT, as células tratadas com 250
UM de asiaticosideo atingiram 250% de viabilidade celular ap6s 5 dias de tratamento

(LEE et al., 2012). Ademais, Kimura et al. (2008) demonstraram que a molécula é capaz
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de estimular a secrecdo de IL-1, a qual estimula a producdo de VEGF e o acumulo de
macrofagos, acelerando o reparo tecidual.

Considerando possibilidades de novas terapias, Jin et al. (2015) incorporaram o
extrato de C. asiatica em curativo especial de hidrocoloide, o qual demonstrou 6timos
resultado diminuindo o tempo de cicatrizagcdo em ensaios in vivo, além de reduzir a taxa
de infeccdo. No entanto, os autores ressaltam a necessidade de ensaios clinicos para
atestar a superioridade de curativos contento C. asiatica. Ainda, o extrato triterpénico da
planta é o principio ativo de uma pomada utilizada mundialmente para tratamento de

feridas e queimaduras — Madecassol ®.

Aloe vera (L.) Burm. f. e acemanana

Isolado do gel da folha de Aloe vera, o polissacarideo acemanana (manana [-
(1,4) - acetiladada) & um produto natural com atividade cicatrizante, entre outras
(SIERRA-GARCIA et al, 2014). No Brasil, a espécie Aloe arborescens Mill.,
conhecida como “babosa” € amplamente utilizada como cicatrizante e para diversas
condicdes de pele (VENDRUSCOLO, 2004).

A acemanana estimula a proliferacdo de fibroblastos por aumentar a expressao
da Ciclina D1, proteina responsavel por induzir a transicdo da fase G1 do ciclo celular
para a fase S, ou seja, a célula € estimulada a sair da fase de crescimento e producéo de
organelas para entrar na fase de divisdo celular. O aumento da expressdo de Ciclina D1
ocorre pela via de sinalizacdo translacional AKT/mTOR - via que controla o
crescimento celular (XING et al, 2015). Além disso, Zhang e Tizard (1996)
demonstraram que a acemanana ativa direta e indiretamente os macrofagos, células
importantes no processo cicatricial e afeta a producdo de citocinas e 0xido nitrico no

leito da ferida.

Chokborital et al. (2015) evidenciaram em um estudo de relagcdo estrutura-
atividade, que os grupamentos acetil da molélula polissacaridica tém papel importante
na atividade cicatrizante, pois uma vez que a molécula era desacetilada a proliferacéo

celular era reduzida e ocorria diminuicdo na expressdo de VEGF e colageno tipo I.
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Etnofarmacologia na busca por novos agentes cicatrizantes

A etnofarmacologia, ciéncia que busca unir o conhecimento tradicional ao
método cientifico, se tornou uma passagem para que ensaios clinicos fossem realizados
com as plantas utilizadas pela populagédo em geral (ETKIN, 2001). Periz et al. (2014),
através de uma revisdo da literatura, realizaram a descricdo de 46 artigos abordando
plantas medicinais avaliadas por ensaios metodoldgicos entre 1993 e 2013. A maioria
dos artigos encontrados foi produzida no Brasil, e na sequéncia paises orientais e outros
da América Latina. Este fato demonstra a busca pela comprovacdo cientifica do
conhecimento popular e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde a planta medicinal pode ser o

unico tratamento disponivel.

A etnofarmacologia, ramo da etnobiologia, tornou-se uma ferramenta de selegéo
de espécies vegetais e outros produtos naturais para estudo (ELIZABETSKY e SOUZA,
2010).
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Abstract

Ethnopharmacological relevance Wounds are normally resolved in a few days, but
chronic wounds represent a major burden because of economic and social factors.
Thereby, the search for new agents is ongoing and natural products become a great
target. Also, Brazil as a consumer of herbal medicines with rich social diversity is
promising for ethnopharmacological studies.

Aims of the study The study aims to find the plants popularly used for wound healing
purposes in Rio Grande do Sul state, and test the traditional knowledge through an in
vitro screening.

Materials and methods Ethnobotanical studies from state of Rio Grande do Sul were
analyzed to find the most used plants to treat wounds. The selected species were
collected, identified and ethanolic and aqueous extracts were prepared. After,
proliferative capacity was accessed by MTT assay in a keratinocyte cell line (HaCaT).
Results The survey comprehended almost all state regions and led to 117 plant species
from 85 genera, from which 14 were selected for in vitro testing. Aqueous extracts from
Achyrocline satureioides DC Lam., Matricaria recutita L., Melia azedarach L. and
Mirabilis jalapa L. demonstrated the ability to stimulate keratinocyte growth up to
120% in concentrations of 25 pg/mL and 50 pg/mL. The ethanolic extract of A.
satureioides was able to stimulate keratinocyte and fibroblast proliferation on the lower
concentration tested, 1 pg/mL, being the most promising species.

Conclusions The traditional knowledge collected from the ethnobotanical studies was
accessed by in vitro investigation and extracts from Achyrocline satureioides,
Matricaria recutita, Melia azedarach and Mirabilis jalapa can influence positively cell

proliferation.

Keywords: Wound healing; Brazil, Keratinocytes; Fibroblasts; Achyrocline

satureioides; Proliferation.
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1. Introduction

Brazil is a great consumer of herbal medicines (Oliveira et al., 2012). Medicinal
plants and natural products have already been included in the Brazilian Public Health
System (SUS), demonstrating the importance of the traditional medicine to the country.
Also, the government implemented a national program to guarantee safe access to
medicinal plants, the National Program on Medicinal Plants and Phytotherapy
(Figueredo et al., 2014).

The Brazilian culture and biodiversity create a propitious environment to develop
ethnopharmacological studies. The Rio Grande do Sul state, South Brazil, target area of
this study, has a mixture of different cultures, once it was colonized by several countries
that blended their knowledge with the native indigenous groups.

In popular medicine, plants are used to empirically treat a variety of diseases.
Wounds and burns are examples of conditions commonly managed with medicinal
plants. Although the wound healing process is normally completed in two weeks after
the tissue damage, chronic wounds are still a public health problem (Sen et al., 2009).
Many factors can influence wound healing, as diabetes mellitus, trauma, kidney and
liver insufficiency, smoking, etc., thereby most treatment attempts are unsatisfactory
(Tazima et al., 2008).

Wound healing is divided in four phases: hemostasis, inflammatory, proliferative
and remodeling stages and the healing success depends on the synergic action of blood
cells, platelets, cytokines, growth factors, fibroblasts and keratinocytes (Harper et al.,
2014). The aims of this study are to find through an ethnobotanical survey, the plants
popularly used for wound healing and evaluate their proliferative activity by in vitro

testing.

2. Materials and Methods

2.1 Ethnobotanical Survey

Ethnobotanical studies conducted in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, were

evaluated to obtain the plants popularly used for wound healing (Somavilla e Canto-
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Dorow, 1996; Kubo, 1997; Magalh&es, 1997; Possamai, 2000; Garlet, 2000; Marodin,
2000; Ritter et al., 2002; Sebold, 2003; Vendruscolo, 2004; Barros et al., 2007,
Schwambach, 2007; Ceolin, 2009; Borges, 2010; Battisti et al., 2013). The main
descriptors were “wounds”, “wash wounds”, “wound healing” and “burns”, and the
selection criteria were the number of citations for each species (minimum of three

citations) and the related uses.

2.2 Plant Material

The aerial parts of Achyrocline satureioides (Lam.) DC, Bidens pilosa L., Chaptalia
nutans (L.) Polak, Malva parviflora L., Matricaria recutita L., Melia azedarach L.,
Mirabilis jalapa L., Piper regnelli DC, Plantago australis Lam., Pluchea sagittalis
(Lam.) Cabrera, Sambucus australis Cham. & Schltdl., Sedum dendroideum Mog. et
Sessé ex DC, Symphytum officinale L. and Tanacetum vulgare L. were collected in the
state of Rio Grande do Sul, in Passo Fundo, Carazinho, Porto Alegre and Rondinha
cities between April 2014 and January 2015 and identified by a competent botanist.
Voucher specimens were deposited in the ICN Herbarium of Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

2.3 Plant Extracts

Plants were dried at room temperature and hide from sunlight. Dried and powdered
samples (0.5 g) were extracted with ethanol by maceration (3x 24 h) and by decoction
or infusion with distilled water (1:50), according to traditional use. The extracts were
evaporated until dryness at 50 °C under reduced pressure and stocked for further
analyses. The yields varied around 16% for the ethanolic extracts and 21% for the

aqueous extracts.

2.4 Methods of Cell Biology

2.4.1 Cell Culture

Immortalized Human Keratinocytes (HaCaT) cell line was kindly provided by Luisa
L. Villa PhD (ICESP, School of Medicine, University of Sdo Paulo) and Silvya S.
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Maria-Engler PhD (Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo).
Human Lung Fibroblasts (MRC-5) cell line was kindly provided by Jennifer Saffi
(Department of Basic Health Sciences, Federal University of Health Sciences of Porto
Alegre). The cells were cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
high glucose, with 10% FBS (Fetal Bovine Serum) and maintained at 37 °C, in 5% CO,
humidified atmosphere.

2.4.2 MTT assay

In order to evaluate cell proliferation, MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide) assay was performed, in which only viable cells are able
to reduce MTT salt to purple formazan crystals. The intensity of purple color
corresponds directly to the number of viable cells.

HaCaT keratinocytes were seeded at a density of 1x10* cells per well in 96-well
plates and incubated for 24 h before treatment. A stock solution was prepared by
dissolving the plant extract in a mixture of 75% sterile distilled water and 25% DMSO
(Dimethyl sulfoxide), and following test samples were obtained by dilution with
DMEM (1, 5, 10, 25 and 50 pg/mL). The final DMSO concentration was lower than
0.5% (v/v). Culture medium was used as negative control. Cells were treated with test
samples and incubated for 24 h, then the treatment was withdraw and the MTT solution
(0.5 mg/mL) was added and incubated for 3 h at 37 °C. The formazan crystals formed
were solubilized with DMSO and the absorbance was measured using a micro-plate
reader at 570 nm with background subtraction at 630 nm. The assay was performed in
three independent tests, with five replicates for each concentration. Cell viability was

calculated as percentage in relation to control.

2.4.3 Cell counting

Cell proliferation was confirmed by counting of viable cells. HaCaT
keratinocytes and MRC-5 fibroblasts were seeded in 48-well plates (1 x 10* cells/well),
and after 24 h treated with Achyrocline satureioides ethanolic extract at concentrations
of 1, 5, 10, 25 and 50 pg/mL. After 24 h of incubation, the treatments were removed,
cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and 0.25% trypsin/EDTA
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solution was added to detach the cells. Then, DMEM/10% FBS was added, and the cell
suspension was analyzed by flow cytometry (FACSVerse, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA), where events were counted over a period of 30 seconds and the volume
analyzed at this time was also determined, generating a value of events/uL of cell
suspension. The results were expressed compared to control (cells treated with
DMEM/10% FBS) that represents 100% of viability.

2.4.4 Ki-67 proliferation assay

Ki-67 proliferation assay was performed, once is considered gold standard to
evaluate cell proliferation. HaCaT keratinocytes and MRC-5 fibroblasts were seeded in
24-well plates (2 x 10* cells/well), and after 24 h the cells were treated with Achyrocline
satureioides ethanolic extract at concentrations of 1, 5, and 10 pg/mL. Control cells
were treated with only DMEM/10% FBS. After 24 h of incubation, the treatment was
withdrawn; the cells were trypsinized and centrifuged to obtain a pellet of cells. Then,
cells were permeabilized with a 1% SFB and 0.09% NaN; PBS solution, and 10 pL of
Ki-67 antibody (sc-23900 PE, Santa Cruz Biotechnology) was added to each tube. After
20 min of incubation at room temperature, protected from light, the cells were
centrifuged and resuspended in PBS. In parallel, a sample was processed in the same
way, except for the addition of the Ki-67 antibody (unlabelled control). The
fluorescence intensity of the samples was analyzed using a FACSVerse flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

2.5 Statistical Analysis

Data were expressed as mean * standard deviation for each analysis. Statistical
analysis for MTT assay results was performed by Generalized Estimating Equations
(GEE) in a factorial model, where all the interactions were analyzed and multiple
comparisons were performed by Bonferroni Test. Additionally, for the cell counting and
Ki-67 proliferation assay, statistical analysis was done by One-way ANOVA followed
by Tukey’s Test. Data were analyzed with SPSS 18.0 Software. Differences were

considered significant if p < 0.05.
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3. Results and Discussion

3.1 Ethnobotanical Survey

Fourteen ethnobotanical studies were selected to pe

rform the survey.

Geographically, the studies comprehend almost every state region (Mesquita, 1984); the

only exception was the Southwest region (Figure 1), for which

no botanical studies

were found. This way, the survey is representative of nearly all state of Rio Grande do

Sul and the species found are used in several parts of the state. The Northwest region of

the state, known as Alto Uruguai, is the most studied area which may be due to the type

of colonization, predominated indigenous and the high biodiversity

(Magalhaes, 1997).
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Figure 1: Map of the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Dot

where ethnobotanical studies were conducted.
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Table 1: Ethnopharmacological data and pharmacological and chemical information relevant to wound healing of active plants.

Plant Family/ Vernacular Part used/ Pharmacological Properties Chemical Composition Voucher
Scientific name name Used as number
Achyrocline Macela Inflorescences Anti-inflammatory, antibacterial, Phenolic acids, flavonoids, ICN 184321
satureioides (Lam.) Decoction to analgesic, antioxidant and free chalcones, coumarins,
DC wash wounds radical-scavenging capacity, polyssacharides, polyacetylenes,
cytoprotective, immunostimulant and  essential oils (Retta et al., 2012);
vasorelaxant (Retta et al., 2012). Phloroglucinol derivatives
(Casero et al., 2015).
Matricaria recutita Camomila Aerial parts Antimicrobial, antioxidant, anti- Terpenoids (Szoke et al., 2004);  ICN 184324
L. Chamomile Infusion to wash inflammatory (Petronilho et al., Sesquiterpenes, flavonoids,
wounds or 2012). coumarins, phenolic acids
poultice (Petronilho et al., 2012).
Melia azedarach L. Cinamomo Leaves Antibacterial (Khan et al., 2001, Lignans, phenolic aldehydes, ICN 184331
Chinaberry Infusion to wash ~ 2011); Anti-inflammatory (Lee et al., coumarins (Carpinella et al.,
wounds 2000); Antioxidant (Orhan et al., 2005); Terpenes (Huang et al.,
2012); Immunomodulatory 1996); Phenolic acids (Orhan et
(Courréges et al., 1998). al., 2012).
Mirabilis jalapa L. Boa-noite Leaves Antibacterial, Antioxidant, free Terpenoids, steroids (Siddiqui et ICN 184332
Four-o'clock Infusion to wash radical-scavenging (Hajji et al., al., 1994); Phenolic acids,
wounds or 2010); Anti-inflammatory, flavonoids (Hajji et al., 2010).
poultice Antinociceptive (Chakraborthy et al.,

2012); Wound-healing (Gogoi et al.,

2014)
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Analyzing the ethnobotanical studies, 190 citations were found according to the
selected descriptors. The survey led to 117 different species of 85 genera, from those,
sixteen species fit the selection criteria. Although Aloe arborescens Mill. appeared in
the survey as the most cited plant, the species was excluded from the screening once its
wound healing properties are very well described (Jia et al., 2008). Moreover,
Muehlenbeckia sagittifolia (Ort.) Meissn was excluded because no previous studies
were found in the literature and the screening would be too preliminary. The
pharmacological properties related to wound healing and phytochemical data described
in the literature for the active species, as well as other relevant information are

presented in Table 1.
3.2 In vitro assessments

Compounds with wound healing properties can act through different mechanisms
and skin cells proliferation is one of them (Fatima et al., 2008). Keratinocytes are
responsible for the tissue epithelization, which happens through proliferation and
migration (Harper et al., 2014). Moreover, this kind of cell has been used in screenings
for wound healing activity (Agyare et al., 2009; Wang et al., 2013). The MTT assay

results are expressed as percentage of cell viability (Table 2).

Table 2: Cell viability of HaCaT keratinocytes after 24 h treatment with aqueous and
ethanolic extracts (MTT assay). Data with standard deviation (SD) are from three
independent assays performed in 5 replicates. Negative control: untreated cells. * p<

0.05 compared to the negative control.

Plant species l1ug/mL 5pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL - 50 pg/mL

EtOH 120 £ 7%* 115+2%* 118 +5%* 114 +2%* 112 + 4%*
H,O 112+5% 114 £8%* 121 +5%* 116 +3%* 124 + 2%*
EtOH 94 +5% 106 +4% 105+4% 107x7% 112 = 7%*
H,O 107+3% 108+6% 106 +2% 119+ 7%* 121 +4%*
EtOH 110+6%* 112+5%* 106+6% 112+6% 115+ 5%*
H,0 96 + 5% 99+5% 98+5% 123 +2%* 117 +4%*
EtOH 99+3% 104 +6% 104+7% 112+6%* 113 +4%*
H,O 112 +6%* 104+4% 107+1% 122 +7%* 128 + 7%*

Achyrocline satureioides
Matricaria recutita
Melia azedarach

Mirabilis jalapa
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The most active extract was Achyrocline satureioides ethanolic extract, once it
stimulated keratinocyte proliferation at the lowest concentration tested. In order to
confirm this result, cell counting was performed (Figure 2). Likewise, the extract was
evaluated on fibroblasts (MRC-5), where one can observe the increased proliferative
effect on small concentrations. Also to confirm the findings, Ki-67 proliferation assay
was done (Figure 3). Ki-67 is an intracellular protein highly expressed in proliferative
cells that is considered an important cell proliferation marker. Both tests were done in
keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts (MRC-5) once their proliferation is a key step to
proper wound healing (Harper et al., 2014).
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Figure 2: Cell proliferation evaluated by cell counting after 24 h of treatment of
HaCaT and MRC-5 cells with Achyrocline satureioides ethanolic extract at
concentrations of 1, 5, 10, 25 and 50 pg/mL. Results are mean values £ SD (n = 3). *
Indicates statistical significance when treated groups were compared to control (one-
way ANOVA followed by Tukey’s test, p< 0.05).
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Figure 3: Ki-67 assay evaluated after 24h of treatment of HaCaT (a) and MRC-5 (b)
cells with Achyrocline satureioides ethanolic extract at concentrations of 1, 5 and 10
pug/mL. In the flow cytometry histogram UC indicates the unlabeled control. In the
graphic we show the percentage of fluorescence intensity compared to the control,
considered as 100%. Results are mean values = SD (n = 2). * Indicates statistical
significance when treated groups were compared to control (DMEM), indicating an
increase in the fluorescence intensity (one-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<
0.05).

Achyrocline satureioides belongs to the Asteraceae family, popularly known as
“macela”, this species is widely used in Latin America. In Brazil, the distribution occurs
mainly in South and Southeast regions, being found on the following phytogeographic
domains: Cerrado, Mata Atlantica and Pampa (Loeuille and Monge, 2014). The
vegetation of Pampa is predominant on the Alto Uruguai region of Rio Grande do Sul
state, one of the regions studied here. Moreover, similarities of this biome are found in
Argentina and Uruguay, where A. satureioides is also traditionally used (Sabini et al.,
2013).
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Both, ethanolic and aqueous extracts of A. satureioides promoted some
keratinocyte proliferation at all concentrations. But, the ethanolic extract showed
significant proliferation in the lowest concentration in all tests, MTT assay with HaCaT
cells, cell counting and Ki-67 assay with HaCaT and MRC-5 cells. Is important to
highlight that even in the highest concentration tested, the extract did not show toxicity.
A. satureioides has flavonoids, coumarins, phenolic acids, chalcones, phloroglucinol
derivatives among other compounds in its chemical composition (Table 1). Besides,
Consentino et al. (2008) have demonstrated the immunomodulatory effect of the
aqueous extract of A. satureioides and the anti-inflammatory activity has also been
described in literature (De Souza et al., 2007). All these findings support the traditional
use of the species for wound healing purposes and indicate that it can be acting in
different stages of the healing process.

Similarly, the aqueous extract of Matricaria recutita, Melia azedarach and
Mirabilis jalapa at concentrations of 25 pg/mL and 50 pug/mL, promoted significant cell
growth. These species have anti-inflammatory properties among others that can be
related to wound healing (Table 1). M. recutita and M. jalapa are used in popular
medicine as poultice, where the aerial parts and leaves respectively, are used to cover
wounds.Moreover, the wound healing activity of M. jalapa was accessed in vivo by
Gogoi et al. (2014). In the study, a methanolic extract of the roots was evaluated by an
excision model and the extract was capable of diminishing the epithelialization days

number, aside from increasing angiogenesis and collagen production.

Besides, the presence of polyphenols in the chemical composition of these plant
species may provide them the ability to indirectly influence the normal process of
proliferation, and thereby act in wound repair (Ratz-Lyko et al., 2015).

Extracts of Bidens pilosa L., Chaptalia nutans (L.) Polak, Malva parviflora L.,
Piper regnelli DC, Plantago australis Lam. and Sambucus australis Cham. & Schitdl.
did not showed any activity. On the other hand, ethanolic extracts of Pluchea sagittalis,
Sedum dendroideum, Symphytum officinale and Tanacetum vulgare were cytotoxic to
keratinocytes at higher concentrations (results not shown). Taking comfrey (S.
officinale) as an example, herbal practitioners consider the species effective for the
treatment of wounds and with little risk (Frost et al., 2014). So, although comfrey
presented cytotoxicity, its popular use cannot be disregarded once the plant can be

acting in wound healing through different pathways.
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4. Conclusions

Spite all pharmaceutical advances, the ability of drugs to simulate wound repair is
still restricted (Fatima et al., 2008). In this context, the ethnodirected studies are a way
to discover new agents, based on the folk science (Elizabetsky and Souza, 2010). The
results demonstrated that Achyrocline satureioides, Matricaria recutita, Melia
azedarach and Mirabilis jalapa were able to stimulate keratinocytes growth in vitro. It
was possible to determine the proliferative capacity of ethanolic extract of A.
satureioides by three different assays, which combined with its antimicrobial and anti-
inflammatory properties, support the traditional use; however to confirm the wound
healing capacity more variables may be accessed and in vivo studies must be performed.
Also, the species that did not show any activity can be stimulating wound repair by

other mechanisms.
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O presente estudo obteve uma taxa de sucesso de 28,5%, uma vez que dentre as
14 espécies selecionadas, quatro apresentaram atividade proliferativa significativa
(Achyrocline satureioides, Matricaria recutita, Melia azedarach e Mirabilis jalapa).
Esse nimero pode ser considerado alto se compararmos uma possivel taxa de sucesso se
0 método de selecdo fosse randdmico. Agyare et al. (2009) e Adetutu et al. (2011)
conduziram estudos muito similares em Gana e Nigéria respectivamente, onde a
informacdo etnofarmacoldgica foi extraida diretamente de curandeiros tradicionais da
regido, e as taxas de sucesso foram 27% e 11%, nesta ordem. O levantamento
etnofarmacologico apresentado aqui teve por base outros trabalhos etnoboténicos, e
foram selecionadas as plantas mais citadas entre todos esses estudos, mas a diferenca
entre as taxas de sucesso ndo foram muito significativas. No entanto, ainda ndo ha uma
padronizacdo do quanto um extrato ou molécula deve estimular a proliferagcdo celular
para ser considerado um agente cicatrizante em potencial, além disso € importante
ressaltar que outros ensaios in vitro precisam ser conduzidos para caracterizar
globalmente a atividade cicatrizante (HOUGHTON et al., 2005).

No total, quatorze espécies foram avaliadas, sendo muitas delas exoticas,
possivelmente incorporadas na medicina popular do estado do Rio Grande do Sul por
colonizadores. A espécie mais ativa deste estudo foi a macela (Achyrocline
satureioides), nativa do Rio Grande do Sul e de outros paises da América Latina, ja
estudada por suas atividades antiinflamatdria, antimicrobiana, imunomoduladora,
gastroprotetora, etc (RETTA et al., 2012). Contudo, este € o primeiro relato de que o
extrato da espécie possui acdo proliferativa em células da pele e que pode ser promissor
como agente cicatrizante. A macela ndo foi a espécie mais citada nos estudos
etnoboténicos revisados, tendo apenas trés citagdes, nimero minimo estipulado pelos
autores para selecdo, diferentemente de Aloe arborescens e Symphytum officinale,

espécies mais citadas.
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A espécie Achyrocline satureioides estd listada em um levantamento do
Ministério do Meio Ambiente, Espécies Nativas da Flora Brasileira de Valor
Econémico Atual ou Potencial, sendo importante ressaltar que a macela é obtida pela
populagdo principalmente pelo extrativismo, evidenciando a necessidade de
conhecimento para protecdo da espécie como medicinal. A espécie também se encontra
na 4% Edicdo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2000). No Formulério de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira de 2011 (BRASIL, 2011), seis espécies sdo
citadas por seu uso como cicatrizante: Calendula officinalis L., Schinus terebinthifolius
Raddi, Aloe vera (L.) Burman f, Caesalpinia ferrea Mart., Symphytum officinale L. e
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Todas com uso tépico como pomada ou

gel.

Em diversos estudos etnobotéanicos avaliados a macela era apontada como “bom
para tudo”, ou seja, a espécie € utilizada para tratar diferentes patologias, sendo a mais
citada para tratamento de disturbios gastrointestinais (VENDRUSCOLO, 2004). Apesar
da etnofarmacologia ser uma excelente ferramenta de selecdo de substancias ativas, de
acordo com Albuquerque e Hanazaki (2006), o fato de muitas preparaces estarem

ligadas a situacgdes religiosas pode dificultar a veracidade dos dados coletados.

Como discutido no manuscrito, a composi¢cdo quimica da macela inclui
flavonoides, especialmente flavonois e chalconas, cumarinas, polissacarideos, entre
outros, que podem estar atuando em separado ou sinergicamente para estimular a
proliferacdo celular. Os flavonoides compde uma das classes de compostos mais ativa
considerando atividades bioldgicas, inclusive influenciam células importantes no
processo cicatricial (RATZ-LYKO et al.,, 2015). No entanto, todas as hipoteses
precisam ser testadas no futuro para determinar todas as caracteristicas fitoquimicas do
extrato etandlico, para identificar 0 ou 0s compostos ativos, e ainda sdo necessarios

etudos in vitro mais especificos, ou estudo in vivo.

A atividade anti-inflamat6ria de Achyrocline satureioides foi documentada por
De Souza et al. (2000). A inflamacdo é parte importante do processo cicatricial, pois a
partir dela é desencadeado o recrutamento de leucdcitos para limpeza do leito da ferida
e o0 estimulo para angiogénese (OLIVEIRA e DIAS, 2012). No entanto, feridas cronicas
apresentam, muitas vezes, falha no controle da supressdo da inflamacdo por fatores
enddgenos (ERFURT-BERGE e RENNER, 2015). Sob essa Otica, um extrato com
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capacidade anti-inflamatéria deve ser bem avaliado para uso em feridas cronicas, a fim
de equilibrar o processo inflamatdrio responsavel pela cronificagdo. Consentino et al.
(2008) descreveram a acdo imunomodulatoria do extrato aquoso de Achyrocline
satureioides sugerindo que o mesmo atua sobre os neutréfilos (células chave da fase
inflamatoria), controlando a atividade dessas células.

Para determinar o efeito do extrato etandlico de Achyrocline satureioides como
cicatrizante, novas avaliagbes in vitro e ensaios controlados in vivo poderdo ser
realizados futuramente, bem como o desenvolvimento de um medicamento de uso

topico, como a incorporacgdo do extrato ativo em curativos especiais.

Resultados referentes as outras espécies avaliadas nesse estudo se encontram em
anexo. Aquelas que ndo apresentaram resultados satisfatorios podem atuar por outros
mecanismos para aceleracdo da cicatrizacdo, podem ndo possuir atividade nas
concentragOes testadas, podem ser utilizadas por sua acao antimicrobiana (considerando
feridas infectadas) ou ainda podem nao ter qualquer tipo de acéo cicatrizante. A ultima
possibilidade ndo exclui a espécie do uso tradicional, uma vez que crengas e elementos

religiosos podem estar envolvidos, como ja dito anteriormente.

A partir do estudo proposto podemos identificar que a etnofarmacologia pode ser
sim, uma otima ferramenta de selecdo de espécies vegetais potencialmente ativas, pois
se baseia no uso das mesmas na medicina popular. Também foi possivel verificar a
atividade proliferativa do extrato etandlico de macela em baixas concentracdes, o qual

se tornou objeto promissor para estudos futuros.

Immanuel Kant disse: “Ciéncia é conhecimento organizado, sabedoria € vida
organizada”. Penso que € possivel transpor essa ideia para o contexto da
Etnofarmacologia. A medicina popular, explorada por estudos etnodirigidos nada mais é
do que a sabedoria, fruto de observacdes cotidianas, passada por geracdes. As
comunidades que fazem uso da medicina tradicional ndo o fazem porque obtiveram
comprovacgdes cientificas em laboratorio, mas sim porque possuem a sabedoria
necessaria para distinguir patologias e curas. E por isso essa ciéncia deve ser valorizada
e respeitada por toda bagagem cultural que carrega, especialmente em um pais como o

Brasil.
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ANEXO I: Tabela contendo as informacgdes da literatura de todas as quatorze espécies
selecionadas para estudo. Apresentada resumida no manuscrito.

ANEXO I1I: Tabela contendo os resultados do ensaio MTT para todas as quatorze
espécies selecionadas para estudo. Apresentada resumida no manucrito.
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Table 1: Ethnopharmacological data and pharmacological and chemical information relevant to wound healing of the selected study plants.

SZ:S:;E?”;%E Ve;r;iiglar Part used Pharmacological Properties Chemical Composition XS:JT?Q:: Citations
Asteraceae
Phenolic acids, flavonoids,
Anti-inflammatory, antibacterial, chalcones, coumarins, prenylated
Achyrocline analgesic, antioxidant and free dibenzofuran, polyssacharides,
satureioides (Lam.) macela Inflorescences radical-scavenging capacity, lactones, polyacetylenides, ICN 184321 3
DC cytoprotective, immunostimulant and  essential oils (Retta et al., 2012);
vasorelaxant (Retta et al., 2012). Phloroglucinol derivatives (Casero
et al., 2015).

Anti-inflammatory, antioxidant,

immunomodulatory, antibacterial, Aliphatics, flavonoids, terpenoids,

picao-preto phenylpropanoids, aromatics,

Bidens pilosa L. . Aerial parts antifungal, vasodilatory (Bartolome et . . ICN 184322 4
beggar-ticks , . porphyrins, polyynes, phenolic
al., 2013); Analgesic (Fotso et al., .
2014), acids (Bartolome et al., 2013)
. Anti-inflammatory (Badilla et al., . - .
ChaptaIFl)%lr;L&tans L) arnica Leaves 1999); Antimicrobial (Heinrich et al., Coumarins qgg% sarragiotto ICN 184323 4
' 1992; Coelho de Souza et al., 2004). '
camomila Antimicrobial, antioxidant, anti- Teéﬁ:HS:?;r(zﬁgg ef;e;va;'r;;g(s) Y
Matricaria recutita L. . Aerial parts platelet activity, anti-inflammatory qurterpenes, tiavonolas, ICN 184324 4
chamomile (Petronilho et al., 2012) coumarins, phenolic acids
N ' (Petronilho et al., 2012).
L . Phenolic acids (Martino et al.,
Antlmlcrot)_lgl (Coelho de Sou;a e_t al, 1979); Flavonoids (Martino et al.,
Pluchea sagittalis . 2004); Antl—lnflar_nmatory, antioxidant 1976; Figueredo et al., 2011);
arnica-do-campo Leaves (Pérez-Garcia et al., 1996;); ' " ’ ICN 184325 3

(Lam.) Cabrera Sesquiterpenoids (Vera et al.,
2008); Terpenoids (Figueredo et

al., 2011).

Antinociceptive (Figueredo et al.,
2011).
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Tanacetum vulgare L.

Adoxaceae

Sambucus australis
Cham. & Schtdl.

Boraginaceae

SymphytumofficinaleL.

Crassulaceae

Sedum dendroideum
Mog. et Sessé ex DC

Malvaceae

Malva parviflora L.

catinga-de-
mulata
tansy

sabugueiro
elder

confrei
comfrey

balsamo
balsam

malva
cheeseweed

Leaves

Leaves/Bark

Leaves

Leaves

Leaves

Anti-inflammatory (Williams et al.,
1999); Antimicrobial (Holetz et al.,
2002); Anti-ulcer (Tournier et al.,
1999); Antioxidant (Mantle et al.,
2000); Immunomodulatory (Xie et al.,
2007); Vasorelaxing (Lahlou et al.,
2008).

Antimicrobial, antioxidant
(Nascimento et al., 2014).

Anti-inflammatory, analgesic, wound
healing, immunomodulatory (Staiger,
2012); Antioxidant (Boskovi¢;
Mimica-Duki¢, 2013).

Anti-inflammatory, antinociceptive

(de Melo et al., 2005; 2009); Anti-

ulcer, antioxidant (Carrasco et al.,
2014).

Anti-inflammatory (Shale et al., 2005;
Bouriche et al., 2011); Antioxidant
(Bouriche et al., 2011; Abbasi et al.,
2015); Antibacterial (Shale et al.,
2005); Antifungal (Wang; Bunkers,
2000).

Monoterpenes, diterpenes,
sesquiterpenes, sterols (Umlauf et
al., 2004); Triterpenes
(Wilkomirski et al., 1992);
Polyssacharides (Xie et al., 2007);
Flavonoids (Williams et al., 1999).

Triterpenes (Rao et al., 2011);
Flavonoids (Scopel et al., 2010)

Phenolic acids, glycopeptides,
amino acids, triterpene saponins
(Staiger, 2012); Polyssacharides,

alkaloids, tannins, vitamins
(Staiger, 2012; Frost et al., 2013;
Frost et al., 2014).

Flavonoids (de Melo et al.,
2005;2009; Carrasco et al., 2014);
Phenolic acids, tannins (Carrasco

et al., 2014); Anthocyanidins
(Stevens et al., 1995).

Phenolics (Abbasi et al., 2015).

ICN 184326

ICN 184327

ICN 184328

ICN 184329

ICN 184330

11
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Meliaceae

Melia azedarach L.

Nyctaginaceae

Mirabilis jalapa L.

Piperaceae

Piper regnellii DC

Plantaginaceae

Plantago australis
Lam.

Cinamomo
chinaberry

boa-noite
four-o'clock

pariparoba

tansagem

Leaves

Leaves

Leaves

Leaves

Antibacterial (Khan et al.,
2001;2011); Inhibition of complement

activation (Benecia et al., 1994); Lignans, phenolic aldehydes,
Antifungal (Carpinella et al., 2003; coumarins (Carpinella et al.,
2005); Anti-inflammatory (Lee etal., 2003b;2005); Terpenes (Huang et
2000); Antioxidant (Orhan et al., al., 1996); Phenolic acids (Orhan
2012); Immunomodulatory etal., 2012).

(Courreges et al., 1998); Skin disease
(Saleem et al., 2008).

Antibacterial (Kusamba et al., 1991;
Hajji et al., 2010); Anti-inflammatory,
Antinociceptive (Chakraborthy et al.,  Terpenoids, steroids (Siddiqui et
2012; Walker et al., 2008); al., 1994); Phenolic acids,
Antioxidant, free radical-scavenging, flavonoids (Hajji et al., 2010).
antifungal (Hajji et al., 2010); Wound-
healing (Gogoi et al., 2014)

Neolignans (Pessini et al., 2003);
Phenylpropanoids, monoterpenes,
sesquiterpenes (Santos et al.,
2015).

Antifungal (Koroishi et al., 2008);
Antimicrobial (Holetz et al., 2002;
Costantin et al., 2001).

Anti-inflammatory, analgesic
(Palmeiro et al., 2002); Antioxidant
(Nemitz et al., 2010).

Phenolic acids, flavonoids (Nemitz
et al., 2010).

ICN 184331 3
ICN 184332 3
ICN 184333 3
ICN 184334 6
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Table 2: Cell viability of HaCaT keratinocytes after 24h treatment with aqueous and

ethanolic extracts (MTT assay). Data with standard deviation (SD) are from three

independent assays performed in 5 replicates. Negative control: untreated cells. * p<

0.001 compared to the negative control.

Plant species lpg/mL  S5pg/mbL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
Achyrocline satureioides EtOH 120+ 7%* 115+ 2%* 118 +5%* 114 +2%* 112 + 4%*
H,O 112 +5% 114 +8%* 121 +5%* 116 + 3%* 124 + 2%*

Bidens pilosa EtOH 88 + 2% 95 + 5% 92 + 6% 80 + 7% 81+ 4%
H,0 104 +6% 102+5% 99+7% 103+7% 100+ 7%

Chantali ; EtOH 97 + 7% 90 + 5% 88 + 6% 80 + 6% 85+ 5%

aptalia nutans

H,O 108+2% 107+5% 106+5% 111+2% 116 + 7%*

EtOH 98 + 3% 97 + 2% 96 + 6% 99 + 1% 98 + 2%

Malva parvifiora HO  97+3% 99+0% 104+2% 108+5% 111+ 3%
Matricaria recutita EtOH 94 + 5% 106 +4% 105+4% 107x7% 112+7%
H,O 107+3% 108+x6% 106+2% 119+ 7%* 121 +4%*

Melia azedarach EtOH 110+ 6% 112+5% 106x6% 112+6% 115+5%
H,O 96 + 5% 99 + 5% 98 +5% 123 £2%* 117 +4%*

Mirabilis jalapa EtOH 99 + 3% 104 +6% 104+x7% 112+6% 113+4%
H,O 112 +6% 104+4% 107 +1% 122 +7%* 128 £ 7%*

Piper regnelli EtOH 105 + 2% 99 + 7% 99 + 5% 104 + 6% 98 +1%
H,O 103 +5% 106+x4% 104+1% 108+x4% 110+5%

Plant irali EtOH 98 + 7% 104 +2% 109+5% 103 £6% 92 £+ 5%

antago australis

H.O 99 + 3% 99 + 4% 99+6% 105+6% 100 + 4%

Pluchea sagittalis EtOH 97 + 5% 97 + 5% 95 + 5% 84 + 4%* 74 + 7T%*
H,O 96 + 5% 97 + 2% 100+4% 104+4% 101 +6%

sambucus australis EtOH 103 £ 6% 93 + 5% 98 + 5% 94 + 6% 96 + 3%
H,O 101+2% 109+4% 106+x4% 102+4% 101+3%

EtOH 100 £ 5% 96 + 6% 94 + 5% 96 + 4% 89 + 5%*

Sedum dendroideum

H,O 101 £+ 4% 98 + 5% 96 + 4% 100+6% 100 = 7%

Symphytum officinale EtOH 110+£0% 102+3% 101 +5% 95 + 5% 89 + 5%*
H,O 105+2% 105+3% 103+x2% 104 +6% 99 + 7%

Tanacetum vulgare EtOH 105+4% 107+5% 115+ 3% 92 + 5% 66 + 7%*
H,O 99 + 6% 105+6% 101+3% 105+5% 108+ 2%
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