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RESUMO

EFEITO DO EXTRATO DE Anadenanthera colubrina NA CICATRIZACAO DE
FERIDAS CUTANEAS EXCISIONAIS INDUZIDAS EM CAMUNDONGOS,
Wemerson de Santana Neres, Sao Cristovao, 2021.

Introducéo: A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo de reparo da pele
que pode ser prejudicado em virtude de inflamacdo exacerbada, ocasionando
consequéncias fisicas, psicolégicas e econbmicas. Nesse sentido, as plantas
medicinais séo alternativas promissoras no reparo de feridas, principalmente em
virtude da modulacdo da inflamacé&o. A Anadenanthera colubrina, popularmente
conhecida como angico, tem sido amplamente utilizada na medicina tradicional e
apresenta importantes propriedades medicinais anti-inflamatérias, antioxidantes,
antimicrobianas e cicatrizantes. No entanto, os estudos sobre o reparo da pele
continuam escassos e 0S mecanismos cicatrizantes pouco explorados. Objetivo:
Avaliar o efeito do Extrato Etandlico de A. colubrina (EEAc) na cicatrizacdo de
feridas cutdneas excisionais induzidas em camundongos. Metodologia:
Camundongos Swiss fémeas foram submetidas a excisdo cutanea dorsotoracica
com punch metélico de 6 mm e distribuidas em grupo controle, veiculo ou EEAc 5%.
A éarea das feridas foi mensurada nos dias 0, 3, 5, 7, 10 e 14 e os tecidos coletados
nos dias 1, 3, 7 e/ou 14 para determinacéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO),
quantificacdo de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), mensuracdo de TNF-a e IL-10
e analise do infiltrado leucocitario, angiogénese, re-epitelizacdo e deposicdo de
coldgeno nas lesdes. Resultados: O EEAc 5% induziu reducao (p<0,001) da area
das feridas no 3°, 5° e 7° dia e aumento na deposicéo de colageno (p<0,01) ao 14°
dia. Além disso, o grupo EEAc 5% apresentou reducdo da atividade de MPO ao 3°
dia, quando comparado ao controle (p<0,01) ou veiculo (p<0,001), e aumento de
NAG ao 7° dia (p<0,001). Nao foram observadas diferencas para TNF-a, mas houve
aumento da quantidade de IL-10 ao 3° dia (p<0,01). Conclusdo: O EEAc 5% foi
eficaz na cicatrizacdo de feridas excisionais em camundongos mediante os efeitos
de reducdo da area e do infiltrado de neutréfilos, aumento do infiltrado de
macréfagos, da citocina anti-inflamatéria IL-10 e da deposi¢cdo de colageno nas
lesbes.

Palavras-chave: Pele; Lesao; Inflamacéo; Reparo; Angico.



ABSTRACT

EFFECT OF Anadenanthera colubrina EXTRACT ON THE HEALING OF
EXCISIONAL SKIN WOUND INDUCED IN MICE, Wemerson de Santana Neres,
Sao Cristovao, 2021.

Introduction: Wound healing is a complex skin repair process that can be impaired
due to exacerbated inflammation, causing consequences physical, psychological and
economic. In this sense, medicinal plants are promising alternatives in wound repair,
mainly due to the modulation of inflammation. Anadenanthera colubrina, popularly
known as angico, has been widely used in traditional medicine and has important
medicinal properties anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial and healing.
However, studies on skin repair remain scarce and scarring mechanisms are little
explored. Objective: To evaluate the effect of the Ethanol Extract of A. colubrina
(EEAC) on the healing of excision cutaneous wounds induced in mice. Methodology:
Swiss female mice were submitted to dorsothoracic cutaneous excision with a 6 mm
metallic punch and distributed in a control group, vehicle or EEAc 5%. The wound
area was measured on days 0, 3, 5, 7, 10 and 14 and the tissues collected on days
1, 3, 7 and/or 14 to determine the activity of Myeloperoxidase (MPO), quantification
of N-acetyl- B-D-glycosaminidase (NAG), measurement of TNF-a and IL-10 and
analysis of leukocyte infiltrate, angiogenesis, re-epithelialization and collagen
deposition in lesions. Results: The EEAc 5% induced a reduction (p <0.001) of the
wound area on the 3rd, 5th and 7th day and increased collagen deposition (p <0.01)
on the 14th day. In addition, the EEAc 5% group showed a reduction in MPO activity
on the 3rd day, when compared to the control (p <0.01) or vehicle (p <0.001), and an
increase in NAG on the 7th day (p <0.001). No differences were observed for TNF-q,
but there was an increase in the amount of IL-10 on the 3rd day (p <0.01).
Conclusion: The EEAc 5% was effective in healing excisional wounds in mice
through the effects of reducing area and neutrophil infiltrate, increasing macrophage
infiltrate, anti-inflammatory cytokine IL-10 and collagen deposition in lesions.

Keywords: Skin; Lesion; Inflammation; Repair; Angico.
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1.  INTRODUCAO

A pele € um importante 6érgdo com agao protetora contra agentes agressores
externos para o organismo (PHILLIPSON; KUBES, 2019). Quando lesionado, esse
orgao tem a capacidade de dar inicio a um processo de restabelecimento da barreira
funcional conhecido como cicatrizacdo de feridas (XU LANDEN et al., 2016). No
entanto, o processo natural de cicatrizacdo pode ser prejudicado em virtude de
inflamacdo exacerbada, resultando na formacdo de feridas crénicas
(GANTWERKER; HOM, 2011; OGUNTIBEJU, 2019). Dessa forma, embora o
processo inflamatério seja fundamental, sua acdo acentuada é prejudicial ao reparo
tecidual e resulta em complicacbes como dor acentuada, cicatrizes hipertroficas,
queloides, infec¢des, amputacdes, sepse e, até mesmo, morte (DWIVEDI et al.,
2017; LAROUCHE et al., 2018; TSIROGIANNI et al., 2006).

A finalidade do processo de cicatrizacdo de feridas € promover o reparo
tissular mediante a interacdo entre inUmeros tipos celulares, como neutrdfilos,
macrofagos, queratindcitos, fibroblastos, endoteliocitos e entre outros. Além de
interacdo celular, deve haver resposta coordenada entre uma gama de moléculas
envolvidas no reparo, como o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF),
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a), Interleucina-10 (IL-10) e entre outras (BARRIENTOS et al., 2008;
GURTNER et al., 2008; MIRZA; KOH, 2015; WANG et al., 2014). Em conjunto,
esses fatores irdo promover a cicatrizacdo da lesdo cutdnea mediante as fases
distintas de hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento (VEITH et al.,
2019).

Diante disso, o tratamento de feridas cutaneas é quase sempre indicado, pois
a formacdo dessas lesdes eventualmente predispbe a graves complicacdes. No
Brasil, dados estatisticos sobre o impacto das feridas sdo escassos, mas se sabe
que essas lesbes sdo responsaveis por consequéncias psicoldgicas, sociais e
econbmicas (MANDELBAUM, 2003a). Nos Estados Unidos, estima-se que gastos
com o tratamento de feridas crbnicas representem custos de aproximadamente 25
bilhdes de doélares por ano. E, além dos custos diretos, ocorre aumento indireto de
despesas pela incapacitacdo dos individuos portadores e de familiares que passam
a destinar cuidados especificos. Sendo assim, as feridas de pele representam uma

grande ameaca a saude publica e a economia mundial (SEN et al., 2009).
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Diante da problematica, inUmeros recursos convencionais sdo amplamente
utilizados para o tratamento topico de feridas, mas para a maioria deles existem
inUmeras limitacdes como baixa acessibilidade e alto custo, além de controvérsias
sobre a seguranca e a eficacia (MURPHY; EVANS, 2012; OKONKWO; DIPIETRO,
2017; ROSEN et al 2015). Embora se acredite que muito € conhecido sobre a
cicatrizacdo de feridas e que existem recursos em demasia, pesquisas sao
fundamentais para desenvolver tecnologias alternativas com melhor custo-beneficio
(MANDELBAUM, 2003a). Dessa forma, nos dias atuais a pesquisa e o emprego de
terapias alternativas a base de plantas medicinais tém aumentado (PEREIRA;
BARTOLO, 2013).

Uma gama de plantas medicinais tradicionais tem seu uso comprovado para o
tratamento de feridas e, comumente, apresentam importante efeito modulador sobre
o0 processo inflamatério (AMORIM et al., 2017; ATIBA et al., 2011; ESTEVAO et al.,
2017; PEREIRA et al., 2016). Sendo assim, nota-se uma tendéncia no estudo por
produtos naturais que atuam na modulacdo de fases especificas do processo de
reparo tecidual, particularmente na fase inflamatéria. Gushiken et al. (2017), por
exemplo, utilizaram o extrato hidroalcodlico das folhas e a oleorresina da Copaifera
langsdorffii (Copaiba) no tratamento de feridas cutédneas excisionais em ratos. Os
resultados foram promissores para essa planta medicinal, principalmente
relacionadas a propriedade anti-inflamatéria por promover diminuicdo da area das
feridas associada a reducédo da quantidade de Interleucina-1B (IL-18), Interleucina-6
(IL-6) e TNF-a e aumento da IL-10.

A Anadenanthera colubrina, popularmente conhecida como angico, é uma das
plantas da Caatinga mais citada com efeitos terapéuticos, sendo amplamente
utilizada na medicina tradicional e empregada na producéo de fitoterapicos (AGRA
et al.,, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007). A casca desta espécie € rica em
compostos fendlicos como taninos e flavonoides, que s&o produzidos pelo
metabolismo secundario vegetal e considerados 0s responsaveis por suas principais
propriedades farmacoldgicas, particularmente os efeitos anti-inflamatério (SANTOS
et al., 2013), antioxidante (MELO et al., 2010) e antimicrobiano (ARAUJO et al.,
2014). Em conjunto, tais efeitos sugerem que A. colubrina é promissora candidata
para o desenvolvimento de uma alternativa no reparo de feridas (WEBER et al.,
2011).
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O efeito do tratamento topico com o extrato da casca da A. colubrina a 5% no
processo de cicatrizagcdo de feridas excisionais em ratos foi investigado
anteriormente, onde Pessoa et al. (2012) verificaram aumento no niamero de vasos
sanguineos e Pessoa et al. (2015) observaram maior nimero de fibroblastos e
aumento na deposicdo de coldgeno, sem que houvessem diferencas para o
percentual de reducdo da area das feridas. Contudo, os estudos sobre os efeitos da
A. colubrina no reparo da pele continuam escassos e 0S mecanismos cicatrizantes
merecem ser mais bem explorados. Dessa forma, sera possivel comprovar a
seguranca da eficacia na cicatrizacdo de feridas e justificar sua utilizagdo na
medicina tradicional (WEBER et al., 2011).

Ademais, o interesse pela atividade cicatrizante da A. colubrina surgiu em
virtude da auséncia de um tratamento padrdo ouro para o reparo de feridas
cutdneas, associada a busca por uma terapia alternativa mais eficaz e com
mecanismos anti-inflamatorios no processo de reparo (DURAZ; KHAN, 2011). Diante
do exposto, torna-se fundamental explorar os efeitos da A. colubrina na cicatrizacao
de feridas cutaneas excisionais induzidas em camundongos, investigando o0s
possiveis mecanismos envolvidos no processo inflamatério mediante o grau de
fechamento da area da leséo, qualidade microscépica da ferida em cicatrizacdo e
determinacao indireta de neutréfilos e macréfagos e quantificacdo de TNF-a e IL-10.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pele e cicatrizacao

A pele pode ser dividida estruturalmente em epiderme, derme, hipoderme e
anexos (GANTWERKER; HOM, 2011) (Figura 1). Em conjunto, tais estruturas
promovem funcdes fisioldgicas de controle da temperatura e umidade, recepcao e
transmissao de sinais e, particularmente, de protecdo do organismo contra agentes
agressores fisicos, quimicos e biologicos (DELAVARY et al., 2011; PHILLIPSON;
KUBES, 2019). Além disso, quando danificada, a pele possui a capacidade de
restabelecer a sua barreira funcional mediante um processo de reparo tecidual

complexo conhecido como cicatrizacdo de feridas (XU LANDEN et al., 2016).

Pelo

Epiderme J{ !

A\

Glandula
Sebdcea

Derme Reros

Glandula
Sudoripara |

Hipoderme{ Kele!

Figura 1- Divisdo estrutural da pele em epiderme, derme, hipoderme e seus anexos. Fonte:
Adaptado de Encyclopedia Britannica (2013). Disponivel em:
https://www.britannica.com/science/human-skin.
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A formacéo de feridas pode prejudicar a qualidade de vida dos portadores por
dor exacerbada, cicatrizes hipertroficas, queloides, infec¢bes, amputacdes, sepse e
morte (DWIVEDI et al., 2017; LAROUCHE et al., 2018; TSIROGIANNI et al., 2006).
Afora a ocorréncia de complicacoes fisicas e psicologicas, as lesfes cutaneas séo
responsaveis por altos custos financeiros (SAMI et al., 2019; SEN et al.,, 2009;
VEITH et al., 2019). Dessa forma, é fundamental que a resposta inflamatéria aguda
durante a cicatrizacéo de feridas ocorra e seja finalizada o mais breve possivel, sem
deixar sequelas significativas (SERRA et al., 2017; XU LANDEN et al., 2016).
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O processo de cicatrizacdo de feridas € um mecanismo de reparo que
envolve a interacdo entre diversos tipos celulares e moleculares (HESKETH et al.,
2017; MIRZA; KOH, 2015). Nesse sentido, em virtude de sua alta complexidade, a
cicatrizacdo de feridas € comumente investigada e dividida em quatro fases
essenciais: hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelamento (VEITH et al.,
2019). No entanto, essas fases se sobrepfem em espaco e tempo, além de
apresentar caracteristicas distintas que sao fundamentais para o reparo adequado
(GURTNER et al., 2008; PHILLIPSON; KUBES, 2019).

2.2. Fases do reparo tecidual

2.2.1. Hemostasia

A fase de hemostasia tem inicio com o dano tecidual, induzindo a
vasoconstricAo em resposta a liberacdo de moléculas vasoativas como
catecolaminas e serotonina, com intuito de minimizar a perda de fluidos
(GANTWERKER; HOM, 2011). Em virtude da lesdo tissular, o colageno
subendotelial é exposto e estimula o inicio da cascata de coagulacdo, marcada por
ativacdo e aderéncia de plaquetas ao endotélio. Além disso, as plaquetas liberam
adenosina difosfato, estimulando ainda mais a agregacdo plaquetaria de forma
continua (CHILDS; MURTHY, 2017).

O coagulo, formado por células como plaquetas, hemacias e leucdcitos, e
moléculas como fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondina, impede a perda
de liquidos e protege o ambiente da ferida contra a invasao de microrganismos.
Além disso, tais moléculas atuam como Matriz Extracelular (MEC) provisoria, que é
fundamental para a migracdo de inimeros tipos celulares para o sitio inflamatorio,
como neutrofilos, macrofagos, fibroblastos, endotelidcitos, queratindcitos e entre
outros (DELAVARY et al., 2011; MANDELBAUM et al., 2003a; WERNER; GROSE,
2003).

Além de participar do processo de hemostasia, as plaguetas permitem a
conexdo com a fase inflamatéria. Quando ativados, esses fragmentos celulares
passam a liberar de seus granulos moléculas como o PDGF, Fator de Crescimento
Transformador-B (TGF-B) e VEGF, potencialmente quimiotaxicos para neutrofilos,
monacitos e fibroblastos (BARRIENTOS et al., 2008; QING, 2017) (Figura 2).
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Figura 2- Fase de Hemostasia. DAMP- Padrdo Molecular Associado ao Dano; PAMP- Padrao
Molecular Associado a Patégeno; PDGF- Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas; TGF-B- Fator
de Crescimento Transformador-B; VEGF- Fator de Crescimento Endotelial Vascular. Fonte: Préprio
autor, 2020.

2.2.2. Inflamacao

Durante a fase inflamatoria, os neutrdfilos sdo os primeiros leucdcitos
recrutados a partir de mediadores como o Padrao Molecular Associado a Patégeno
(PAMP), Padrédo Molecular Associado ao Dano (DAMP) e PDGF (HESKETH et al.,
2017). Esses fagocitos destroem microrganismos através da liberacdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS), elastase e Redes Extracelulares de Neutréfilos (NETS)
e liberam diversas moléculas como Metaloproteinases de Matriz (MMP), TNF-a, IL-
18, IL-6 e Interleucina-17 (IL-17) que intensificam a inflamagéo e estimulam a
ativacdo dos macrofagos pro-inflamatoérios (BARRIENTOS et al., 2008; LAROUCHE
et al., 2018; PHILLIPSON; KUBES, 2019).

Posteriormente, inGmeros monacitos circulantes sdo mobilizados para o sitio
inflamatorio e se diferenciam em macréfagos (DELAVARY et al., 2011). Em virtude
do ambiente rico inicialmente em PAMP, DAMP, Interferon-y (IFN-y) e TNF-a, os
monacitos se diferenciam em macréfagos ativados classicamente, conhecidos como
M1 (QING, 2017; WANG et al., 2014). Esses macrofagos realizam a fagocitose de
microrganismos e de células mortas, inclusive dos neutrofilos. Além disso, os M1
liberam diversos mediadores pro-inflamatorios como IL-1B, IL-6, TNF-a e ROS
(HESKETH et al., 2017; WANG et al., 2014; WERNER; GROSE, 2003) (Figura 3).
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Figura 3- Fase de inflamacédo. DAMP- Padrao Molecular Associado ao Dano; IL-17- Interleucina- 17;
IL-1B- Interleucina- 1B; IL- 6- Interleucina- 6; M1- Macréfago Pro-inflamatério; MMPs-
Metaloproteinases de Matriz; NETs- Redes Extracelulares de Neutréfilos; PAMP- Padrao Molecular
Associado a Patégeno; ROS- Espécies Reativas de Oxigénio; TGF-B- Fator de Crescimento
Transformador-3; TNF-a- Fator de Necrose Tumoral-a. Fonte: Préprio autor, 2020.

Por outro lado, a Interleucina- 4 (IL-4), IL-10, Interleucina-13 (IL-13) e o TGF-3
levam a formacdo de macréfagos de perfil alternativo, conhecidos como M2. Os
macrofagos M2 apresentam atividade tipicamente anti-inflamatéria como a producéo
de IL-10, TGF-B, VEGF e Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1).
Dessa forma, os macréfagos M2 promovem atividades pro-resolutivas como a
proliferacdo de fibroblastos e diferenciacdo em miofibroblastos e a proliferacdo de
queratinécitos e endoteliécitos (HESKETH et al., 2017; LA FLAMME et al., 2012;
PHILLIPSON; KUBES, 2019; WANG et al., 2014; WERNER; GROSE, 2003).

Embora ambos os feno6tipos M1 e M2 estejam presentes durante 0 processo
de cicatrizacdo de feridas, € sabido que suas propor¢des sofrem mudancas em
funcio do tempo de evolucéo das lesdes (HESKETH et al., 2017; XU LANDEN et al.,
2016). Obviamente, a polarizacdo de macrofagos € uma etapa fundamental para a
resolucéo do processo inflamatorio. Dessa forma, além da via alternativa de ativagéo
do perfil anti-inflamatorio dos macrofagos, a fagocitose de neutrofilos apoptéticos,
conhecida como eferocitose, consiste em outra possibilidade para a ativagao do

perfil M2 benéfico a cicatrizacdo (Figura 4).
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Figura 4- Polarizacdo de macrofagos. DAMP- Padrdo Molecular Associado ao Dano; EGF- Fator de
Crescimento Epidérmico; IFN-y- Interferon-y; IGF-1- Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1;
IL-4- Interleucina-4; IL-6- Interleucina-6; IL-10- Interleucina-10; IL-13- Interleucina-13; IL-1pB-
Interleucina-1; IL-8- Interleucina-8; PAMP- Padrdo Molecular Associado a Patégeno; ROS- Espécies
Reativas de Oxigénio; TGF-B- Fator de Crescimento Transformador-B; TNF-a- Fator de Necrose
Tumoral-a; VEGF- Fator de Crescimento Vascular Endotelial. Fonte: Adaptado de Hesketh et al.,
2017.

O perfil M1 prevalece em estagios iniciais da inflamacéo e é responsavel pelo
ambiente pré-inflamatério. A medida em que o processo de reparo progride, o perfil
M2 passa a prevalecer na ferida, sendo responsavel pelo processo resolutivo
(HESKETH et al., 2017). Nesse sentido, a polarizacdo de macrofagos durante a
cicatrizacdo de feridas é fundamental para a transicéo entre inflamacéo e resolucéao,
evitando a persisténcia da fase inflamatéria e, consequentemente, atividade
exacerbada de neutrdéfilos e macrofagos pro-inflamatérios (KLINKERT et al., 2017).

2.2.3. Proliferacéo

Na fase proliferativa ocorrem trés eventos principais, a fibroplasia,
angiogénese e re-epitelizagcdo (GURTNER et al., 2008) (Figura 5). Na fibroplasia, os
fibroblastos migram através da MEC, proliferando e produzindo MMP, colageno,
proteoglicanos, acido hialurénico, glicosaminoglicanos e fibronectina (SERRA et al.,
2017). Posteriormente, os fibroblastos se diferenciam fenotipicamente em
miofibroblastos, células com atividade de musculo liso contratil que favorecem a
contracao da ferida por estimulo principal do TGF- (WERNER; GROSE, 2003).
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Figura 5- Fase de proliferacdo. EGF- Fator de Crescimento Epidérmico; IGF-1- Fator de
Crescimento Semelhante & Insulina-1; IL-10- Interleucina-10; M2- Macréfago Anti-inflamatério;
Metaloproteinases de Matriz; PAMP- Padrdo Molecular Associado a Patégeno; TGF-B- Fator de
Crescimento Transformador-B; VEGF- Fator de Crescimento Vascular Endotelial. Fonte: Préprio
autor, 2020.

A hipoxia local resulta na ativacdo do Fator Induzivel por Hipoxia-1a (HIF-1a),
gue promove a angiogénese com auxilio do VEGF e do Fator de Crescimento de
Fibroblastos (FGF), formando novos vasos sanguineos para fornecer a nutricdo
tecidual (GURTNER et al., 2008; VEITH et al., 2019). Para a re-epitelizacéo, tanto os
macrofagos como o0s proprios queratinécitos secretam TGF-f e Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF), que modulam a migracdo e a proliferacdo de
queratinécitos. Os fibroblastos também secretam o EGF, contribuindo ainda mais
com a re-epitelizacdo (TSIROGIANNI et al., 2006).

2.2.4. Remodelamento

A fase de remodelamento é uma etapa tardia do reparo, podendo durar de
meses a anos. Nesse estagio, o colageno do tipo Il € substituido por colageno tipo I,
gue possui maior resisténcia (Figura 6). Ainda, ocorre a apoptose de inUmeros tipos
celulares como macrofagos, endotelidcitos, fibroblastos e miofibroblastos, além de
reorientacdo das fibras colagenas para promover resisténcia gradativa a ferida
(GANTWERKER; HOM, 2011; GURTNER et al., 2008). Ao final, & formado o tecido
cicatricial, rico em MEC, porém menos celular e resistente do que pele intacta
(GURTNER et al., 2008; TSIROGIANNI et al., 2006).
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Figura 6- Fase de remodelamento. PAMP- Padrao Molecular Associado a Patégeno. Fonte: Préprio
autor, 2020.

2.3. Classificacado das feridas cutaneas

As feridas podem ser classificadas em funcéo do tempo, tipo de fechamento,
e causa base (ROBSON et al.,, 2001). Quando considerado o tempo, podem ser
chamadas de feridas agudas ou crénicas. Quanto ao tipo de fechamento, podem
ocorrer por primeira intencdo, primeira intencéo retardada ou segunda intencéo. E,
considerando a causa base, podem ser ocasionadas por Ulceras por pressao,
Ulceras venosas, feridas diabéticas, feridas infectadas, feridas por queimadura,
feridas cirargicas, entre outras (CHURCH et al., 2006; ENOCH; LEAPER, 2005; SEN
et al., 2009; TAVERNER et al., 2011; VELNAR et al., 2009).

As feridas agudas apresentam como principal caracteristica o reparo dentro
do tempo previsto. Normalmente séo feridas que cicatrizam dentro do periodo
esperado, pois ndo apresentam fatores associados que resultem em maiores
complicagBes. Sao exemplos de lesdes cutaneas agudas as feridas cirurgicas onde
ocorre dano tecidual minimo e sdo tomados os cuidados quanto a consequéncias
como infeccbes. Em contrapartida, as feridas crénicas demandam maior tempo para
que ocorra o reparo efetivo. Tais lesdes comumente sdo passiveis de complicacbes
que prolongam as fases de hemostasia, inflamacgédo, proliferacdo e/ou
remodelamento, estando associadas a comorbidades como diabetes mellitus ou
infeccao da ferida (VELNAR et al., 2009).
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As lesdes por primeira intencdo sdo fechadas imediatamente apos o dano,
pois a perda tecidual € minima e as feridas se reparam adequadamente. No
fechamento por primeira intencdo retardada a lesdo € deixada aberta devido ao
ambiente local contaminado e/ou risco potencial de infeccdo, sendo fechada apos
tratamento adequado e resposta do organismo. Por outro lado, no fechamento por
segunda intencao as feridas sdo mais desafiadoras, pois houve extensa perda de
tecido, as bordas das feridas ndo sdo aproximadas e a lesdo € reparada por
contracdo e subsequente re-epitelizacdo, podendo gerar complicacbes devido ao
tempo de reparo prolongado (ENOCH; LEAPER, 2005).

Em relacdo a causa base, as feridas podem ser classificadas em ulceras por
pressdo, causadas por pressdo e/ou atrito que podem predispor a infeccéo
(GORDON et al., 2004; REDDY et al., 2006), ulceras venosas que ocorrem em
virtude de insuficiéncia venosa prolongada (TAVERNER et al.,, 2011), feridas
diabéticas que sdo associadas a persisténcia inflamatéria em pacientes com
diabetes mellitus (BARSHES et al., 2013; SALAZAR et al., 2016; WONG et., 2015),
feridas infectadas que estdo associadas a colonizacdo por patbgenos como 0
Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa (CARDONA et al.,, 2015;
GUO; DIPIETRO, 2010), feridas por queimadura onde ocorrem lesdes térmicas por
contato direto com fontes de calor (CHURCH et al., 2006) e feridas cirurgicas que
sao realizadas intencionalmente com finalidade terapéutica (BIGLIARDI et al., 2017).

Com base na classificacdo das feridas, diversos modelos experimentais sao
utilizados para mimetizar o processo de cicatrizacdo que ocorre em humanos.
Embora os animais sejam preferiveis e amplamente utilizados, aspectos éticos tém
limitado sua utilizacdo e estimulado outras formas de estudos como in silico e in
vitro. Nos estudos in vivo, particularmente, sdo utilizados principalmente os roedores
como modelos experimentais de feridas cirlrgicas (excisionais e incisionais), por
gueimadura, infectadas, diabéticas, entre outras (Figura 7). As feridas excisionais,
por exemplo, é o tipo mais utilizado e comum de lesdo aguda em experimentos de
cicatrizagdo. E, ainda que cada modelo apresente caracteristicas peculiares, todos
podem ser utilizados para verificar o efeito de agentes cicatrizantes (SAMI et al.,
2019).



27

B. Excisional
Splinted Wound

N
e 40
" .
Foas B
i

A. Excisional Wound

C. Incisional Wound
A D. Ischemia/
-/ Reperfusion Ulcer

E. * Ischemic skin Wound

™
-7

F. Open Ulcer

I. Infected Model

= 'si':‘!f% i o G. * Skin Fold chamber

o o 4!' e S
eY

&
PR

Figura 7- Tipos de lesdes realizadas em roedores para estudar a cicatrizagdo de feridas. Fonte:

Sami et al., 2019.

K -
=
’

2.4. Fatores que interferem na cicatrizacao

Diversas condi¢cGes, inerentes ao organismo ou ao ambiente, podem
prejudicar a cicatrizacdo de feridas. Normalmente, esses fatores prejudicam o
processo de reparo em virtude de potencializagcdo da inflamacdo. Dentre os
inimeros fatores, exemplos que exigem melhor abordagem sdo idade, sexo,
estresse, doencas sistémicas, estado nutricional, infeccdo e utilizacdo de
medicamentos. Interessantemente, muitos podem estar associados e colaborar
ainda mais para o surgimento de feridas nao cicatrizantes (GANTWERKER; HOM,
2011; OGUNTIBEJU, 2019).

O processo de envelhecimento é classicamente prejudicial a cicatrizacéo, pois
retarda o reparo e afeta a qualidade da cicatriz (GANTWERKER; HOM, 2011). A
reducdo de fibroblastos, da capacidade de contracédo e da producédo do colageno na
ferida sédo os possiveis fatores nesse processo (OGUNTIBEJU, 2019). Por outro
lado, a pele do feto tem grande poder de regeneragao tecidual quando comparada a
de adultos (WANG et al., 2018). Esse fator tem sido relacionado a atividade da IL-
10, pois sua auséncia na pele fetal exacerba a inflamacdo, resultando em
estimulacdo continua de fibroblastos e deposicdo anormal de colageno, induzindo a
formacao de cicatrizes (LIECHTY et al., 2000).
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O sexo pode interferir na resposta durante o reparo de feridas, em particular
por efeito dos estrégenos que desempenham acgéo fundamental na homeostase da
pele. Os estrégenos auxiliam no reparo tecidual e sua auséncia implica na formacgéao
de feridas croénicas. A reposicao hormonal, por exemplo, melhora a cicatrizacao pois
reduz o infiltrado de neutréfilos, aumenta a deposicdo de colageno, reduz a
expressdo de TNF-a e promove a polarizagdo de macrofagos M2 (ASHCROFT et al.,
1999; ROUTLEY; ASHCROFT, 2009). Nesse sentido, o sexo masculino tem sido
associado a cicatrizacdo deficiente, embora maiores taxas de cura e menores
complicagbes foram observadas no reparo da mucosa oral (ENGELAND et al. 2009).

As respostas fisiolégicas ao estresse tém sido associadas a efeitos maléficos
sobre a cicatrizacdo de feridas, principalmente por retardar a fase inflamatoria.
Durante a resposta a agentes estressores, muitas moléculas endbgenas séo
liberadas, especialmente os glicocorticoides e catecolaminas. Ambas as substancias
podem prejudicar a cicatrizagcdo por reduzir a atividade de MMPs, aumentar a
hipoxia tecidual, diminuir citocinas pro-inflamatorias e a infiltracdo de neutrdfilos,
reduzir a sintese de peptideos antimicrobianos e predispor a ferida a infeccdes
(GOUIN; KIECOLT-GLASER, 2011).

Ademais, uma diversidade de doencas pode influenciar no processo de
cicatrizacdo, mas atencdo especial € dada ao diabetes mellitus. Embora a patogenia
nao seja totalmente compreendida, a formacao de feridas diabéticas esta associada
a reducédo do fluxo sanguineo, pois a hiperglicemia interrompe o equilibrio vascular
e, assim, a angiogénese, resultando em feridas crénicas n&o cicatrizantes
(OKONKWO; DIPIETRO, 2017). Dessa forma, o modelo de ferida diabética animal
tem sido amplamente utilizado em pesquisas cientificas para o desenvolvimento de
novos agentes cicatrizantes, pois mimetiza um processo desafiador de inflamacéo
persistente, onde ocorre a formacgao de feridas cronicas (OGUNTIBEJU, 2019).

A desnutricdo também pode influenciar negativamente na cicatrizacdo, pois
prejudica a producdo de inimeras moléculas essenciais ao reparo (GANTWERKER,;
HOM, 2011). A reducdo de aminoacidos na dieta, por exemplo, pode resultar na
deficiéncia proteica, reduzindo a deposicdo de colageno na lesdo (OGUNTIBEJU,
2019; PALMIERI et al., 2019). Aléem disso, a vitamina A tem atividade anti-
inflamatoria, a vitamina C aumenta a migracdo de neutréfilos e 0 zinco atua na
producdo de DNA, sintese proteica e divisdo celular (GANTWERKER; HOM, 2011;
PALMIERI et al., 2019).
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A infeccédo da ferida € um dos principais fatores que retardam a cicatrizacao
por prolongar a inflamag&o, aumentando a produgéo de citocinas pro-inflamatorias
como IL-18 e TNF-a (GUO; DIPIETRO, 2010). Assim, um dos objetivos no
tratamento de feridas € a prevencédo de infecgcbes, sendo as cepas de S. aureus e P.
aeruginosa 0s principais microrganismos envolvidos (CARDONA et al., 2015). No
entanto, a infeccdo da ferida por ambas as cepas bacterianas pode ser bastante
desafiadora, pois além de infectar e causar graves danos ao organismo, podem
adquirir resisténcia a inumeros antimicrobianos (ALMEIDA et al., 2014; ROMHA et
al., 2018).

Por fim, muitos medicamentos utilizados sistemicamente também podem
interferir no reparo de lesdes de pele. A utlizacdo de glicocorticoides,
particularmente, tem grande impacto sobre a cura de feridas. Esses esteroides sao
classicamente inibidores do processo cicatricial, pois suprimem a atividade de
fibroblastos e a sintese de colageno, além de favorecer a infec¢do da lesdo (GUO;
DIPIETRO, 2010). Interessantemente, a administracdo de glicocorticoides por via
tdpica parece acelerar a cicatrizacao de feridas, mas o uso crénico pode predispor a
infeccéo da leséo (HOFMAN et al., 2007).

2.5. Tratamento de feridas

O interesse humano em intervir no processo de cicatrizacdo de feridas tem
sido observado desde os tempos antigos, onde utilizavam principalmente recursos
naturais como argila, mel e ervas medicinais (SHAH, 2011). A partir disso, uma
diversidade de recursos tem sido exaustivamente estudada, aprimorada e aplicada
para o tratamento de feridas. Esses recursos convencionais apresentam diferentes
indicacdes, sendo comumente utilizados produtos topicos como acidos graxos
essenciais, alginatos, antissépticos, carvao ativado, enzimas proteoliticas,
hidrocoloides, hidrogéis e hidropolimeros, sulfadiazina de prata, fatores de
crescimento, substitutos da pele, entre outros (ABDEL-SAYED et al., 2020; MACIEL
et al.,, 2019; MANDELBAUM et al., 2003b; MIR et al., 2018; MURPHY; EVANS,
2012; SILVA et al., 2018; STEEN et al., 2020).

Os acidos graxos essenciais podem ser utilizados em todos os tipos de
feridas, mas tém seu uso limitado em virtude do alto custo e controvérsias quanto a
seguranca e eficacia. Os mesmos podem induzir reacdes de hipersensibilidade e

resposta inflamatéria acentuada, necessitando assim de mais estudos para 0 uso
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clinico (HUANG et al., 2018; LANIA et al., 2019; MANDELBAUM et al., 2003b). Em
trabalho recente, Peng et al. (2018) avaliaram o efeito do éleo de peixe, produto rico
em acidos graxos essenciais e demonstraram efeitos cicatrizantes satisfatorios como
reparo precoce e aumento da quantidade de IL-10 em feridas excisionais de ratos.

O alginato de célcio é um composto natural a base de algas que apresenta
como principio ativo o &cido alginico e pode ser utilizado para a cicatrizagdo de
feridas. Esse tipo de curativo € utilizado para absorcdo do exsudato e umidificacédo
local, sendo indicado em feridas agudas ou crbnicas, principalmente quando
infectadas e ricas em exsudato. De fato, Wang et al. (2015) verificaram que o
alginato de calcio promoveu aumento na contracao e na deposi¢cao de colageno de
feridas em ratos diabéticos. No entanto, esse tipo de curativo é contraindicado em
feridas secas, além de requerir cuidados com a procedéncia e possuir alto custo
(BALAKRISHNAN et al., 2005; MANDELBAUM et al., 2003b).

Os antissépticos sao exemplos de agentes cicatrizantes amplamente
utilizados para a cura de diversas lesdes cutaneas, principalmente com intuito de
reduzir a carga bacteriana local. A clorexidina e a iodopovidona sdo 0s principais
agentes antissépticos utilizados no tratamento de lesdes infectadas, como em
feridas por queimaduras, ou na prevencdo de lesGes potencialmente infectaveis,
como as feridas cirtrgicas (ABDEL-SAYED et al., 2020; BIGLIARDI et al., 2017). No
entanto, existem inUmeras limitagcdes quanto ao uso de antissépticos, principalmente
relacionados ao real efeito no reparo, pois costumam causar mais danos teciduais
do que beneficios (MANDELBAUM et al., 2003b).

O curativo de carvao ativado e prata € uma cobertura antimicrobiana indicada
principalmente para feridas infectadas e exsudativas, pois o carvao tem efeito de
adsorcdo do exsudato e a prata possui acdo bactericida. Sua principal limitacdo esta
associada a necessidade de monitoramento constante das feridas quanto ao tempo
de reparo, pois ndo pode ser utilizado no tecido de granulacdo (MANDELBAUM et
al., 2003b). Ainda assim, foi demonstrado recentemente que consiste em um dos
curativos amplamente utilizados que apresenta melhor custo-efetividade (SPIRA et
al., 2020).

As enzimas proteoliticas sdo muito utilizadas com intuito de realizar o
desbridamento das lesfes, sendo indicadas em todas as fases do reparo de feridas.
No entanto, sdo contraindicadas em feridas que serdo reparadas por primeira

intencdo e podem causar reacbes de hipersensibilidade (MANDELBAUM et al.,
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2003b). A colagenase € o mais comum agente desbridante enzimatico utilizado e
atua degradando a molécula de colageno desnaturado presente no tecido
danificado. Porém, para lesfes térmicas a colagenase utilizada isoladamente pode
predispor a infec¢des, pois € ausente de propriedades antimicrobianas intrinsecas
(PHAM et al., 2019).

Os hidrocoloides e hidrogéis sao coberturas indicadas para feridas secas e
com pouco exsudato, onde promovem manutencdo da umidade e desbridamento
autolitico. Os hidrocoldides séo contraindicados em feridas graves por queimadura e
infectadas, enquanto os hidrogéis ndo podem ser utilizados em feridas cirargicas
fechadas. Os hidropolimeros, por outro lado, séo indicados para a manutencao da
umidade em feridas exsudativas e limpas, sendo contraindicados em feridas secas.
Ademais, ambos devem ser utilizados com cautela devido a possibilidade de causar
agressao tecidual grave e prejudicar a cicatrizagdo (MANDELBAUM et al., 2003b;
MURPHY; EVANS, 2012).

A sulfadiazina de prata € o antimicrobiano mais utilizado no tratamento tépico
de feridas por queimaduras. Possui efeito bactericida por combinacdo do nitrato de
prata com a sulfadiazina e, apesar de baixo custo, sua limitacdo pode ser observada
pelo surgimento de bactérias resistentes e pela possibilidade de retardar a
cicatrizacdo das feridas em virtude da inibicdo do crescimento de queratindcitos e
fibroblastos (CHURCH et al., 2006; MURPHY; EVANS, 2012). De fato, Rosen et al.
(2015) estudaram o efeito topico da sulfadiazina de prata em feridas queimadas em
camundongos e verificaram fechamento tardio, associado a reduzida re-epitelizacao
e deposicdo de colageno, aumento do infiltrado de neutréfilos, reducdo de
macrofagos e deficiente producao de citocinas pré-inflamatérias da familia da IL-1.

Os fatores de crescimento sdo opcBes avancadas para o tratamento de
feridas cutaneas que séo utilizados em virtude dos efeitos enddgenos reconhecidos.
Embora sejam muito estudadas, tais moléculas apresentam pouca aplicabilidade na
pratica clinica para o reparo de feridas, pois possuem custo muito elevado e
necessitam de mais estudos que determinem com clareza sua seguranca e eficicia
(MANDELBAUM et al., 2003b; MURPHY; EVANS, 2012). O VEGF, por exemplo,
estimula a reducdo do tamanho de feridas diabéticas em humanos. Por outro lado,
para o0 mesmo tipo de lesdo, o FGF parece néo exercer efeitos sobre a redugéo na
area das feridas (EVERETT; MATHIOUDAKIS, 2018).
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Os substitutos da pele sédo exemplos de terapias cicatrizantes atuais que
apresentam boa eficacia e foram desenvolvidas principalmente para o tratamento de
feridas ocasionadas por queimaduras. No entanto, ainda assim, apresentam
inumeras limitacbes que dificultam sua aplicabilidade. Para o autoenxerto,
modalidade preferivel, pode ndo haver tecido suficiente para a cobertura da leséo,
enguanto no aloenxerto ou xenoenxerto podem ocorrer complicacbées como rejeicao
tecidual e transmissdo de doencas. Por outro lado, os substitutos biossintéticos da
pele sdo opcdes mais avancadas e eficazes na cicatrizacdo que apresentam
vantagens como alta quantidade disponivel e baixo risco de infeccdo ou reacdo
imunoldgica, mas sua grande limitacdo est4 associada ao alto custo (MURPHY;
EVANS, 2012).

Embora se tenha uma grande variedade de recursos disponiveis para o
tratamento de feridas, ndo existe uma indicacao Unica para a cura. As lesdes devem
ser avaliadas em relacdo a causa, tempo, tipo de fechamento, estagio do processo,
localizac&o e tamanho da lesdo. Além disso, existe uma variedade de limitacdes que
impedem a aplicabilidade de produtos convencionais na prética clinica. De forma
geral, o desenvolvimento rapido de recursos terapéuticos tem resultado na
ocorréncia de agentes sem eficacia bem definida, sendo entéo utilizado na maioria
das vezes por experiéncia clinica. Dessa forma, o campo de estudo por agentes
cicatrizantes tem avancado com o intuito de se obter produtos mais eficazes,
seguros, acessiveis e com producdo mais simples e menos onerosa para a
populacdo (DAS; BAKER, 2016; DUQUE et al., 2016; MURPHY; EVANS, 2012).

2.6. Plantas medicinais no tratamento de feridas

Estima-se que grande parte da populacdo mundial tem utilizado terapias
alternativas para o reparo de feridas. Em paises em desenvolvimento, cerca de 80%
da populacéo depende do uso de produtos de origem vegetal, sendo que o emprego
de plantas medicinais para o0 tratamento em humanos tem aumentado
consideravelmente. Assim, os métodos ndo convencionais tém sido cada vez mais
pesquisados para comprovar seus beneficios clinicos e, com isso, desenvolver
novas terapias para o uso pratico na cicatrizacao de feridas. Para estes produtos,
diferentemente dos convencionais, observam-se eficacia clinica associada a menor
tempo de cura e maior qualidade no reparo, além de facil obtencdo, manipulacéo,
acessibilidade e menores custos (JAIN et al., 2019; PEREIRA; BARTOLO, 2013).
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O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta e rico conhecimento
tradicional associado a utilizacdo de ervas medicinais. Sendo assim, o mais recente
estimulo nacional a pesquisa por recursos terapéuticos oriundos de plantas
medicinais foi criado, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. O
intuito desse programa € estabelecer agbes para a melhoria na qualidade de vida
humana mediante a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos. Para isso, as diretrizes desenvolvidas estimulam a pesquisa,
desenvolvimento e inovacéo tecnologica, garantia de acessibilidade e eficacia para a
saude, utilizacao sustentavel dos recursos e fortalecimento da industria farmacéutica
de fitotergpicos (BRASIL, 2016).

Aliado a tendéncia nacional para a utilizacdo de recursos de origem vegetal, o
desenvolvimento de novos agentes cicatrizantes esta concentrado em produtos que
modulam células e/ou moléculas que participam das distintas fases do reparo
tecidual (GANTWERKER; HOM, 2011; JAIN et al., 2019). Nesse contexto, muitas
pesquisas apresentam fortes evidéncias da eficacia de plantas medicinais no
tratamento de feridas cutaneas, inclusive modulando células e moléculas, com
efeitos benéficos principalmente sobre o processo inflamatério (ESTEVAO et al.,
2017; LUO et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; TESSEMA et al., 2018). Dessa forma,
diversas plantas amplamente utilizadas na medicina tradicional foram alvo de
investigacao cientifica e tiveram seu efeito cicatrizante comprovado (RIBEIRO et al.,
2018).

A Aloe vera (Babosa) € uma das ervas terapéuticas mais utilizada na
medicina tradicional desde os tempos antigos (VOGLER, 1999). Dessa forma, esse
vegetal demonstrou efeito benéfico sobre o reparo de lesdes dérmicas em modelo
animal de cicatrizacdo (ATIBA et al., 2011), sendo inclusive utilizada com eficacia
cicatrizante no tratamento de feridas em humanos (MOLAZEM et al., 2015). Atiba et
al. (2011) avaliaram o efeito da administracéo oral da A. vera em feridas excisionais
em ratos diabéticos, com foco principal em investigar o possivel mecanismo
cicatrizante dessa espécie vegetal. Os autores comprovaram que a A. vera
favoreceu o reparo de lesdes excisionais em ratos diabéticos por atuar aumentando
a expressao do VEGF e TGF-B1, fundamentais para a estimulacdo de endoteliocitos

e fibroblastos que favorecem o reparo tecidual.
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A C. langsdorffii, conhecida popularmente como copaiba, € uma planta muito
utiizada em virtude dos efeitos medicinais anti-inflamatoério, antimicrobiano e
cicatrizante. De fato, essas propriedades farmacolégicas tém estimulado
investigacdes sobre sua atividade e mecanismo associados ao reparo de lesbes de
pele (MASSON-MEYERS, 2013; PAIVA et al.,, 2002). Gushiken et al. (2017)
observaram efeito cicatrizante da C. langsdorffii em feridas cutaneas excisionais de
ratos por meio da reducéo das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a e aumento da citocina
IL-10. Uma outra espécie de copaiba, a C. paupera, favoreceu a cicatrizagdo de
feridas diabéticas em camundongos mediante diminuicdo de TNF-a e IL-1B e
aumento de IL-10, importantes efeitos que promoveram melhor organizacado das
fibras de colageno nas lesdes (AMORIM et al., 2017).

A Schinus terebinthifolius, conhecida como Aroeira, € uma planta medicinal
amplamente utilizada pela populacdo para o tratamento de feridas. Aliado as suas
propriedades bioldgicas, a S. terebinthifolius demonstra grande potencial para o
desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2013). Dessa
forma, na cicatrizacdo de feridas, Estevdo et al. (2017) reportaram que a S.
terebinthifolius possui acdo sobre o reparo de lesdes excisionais em ratos mediante
reducdo do tamanho das feridas, associado a dimunui¢céo do infiltrado de leucdcitos
(neutrdfilos e macréfagos) e da quantidade de citocinas pré-inflamatérias (TNF-q,
CXCL-1 e CCL-2). Além disso, os autores observaram maior nimero de vasos
sanguineos e na deposicéao de fibras de colageno.

A Calendula officinalis (Margarida) é utilizada tradicionalmente para o
tratamento de inUmeras doencas da pele. Em virtude disso, pesquisas foram
realizadas para determinar seu efeito cicatrizante e mecanismo de acdo. Parente et
al. (2011) demonstraram que a C. officinalis favoreceu a angiogénese de feridas
excisionais em ratas fémeas sem relacao direta com a expressdo do VEGF. Outro
mecanismo cicatrizante foi demonstrado por Hormozi et al. (2019), que observaram
que a C. officinalis estimulou a proliferacdo de fibroblastos embrionarios de
camundongos mediante aumento da expressdo de TGF-B1 e bFGF, sugerindo que
esse efeito pode melhorar a funcdo de fibroblastos e favorecer a cicatrizacdo de
feridas. Além disso, um ensaio clinico demonstrou que a pomada de C. officinalis
acelerou a cicatrizagdo de feridas cesarianas em mulheres primiparas (JAHDI et al.,
2018).
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Nesse sentido, ervas medicinais como A. vera, C. langsdorffii, S.
terebinthifolius e C. officinalis compdem os principais recursos naturais de origem
vegetal que sdo amplamente utilizados na medicina popular brasileira e que foram
alvo de estudos para determinar sua eficacia e mecanismo de acdo na cicatrizacao
de feridas. No entanto, para a A. colubrina, embora exista comprovacao da atividade
cicatrizante (PESSOA et al., 2012; PESSOA et al., 2015), os mecanismos de a¢ao
celulares e moleculares envolvidos no processo de reparo da pele permanecem
pouco estabelecidos, principalmente no contexto do processo inflamatério (RIBEIRO
et al., 2018).

2.6.1. Anadenanthera colubrina

De acordo com Altschul (1964), o género Anadenanthera € composto por
duas espécies: Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan e Anadenanthera peregrina
(L.) Speg. O autor descreve ainda duas variedades para a espécie Anadenathera
colubrina (Vell.) Brenan, a Anadenathera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul,
encontrada principalmente em regides de Caatinga, e a Anadenathera colubrina
(Vell.) Brenan var. colubrina, menos comum em regides de Caatinga e mais
presente em florestas estacionais (QUEIROZ, 2009).

A A. colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul é comumente
encontrada no bioma Caatinga brasileiro e apresenta crescimento arbustivo a
arbéreo, com até 25 m de altura (Figura 8A). Exibe casca espessa lisa e espiculada,
de coloracédo branca-acinzentada a cinza-escura, sendo avermelhada internamente
(Figura 8B). As folhas séo bipinadas, as flores brancas a amareladas e os frutos em
formato de vagens delgadas marrom-escuras, com sementes achatadas e
escurecidas (ALBUQUERQUE et al., 2007; CARTAXO et al., 2010; NASCIMENTO et
al., 2018).

Conhecida popularmente como angico, A. colubrina é comumente utilizada
para construcbes de cercas, combustivel para a culindria e madeira para o
artesanato (MONTEIRO et al., 2006a). Outras utilidades sédo de suas folhas secas
ou fenadas para alimentacdo animal, polen e néctar de flores para a producao
apicola, paisagismo, reflorestamento de terrenos (CARVALHO, 2002), curtimento de
couro pelo alto teor de tanino na casca (QUEIROZ, 2009) e, principalmente, € uma
das plantas mais citadas com efeitos medicinais em regides onde é endémica
(AGRA et al., 2007).
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Figura 8- Arvore (A) e casca do caule (B) da espécie A. colubrina. Fonte: Proprio autor, 2020.

A A. colubrina é amplamente utilizada na medicina popular e empregada na
producao de fitoterapicos para o tratamento de afeccfes respiratorias, oncolégicas,
dermatoldgicas, digestivas, infecciosas e inflamatérias (ALBUQUERQUE et al.,
2007; CARTAXO et al., 2010). Geralmente é utilizada em preparacdes de uso oral
em forma de xarope, infusdo, maceracado, decoccéo, tintura, garrafada e cha e, para
uso topico, é aplicada em forma de cataplasma e decoccédo (AGRA et al., 2007;
CARVALHO, 2002; MONTEIRO et al., 2006a; MONTEIRO et al., 2006b). A casca é
a parte mais utilizada em preparacdes medicamentosas, sendo rica em compostos
fenolicos, como os taninos e flavonoides, relacionados como o0s principais
responsaveis pelas propriedades farmacologicas atribuidas a A. colubrina (WEBER
et al., 2011).

Diversos metabolitos secundéarios sdo encontrados na A. colubrina, incluindo
alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, terpenoides e esteroides (WEBER et al.,
2011). Gutierrez-Lugo et al. (2004) reportaram flavonoides (anadantoflavona e
apigenina), terpenoides (alnusenol, B-amirina, a-amirina, lupeol, lupeona, &cido
betulinico) e esteroides (B-sitosterol e estigmasterol) em partes aéreas. A casca é
rica em compostos fendlicos (flavonoides e taninos). Os flavonoides representam
cerca de 45%, enquanto os taninos 10% do extrato da casca (MOTA et al., 2017).
Pessoa et al. (2012) identificaram na casca proantocianidinas condensadas,
leucoantocianidinas, acUcares redutores, flavonoides (glicosideos quercetinicos),

saponinas, triterpenos e esteroides.
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Os efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo da A. colubrina administrada por
via oral foram observados por Santos et al. (2013) em modelo murino de inflamagé&o
induzida por carragenina e nocicepcéao induzida por acido acético. Os autores ainda
ressaltaram que esse vegetal possui componentes ativos candidatos ao
desenvolvimento de agentes terapéuticos para inflamagdo e dor, mas os
mecanismos envolvidos devem ser melhor investigados. Guarneire et al. (2019)
também reportaram potencial anti-inflamatério do extrato de A. colubrina mediante a
a inibicdo da producdio de TNF-a e NO (Oxido Nitrico) por macréfagos in vitro.

Além dos efeitos anti-inflamatérios, foi demonstrado anteriormente que a A.
colubrina apresenta atividade antioxidante por reduzir radicais livres in vitro, sendo
essa propriedade associada a rica quantidade de taninos no vegetal (MELO et al.,
2010). Ademais, outro potencial farmacolégico importante para a A. colubrina ja
observado foi 0 seu efeito antimicrobiano, demonstrando potencial contra a bactéria
S. aureus in vitro (ARAUJO et al., 2014) e no controle e crescimento do biofilme da
bactéria P. aeruginosa (TRENTIN et al., 2013).

Nesse contexto, a A. colubrina € uma planta medicinal candidata a producéo
de fitoterdpicos, mas necessita de mais estudos farmacolégicos. Segundo Weber e
colaboradores (2011), a A. colubrina apresenta grande potencial terapéutico com
base na medicina popular, porém sdo necessarias mais investigacdes cientificas dos
mecanismos de acdo dessa espécie. Os autores afirmam que € uma planta
medicinal muito explorada do ponto de vista etnobotanico e econédmico, mas pouco
investigada farmacologicamente.

Na cicatrizacdo de feridas, o extrato da casca da A. colubrina a 5% foi
eficiente no reparo de feridas excisionais em ratos, aumentando o nimero de vasos
sanguineos (PESSOA et al., 2012), de fibroblastos e da deposi¢ao de colageno, sem
que houvessem diferencas para o percentual de reducdo da éarea das feridas
(PESSOA et al., 2015). No entanto, os estudos sobre o efeito da A. colubrina no
reparo da pele continuam escassos e 0S mecanismos cicatrizantes devem ser mais
bem explorados, com intuito de comprovar a seguranca da eficacia na cicatrizagédo

de feridas e justificar sua utilizacdo na medicina tradicional.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral
Investigar o efeito do extrato etandlico de A. colubrina na cicatrizacdo de

feridas cutaneas excisionais induzidas em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do extrato etanodlico de A. colubrina sobre:

" O grau de reducédo da area das feridas cutdneas excisionais durante o
processo de cicatrizagao;

. O infiltrado leucocitario, vascularizacao, re-epitelizacdo e deposicdo de
colageno nas lesdes;

" A atividade da Mieloperoxidase para determinacao indireta do infiltrado
de neutrdfilos nas feridas;

. A atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase para quantificacéo indireta
do infiltrado de macréfagos nas feridas;

. As citocinas proé-inflamatéria TNF-a e anti-inflamatdéria IL-10 nas lesdes
em processo de cicatrizagao.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

Cascas e entrecascas do caule de uma arvore adulta de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul (Fabaceae) foram coletadas
entre 50 e 120 cm acima do nivel do solo (MORIM, 2015) (Figura 9). A coleta foi
realizada em 25 de novembro de 2018, durante o periodo de estiagem, no municipio
de Monte Alegre de Sergipe, Sergipe, Brasil (226 m de altitude, latitude 10° 2’ 44” S
e longitude 37° 35’ 4” W). A espécie foi autenticada pelo Prof. Dr. Marcos Vinicius
Meiado, do Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), e depositada no Herbario da UFS (ASE) (Av. Marechal Rondon S/N, Séo
Cristévao-SE, 49100-000, Brasil, sob 0 n°® ASE 42361).

Figura 9- Arvore adulta da espécie A. colubrina (A) e casca do caule (B) utilizada para obtencdo
do extrato. Fonte: Préprio autor, 2018.

4.2. Obtencéo e formulacdo do extrato da casca de A. colubrina

Apébs a coleta, as cascas e entrecascas foram acondicionadas em estufa de
secagem a 40°C (x 2) por 72 horas (Figura 10A). Posteriormente, foi realizada a
reducdo das particulas em moinho de facas e pesagem, sendo obtido 1,1 kg de p6
(Figuras 10B e 10C). O material obtido foi submetido a maceracdo exaustiva em
etanol absoluto, permanecendo em contato com o solvente por 72 horas (processo

repetido por trés vezes consecutivas) (Figura 10D).
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Posteriormente, o liquido foi filtrado, resultando em 8,2 L que foi submetido a
evaporacao rotativa a 40-45°C (Fisatom®, S&o Paulo/SP, Brasil) (Figura 10E). O
extrato seco resultante foi de 338 g, com o rendimento de 30,73%, que foi embalado
em recipiente ambar e armazenado a 2-8°C (Figura 10F). Para a formulacéo topica,
5 g do extrato seco foi diluido em 100 mL de veiculo contendo Dimetilsulféxido
(DMSO) a 2% em Propilenoglicol (PG), resultando no Extrato Etandlico de A.
colubrina a 5% (EEAc 5%) (GAO et al., 2015; PESSOA et al., 2012).

Al

=

Figura 10- Processo de obtencdo do extrato de A. colubrina. Secagem (A), moagem (B), p6
obtido (C), maceracédo exaustiva (D), evaporacao rotativa (E) e obtenc&o do extrato seco (F). Fonte:
Laboratorio de Ensaios Farmacéuticos e de Toxicidade da UFS, 2019.

4.3. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus), fémeas, nao
prenhes, higidas, pesando entre 25-30 g e com 8-12 semanas de idade. Os animais
foram mantidos individualmente em gaiolas de polipropileno, com 21 + 2°C de
temperatura, 60 + 5% de umidade e ciclo de 12 horas claro/escuro, além de
alimentacdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais seguiram as
diretrizes adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA), sendo o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFS sob o n° de protocolo 07/2019 (Anexo ).
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4.4. Inducéo da ferida excisional

Antes da realizagdo do experimento, os animais foram submetidos a um
periodo de sete dias para ambientacdo (ALKAFAFY et al., 2014). Foram utilizadas
como medicacdes anestésicas quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.).
Foi realizada tricotomia da regido dorsotoracica, seguida de antissepsia com
clorexidina alcoodlica a 0,5%. Posteriormente, a excisdo cutanea foi produzida de
forma circular com punch metalico de 6 mm (Figura 11) (CANESSO et al., 2014;
PESSOA et al., 2012).

9)

Figura 11- Modelo experimental de excisdo cutanea circular com punch metalico de 6 mm.
Fonte: Préprio autor, 2020.

4.5. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos: salina estéril a
0,9% (controle), DMSO a 2% em PG (veiculo) ou EEAc 5%. Os tratamentos foram
realizados imediatamente apds a confeccao das feridas e a cada 24 horas, durante
14 dias, sendo a quantidade determinada por 30 uL (1,5mg de EEAc/ferida/dia). Os
animais foram eutanasiados para a coleta do tecido em funcdo do tempo de
cicatrizagéo nos dias 1, 3, 7 e/ou 14 (Figura 12).

A concentracdo do tratamento foi escolhida considerando estudos anteriores
com o extrato da casca de A. colubrina a 5% na cicatrizacdo de feridas cutaneas em
ratos (PESSOA et al., 2012; PESSOA et al., 2015). Associado a isso, foi realizado
experimento piloto com a A. colubrina a 5% e 10%, obtendo melhores taxas de
contracdo das feridas a 5% (dados ndo mostrados) e optando por utilizar essa

concentracéo para reduzir a utilizagcao de animais de experimentagéao.



42

*\5

COLETA DAS FERIDAS EM CICATRIZA(;ﬁO

INicIo D1 D3 D7 D14
\'4 A4 A4 Vv \'J
7 DIAS v l i l v l I l l . 4 l l
A A A A A A
DO D3 D5 D7 D10 D14
A4
AMBIENTACAO INDUCAO DA FERIDA AREA DAS FERIDAS EM ucmmzngﬁo

D!

oy

Lo

Figura 12- Delineamento experimental. Os animais foram ambientados 7 dias antes da indug&o das
lesdes, os tecidos coletados nos dias 1, 3, 7 e/ou 14 (realce preto), as feridas mensuradas nos dias 0,
3,5, 7, 10 e 14 (realce azul) e o tratamento tépico realizado a cada 24 horas (setas vermelhas),

durante 14 dias. D= dia. Fonte: Pr6prio autor, 2020.

4.6. Avaliacédo das feridas

4.6.1. Area da ferida em cicatrizagdo

As feridas foram mensuradas através de paquimetro digital nos dias 0 (ferida

inicial), 3, 5, 7, 10 e 14 (n=7/grupo) (Figura 12). Foi calculada a area da ferida de

acordo com a equacdo: Area da ferida (mm2) =m.R.r, onde 1= 3,1416, R= raio

cranio-caudal e r= raio latero-lateral (RAMSEY et al.,

1995). Todas as feridas foram

fotografadas nos tempos mencionados, com 0s animais contidos manualmente e

camera fixada a distancia padrédo de 10 cm, a fim de realizar comparacgdes entre os

grupos e os tempos de cicatrizacao.
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4.6.2. Coleta de tecido

Os animais foram eutanasiados com sobredose de quetamina (300 mg/kg,
i.p.) e xilazina (30 mg/kg, i.p.) e submetidos a coleta de fragmentos de pele com o
auxilio de punch de 8 mm, incluindo a area integra e da lesdo (CANESSO et al.,
2014). Os tempos de coleta foram escolhidos com base em estudos anteriores
(CANESSO et al., 2014; ESTEVAO et al., 2017) e priorizando 0s tempos que
correspondem a fase inflamatoria da cicatrizacdo para mensuracdo de MPO e NAG
(1°, 3° e 7° dia) e quantificacdo de TNF-a e IL-10 (1° e 3° dia) (n=5-7/tempo/grupo).
Ademais, a andlise dos parametros histoldégicos (n=5/grupo) foi realizada com
objetivo de verificar a qualidade da cicatriz ao final do experimento (14° dia). Afora
isso, houve criteriosa escolha dos tempos em virtude de aspectos éticos, com intuito

de reduzir a utilizacdo de animais de experimentacédo (SAMI et al., 2019).

4.6.3. Avaliacao histologica

Para a avaliacdo histoldgica, os tecidos foram seccionados ao meio em dois
fragmentos, permanecendo a cicatriz da ferida centralizada. Posteriomente, 0s
tecidos foram desidratados em 4&lcool, diafinizados em xilol, impregnados em
parafina (60°C) e cortados em micrétomo (5 ym). Foram preparadas laminas em
duplicata para coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromo de Masson. Os
cortes foram observados em 10 areas diferentes ao microscépio Optico (Nikon,
Japao) e as imagens captadas por camera digital (coolpix 4500, Roper Scientific,
Japdo). As andlises foram realizadas por dois individuos de maneira cega e
utilizando uma escala de 0 a 3, conforme adaptacéo realizada a partir de Estevao et
al. (2019), para: infiltrado leucocitario, vascularizacéo, re-epitelizacdo e deposicao de

colageno, onde: 0- ausente, 1- leve, 2- moderado e 3- acentuado (Apendice ).

4.6.4. Mensuracgéo da atividade da Mieloperoxidase

Foi realizada a quantificagcdo da atividade de Mieloperoxidase (MPO) para
avaliacdo indireta do infiltrado de neutrofilos. Os tecidos foram homogeneizados em
Tampao Fostato de Sédio (PBS) e Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (HTAB) a
0,5%, na proporcdo de 1mL/100mg de tecido. Apds isso, as amostras foram
centrifugadas por 2 minutos a 14000 rpm. Foram utilizados 20 pL de sobrenadante
para a reacdo juntamente com 200 pL da solugdo de O-dianisidina e, por fim, a

absorbancia das amostras foi determinada em 460 nm (BRADLEY et al., 1982).
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4.6.5. Mensuracgéo da atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase

Para a determinacdo indireta do infiltrado de macréfagos nas lesdes, foi
realizada a quantificacdo da atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). As
amostras foram homogeneizadas em tampédo de extracdo de citocinas (PBS
contendo coquetel de inibidor de protease, Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF),
Cloreto de sédio (NaCl), Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) e Tween 20) e
centrifugadas. O pellet foi ressuspendido em Buffer e homogeneizado, sendo
adicionado em seguida o NaCl 0,2% e NaCl 1,6% com glicose 5%. Em seguida, foi
realizada homogeneizacéo, centrifugacdo e ressuspensao do pellet em NaCl 0,9% e
Triton x-100 0,1% (1:1). O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de NAG
juntamente com 0,767 mg/mL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida. A placa,
contendo o substrato e as amostras, foi incubada a 37°C por 30 minutos e, ap0s
isso, a reacao foi parada com tampé&o contendo glicina 0,2 M. As amostras foram
analisadas em 405 nm. Por fim, o resultado foi normalizado pelo peso do tecido e
expresso em Densidade Optica (OD) (BAILEY, 1988).

4.6.6. Quantificacao de citocinas
As amostras foram homogeneizadas em tampao de extracdo de citocinas
(PBS contendo coquetel de inibidor de protease, PMSF, NaCl, EDTA e Tween 20) e
centrifugadas. Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo das
citocinas TNF-a e IL-10 por kits para ELISA de acordo com o protocolo do fabricante
(Peprotech®, USA).

4.7. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
ANOVA de uma ou duas vias e poés-teste de Bonferroni. As analises foram
realizadas no GraphPad Prism 8 e os dados expressos como média = Erro Padrao
da Média (EPM) ou mediana e intervalo interguartil para os escores dos parametros

histol6gicos. Por fim, os resultados de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do EEAc 5% sobre a area das feridas cuténeas excisionais

As areas das feridas tratadas com o EEAc 5% foram significativamente
menores (p<0,001) nos tempos de 3 (10,47 mm? + 0,31), 5 (5,97 mm? £ 0,16) e 7
dias (4,42 mmz2 £ 0,31), quando comparadas as lesdes tratadas com controle (14,92
mm2 + 0,98, 11,42 mm? £ 0,99 e 11,01 mm?2 £ 0,81, respectivamente) ou veiculo
(15,15 mm2 £ 1,41, 10,50 mmz2 £ 0,26, e 9,12 mm? £ 0,65, respectivamente) (Figura
13).
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Figura 13- Efeito do EEAc 5% sobre a area das feridas cuténeas excisionais induzidas em
camundongos. Os animais foram tratados topicamente e divididos em grupos: Controle (salina
0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato Etandlico de A. colubrina 5%). A area das
lesBes foi determinada mediante a equacdo Area da ferida (mm2) = r.R.r. (esquerda) e representada
em fotografias (direita) nos tempos de 0, 3, 5, 7, 10 e 14 dias. D= Dia. n= 7 por grupo. Resultados
expressos como média + EPM, analisados pela ANOVA de duas vias e p0Os-teste de Bonferroni.
Dados com ***p<0,001 e ###p<0,001 sédo considerados significativos quando comparados ao controle
ou veiculo, respectivamente.
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5.2. Efeito do EEAc 5% sobre os parametros histolégicos das lesdes

As lesdes do 14° dia de cicatrizacdo foram avaliadas em escores para
infiltrado leucocitario, vascularizacao, re-epitelizacdo e deposicao de colageno. Nao
foram observadas diferencas para infiltrado leucocitario, vascularizacdo e re-
epitelizagéo entre os tratamentos. No entanto, observou-se aumento na deposicao
de colageno (p<0,01) em feridas tratadas com EEAc 5%, quando comparadas ao
controle ou veiculo (Tabela 1 e Figura 14).

Tabela 1- Efeito do EEAc 5% sobre os parametros histolégicos das feridas cutaneas
excisionais induzidas em camundongos.

Grupo Parametro Histolégico (Escore 0-3)
Infiltrado Vascularizacdo Re-epitelizacdo Deposicao de
Leucocitario Colageno
Controle 1,30 (0,30) 1,95 (0,50) 2,30 (0,45) 1,8 (0,50)
Veiculo 1,35 (0,27) 1,77 (0,74) 2,45 (0,79) 1,7 (0,20)
EEAC 5% 1,25 (0,52) 2,35 (1,45) 2,30 (0,71) 2,5 (0,20)2

Os animais foram tratados topicamente e divididos em grupos: Controle (salina 0,9%), Veiculo
(DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato Etandlico de A. colubrina 5%). Os tecidos foram coletados
ao 14° dia de cicatrizagdo para determinagdo, mediante escores, do infiltrado leucocitario,
vascularizagéo, re-epitelizagdo e deposi¢do de colageno. n= 5 por grupo. Resultados expressos como
mediana e intervalo interquartil, analisados pela ANOVA de uma via e pés-teste de Bonferroni. Dados
com a= p<0,01 ou b= p<0,01 sdo considerados significativos quando comparados ao controle ou
veiculo, respectivamente.
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Veiculo Controle Pele intacta

EEAC 5%

Figura 14- Representacdo do efeito do EEAc 5% sobre os paradmetros histoldgicos das feridas
cutaneas excisionais induzidas em camundongos. Os animais foram tratados topicamente e
divididos em grupos: Controle (salina 0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato
Etandlico de A. colubrina 5%). Os tecidos foram coletados ao 14° dia de cicatrizagdo para analise
histolégica e as fotomicrografias, coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromo de Masson
(MASSON), em aumento de 100x (100um), representam a Pele intacta e os grupos Controle, Veiculo
e EEAc 5%, respectivamente. D- Derme; E- Epiderme; FC- Foliculo Capilar; Q- Queratina; TM- Tecido
Muscular.
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5.3. Efeito do EEAc 5% sobre a atividade de MPO nas feridas

A atividade da enzima MPO foi avaliada nos dias 1, 3 e 7 em todos 0S grupos
para determinar o infiltrado de neutrofilos nas feridas. Foi observada reducéo
significativa nas les@es tratadas com EEAc 5% no tempo de 3 dias (7,90 uMPO/mg
de tecido + 1,12), quando comparadas ao controle (14,08 uMPO/mg de tecido +
3,81, p<0,01) ou veiculo (15,92 uMPO/mg de tecido * 4,46, p<0,001) (Figura 15).
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Figura 15- Efeito do EEAc 5% sobre a atividade de Mieloperoxidase nas feridas cuténeas
excisionais induzidas em camundongos. Os animais foram tratados topicamente e divididos em
grupos: Controle (salina 0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato Etandlico de A.
colubrina 5%). As lesdes foram coletadas nos dias 1, 3 e 7 para verificar a atividade da enzima MPO,
representada em uMPO/mg de tecido. n= 5-7 por grupo e tempo. Resultados expressos como média
+ EPM, analisados pela ANOVA de duas vias e pés-teste de Bonferroni. Dados com **p<0,01 ou
###p<0,001 sdo considerados significativos quando comparados ao controle ou veiculo,
respectivamente.
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5.4. Efeito do EEAc 5% sobre a atividade de NAG nas feridas

A quantificagdo da enzima NAG foi avaliada nos dias 1, 3 e 7 de todos os
grupos para determinar o infiltrado de macréfagos nas feridas. Para tanto, foi
observado aumento significativo nas lesGes tratadas com EEAc 5% no tempo de 7
dias (1,16 NAG OD = 0,10), quando comparadas ao controle (0,64 NAG OD = 0,03,
p<0,001) ou veiculo (0,73 NAG OD * 0,03, p<0,001) (Figura 16).
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Figura 16- Efeito do EEAc 5% sobre a atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase nas feridas
cutaneas excisionais induzidas em camundongos. Os animais foram tratados topicamente e
divididos em grupos: Controle (salina 0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato
Etandlico de A. colubrina 5%). As lesBes foram coletadas nos dias 1, 3 e 7 para verificar a atividade
da enzima NAG, representada em OD. OD= Densidade Otica. n= 5-7 por grupo e tempo. Resultados
expressos como média + EPM, analisados pela ANOVA de duas vias e pés-teste de Bonferroni.
Dados com ***p<0,001 ou ###p<0,001 sdo considerados significativos quando comparados ao
controle ou veiculo, respectivamente.



50

5.5. Efeito do EEAc 5% sobre a quantidade de TNF-a nas lesfes

Para a avaliacdo do perfil pré-inflamatorio foi realizada a quantificagdo de
TNF-a nas lesdes em cicatrizacdo para ambos 0s grupos nos tempos de 1 e 3 dias.
Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas para a quantidade de TNF-

a nas feridas tratadas com o EEAc 5% (Figura 17).
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Figura 17- Efeito do EEAc 5% sobre a quantidade de TNF-a nas feridas cuténeas excisionais
induzidas em camundongos. Os animais foram tratados topicamente e divididos em grupos:
Controle (salina 0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato Etandlico de A. colubrina
5%). As lesBes foram coletadas nos dias 1 e 3 para quantificagdo de TNF-a tecidual, que esta
representada em pg/mg de proteina. n= 5-7 por grupo e tempo. Resultados expressos como média +
EPM, analisados pela ANOVA de duas vias e p6s-teste de Bonferroni.
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5.6. Efeito do EEAc 5% sobre a quantidade de IL-10 nas lesfes

Para a avaliacao do perfil anti-inflamatério foi realizada a quantificacdo de IL-
10 nas lesbes em cicatrizacdo para todos 0s grupos nos tempos de 1 e 3 dias. Foi
observado aumento significativo (p<0,01) de IL-10 no tempo de 3 dias em feridas
tratadas com EEAc 5% (86,92 pg/mg de proteina + 3,63), quando comparadas ao
controle (67,09 pg/mg de proteina + 4,31) ou veiculo (66,95 pg/mg de proteina *
5,33) (Figura 18).
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Figura 18- Efeito do EEAc 5% sobre a quantidade de IL-10 nas feridas cuténeas excisionais
induzidas em camundongos. Os animais foram tratados topicamente e divididos em grupos:
Controle (salina 0,9%), Veiculo (DMSO 2% em PG) ou EEAc 5% (Extrato Etandlico de A. colubrina
5%). As lesBes foram coletadas nos dias 1 e 3 para quantificacdo de IL-10 tecidual, que esta
representada em pg/mg de proteina. n= 5-7 por grupo e tempo. Resultados expressos como média +
EPM, analisados pela ANOVA de duas vias e p0s-teste de Bonferroni. Dados com **p<0,01 ou
##p<0,01 sdo considerados significativos quando comparados ao controle ou veiculo,
respectivamente.
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6.  DISCUSSAO

O modelo de ferida cutanea excisional em camundongos foi utilizado nesse
estudo com o intuito de avaliar o efeito do extrato de A. colubrina em lesdes agudas
gue permitem determinar o grau de fechamento mediante a cicatrizacdo por segunda
intenc&o (SAMI et al., 2019; THAKUR et al., 2011). Embora tenha sido observado
que animais tratados com o EEAc 5% apresentaram reducdo precoce da area das
feridas excisionais nos tempos de 3, 5 e 7 dias de cicatrizacdo, é importante
ressaltar que a traducao desses resultados de camundongos para humanos ainda é
guestionavel (SEOK et al., 2013). Nesse sentido, ainda, o0 modelo experimental de
ferida excisional em camundongos se limita em virtude de o reparo ocorrer
principalmente por contracdo, enquanto em humanos se da por re-epitelizacéo
(SAMI et al., 2019).

Sabe-se que diversas condicbes podem interferir na cicatrizagdo de feridas e
tais fatores devem ser avaliados criteriosamente no estudo de agentes cicatrizantes
em modelos experimentais. Nesse estudo, foram utilizados animais adultos,
ambientados e com bom estado nutricional (ALKAFAFY et al., 2014
GANTWERKER; HOM, 2011; OGUNTIBEJU, 2019). Ademais, optou-se pela
utilizacdo de camundongos fémeas em virtude do comportamento harmonioso para
minimizar o estresse, considerando ainda trabalhos anteriores que utilizaram fémeas
e obtiveram bons resultados (ALKAFAFY et al., 2014; GAO et al., 2015). Embora o
sexo seja um fator limitante nesse estudo, visto que o0s estrogenos auxiliam no
reparo tecidual (ROUTLEY; ASHCROFT, 2009), ainda existe controvérsias sobre o
efeito do sexo na cicatrizacao de feridas (ENGELAND et al. 2009).

Pessoa et al. (2015) avaliaram o efeito do extrato da casca de A. colubrina a
5% na cicatrizacdo de feridas excisionais cutaneas de ratos e ndo observaram
diferencas na contracdo da area das lesGes. Por outro lado, Lima et al. (2006)
encontraram reducdo na area das feridas de ratos tratados com o Sanativo®, um
fitoterapico composto pela associacdo de A. colubrina, S. terebinthifolius, Physalis
angulata (Camapu) e Cereus peruvianus (Mandacaru). No entanto, € importante
ressaltar que o efeito do Sanativo® se deve a associacao das plantas mencionadas
e ndo confirma que A. colubrina, especificamente, foi a responsavel pelo efeito
cicatrizante. A S. terebinthifolius, presente no Sanativo®, por exemplo, apresenta
efeito sobre o fechamento precoce de feridas excisionais em camundongos
(ESTEVAO et al., 2017).
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O EEAc 5% reduziu a &rea das feridas excisionais em determinado periodo de
cicatrizagdo, mas ndo acelerou o reparo em relacdo aos grupos controle e veiculo
até o final do tempo de experimento (14 dias). Particularmente, verificou-se uma
atividade predominante no periodo que corresponde a duracéo da fase inflamatéria
(3°, 5° e 7° dia), que pode ser explicada em virtude da propriedade anti-inflamatéria
da A. colubrina (SANTOS et al, 2013). Pereira et al. (2016) utilizaram
polissacarideos totais da casca de Caesalpinia férrea (Pau-ferro) em modelo de
ferida excisional em ratos e verificaram reducdo na area das lesbes nos dias 2, 5, 7
e 10, sem que houvessem diferencas ao 14° e 21° dias. Os autores destacaram que
os efeitos concentrados na fase inflamatéria podem ser justificados pela modulacéo
de mediadores inflamatérios como TNF-q, IL-13, NO e TGF-.

Embora seja comum a mensuracao da area das feridas para verificar o efeito
no reparo de feridas, este parametro isolado nédo esclarece a eficacia dos agentes
cicatrizantes (PAZYAR et al., 2014). Diante disso, foi avaliada a qualidade do reparo
das feridas ao final do experimento (14 dias) em animais tratados com EEAc 5%
mediante analise histologica. Nesta, verificou-se aumento na deposicdo e
organizacdo do colageno, sem que houvessem diferencas para os parametros de
infiltrado de leucdcitos, vascularizacdo e re-epitelizacdo. Manzoureh e Farahpour
(2020) observaram aumento na deposicdo de colageno no tratamento tépico com o
extrato hidroetandlico de Trifolium pratense em feridas excisionais de ratos. Os
autores ressaltaram que esse efeito favoreceu o processo de cicatrizacdo, pois
estimulou o avanco da proliferacdo para o remodelamento.

Estudos anteriores utilizando a A. colubrina a 5% no tratamento de feridas
cutaneas excisionais de ratos demonstraram alteracdes histoldgicas nas lesdes que
comprovam efeitos importantes dessa espécie na cicatrizacdo de feridas. Pessoa et
al. (2012) verificaram maior numero de vasos sanguineos ao 7° e 14° dia, mas néo
ao 21° dia. Em 2015, Pessoa e colaboradores observaram aumento na deposicao de
coldgeno ao 14° dia de cicatrizacdo. Assim, embora ndo tenha sido verificado efeito
sobre a vascularizagdo nesse estudo, o EEAc 5% foi eficaz no aumento da
deposicdo de colageno das feridas. Nesse sentido, a A. colubrina parece estar
envolvida na otimizacdo das etapas iniciais do processo de cicatrizacdo, permitindo
uma adequada e benéfica transicdo entre as fases de inflamacdo, proliferacdo e

remodelamento, resultando na formacéo de feridas de melhor qualidade ao 14° dia.
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Considerando o efeito do EEAc 5% sobre a area das feridas, optou-se por
mensurar os biomarcadores celulares MPO e NAG, utilizados comumente para
verificar o acumulo de neutréfilos e macrofagos no reparo de feridas,
respectivamente (BARCELOS et al., 2005). Dessa forma, o infiltrado de neutrofilos
foi verificado indiretamente por quantificacdo da atividade da MPO, uma enzima
presente em grande concentragdo nos granulos desses leucocitos (BRADLEY et al.,
1982). Ja o infiltrado de macrdéfagos foi determinado indiretamente pela mensuracéo
da atividade de NAG, uma enzima presente no lisossomo de macrofagos ativados
(BAILEY, 1988). Os tipos celulares foram quantificados no 1° 3° e 7° dias,
considerando o comportamento fisiolégico e a cinética do infiltrado dessas células
em feridas excisionais (CANESSO et al., 2014; ESTEVAO et al., 2017).

Os neutrdfilos séo leucacitos relacionados a inflamacfes descontroladas e
reparo tecidual prejudicado (BARRIENTOS et al.,, 2008; LAROUCHE et al., 2018;
PHILLIPSON; KUBES, 2019), podendo ser dispensaveis e desfavoraveis ao reparo
(DOVI et al., 2003). No entanto, ainda assim, é importante ressaltar que o papel dos
neutréfilos deve levar em consideracdo o tipo de ferida, pois podem ser
fundamentais para o reparo de les@es infectadas (BRUBAKER et al., 2011). No
presente trabalho, observou-se aumento gradual do infiltrado de neutréfilos do 1° ao
3° dia, reduzindo ao 7° dia de cicatrizacdo. No 3° dia, onde verificou-se 0 pico
neutrofilico, as feridas tratadas com o EEAc 5% apresentaram reduzida atividade de
MPO, sugerindo uma reducdo na infiltracdo de neutréfilos que correlaciona
diretamente com a cicatrizacao precoce das lesdes excisionais no inicio do reparo.

Efeitos de produtos naturais sobre a reducdo da atividade de MPO e,
consequentemente, o infiltrado de neutréfilos em feridas, foi observado
anteriormente por McLennan et al. (2008) estudando o efeito da prépolis por via
topica em lesdes diabéticas de ratos. Os autores verificaram que o0 aumento
persistente de MPO nas lesdes controle (PBS) foi atenuado pela propolis,
caracterizando uma reducgdo do infiltrado de neutrofilos que contribuiu para maior
taxa de fechamento das feridas. Além disso, Corréa et al. (2017) estudaram o efeito
da propolis oral sobre a cicatrizagdo de feridas cutaneas excisionais em
camundongos e demonstraram que o tratamento suprimiu o processo inflamatério e
promoveu melhor reparo tecidual mediante o rapido fechamento das lesées, menor
infiltrado de neutréfilos e macréfagos e redugédo de fatores pro-inflamatérios como
TGF-B, TNF-a e IL-6.
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Os macréfagos sao indispensaveis para a cicatrizacdo, pois com sua
deplecdo em camundongos foi observado reduzido grau de contracao, deficiente re-
epitelizacdo, deposicdo de colageno e angiogénese e aumento de neutroéfilos
(GOREN et al., 2009; MIRZA et al., 2009). No entanto, os perfis de polarizacédo dos
macréfagos devem ser considerados, pois em feridas crénicas ocorre a persisténcia
do perfil M1, enquanto o M2 se torna responsavel pela resolucdo tecidual
(HESKETH et al., 2017; KLINKERT et al., 2017; KRZYSZCZYK et al., 2018). Neste
trabalho foi evidenciado aumento gradual da atividade de NAG do 1° ao 3° dia em
todos os grupos. Porém, embora ocorra reducdo ao 7° dia nos grupos controle e
veiculo, os niveis se mantiveram elevados no grupo EEAc 5%. Sugere-se que esse
aumento de macrofagos em periodo tardio de cicatrizagcdo auxiliou no processo de
reparo, pois 0 ambiente € tipicamente rico em macrofagos anti-inflamatérios
(KRZYSZCZYK et al., 2018).

Daley et al. (2010) demostraram que no dia 1 de reparo da ferida cerca de
85% dos macréfagos expressam genes do fenétipo M1 e apenas 15% expressam
genes do fendtipo M2. A medida em que o processo de cicatrizagdo avanca, por
volta de 7 dias ap6s a lesdo, as concentracbes de macrofagos com genes do
fenétipo M1 reduzem para 20%, enquanto a ferida passa a ser composta por 80% de
células com genes do fen6tipo M2. Uma teoria semelhante foi proposta por Reis et
al. (2017), que verificaram cicatrizacdo precoce de feridas excisionais em ratos
tratados com Lipoxina A4 associada ao aumento do infiltrado de macréfagos e
elevacdo da IL-4 ao 14° dia. Os autores sugeriram que ocorreu melhora no reparo
das feridas devido ao aumento do infiltrado por macréfagos de perfil anti-inflamatorio
e produtores de IL-4.

Além disso, outro ponto a se ressaltar € que a reducdo de neutréfilos no sitio
inflamatoério por eferocitose estimula a polarizacdo de macréfagos M2, sendo um
evento fundamental para que ocorra o reparo da ferida (HESKETH et al., 2017).
Entéo, sugere-se que o efeito do EEAc 5% na reducdo de neutrofilos, observado ao
3° dia de reparo, pode aumentar a concentracdo de macrofagos anti-inflamatorios na
ferida. Contudo, para a confirmacédo do efeito do EEAc 5% sobre os perfis de
macrofagos na cicatrizacdo de feridas excisionais em camundongos, seriam
necessarias novas investigagées de marcadores para a polarizacdo de macrofagos,
como a quantificacdo do receptor de manose-1 e éxido nitrico sintase induzida, para
M1, e arginase-1, para M2 (NEGREIROS-LIMA et al., 2020).
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Sabe-se que muitos produtos naturais apresentam atividade anti-inflamatoria
gue beneficiam o processo de cicatrizagédo, seja por inibicdo da producao de fatores
pré-inflamatérios, como o TNF-a, e/ou estimulacdo da sintese de mediadores anti-
inflamatorios, como a IL-10 (RIBEIRO et al., 2018). Assim, para explorar ainda mais
o efeito do EEAc 5% na cicatrizagdo de feridas, particularmente sobre o processo
inflamatorio, investigou-se as concentracdes das citocinas TNF-a, classicamente
pré-inflamatéria, e IL-10, tipicamente anti-inflamatoria. Os tempos de 1 e 3 dias
foram escolhidos por se tratarem de um periodo intimamente relacionado a fase
inflamatéria e de acordo com a cinética dessas citocinas na cicatrizacao de feridas
(CANESSO et al., 2014). Sendo assim, nao foi observado efeito do EEAc 5% sobre
a quantidade de TNF-a, mas houve aumento significativo da quantidade de IL-10 ao
3° dia de reparo.

Apbs a leséo tecidual, o TNF-a é produzido imediatamente por endotelidcitos,
queratindcitos e fibroblastos, e mais tarde por neutréfilos e macréfagos recrutados
(MAST; SCHULTZ, 1996). Essa molécula potencializa a inflamacdo mediante a
ativacdo do Fator de Transcricdo Nuclear-kB (NF-kB) e producdo de inumeros
mediadores pro-inflamatérios como a IL-13, IL-6 e o préprio TNF-a (NOSENKO et
al., 2019). Dessa forma, foi demonstrado anteriormente que feridas excisionais de
ratos diabéticos apresentam aumento da expressdao de TNF-a. Adicionalmente,
guando administrado um inibidor de TNF-a local (etanercepte), foi observado
aumento na taxa de fechamento das feridas. Sendo assim, niveis elevados de TNF-a
sdo classicamente conhecidos por prejudicar a cicatrizagdo de feridas diabéticas,
sendo a inibicdo dessa molécula um possivel alvo terapéutico (HUANG et al., 2019).

A IL-10 é produzida durante o reparo tecidual e consiste em um mediador do
processo de cicatrizacdo em virtude dos efeitos anti-inflamatérios e pro-resolutivos
(PERANTEAU et al., 2008). A IL-10 tem sido relacionada ao processo regenerativo
da pele que ocorre na vida fetal (LIECHTY et al., 2000), sendo uma citocina de perfil
anti-inflamatoério que, além de reduzir a inflamacéo, promove um ambiente propicio a
polarizacdo de macréfagos M2 (PERANTEAU et al.,, 2008). Semelhante as
propriedades observadas nesse estudo para o EEAc 5%, Amorim et al. (2017)
investigaram o efeito da oleorresina de C. paupera (Copaiba) em feridas excisionais
diabéticas de camundongos e encontraram reducdo do tamanho das feridas e
aumento na deposi¢do de colageno associados a maior quantidade de IL-10 nas

lesdes, quando comparadas ao tratamento com a colagenase.
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Os efeitos cicatrizantes de plantas medicinais estdo intimamente associados a
presenca dos compostos secundarios produzidos pelo metabolismo vegetal como os
flavonoides, polifendis, proantocianidinas, alcaloides, terpenoides e esterdides, que
geralmente induzem resposta anti-inflamatoéria (ATAIDE et al., 2017; RIBEIRO et al.,
2018). A Punica granatum (Roma), por exemplo, € rica em taninos, principais
metabdlitos associados as suas propriedades cicatrizantes (ARUN et al., 2012). No
reparo de feridas, o extrato da flor da P. granatum promoveu diminuicdo na area e
aumento de colageno em feridas térmicas em ratos, quando comparadas as lesdes
tratadas com a sulfadiazina de prata (NASIRI; HOSSEINIMEHR, 2017). Por outro
lado, para a C. officinalis (Margarida), os triterpenos, saponinas e flavonoides séo
tidos como responsaveis pelos efeitos antiedematoso, anti-inflamatorio, antioxidante
e cicatrizante (AHMED et al., 2003; LEACH, 2008).

Os flavonoides s&o o0s principais compostos de vegetais que induzem
resposta anti-inflamatéria, principalmente em virtude de suas propriedades
antioxidantes (RIBEIRO et al., 2018). Para a A. colubrina, os efeitos cicatrizantes
podem estar associados a presenca dos metabdlitos secundarios mais abundantes
em sua casca, como os flavonoides e taninos (MOTA et al., 2017). Os taninos, como
as proantocianidinas, tém demonstrado efeitos benéficos sobre a cicatrizacao
cutanea, particularmente na regulagdo da transcricdo génica e expressao do VEGF,
fundamental para a angiogénese (KHANNA et al., 2001; KHANNA et al., 2002).
Contudo, além dos taninos e flavonoides, a casca de A. colubrina apresenta
saponinas, triterpenos e esteroides (PESSOA et al.,, 2012), que comumente
contribuem para atenuar o processo inflamatério e beneficiar a cicatrizacdo (ATAIDE
et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; WEBER et al., 2011).
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7.  CONCLUSAO

O EEAc 5% foi eficaz na cicatrizagdo de feridas excisionais em camundongos
mediante os efeitos de reducdo da area e do infiltrado de neutréfilos, aumento do
infiltrado de macrofagos, da citocina anti-inflamatéria IL-10 e da deposicdo de

colageno nas lesdes.
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8.  CONSIDERACOES FINAIS

Sugere-se que a A. colubrina estd envolvida na reducdo do processo
inflamatorio que pode prejudicar a cicatrizacao de feridas. Nesse sentido, espera-se
investigar outros aspectos relacionados a propriedade cicatrizante da A. colubrina,
como 0s compostos bioativos presentes e responséveis pelo reparo tecidual e seu
efeito sobre outros modelos de lesbes cutaneas mais desafiadoras, como as feridas
térmicas, diabéticas e infectadas. Ademais, é fundamental determinar o efeito da A.
colubrina sobre a modulacdo de outras células, como mastécitos, fibroblastos e
queratinécitos, e moléculas, como IL-183, IL-6, IL-17, IL-4, VEGF e TGF-B.
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11. APENDICE |
Padronizacdo para a analise histoldgica de feridas

excisionais induzidas em camundongos

a) Infiltrado leucocitario: avaliacdo do infiltrado leucocitario em cortes corados com HE
utilizando a objetiva de 40x

Escore Descricao
0 Ausente- auséncia de células inflamatorias
1 Leve- presenca de algumas células inflamatdrias, com 1-5 leucdcitos/campo
2 Moderado- muitas células inflamatérias, com 6-10 leucdcitos/campo
3 Acentuado- presenca exacerbada de células inflamatorias, com >10 leucécitos/campo

b) Vascularizacdo: avaliacdo da quantidade de vasos sanguineos em cortes corados com
HE utilizando a objetiva de 40x

Escore Descricao
0 Ausente- 1-2 vasos/campo
1 Leve- com 3-4 vasos/campo
2 Moderado- 4-5 vasos/campo
3 Acentuado- >5 vasos/campo

c) Re-epitelizacdo: avaliagcdo da nova camada epitelial formada nos cortes corados com
HE utilizando a objetiva de 10x

Escore Descricao
0 Ausente- auséncia de re-epitelizagédo
1 Leve- re-epitelizacéo parcial (lingua epitelial ocupando até 1/3 da lacuna da ferida)
2 Moderado- re-epitelizacao parcial (lingua epitelial ocupando > 1/3 da lacuna da ferida)
3 Acentuado- completa re-epitelizacdo (lingua epitelial cobre toda a lacuna da ferida)

d) Deposicdo de colageno: avaliagdo da quantidade de colageno depositada nos cortes
corados com Tricromo de Masson utilizando a objetiva de 40x

Escore Descricao
0 Ausente- auséncia da deposicao de fibras colagenas
1 Leve- incompleta deposicéo de colageno (muitos fibroblastos, fibras de colageno finas e

baixa densidade)

2 Moderado- completa deposicao de colageno (muitos fibroblastos, fibras de colageno finas
e alta densidade)

3 Acentuado- completa deposicéo de colageno (poucos fibroblastos, fibras de colageno
espessas e organizadas, resultando em altissima densidade)

Fonte: Adaptado de ESTEVAO et al. (2019).



