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RESUMO

O uso de plantas medicinais remonta a antiguidade. Com o advento da ciéncia
moderna, varios compostos quimicos dessas plantas foram identificados e suas
aplicagdes e eficacias comprovadas. No entanto, existem muitas plantas medicinais
usadas por populares em diversas partes do mundo ainda pouco investigadas. Dentre
essas espécies, encontra-se a Garcinia brasiliensis, planta de porte arbéreo nativa da
Ameérica do Sul, conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias e antitumorais e
estudada em algumas condigbes clinicas. Nesse trabalho, o objetivo foi identificar
alguns compostos do metabolismo secundario da G. brasiliensis, testar a atividade
antioxidante e citotoxicidade de solucdes extrativas da planta, bem como, avaliar
essas solugcdes em lesdo cutanea ainda pouco explorada, em modelos in vivo e in
vitro. Para isso, folhas de espécime da G. brasiliensis foram coletadas, secadas e
trituradas para serem infundidas em etanol 70%. Apds retirada do etanol dessa
solugao extrativa foi obtido o Extrato Puro (EP), do qual, por meio de fracionamento
liquido-liquido, foram produzidas as Fragdes Acetato de Etila (FAE) e Hexanica (FH).
EP, FAE e FH foram pesquisados para verificagdo da presenca de terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides por meio de testes colorimétricos e cromatograficos
(HPTLC), enquanto, a atividade antioxidante foi avaliada por meio da descoloragéo do
radical livre DPPH. A citotoxicidade das amostras em diferentes concentracdes foi
analisada em teste de hemdlise em solugéo glicosilada (5%) de sangue humano (4%)
e em teste in vivo/in ovo da membrana corioalantoide de ovos de Gallus gallus
fertilizados. Os resultados dessas analises indicaram a presenga de compostos de
interesse farmacoldgico no EP e FAE e baixa citotoxidade nessas amostras, que foram
submetidas a teste de suas propriedades microbicidas contra Staphylococcus aureus.
Embora somente EP tenha apresentado atividade microbicida em concentragdo maior
que 50%, a presengca de compostos metabolicamente ativos, alta capacidade
antioxidante e baixa citotoxicidade da FAE foram importantes para selecdo dessas
duas solugdes extrativas para o modelo de lesdo cutédnea. Desse modo, EP e FAE
foram incorporadas em formulacdes, que apds testes de estabilidade, foram testadas
em feridas de 5 mm no dorso de ratos Wistar, infectadas ou ndo com S. aureus (25

uL 10°). Apds o tratamento tdpico de 6 dias, EP e FAE demonstraram controlar o



processo de formagao de prurido, modularam a expressao da proteina Anexina A1,
relacionada ao processo inflamatério, e reduziram a quantidade de células
imunomarcadas para Gasdermina-D, relacionada ao processo de morte celular
piroptotica, e aumentaram a expressao de MCP-1. Em conjunto, os dados mostram
importante perfil anti-inflamatério bem como potencial terapéutico do EP e da FAE no

processo de regeneragao cutanea, inclusive em lesdes infectadas.

Palavras—chave: Bacupari. Compostos fendlicos. Inflamacéo. Cicatrizagédo cutanea.

Piroptose. Gasdermina-D.



ABSTRACT

The use of medicinal plants dates back to antiquity. With the advent of modern science,
several chemical compounds from these plants have been identified and their
applications and effectiveness proven. However, there are many medicinal plants used
by people in different parts of the world that are still poorly investigated. Among these
species is Garcinia brasiliensis, a tree-sized plant native to South America, known for
its anti-inflammatory and antitumor properties and studied under some clinical
conditions. In this work, the objective was to identify some compounds from the
secondary metabolism of G. brasiliensis, test the antioxidant activity and cytotoxicity of
extractive solutions of the plant, as well as evaluate these solutions under clinical
conditions still little explored, in models in vivo and in vitro. For this purpose, specimen
leaves of G. brasiliensis were collected, dried and ground to be infused in 70% ethanol.
After removing the ethanol from this extractive solution, the Pure Extract (PE) was
obtained, from which, by means of liquid-liquid fractionation, the Ethyl Acetate (EAF)
and Hexanic (HF) fractions were produced. PE, EAF and HF were investigated to verify
the presence of terpenes, phenolic compounds and alkaloids by means of colorimetric
and chromatographic tests (HPTLC), while the antioxidant activity was evaluated by
means of DPPH free radical decolorization. The cytotoxicity of samples at different
concentrations was analyzed in a hemolysis test in glycosylated solution (5%) of
human blood (4%) and in an in vivo/in ovo test of the chorioallantoic membrane of
fertilized eggs of Gallus gallus. The results of these analyzes indicated the presence
of compounds of pharmacological interest in PE and EAF and also low cytotoxicity in
these samples, which were tested for their microbicidal properties against
Staphylococcus aureus. Although only PE showed microbicidal activity at a
concentration greater than 50%, the presence of metabolically active compounds, high
antioxidant capacity and low cytotoxicity of EAF were important for selecting these two
extractive solutions for the skin lesion model. Thus, PE and EAF were incorporated
into formulations, which, after stability tests, were tested on 5 mm wounds on the back
of Wistar rats, infected or not with S. aureus. After the 6-day topical treatment, PE and
EAF demonstrated to control the pruritus formation process, modulated the expression
of the Annexin A1 protein, related to the inflammatory process, and reduced the
amount of immunomarked cells for Gasdermin-D, related to the death process

pyroptotic cell, and increse the expression of MCP-1. Together, the data show an



important anti-inflammatory profile and therapeutic potential of PE and EAF in the

process of skin regeneration, including in infected lesions.

Keywords: Bacupari. Phenolic compounds. Inflammation. Wound healing. Pyroptosis.
Gasdermin-D.
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1. INTRODUGAO

1.1 PELE E FERIDAS CUTANEAS

A Pele é formada por uma camada mais externa, a epiderme, constituida
especialmente por queratinécitos, e uma camada mais interna, a derme, formada por
um tecido conjuntivo reticular e um denso e ndo modelado mais profundo, bastante
vascularizados e que possuem uma matriz extracelular rica em colageno do tipo | e
lll, elastina e outras proteinas de sustentacio secretadas por fibrécitos e fibroblastos.
Subjacentemente, encontra-se um paniculo adiposo conhecido por hipoderme
(MILLAS et al., 2019; YILDIRIMER; THANH; SEIFALIAN, 2012).

As feridas na pele podem ser ocasionadas por cortes, irritagdo mecanica,
aquecimento ou resfriamento excessivo, insultos quimicos, infeccdes e desordens
autoimunes (WATSON, 2014). O fechamento de feridas é vital para o organismo, pois
a pele separa o ambiente interno do externo, impedindo perda de liquidos e auxiliando
na manutencdo da temperatura (MILLAS et al., 2019; TAKEO; LEE; ITO, 2015).

Lesdes cutaneas sdao um problema de saude publica mundial. Estima-se que,
aproximadamente, 5 milhdes de brasileiros sofram com acidentes que levam ao
rompimento da barreira cutanea, configurando a 142 maior causa de afastamento do
trabalho no pais. Somente acidentes com queimaduras atingem, aproximadamente, 1
milh&o de pacientes/ano no pais, sendo que cerca de 10 % desses acidentes levarao
a hospitalizacdes (MILLAS et al., 2019).

O rompimento da barreira cutanea induz, imediatamente, o processo fisiolégico
de fechamento e cicatrizagcdo da lesédo, que pode ser dividido em, ao menos, trés
fases, iniciando pela inflamag&o aguda causada pela lesdo que deflagra liberagéo de
citocinas e quimiocinas, além de outros mediadores pro-inflamatérios, e caracterizada
pelo aumento da permeabilidade e vascularidade locais, com infiltragcao de leucdcitos.
Os proprios mediadores liberados nessa fase atraem, principalmente, fibroblastos e
queratinécitos, iniciando a fase de proliferacdo celular e tecidual, sendo que os
principais eventos dessa etapa sdo o fechamento da ferida e a sintese de fibras
colagenas da pele, ambos os processos estimulados pela liberagdo de fatores de
crescimento e outros indutores. Apos o fechamento da ferida, inicia-se a fase mais
longa, a remodelacgédo tecidual, onde ha reorientagdo das fibras de sustentacédo da

pele, crescimento de anexos epiteliais e reestabelecimento da anatomia e fisiologia
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da pele normal (MONAVARIAN et al., 2019; TAKEO; LEE; ITO, 2015; WATSON,
2014).

Essas fases e processos sdo bastante complexos, com interposi¢des e nem
sempre evoluem de maneira saudavel. Assim, a formacéo de feridas crbénicas, que
nao se fecham, ou de cicatrizes patolégicas, com hipertrofia e contraturas, sao
comuns e movimentam custos nos centros de saude e pesquisas que buscam
inovagdes (MONAVARIAN et al., 2019; RAZIYEVA et al., 2021; TAKEO; LEE; ITO,
2015).

Um dos mediadores que atua nessas fases € a proteina Anexina A1 (AnxA1),
primeiro membro clonado da superfamilia de Anexinas, caracterizadas por possuirem,
ao menos, quatro repeticdes estruturais de 60 aminoacidos com afinidade ao calcio,
conservados evolutivamente e presentes em todos os filos de eucariotos, além de uma
sequéncia N-terminal catalitica, peculiar a cada membro da superfamilia (Figura 1).
Esta sequéncia é que confere especificidade de agao das anexinas, sendo varias para
a AnxA1, dentre elas, fungdes anti-inflamatoria, participagao no processo de apoptose,
e diferenciagdo (GOBBETTI; COORAY, 2016; RESCHER; GERKE, 2004).

@ Cote

Figura 1. Estrutura da AnxA1: esquema evidencia dominios repetidos com afinidade ao
calcio e sua porgao N-terminal Unica que confere especificidade de acao biolégica (RESCHER
et al., 2006).

A AnxA1 é expressa em diversos tipos celulares, como leucdcitos, exceto o
linfécito B, queratindcitos, fibroblastos, endotélio vascular e mastocitos, todas as
células participantes do processo de cicatrizagdo cutdanea (GOBBETTI; COORAY,
2016; SOUZA et al., 2017). Ainda, a AnxA1 tem sido relacionada com a fungao
antifibrética, sendo que seus niveis de expressao sdo impeditivos para fibroblastos
em diversos tecidos sintetizarem colageno em excesso (BIZZARRO et al., 2012;
DAMAZO et al., 2011; GUO et al., 2010; JIA et al., 2013; LEONI et al., 2013, 2015;
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NEYMEYER et al., 2015; TRENTIN et al., 2015). Nosso grupo de pesquisa, em
trabalho com modelo de queimadura de segundo grau, observou que a AnxA1 é
expressa em todas as fases do processo de fechamento da ferida, sendo que o
aumento de sua expressao foi encontrada na fase de remodelacdo de tecidos,
especialmente, nos grupos onde houve melhor processo de cicatrizagao e neogénese
de anexos epiteliais (SOUZA et al., 2017).

Para estudo da cicatrizagdo cutanea, além das queimaduras (SOUZA et al.,
2017), diversos outros modelos ja foram estabelecidos, como excisdes e cortes (DEL
GAUDIO et al., 2015) e modelos com feridas infectadas (ALVES et al., 2021; DAI et
al., 2011). Esses estudos visam melhor compreender os eventos do reparo tecidual,
bem como testar novos tratamentos que auxiliem a cicatrizagdo mais rapida e inibam
o surgimento de afec¢des associadas (DAl et al., 2011; DYBBOE et al., 2017). Nesse
contexto, o uso de fitoterapicos como proposta de tratamento de lesdes, seja como
extratos brutos ou fracionados, 6leos vegetais ou essenciais e infusdes de plantas
medicinais, tem-se destacado devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
cicatriciais e antimicrobianas (BAHRAMSOLTANI; FARZAEI; RAHIMI, 2014).

1.2 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas e produtos naturais de outros reinos como tratamentos para
inumeros males tem raizes pré-historicas e seus registros podem ser encontrados em,
praticamente, todas as civilizagdes antigas. Apesar de, atualmente, o uso e/ou estudo
das propriedades medicinais de produtos naturais serem alvo de desconfianca, muitos
farmacos considerados como tratamentos “‘modernos” sdo, na verdade, produtos
naturais, como por exemplo a aspirina, a morfina e a penicilina (DAVIS; PEREZ, 2009).
No entanto, muitos desses tratamentos oriundos de produtos naturais de plantas e de
outros reinos ainda carecem de investigacao rigida, apesar de serem utilizados por
diversas populagdes no mundo e/ou de terem, em alguns casos, uma aplicagao que
carrega tradigbes centenarias (DAVIS; PEREZ, 2009; MUNIANDY et al., 2019). Talvez
seja isso que tem despertado o interesse de pesquisadores no mundo todo. Em uma
busca pelo termo “herbal medicine” na base de dados MEDLINE pelo site Pubmed,
foram encontradas mais de 52.000 publicacdes relativas ao tema, sendo mais de
5.600 delas publicadas no ano de 2020, sendo perceptivel o aumento gradual da

quantidade de publicagbes a partir dos anos 2000 (Figura 2).
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Figura 2. Quantidade de resultados encontrados pela busca do descritor “herbal medicine” no
site Pubmed/MEDLINE.

Os usos de produtos naturais de diferentes origens biolégicas englobam o
tratamento de afeccdes cutdneas. Suas aplicacdes tém diferentes finalidades, sendo
algumas delas, combater infec¢des, evitar ressecamento de feridas, promover agéo
antioxidante, induzir/modular sintese de colageno e promover a cicatrizagdao (DAVIS;
PEREZ, 2009; IBRAHIM et al., 2018; MUNIANDY et al., 2019; PAZYAR et al., 2014;
WALTON, 2014). Cientificamente, muitos desses tratamentos mostraram efetividade,
como por exemplo, o uso de mel, que tem propriedades anti-inflamatdrias,
microbicidas e antioxidantes e pode diminuir o exsudato de feridas (DAVIS; PEREZ,
2009; IBRAHIM et al., 2018). Preparagbes com Aloe vera tem caracteristicas anti-
inflamatdrias e bactericidas, além de apresentarem outros usos como hidratacéo para
cabelos e pele e combate a acne (DAVIS; PEREZ, 2009; PAZYAR et al., 2014).
Manipulagbes com Aloe vera sao indicadas, inclusive, para serem utilizadas em
conjunto com a sulfadiazina de prata, tratamento padrdo para queimaduras, para
prevenir os efeitos colaterais dessa nas feridas, como retardo do fechamento da ferida
devido a sua citotoxidade aos queratinocitos e fibroblastos (DAVIS; PEREZ, 2009).

Os extratos e preparagées com oOrgaos vegetais também s&o importante e
conhecida fonte da medicina etnobotanica. Alguns exemplos, relacionado ao
tratamento de feridas, sdo os extratos da casca do Carvalho (Quercus rubras), rico
em taninos e, devido a isso, apresenta fungdo microbicida (DAVIS; PEREZ, 2009). O
extrato de canela (Cinnamomum sp) também apresenta propriedades anti-
inflamatdrias e microbicidas, além de estimular a formagao de colageno tipo | pela
ativagdo do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1) em fibroblastos
humanos (MUNIANDY et al., 2019); extratos de alho (Allium sativum) e cebola (Allium
cepa) demonstraram propriedades cicatriciais, anti-inflamatérias e microbicidas em

testes com animais, sendo que essas propriedades foram creditadas, especialmente,
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a presenca de flavonoides, no caso da cebola, principalmente ao flavonoide
Quercetina (MUNIANDY et al., 2019).

Nos extratos e decocgbes de flores de camomila (Matricaria recutita) foram
encontrados produtos naturais como flavonoides, terpenos e opioides que foram
testados e relacionados com aceleragao do processo de cicatrizagdo. Um estudo que
analisou o tratamento topico de extrato de camomila na cicatrizagdo de tatuagens
observou respostas positivas no uso do extrato (PAZYAR et al., 2014). Outros extratos
de plantas ricas em polifendis s&o alvos de usos populares e estudos cientificos de
suas propriedades anti-inflamatdrias e cicatriciais, tais como a uva (Vitis vinifera)
(PAZYAR et al., 2014; WALTON, 2014), a fruta vermelha “cramberry” (Vaccinium
macrocarpon) (WALTON, 2014), o cha verde (Camellia sinensis) (PAZYAR et al.,
2014) e o agafrdo (Curcuma longa) (IBRAHIM et al., 2018).

Inumeras plantas utilizadas nos tratamentos de afec¢des cutadneas por populares
foram testadas in vitro e in vivo, além das citadas acima, como a jojoba (Simmondsia
chinensis) que foi associada ao aumento da sintese de colageno tipo | por fibroblastos
(in vitro), o Oleo de tea tree (Melaleuca alternifolia) que promoveu o resfriamento de
gueimaduras e acelerou o fechamento da feridas, o éleo de oliva (Olea europaea) que,
ao ser testado em lesbes em guinea pigs, aumentou a expressao de fatores de
crescimento, como fator do crescimento do endotélio vascular (VEGF), e o ginkgo
(Ginkgo biloba) e o alecrim (Rosmarinus officinalis), ambos associados ao aumento
do tecido de granulagéo na ferida, dentre outras plantas (PAZYAR et al., 2014).

As propriedades medicinais dessas espécies se devem, além da composi¢ao de
acidos graxos de muitas delas, os quais lubrificam e protegem a pele, especialmente
a presenca de metabdlitos secundarios. Os metabdlitos secundarios das plantas
podem ser divididos em terpenos/isoprenos, compostos fendlicos/fenilpropanoides e
compostos nitrogenados (IBRAHIM et al., 2018; STANIEK et al., 2013; WALTON,
2014).

Os terpenoides sao os mais abundantes, oriundos do metabolismo de isoprenos
e/ou isopentenil difosfato (Figura 3a), sendo importantes para diversos processos
fisiolégicos nas plantas, além de defesa contra patégenos. Esses metabdlitos séo
fonte para producao de farmacos, cosméticos e para a aromaterapia e incluem os
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos), carotenoides
(tetraterpenos), esteroides vegetais e saponinas (STANIEK et al., 2013; YANG et al.,
2018).
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Ja os compostos fendlicos, oriundos do metabolismo da fenilalanina (Figura 3b)
e importantes as plantas para defesas bidticas e abidticas, sdo poderosos
antioxidantes e, por isso, considerados cada vez mais importantes como fonte
nutricional e medicinal. Os fendis compdem o grupo mais diversificado, incluindo
taninos, acidos ligados a anéis aromaticos, flavonoides (cumarinas, chalconas,
flavonas, flavononas, flavondis, antocianinas, antocianidinas, benzofenonas e
xantonas), dentre outros (STANIEK et al., 2013; YANG et al., 2018).

Finalmente, os compostos nitrogenados, sendo os principais € mais abundantes
os alcaloides, séo oriundos do metabolismo do triptofano ou tirosina (Figura 3c), sendo
importantes para defesas das plantas contra patégenos e herbivoria, possuem
diversas propriedades farmacolégicas, sendo as mais conhecidas aquelas ligadas as
fungdes neuromusculares (STANIEK et al., 2013; YANG et al., 2018).

® ©

OH 0O
CHs
P / OH
HN NH;
Figura 3. Estrutura dos precursores de classes de metabdlitos secundarios vegetais. A)
Isopreno, precursor dos terpenoides; B) Fenilpropanol, precursor dos compostos fendlicos; C)

Triptofano, um dos precursores dos alcaloides (Adaptado de STANIEK et al., 2013).

Das trés classes de produtos naturais descritas acima, a que mais € relacionada
ao processo de reparo tecidual e a mais estudada é a classe dos polifendis. A
presengca de grupos hidroxilas nesses compostos esta associada as suas
propriedades farmacoldgicas e, nas feridas, tém sido relacionadas a reducéo de
mediadores inflamatorios, aumento de mediadores anti-inflamatorios, tais como
interleucina (IL)-10, além de modular o fendtipo de macrofagos promovendo a
expressao dos macrofagos tipo M2, relacionados ao reparo tecidual e aumento de
metaloproteinases de matriz (MMPs), importantes para a fase de remodelacgao tissular
pos fechamento de les&o, e, finalmente, aumento da expressdao de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Figura 4)
(CARVALHO et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos de promogao da cicatrizagdo e reparo cutaneo dos flavonoides em
modelo animais segundo CARVALHO et al. (2021).

Um género de planta medicinal que tem se destacado por seus compostos, que
apresentaram efeitos farmacolégicos positivos em varias condi¢gdes clinicas, mas

também por seu uso popular em diversos continentes, é o Garcinia.

1.3 GENERO GARCINIA

O género Garcinia, antigamente denominado Rheedia (ESPIRITO SANTO et al.,
2020; GUTT; ELISABETH; BERG, 1979), da Familia Clusiaceae (ou Guttiferae Juss.
- 1789) contém dezenas de espécies distribuidas mundialmente, especialmente nas
zonas tropicais, e apresenta propriedades medicinais relacionadas aos seus
compostos do metabolismo secundario (ESPIRITO SANTO et al, 2020;
HEMSHEKHAR et al., 2011; KUMAR; SHARMA; CHATTOPADHYAY, 2013).
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Na medicina popular e na medicina de povos tradicionais de diferentes origens,
diversos 6rgaos vegetais das espécies do género Garcinia ja foram utilizadas por meio
de infusdes, decocgbes e maceragdes para tratamento de feridas, ulceracoes,
inflamacoes, infecgdes, problemas respiratérios, febre, desinteria e outras condi¢des
(ESPIRITO SANTO et al., 2020; HEMSHEKHAR et al., 2011; KUMAR; SHARMA;
CHATTOPADHYAY, 2013).

Os produtos naturais mais encontrados nas espécies desse género s&o
polifendis como benzofenonas, xantonas, flavonoides e biflavonoides. Por exemplo,
na G. pedunculata (Mianmar e india), foram isoladas a benzofenona pendunculol, um
potente antioxidante, e varias pendunxantonas com propriedades anticancer
(ESPIRITO SANTO et al., 2020). Na espécie G. subelliptica (Sudeste da Asia,
incluindo Japdo), foram encontradas varias benzofenonas chamadas
garcinielliptonas, bactericidas e anti-inflamatérias. Na G. kola (paises da Africa Central
e Ocidental) foi identificada a kolaflavanona, um biflavonoide anti-inflamatério
(HEMSHEKHAR et al., 2011). Na G. cambogia (Camboja) foram encontradas as
benzofenonas garcinol e isogarcinol, conhecidas por seus efeitos hipolipidémicos,
antiadipogénicos e supressores do apetite. A G. mangostana (Indonésia), talvez a
espécie do género que mais apresenta componentes identificados, possui, em
especial, as xantonas chamadas mangostin, com propriedades bactericidas e anti-
inflamatérias (ESPIRITO SANTO et al., 2020; HEMSHEKHAR et al., 2011). A espécie
brasileira G. gardneriana, até o momento foi a unica a apresentar o biflavonoide GB-
2a, anticancerigeno e anti-inflamatério. Nessas duas ultimas espécies citadas
(ESPIRITO SANTO et al., 2020), e também na G. xipshuanba nnaensis (india), foi
encontrado o flavonoide Epicatequina. Ainda, na G. xipshuanba nnaensis e na G.
bancana (Tailandia e Malasia), foi identificado o flavonoide Quercetina
(HEMSHEKHAR et al., 2011).

Uma outra espécie brasileira, da qual diversos produtos naturais ja foram
encontrados/isolados, e que despertaram o interesse em serem estudados em
diferentes condicdes clinicas é a G. brasiliensis, conhecida popularmente por tratar
feridas e ulceras (KUMAR; SHARMA; CHATTOPADHYAY, 2013) e o seu uso, pelo
menos para a alimentacdo, ocorre desde a pré-historia em territério atualmente
pertencente ao Brasil (KNEIP, 2016).

1.4 GARCINIA BRASILIENSIS MART.
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A espécie G. brasiliensis (Figura 5) € mais encontrada em regides de floresta,
porém é cultivada no Brasil todo por populares, sendo bastante adaptavel a outros
biomas como o cerrado (ESPIRITO SANTO et al., 2020). A outra espécie nativa e
cultivada no Brasil, € a G. gardneriana, mais comum na Mata Atlantica (ESPIRITO
SANTO et al., 2020) e bastante semelhante a G. brasiliensis. Ambas sdo chamadas
de “pbacuri-pari” (ESPIRITO SANTO et al., 2020; GUTT; ELISABETH; BERG, 1979),
“bacopari” (CAMPOS et al.,, 2013; GUTT; ELISABETH; BERG, 1979) ou ainda
“pbacupari” (ARAUJO et al., 2019; GUTT; ELISABETH; BERG, 1979; MOREIRA et al.,
2017; ZAN et al., 2018), mas todas essas variagbes vém da linguagem indigena tupi-
guarani, que significa “fruta de cerca”

(http://www.colecionandofrutas.com.br/garciniabrasgard.htm), pois algumas tribos

indigenas usavam essas espécies para cercar suas rogas. Ja na linguagem indigena
caraja, existe a denominagao “Rru-uaré-anin” para essas espécies. Ambas possuem
frutos amarelos e comestiveis e a diferenciagcdo entre as espécies se da pela G.
brasiliensis possuir fruto liso e sem rostro (GUTT; ELISABETH; BERG, 1979)

(http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Garcinia brasiliensis;

http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Garcinia _gardneriana).

Hierarquia taxondmica
Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malpighiales
Familia: Clusiacea
Subfamilia: Clusioideae
Tribo: Garcinieae
Género: Garcinia

Figura 5. A Garcinia brasiliensis. A) Registro de partes coletadas do espécime utilizado
nesse estudo; B) Desenho das caracteristicas de G. brasiliensis da sua chave de classificagéo
publicada por GUTT; ELISABETH; BERG, 1979; C) Classificagdo taxon6mica da G.
brasiliensis (HEMSHEKHAR et al., 2011).

Nas ultimas duas décadas, diversos estudos de grupos brasileiros identificaram

componentes de interesse farmacoldgico na G. brasiliensis, especialmente compostos
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fendlicos, como a 7-epiclusianona (benzofenona); moreloflavona/fukugetina;
moreloflavona-7"-O-B-d-glucosideo/fukugisideo; moreloflavona-4”-O-B-d-glucosideo
(biflavonoides); gutiferona-A (xantona), sendo que esses compostos foram isolados,
especialmente, nas folhas e/ou em partes dos frutos (ESPIRITO SANTO et al., 2020).

Esses estudos evidenciaram na G. brasiliensis componentes com propriedades
anti-inflamatdrias (SANTA-CECILIA et al., 2011a, 2011b), antialérgicas (NEVES et al.,
2007; VELOSO; MACHADO, 2007), antioxidantes (MARTINS, 2008; NAVES et al.,
2019) e antimicrobianas (MARTINS et al., 2011; NALDONI et al., 2009). A presenca
desses compostos estimulou varios pesquisadores a testar essas propriedades em
diferentes condicdes clinicas. Os efeitos protetores da G. brasiliensis e alguns de seus
componentes purificados ja foram observados na Doenga de Chagas (ASSIS et al.,
2012) esquistossomose (CASTRO et al., 2015), leishmaniose (PEREIRA et al., 2010;
SILVA et al., 2012), tumor de pulmdo (MACHADO-SANTELLI; LAGO; SANTOS,
2015), glioblastoma (SALES et al., 2015) e na modulagédo da inflamagao em ratos
obesos (MOREIRA et al., 2017). Figueiredo e colaboradores (2014) indicaram os
potenciais efeitos fotoprotetores e fotoquimiopreventivos tanto in vivo como in vitro do
extrato do epicarpo do fruto. Ainda, Zan e colaboradores (ZAN et al., 2018) analisaram
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes de fracdo de acetato de etila de
solucdo extrativa de folhas de G. brasiliensis, além de encontrar atividade
antibacteriana (G+ e G-) e antifungica da fragao.

Naves (2014) caracterizou os componentes fitoquimicos bem como a atividade
biolégica de extratos de folhas, cascas e sementes da G. brasiliensis. O extrato da
folha foi 0 que apresentou maior teor de compostos fendlicos e flavonoides, bem como
0 que mais apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, uma
das bactérias que mais infectam lesdes (DAI et al., 2011). Este extrato também n&o
se mostrou citotéxico em cultura de fibroblastos humanos. No entanto, apesar de
todos esses estudos demonstrarem efeitos anti-inflamatorios, antibacterianos e baixa
toxicidade celular de extratos da G. brasiliensis, ndo encontramos estudos in vivo que
avaliassem suas propriedades em lesdes cutaneas, exceto em relatos populares.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a propriedade cicatricial do
extrato da folha da G. brasiliensis aplicado com veiculo tépico em modelo de lesdo de
pele por excisdes circulares de 5 mm com Punch metalico, infectadas ou ndo com S.
aureus, bem como observar a influéncia do tratamento na expressédo da proteina

AnxA1, aprofundando estudos do grupo de pesquisa em lesdes cutaneas.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desse estudo foi testar as propriedades cicatriciais, antimicrobianas,
e anti-inflamatdrias de solugao extrativa hidroalcoolica e fragdes orgénicas das folhas

de Garcinia brasiliensis em lesdes cutaneas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eRealizar caracterizacao fitoquimica das solug¢des extrativas em busca de
fitoativos com potencial farmacoldgico, além de testar suas atividades

antioxidantes.

o Realizar pesquisas qualitativas e quantitativas para as
principais classes de fitoativos na solugdo extrativa pura de G.

brasiliensis e em suas fragdes orgénicas.

o Analisar a citotoxidade das solucbes extrativas por

métodos in vitro e in vivo.

eEstabelecidas as caracterizacdes, analises de citotoxidade, selecao de
fracbes e dosagens e verificagdo do perfil anti-inflamatorio, avaliar as
propriedades cicatriciais e microbicidas de solugdes extrativas de G.

brasiliensis em modelo de lesdo cutanea.

o Realizar Teste de Estabilidade Acelerada em formulacdes
contendo solucbes extrativas de G. brasiliensis para definicdo de

tratamento topico.

o Testar as propriedades cicatriciais e microbicidas de
solucbes extrativas de G. brasiliensis em modelo de lesdo em ratos
Wistar infectados ou ndo com S. aureus e realizar analises

macroscopicas e microscopicas das lesdes.

o Avaliar a expressao da proteina Anexina A1 na epiderme e
derme das lesdes dos animais tratados com solugdes extrativas de G.

brasiliensis.
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o Quantificar células imunomarcadas para a proteina
Gasdermina-D na derme das lesdes dos animais tratados com solucdes

extrativas de G. brasiliensis.

o Dosar a Interleucina-10 e a proteina quimiotatica para

mondcitos/macrofagos-1 do sobrenadante do macerado das leses.



33

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo apresentados a seguir na forma de manuscrito
submetido para a revista Journal of Ethnopharmacology (ISSN: 0378-8741).

Ainda, durante o perido do doutoramento tive a oportunidade de participar de
outras investigacdes realizadas nos laboratérios de pesquisa da UNIFIPA, algumas
delas também relacionadas ao PPG em Biociéncias, IBILCE, UNESP. Essas
investigacbes envolveram a proteina AnxA1 e extratos/ compostos bioativos em

diferentes condigdes patologicas e estdo indicadas nos apéndices.
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3.1 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES CICATRIZANTES DE EXTRATOS DE
GARCINIA BRASILIENSIS EM MODELO DE FERIDA CUTANEA

Authors: Helena Ribeiro Souza'-?, Amarilys Reis Zucoloto?, Isabela Teodoro Parra
Francisco?, Harissa Padovez Rays?, Natielly Palhares Tinti2, Nicolas Joseph Della
Matta?, Roberto Barros Guandalini?, Ariane Harumi Yoshikawa?, Jéssica Messias da
Silva?, Lucas Possebon?, Melina Mizusaki lyomasa-Pilon?, Andréia de Haro Moreno?,

Ana Paula Girol!23

Afiliagoes:

1 — Universidade Estadual Paulista, (UNESP), Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE), Campus de Sao José do Rio Preto.

2 — Centro Universitario Pe. Albino (UNIFIPA), Catanduva.

3 — Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo.

Autor correspondente: anapaula.girol@unifipa.com.br

Departamendo de Ciéncias Basicas, Centro Universitario Pe. Albino (UNIFIPA),

Catanduva.

Conflito de interesses: os autores declaram nao haver nenhum conflito de interesse.

Resumo

Relevancia etnofarmacolégica: A cicatrizacédo de feridas € um processo complexo
que pode deixar cicatrizes patoldgicas, principalmente no caso de infecgdes por
microrganismos oportunistas. Nesse contexto, os fitoterapicos abrem grandes
possibilidades de investigagdo. Uma das espécies de interesse nativas do Brasil é a
Garcinia brasiliensis (“bacupari’). Tradicionalmente conhecida por tratar feridas e
Ulceras, a G. brasiliensis apresenta propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
antimicrobianas. Mas, suas propriedades de cicatrizacao em feridas em modelos
experimentais, para validar sua eficacia, ainda é pouco estudado. Materiais e
Métodos: Extrato puro (EP), Fragdo Acetato de Etila (EAF) e Fragdo Hexanica (HF)
foram investigados para verificar a presenga de terpenos, compostos fendlicos e
alcaldides por meio de testes colorimétricos e cromatograficos (HPTLC), atividade

antioxidante e citotoxicidade por hemdlise e ensaio de membrana corioalantdide
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(CAM). As propriedades microbicidas de EP e EAF contra Staphylococcus aureus
também foram testadas e EP e FAE a 10% foram incorporados em formulacgdes de
creme e gel. Apds testes de estabilidade, as formulagdes de gel com EP ou FAE a
10% foram selecionadas e aplicadas em feridas cuténeas infectadas ou ndo com
Staphylococcus aureus em ratos Wistar. O potencial cicatrizante dos extratos foi
verificado pela expressao da proteina Anexina A1 (AnxA1), relacionada aos
processos de inflamacéao e funcao antifibrética, a imunomarcacéo de células para
Gasdermina-D (GSDM-D), um marcador de morte celular piroptética e dosagem de
mediadores inflamatdrios de interleucina-10 (IL-10) e proteina quimiotatica de
mondcitos (MCP)-1. Resultados: Estudos fitoquimicos indicaram a presencga de
compostos de interesse farmacoldgico e também baixa citotoxicidade de PE e FAE a
10%. Apds os tratamentos tépicos de 6 dias, as formulagdes de gel e EP ou FAE
demonstraram controlar o processo de formagao do prurido. Os tratamentos
diminuiram a expressao de AnxA1 e a quantidade de células imunomarcadas para
GSDM-D, e aumentaram a expressao de MCP-1 em feridas infectadas.
Conclusoées: Juntos, os resultados mostram importante perfil anti-inflamatério e
potencial cicatrizante cutaneo de EP e FAE de folhas de G. brasiliensis, mesmo em

lesdes infectadas, com perspectivas terapéuticas.

Palavras-chave: Pele, Cicatrizagao, Polifendis, Flavonoides, Inflamag&o, Medicina
Tradicional da América do Sul, Garcinia brasiliensis, Anexina A1, Gasdermina-D.

1. Introdugao

As lesdes de pele sdo um problema de saude publica mundial. Estima-se que
aproximadamente 5 milhdes de brasileiros sofram com acidentes que rompem a
barreira da pele, sendo uma importante causa de afastamento do trabalho no pais
(Millas et al., 2019), o que estimula a busca por alternativas terapéuticas.

O fechamento de injurias € vital para o organismo, contudo podem surgir
cicatrizes patoldgicas nesse processo que influenciam na fisiologia da pele. Durante
as fases de cicatrizacao, inflamacéo inicial, proliferacdo e remodelagao, inumeros
mediadores moleculares, tais como citocinas, fatores de crescimento e mediadores
pré e anti-inflamatdrios séo liberados por células inflamatdrias, queratinécitos e
fibroblastos (Millas et al., 2019; Souza et al., 2017; Takeo; Lee; Ito, 2015). Dentre os

mediadores, destaca-se a proteina anti-inflamatéria Anexina A1 (AnxA1), um
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membro da superfamilia das Anexinas, proteinas que apresentam sua parte
estrutural conservada de 60 a 70 aminoacidos. Diferentemente, o trecho N-terminal
€ unico para cada membro da superfamilia, conferindo especificidade de acéo,
sendo que a AnxA1 é relacionada a fungdes anti-inflamatoérias (Gobbetti; Cooray,
2016; Han et al., 2020). Nos ultimos anos a proteina AnxA1 tem sido relacionada a
fungdes reparadoras e antifibréticas (Del Gaudio et al., 2015; Leoni et al., 2015;
Souza et al., 2017; Trentin et al., 2015). Outra fungéo relacionada a proteina AnxA1
€ o processo de morte celular e sinalizagao para fagocitose da célula apoptotica
(Arur et al., 2003; Scannell; Maderna, 2006; Sheikh; Solito, 2018).

A morte celular € um processo biolégico comum em feridas €, sendo,
geralmente, classificada em trés morfotipos: apoptose, autofagia e necrose, esta
ultima, caracterizada por inchago da célula e liberagdo do conteudo celular no
microambiente (Morgan; Liu, 2013). No entanto, principalmente em relagao a
apoptose e a necrose, esses morfotipos escondem diferentes tipos de interagdes
moleculares que desencadeiam os processos de morte, inclusive um processo de
necrose programada ou regulada, contrapondo-se a acepgéo de que necrose € um
processo unicamente acidental de rompimento celular (Galluzzi et al., 2018; Morgan;
Liu, 2013).

Atualmente, varios processos de morte sao classificados além dos morfotipos
classicos, pelas diferentes maneiras de como sao desencadeados, as vias de
sinalizagao intracelular que sao ativadas e quais os efeitos da morte da célula no
microambiente em que ela estava. Esses processos sdo estudados por meio de
diversas metodologias e podem ser identificados por marcadores moleculares. Por
exemplo, as proteinas Garderminas (GSDM), sdo indicativas de Piroptose, sendo
esse um tipo de morte celular desencadeada por agentes infecciosos, como
bactérias (Shi; Gao; Shao, 2017). Embora a Piroptose seja amplamente estudada,
ha poucas analises desse processo em pele.

O estudo do processo de cicatrizagdo pode ser realizado por meio de modelos
laboratoriais de diversos tipos de injurias, como de origem térmica (Souza et al.,
2017), ou por excisdes na pele (Del Gaudio et al., 2015), com possibilidade de
indugao de infecgao nas feridas (Alves et al., 2021; Dai et al., 2011). Esses estudos
visam compreender melhor os eventos do reparo tecidual, bem como testar novos
tratamentos que auxiliem a cicatrizagdo mais rapida e inibam o surgimento de

afecgdes associadas. Nesse contexto, o uso de fitoterapicos como tratamentos
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alternativos para tratamento de lesdes tem-se destacado devido as suas
propriedades anti-inflamatadrias, cicatriciais e antimicrobianas (Das et al., 2017;
Ibrahim et al., 2018; Muniandy et al., 2019). Além disso, no Brasil, o uso de plantas
medicinais no tratamento de diversas condi¢des clinicas € uma pratica comum e,
atualmente, alguns fitoterapicos estao disponiveis na rede farmacéutica e em
instituicbes de saude (Boccolini and Boccolini, 2020).

Dentre as plantas com potencial medicinal, Garcinia brasiliensis Mart. (Familia
Clusiaceae) conhecida popularmente como bacupari. Na medicina popular e
tradicional de diversas populacdes, diversos érgaos de plantas do género Garcinia ja
foram utilizados por meio de infusdes, decocgdes e maceragdes para o tratamento
de feridas, ulceracgdes, inflamacodes, infecgdes, problemas respiratérios, febre,
disenteria e outras condigbes (Espirito Santo et al., 2020; Hemshekhar et al., 2011;
Kumar et al., 2013).

Originaria da América do Sul, a espécie G. brasiliensis € uma planta arbérea
que produz frutos amarelos e comestiveis. Embora a G. brasiliensis seja mais
encontrada em regides de floresta, ela é cultivada em todo o Brasil, sendo bastante
adaptavel a outros biomas como o Cerrado (Espirito Santo et al., 2020).
Tradicionalmente conhecida no Brasil por tratar feridas e ulceras (Kumar et al.,
2013), a G. brasiliensis tem sido alvo de estudos anteriores que identificaram
componentes com anti-inflamatoérios (Santa-Cecilia et al., 2011), antianafilaticos
(Coelho et al., 2008; Neves et al., 2007), propriedades antioxidantes (Santa-Cecilia
et al., 2012; Arwa et al., 2015) e antimicrobianas (Naves et al., 2019; Santa-Cecilia
et al., 2011; Silva et al., 2009; Zan et al., 2018). Os efeitos protetores da G.
brasiliensis e alguns de seus componentes purificados ja foram observados na
doencga de Chagas (Assis et al., 2012), leishmaniose (Pereira et al., 2011), cancer
(Machado-Santelli et al., 2015; Sales et al., 2015) e modulando a inflamagao em
ratos obesos (Moreira et al., 2017). Além disso, os efeitos fotoprotetores do extrato
de G. brasiliensis também foram testados in vivo e in vitro (Figueiredo et al., 2014).

Outra publicagéo (Naves et al., 2019) caracterizou os componentes
fitoquimicos, bem como a atividade biolégica de extratos de folhas, cascas e
sementes de G. brasiliensis. O extrato da folha apresentou o maior teor de
compostos fendlicos e flavondides, bem como foi 0 que apresentou maior atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus.
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Apesar disso, nao foram encontrados estudos in vivo que avaliassem o perfil de
G. brasiliensis na cicatrizagao de feridas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
o potencial cicatrizante do extrato de folhas de G. brasiliensis incorporado em uma
formulacgdo tépica em um modelo de lesao de pele infectada por S. aureus, bem

como observar a influéncia do tratamento nas expressdes de AnxA1 e GSDM-D.

2. Materiais e Métodos

2.1 Padronizacao do extrado e fragoes

Primeiramente, destacamos que nosso grupo de pesquisa respeitou o saber
popular local, ndo utilizou material coletado em reservas ou areas de protecao
ambiental e fez o registro obrigatorio das pesquisas realizadas com o patrimdnio
genético brasileiro no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

A coleta das folhas do espécime de G. brasiliensis, cujas exsicatas estao
depositadas no herbario IRINA DELANOVA GEMTCHUJNICOV (BOTU), sob o n°
33511, foi feita em julho/2018 e, no momento da coleta, o espécime apresentava
flores e frutos maduros. O extrato foi obtido por infusdo do peso seco de 20 g de
folhas trituradas em 100 mL de alcool 70% (Castro. et al., 2015; Eliza et al., 2017). O
alcool foi rotaevaporizado em pressao reduzida a 175 milibar com temperatura
maxima de 45° C para evitar perda de propriedades do material (Eliza et al., 2017), e
assim obteve-se o extrato puro (EP). A partir de EP, foram obtidas duas fragdes
organicas com parti¢ao liquido-liquido, em igual proporcéao, por 24 horas, com 0s
solventes hexano e acetato de etila ao EP. Em seguida, os solventes foram
eliminados e as substancias que passaram para a por¢ao organica foram re-eluidas
em agua e filtradas, obtendo-se as fragbes Hexanica (FH) e Acetato de Etila (FAE).

2.2 Caracterizagao Fitoquimica

2.2.1 Analises qualitativas e quantitativas

As analises fitoquimicas foram realizadas na busca pela identificacdo da
presenca de produtos do metabolismo vegetal de interesse farmacoldgico.
Incialmente foi feita analise qualitativa de Sesquiterpenos adicionando 1 mL de acido
sulfurico (H2SO4) a 2 mL do extrato e fragdes, sendo que a coloragdo marrom

avermelhada indica a presenca de terpenoides com 15 C (Dahanayake et al., 2019).



39

Ja a presenga de compostos fendlicos do tipo Cumarinas foi investigada com
uso de tubos de ensaio contendo 1 mL de EP, FH e FAE, tampados com papel filtro
impregnado em solu¢do aquosa de NaOH (10%) e levados para banho-maria. Apos
10 minutos no banho, o papel filtro foi retirado e examinado sob luz ultravioleta. A
fluorescéncia no papel indica presenga de cumarinas na amostra (Cristina and Lima,
2016).

A seguir, foram feitas analises fitoquimicas quantitativas de compostos
fendlicos. Os Polifenois totais nas amostras foram avaliados pelo método de Folin-
Ciocalteu (Figueiredo et al., 2014; Saroni et al., 2015), utilizando acido galico (1274 -
Dinadmica) para constru¢ao da curva padrao (0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 yg/mL), com
carbonato de sédio (NaCOs) a 10% (1,5 mL) e Folin-Ciocalteu (0,5 mL) como
reagentes reveladores colorimétricos da curva e das amostras para leitura em
espectrofotdbmetro a 760 nm.

A quantificacdo de compostos Fendis do tipo flavonoides foi determinada por
meio da reagéo estavel que forma o Cloreto de Aluminio (AICI3) a esses compostos.
Para isso, foi utilizada a Quercetina (Q4951 - Sigma) para construgéo da curva
padrao (diluicdo seriada a partir de 0,25 pg/mL até 0,0156 ug/mL) e realizada a
leitura da mistura de 1 mL das diferentes concentracdes da curva ou 1 mL das
amostras adicionadas a 1 mL de solugao alcéolica de AICI3 a 2% em 415 nm no
espectrofotdmetro (Figueiredo et al., 2014; Saroni et al., 2015).

Ainda, a quantificagdo de Alcaloides totais foi realizada pelo método em que
alcaloides que passaram para uma porg¢ao cloroférmica apds alcalinizagdo com
NaOH 2N séao revelados pelo reagente verde de bromocresol dissolvido em solugao
tamponada a pH 4,7 com acido citrico. Uma curva (40; 60; 80; 100; 120; 140 ug/mL)
de comparacéo foi feita com atropina (A0123 — Sigma) e analisada a 470 nm no

espectrofotdmetro (Shamsa et al., 2008).

2.2.2 HPTLC

As leituras cromatograficas foram desenvolvidas no EP e suas Frag¢des. Todas
as analises cromatograficas foram realizadas com o aplicador automatico CAMAG
Linomat 5 (Lab. Multidisciplinar II/UNIFIPA), com gas N (60 psi) e em placas
delgadas (0,2 mm) de silica 10X10 cm (Ref. 818333 - Macherey-Nagel/Alemanha -
ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254). O método de aplicagéo foi o mesmo para todas as

analises, utilizando seringa Hamilton de tamanho 100 uL, velocidade da dosagem 50
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nL/s, pré-dosagem de descarte de 0,2 uL, bandas feitas com aplicagéo de 10 yL e
tamanho de 8 mm e distancia entre bandas de 5 mm.

Os padrdes, eluentes e reveladores usados na pesquisa cromatografica estao
detalhados na Tabela 1.

2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato foi determinada pela capacidade de
sequestro de radicais livres com o uso de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Martins,
2008; Naves et al., 2019; Arwa et al., 2015; Zan et al., 2018). Apds adi¢ao de
solugao de DPPH a 2,4 mg/100 mL, a amostra foi mantida ao abrigo da luz durante
30 minutos para posterior leitura em espectrofotdmetro a 520 nm. As determinagdes

foram realizadas em triplicata.

2.4 Citotoxidade

2.4.1 Analise in vitro da citotoxidade por meio de hemdlise

O EP, FH e FAE foram submetidos ao protocolo de citotoxidade in vitro por
meio da analise da hemdlise. Solucéo glicosilada (5%) de sangue humano (4%) foi
misturada a diferentes concentragées (2,5%; 5%; 7,5%; 10%) das amostras. Para
controle positivo foi preparada solugao 0,1% de triton e, para solugao negativa,
apenas soro fisioldgico foi adicionado a solu¢gdo de hemacias. As amostras e os
controles foram levados ao banho-maria a 37° C por 15 minutos, centrifugados a
2.000 RPM por 10 min e, posteriomente, levados para leitura no espectrofotdmetro a

540 nm, apds zerar-se o aparelho com a solugao glicosilada.

2.4.2 Analise in vivo/in ovo da citotoxidade (Chorioallantoic membrane
assay-CAM)

Para o teste CAM de citotoxidade in vivo/in ovo (Protocolo de aprovagao no
Comité de Etica em Pesquisa no uso de animais — Centro Universitario Pe. Albino-
UNIFIPA n° 06/18), apenas o EP e a FAE foram selecionados, pelos resultados
obtidos das analises fitoquimicas. Ovos fertilizados de galinha (Gallus gallus), foram
incubados a temperatura 37°C e umidade relativa de 50% por 72 horas na
chocadeira do Laboratério de Cirurgia Experimental/UNIFIPA. Ovos embrionados
foram divididos em trés grupos (n=5) experimentais: controle, no qual os ovos foram

injetados 50 pL de soro fisiolégico na camara de ar; e grupos tratados, nos quais
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foram aplicados 50 pL do EP ou FAE, ambos a 10%. Apds os trés dias de
incubacao, ou 72h, a casca dos ovos ao redor da camara de ar foi removida para
avaliagao da vascularizagdo na membrana corioalantoide e o desenvolvimento
morfolégico dos embrides (Kundekova et al., 2021; Ribatti, 2017). Apos, todos
embrides foram fotografados e nas fotografias foram adicionadas intersecg¢oes
padronizadas e 3mm e os vasos localizados nas interseccdes das linhas foram

quantificados para comparagao.

2.5 Analise do potencial microbiolégico de EP e FAE em cultura de
Staphylococcus aureus, comum em infecgdes cutaneas

O EP e FAE foram usadas para realizagao do teste microbiolégico em cultura
de S. aureus (ATCC 0023) repicada em meio BHI (McFarland: 1.10°) e aplicada em
agar Muller Hinton com discos embebidos com 10 uL das amostras nas diluigdes de
20, 50 e 100 %. Para controle, foram utilizados discos embebidos dos antibidticos
Ampicilina e Vancomicina. As placas foram colocadas em estufa, a 37 °C e, no dia
seguinte, foi mensurado o halo de inibig&o.

2.6 Teste de estabilidade acelerado de formulagées com EP e FAE

O EP e FAE a 10% foram incorporados a creme e gel ndo idnicos e submetidos
ao teste acelerado de estabilidade para formulagdes topicas adaptado da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA). Inicialmente, para verificar
sinais de instabilidade, as formulagbes em creme ou gel contendo 10 % de EP ou
FAE foram submetidas ao teste de centrifugacao (3000 RPM) por 30 min. O creme
ou gel com EP ou FAE a 10 % também foram expostos a luz e ar; refrigeracao (2-5
°C); aquecimento (45 °C) e ciclos (24 h) de aquecimento e resfriamento. O material
foi analisado diariamente, por 15 dias, e foi observado se houve mudancga de cor,

textura e pH.

2.7 Indugao da lesao e protocolos de tratamento

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
diretrizes dos EUA (publicagdo do NIH n° 85-23, revisada em 1985) para
experimentos com animais, as diretrizes para pesquisas biomédicas estabelecidas
pelas Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental e foram aprovadas pelos
Comités de Etica em Uso de Animais na UNIFIPA (aprovacado n. 05/2019). Além
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disso, todos os cuidados com o bem-estar dos animais foram prestados e
acompanhados por um veterinario do biotério da UNIFIPA. 30 ratos Wistar (250-
350g) foram anestesiados intraperitonealmente com 0,2 mL/100g de ketamina e
0,05mL/100g de xilasina, submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal para
excisdo, que foi realizada com auxilio de um Punch metalico de 5 mm. Os animais
receberam analgésico codeina (1mL/kg) por gavagem logo apés a indugéo da ferida
e, no dia seguinte, o analgésico foi oferecido em agua (30mg/L). As feridas de
metade dos animais foram infectadas com a bactéria S. aureus (G+), adicionando 25
uL de solugdo de meio de cultura com a bactéria na concentragédo de 10° (Dai et al.,
2011).

Os tratamentos topicos iniciaram um dia apos a inducéo das lesdes e foram
realizados uma vez ao dia. Os animais controle foram tratados com veiculo. Assim,
foram definidos os seguintes grupos: Controle; Controle-Infectado; tratado com EP;
EP-Infectado; tratados com FAE; FAE-infectado, como mostra a Figura 1.

Os animais foram eutanasiados por dose excessiva de anestésico (isoflurano)
para exérese das feridas no 6° dia apos a indugao. As lesdes foram fixadas em
formalina tamponada (4%) e processadas para inclusdo em parafina. Todas as
lesdes foram analisadas macroscopicamente e histologicamente em cortes de 3 um
pelas coloragdes de Hematoxilina & Eosina (H&E) e Pirossirius. Os estudos
imunohistoquimicos foram realizados em cortes de mesma espessura e aderidos a
ldminas gelatinizadas.

Fragmentos de lesdes de todos os grupos também foram macerados em N
liquido e uma solugao com inibidores de proteases (Protease inhibitor cocktail;
Merck/USA; Cat. n° 5639131) e fosfatases (Phosphosafe; Merck/USA; Cat. n® 71296-
3) foi adicionada. O material obtido apds a maceragao foi centrifugado e o

sobrenadante foi armazenado a -70 °C para dosagem de citocinas.

2.8 Estudo da expressao da proteina Anexina A1

Os cortes histologicos passaram por recuperagao antigénica, bloqueio da
peroxidase e foram incubados overnight com o anti-Anexina A1 (ThermoFisher/EUA,;
Cat. n° 71-3400) na dilui¢ao de 1:1.000 em camara umida a 4°C. Apds isso,
incubados com o anticorpo secundario biotinilado e complexo biotina-estreptavidina
(kit Life Technologies/EUA; Histostain®-SP Ref. 95-9943B), e a seguir foram

revelados em substrato DAB, contracorados com Hematoxilina. Para controle da
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reacao, foi omitido o anticorpo primario. As analises das imunomarcacodes da
proteina foram realizadas por densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) pelo
programa analisador de imagem Leica Image Analysis.

A partir dos sobrenadantes do macerado das lesdes, que foram previamente
padronizados para a mesma concentragao proteica com ensaio de Bradford, e
estabilizados em solugao tampao Tris-HCI contendo Azul de Bromofenol e
mercaptoetanol, foi feita corrida de eletroforese em gel de acrilamida a 12% e SDS
0.1%, e transferéncia para membrana de nitrocelulose. Na membrana, apds bloqueio
dos sitios inespecificos, foi aplicado o anticorpo anti-Anexina A1 na diluicao de
1:1.000 incubado overnight a 4 °C, seguido do anticorpo secundario anti-rabbit na
diluicdo de 1:2:500 (Promega/EUA; Cat. n® W401B) e revelagdo com DAB. Para
controle de carga foi feito o mesmo procedimento de corrida e transferéncia, mas
com uso do anticorpo anti-a-tubulina (Sigma/EUA; Cat. n° T9026), seguido do
anticorpo secundario anti-mouse na diluigdo de 1:1:000 (Promega/EUA; Cat. n°
W402B) e revelagdo com DAB. As bandas reveladas pelo imunoensaio de Western
Blotting foram comparadas com padroes de peso molecular. A imunomarcacéo das
bandas foi avaliada por densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) pelo

programa analisador de imagem ImageJ.

2.9 Quantificagao de células imunomarcadas com Gasdermina-D

Para a imunomarcacéo das células, o mesmo processo descrito no item 2.6 foi
aplicado aos cortes apenas das lesdes infectadas, mas com o anti-GSDM-D
(Biorbyt/Reino Unido; Cat. n® orb390052) na diluigdo de 1:2.000, por 1h em
temperatura ambiente. As analises das imunomarcagdes da proteina foram
realizadas por quantificacao de células em varias areas por animal, por expectador

cego e, apds, convertidas em 1mm?2.

2.10 Dosagem de citocinas no macerado das lesées infectadas

A partir do sobrenadante do macerado das lesdes foi realizada dosagem da
interleucina (IL)-10 e da proteina quimiotatica para monécitos/macréfagos (MCP)-1.
Para isso, foi utilizado o kit Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead (Merck/EUA;
Cat. n° RECYTMAG-65k) e todas as instrugdes do fabricante foram seguidas. Apos
adicdo das beads magnéticas que se conectam aos analitos por meio de anticorpos

especificos, das amostras e de incubagao pelo tempo indicado, foi adicionado o
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anticorpo biotinilado de deteccao e depois o complexo estraptavidina-ficoeritrina. A
analise foi realizada por meio da tecnologia de leitura Luminex xMAP, que se baseia
em fluxo de laser duplo, sendo um desses especifico a bead e identifica o analito em
analise, e o outro capaz de determinar a magnitude do sinal emitido pela ficoeritrina
ligada ao imunocomplexo formado na reagao. A leitura foi comparada com curva de
concentracao de padrdes fornecidos pelo kit e os resultados foram expressos em

pg/mL.

2.11 Anadlises estatisticas
Os resultados obtidos das imunomarcacdes, do ensaio de Western Blot e da
dosagem de citocinas apresentaram distribuicdo normal e foram submetidos a

Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguida do pos-teste de Bonferroni.

3. Resultados
3.1 Caracterizagao fitoquimica

3.1.1 Terpenos, Compostos fendlicos e alcaloides em EP e FAE

As analises fitoquimicas confirmaram a presenca de produtos do metabolismo
vegetal de interesse farmacoldgico. Particularmente, os Sesquiterpenos foram
encontrados no EP e na FAE, mas ndo na FH e auséncia de Cumarinas em todas as

amostras (Tabela 2).

3.1.2 Analises cromatograficas identificaram Catequinas, Quercetina e
outros fitoquimicos em EP e FAE

O triterpeno Lupeol ndo foi encontrado na pesquisa cromatografica, no entanto,
outro triterpeno foi identificado pelo revelador proprio para esse grupo de
fitoquimicos (Figura 2A e B). As analises cromatograficas evidenciaram a presenca
do flavonoide Quercetina (Figura 2E e F) e, ainda, de outros flavonoides em reacao
ao revelador NP-PEG em EP e FAE (Figura 2). O flavonoide Catequina também foi
identificado no EP e na FAE (Figura 2C e D).

Embora o Acido Galico ndo tenha sido observado (Figura 2G), outros
compostos da classe dos fendis, como taninos, foram confirmados pela reagdo com
ao revelador Cloreto Férrico em FAE e EP (Figura 2H). O alcaloide Berberina,
também foi encontrado tanto na FAE como no EP (Figura 2l). Ainda, o relevador de
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alcaloides, Dragendorff, também evidenciou a presencga de outro alcaloide em outra
banda (Figura 2J).

3.1.3 A FAE possui maior atividade antioxidante que EP e FH
Os estudos demostraram que o EP, a FH e a FAE, possuem, respectivamente,
atividade antioxidante de 23,35%; 14,2%; 84,01%.

3.2 Citotoxidade

3.2.1 EP e fragoes apresentam baixa toxicidade pelo teste de hemélise

Este estudo mostrou que o FH é o menos citotdxico (Figura 3A e D), porém,
essa fragdo contém menos compostos fitoativos de interesse farmacolégico, como
terpenos e compostos fendlicos e nitrogenados, conforme demonstrado nas analises
fitoquimicas qualitativas e quantitativas e na cromatografia. EP e FAE tém baixa
citotoxicidade em uma faixa préxima (Figura 3C e E).

Como EP e FAE apresentaram maior quantidade de compostos fitoativos e
atividade antioxidante, eles foram selecionados para o ensaio CAM e atividade

antimicrobiana.

3.2.2 EP e FAE nao demonstraram citotoxidade no teste CAM

Nao houve diferengas morfoldgicas e de desenvolvimento embrionario entre os
grupos (Figura 4). Todos os embrides estavam vivos no momento da abertura da
casca e nenhuma diferenga na vascularizagdo da membrana foi observada, seja

qualitativamente (Figura 4A, B e C) ou quantitativamente (Figura 4D e E).

3.3 EP em concentragao superior a 50% é microbicida

Em relacao a atividade antimicrobiana, EP a 10% e a FAE em todas as
concentracdes testadas ndo demonstraram inibicado do crescimento das bactérias.
EP, nas concentragdes de 50 e 100%, apresentou atividade antimicrobiana contra S.
aureus, com a formacéao de halo de inibicdo de crescimento da cepa de 0,3 e 0,5 cm,

respectivamente (Figura 5).

3.4 As formulagoes preparadas com gel demonstraram maior estabilidade
No teste de estabilidade, as formulagdes foram submetidas a centrifugagao

logo apds o seu preparo e a formulagao creme-EP mostrou formacgao de fase (Figura
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1 do Material Suplementar). As formulagdes com creme, especialmente com EP,
também demostraram grande instabilidade na cor e textura, e formacéao de fases,
principalmente aquelas submetidas a luz e ar, aquecimento e ciclos de aquecimento
e resfriamento. Nas formulagées em gel, especialmente com EP, as alteragbes
foram menos intensas nas mesmas condigdes. As formulagbes em gel, com EP e
FAE, mantidas em geladeira, ndo apresentaram alteragdes organolépticas e houve
pouca alteracéo do pH (Figura 2 e do Material Suplementar Tabelas 1 e 2 do
Material Suplementar).

Os testes de estabilidade evidenciaram que as formulagées em gel com EP ou
FAE a 10% s&o mais estaveis do que formulagdes em creme, especialmente se
mantidas em geladeira. Portanto, as formula¢gdes em gel foram escolhidas para o
tratamento topico das feridas infectadas, sendo que no controle foi utilizado somente

o gel, como veiculo.

3.5 Analises macroscopicas e histopatolégicas das feridas

Apos o tratamento das lesées com EP e FAE, nas formulagdes em gel, foi feita
a analise macroscopica e histopatoldgica que indicaram boa evolugao do tratamento
das feridas (Figura 6). Os tratamentos com EP e FAE impediram a formagéao de
exudato nas feridas infectadas (Figura 6G, H e |) e na histologia com H&E foi
possivel observar reepitelizagdo mais rapida, menor edema e melhor reorganizagao
da derme nos grupos tratados. A coloragdo com Picrossirius permitiu a observagao
do avancgo da organizagao do colageno nos grupos nao infectados, independente do
tratamento (Figura 6D, E e F), mas também, melhor organizagao tissular dos tecidos
tratados (Figura 6E, F, K, L).

3.6 O tratamento com FAE a 10% foi capaz de diminuir a expressao da Anexina
A1 nas lesodes

Foi observada a modulacédo na expressao da proteina AnxA1, na epiderme e
derme (Figura 7). A AnxA1 é bem expressa nos tecidos dos animais controles e
tratados com formulacao de EP, infectados ou nao (Figura 7A, B, D, E, G e H).
Diferentemente, a administracdo do gel com FAE reduziu a expressao da proteina
(Figura 7C, F, G e H) na epiderme das feridas infectadas ou ndo e na derme das
feridas nao infectadas. O ensaio de Western Blotting corroborou o resultado

observado na imuno-histoquimica, mostrando que a expressao da proteina AnxA1
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foi reduzida nos grupos tratados com FAE, tanto infectados, como néo infectados
(Figura 7J).

3.7 Tratamento com FAE diminuiu a quantidade de células imunomarcadas
para GSDM-D

As analises de imuno-histoquimica, evidenciaram que o tratamento com FAE a
10% foi eficaz em diminuir a quantidade de células imunomarcadas para a proteina
GSDM-D (Controle: 49.96 + 8,31 p < 0,05 FAE: 27,65 £ 4,23 — Figura 8) e, portanto,
possivelmente em progresso de morte celular piroptética. Ja o tratamento com EP,
apesar de ter diminuido a quantidade de células imunomarcadas para GSDM-D, nao

mostrou diferenga significativa (EP: 37,58 £ 7,06 — Figura 8).

3.8 O tratamento com FAE aumenta a expressao de MCP-1 nas feridas
infectadas

A dosagem do analito IL-10 n&o apresentou diferenga significativa entre
grupos de tratamentos no macerado das lesdes posteriores a 6 dias da indugao
(Figura 9A). No entanto, nos grupos infectados e tratados com FAE a 10%, houve

aumento da expressao de MCP-1 (Figura 9B).

Discussao

O fechamento da ferida e a cicatrizag&o total dos tecidos lesados sao eventos
complexos que incluem processos como inflamacgao, reepitelizacdo, formagao de
tecido de granulagao, contragéo da ferida, entre outros. A partir desses processos,
condigdes patologicas como inflamagao cronica, infecgdes e cicatrizes patoldgicas
podem surgir (Monavarian et al., 2019; Raziyeva et al., 2021; Takeo et al., 2015).
Além disso, as feridas na pele impactam os servigos de saude publica e a qualidade
de vida dos pacientes (Millas et al., 2019). Assim, as pesquisas por tratamentos
topicos ou alternativas terapéuticas continuam e, nesse cenario, a investigagao por
fitoativos ganha destaque.

Existem inUmeros estudos in vitro e in vivo, em animais e humanos, que
mostram a eficiéncia de diferentes preparacgdes fitoterapicas com um ou mais tipos
de ervas, ou com compostos isolados de ervas medicinais. No tratamento de feridas,
compostos fendlicos, alcaldides e saponinas tém demonstrado atividade

antimicrobiana, anti-inflamatdéria e antioxidante, além de estimular a angiogénese,



48

sintese de matriz e proliferagao celular na fase de reepitelizagao (Das; Behera;
Pramanik, 2017; Ibrahim et al., 2018; Muniandy et al., 2019; Cesario et al., 2019).

Por esses motivos e em consonancia com a politica nacional brasileira de
plantas medicinais e fitoterapicos, um dos objetivos do nosso estudo foi investigar os
compostos fitoativos no extrato alcodlico das folhas de G. brasiliensis e suas fragbes
organicas, bem como como suas atividades antioxidantes e citotoxicas. A busca por
terpendides foi positiva em EP e FAE, o que corrobora outros achados (Dos Santos
et al., 1999), embora esses compostos sejam mais raros em extratos polares. A
presenca do triterpeno Lupeol foi investigada por cromatografia, pois ja foi isolado de
folhas de G. brasiliensis (Corréa et al., 2009), mas este composto ndo foi encontrado
em nossas solugdes extrativas. Essa variacado pode estar relacionada ao tempo de
coleta do material ou tipo de extragao realizada. No entanto, outro triterpeno foi
evidenciado na FAE. Os terpendides sdo um grupo muito heterogéneo de
metabdlitos vegetais e relacionados a propriedades anti-inflamatérias, inclusive
testados em tumores (Zhu et al., 2018). Compostos nitrogenados como alcaloides
também foram encontrados em nossas pesquisas fitoquimicas e cromatograficas em
EP e FAE. Os alcaldides sao considerados fortes antioxidantes e compostos anti-
inflamatdrios (Macakova et al., 2019).

Nossa investigacao também foi positiva para a presenga de compostos
fendlicos e corrobora com outros estudos de caracterizagao fitoquimica de extratos
de folhas e outros 6rgaos de G. brasiliensis (Figueiredo et al., 2014; Naves et al.,
2019; Arwa et al., 2015; Zan et al., 2018). A pesquisa cromatografica evidenciou a
presencga de Catequina e Quercetina em EP e FAE, fendis que ja haviam sido
detectados em extratos de folhas da mesma espécie (Zan et al., 2018). Da mesma
forma, confirmamos a presenca de taninos e do alcaloide Berberina.

Os fenodis parecem ser a classe de compostos mais sintetizada ou mais facil
de extrair de G. brasiliensis (Araujo et al., 2019; da Silva et al., 2021; Figueiredo et
al., 2014; Naves et al., 2019; Santa-cecilia et al., 2011; Arwa et al., 2015; Zan et al.,
2018). Varios compostos fendlicos sdo comuns na alimentagdo humana e estéo
relacionados com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. (Zhu et al., 2018).
Esses achados também explicam o alto perfil antioxidante encontrado especialmente
em FAE, o que corrobora com investigagdes que testaram a atividade antioxidante
de extratos etandlicos de G. brasiliensis (Figueiredo et al., 2014; Naves et al., 2019;
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Arwa et al., 2015) e extratos etandlicos seguidos de fracionamento com acetato de
etila (Zan et al., 2018) pela reagédo ao DPPH.

Ap0os estabelecer o perfil fitoquimico, testamos a citotoxicidade de diferentes
concentracdes de EP e suas fragdes. O ensaio de hemalise mostrou que FH é
menos citotdoxico que EP e FAE. No entanto, esta fracdo mostrou a auséncia de
metabdlitos vegetais de interesse farmacolégico. Portanto, como EP e FAE nao
demonstraram alto indice de citotoxicidade, procedeu-se ao teste CAM, considerado
um ensaio de avaliag&o toxicoldgica in vivo, entre outros fins (Kundekova et al.,
2021; Ribatti, 2017). Nenhum dos ovos fertilizados injetados com EP ou FAE na
camara de ar apresentou anormalidades. Todos os embrides estavam vivos apos 3
dias da injecao de extratos e n&o apresentaram alteragdes na vasculogénese.

Definidas as solugdes extrativas de acordo com a presencga de produtos
naturais, procedeu-se a investigacao das propriedades microbianas do EP e FAE de
G. brasiliensis antes de sua aplicagao tépica em modelo de lesao infectada. A
atividade antimicrobiana de G. brasiliensis foi observada em concentragdes
superiores a 50% de CE, mas ndo em sua FAE. Diferentemente, outra investigagéo
(Zan et al., 2018) observou atividade antimicrobiana, inclusive em cultura de S.
aureus, do extrato metandlico de G. brasiliensis, em uma fragao de acetato de etila
na concentracado de 10%. Além disso, observaram atividade antimicrobiana dessa
mesma fragdo em culturas de Escherichia coli (G-), Klebsiella pneumoniae (G-),
Enterococcus faecalis (G+) e também em culturas de Candica albicans. A diferencga
encontrada em nosso estudo pode estar relacionada ao tipo de extracao utilizada.

Diante de nossos dados sobre a presenca de compostos de interesse
farmacoldgico encontrados em amostras de EP e FAE, incluindo terpenos,
Quercetina, Catequina e Berberina, além de sua alta atividade antioxidante e baixa
citotoxicidade, decidimos testar formulacdes tépicas com EP e FAE , em lesbes de
animais infectados, para determinar se as solucdes extrativas apresentariam
proteg¢ao antimicrobiana. Portanto, o estudo foi realizado com a inducéo de lesdes e
tratamentos e, curiosamente, in vivo, tanto EP quanto FAE impediram a formacgao de
exsudato em feridas infectadas.

Embora ndo tenham sido observadas grandes diferengas macroscopicas no
fechamento das lesdes entre os grupos, exceto pelo exsudato nos animais com
feridas infectadas e nado tratadas, a avaliagao histoldégica mostrou reepitelizagao

acelerada e tecido cicatricial mais fino nos grupos tratados com as solugdes
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extraidas de G. brasiliensis. Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, em
modelo de queimadura de segundo grau em ratos, também foi observada diminuigao
do edema e reepitelizacao acelerada em feridas tratadas com 6leo essencial de
Lavandula officinalis e extrato de Arctium lappa (Cesario et al., 2019) . Além disso, a
organizagao tecidual e do colageno apresentou melhora com o tratamento proposto.
Esses achados séo consistentes com outra investigacao (Samadian et al., 2020) que
tratou feridas de ratos diabéticos com biomaterial impregnado com Berberina,
composto também encontrado em nosso extrato. Em seu estudo, os animais que
receberam a cobertura do biomaterial apresentaram menor edema e melhor
organizagao tecidual tanto na coloragao de H&E quanto de Masson, que mostra
fibras colagenas e esta de acordo com os achados da coloragao de Picrosirius em
nossa investigagao.

Apods andlise histopatoldgica das feridas, foi realizado o estudo da expresséao
de AnxA1 e foi possivel observar a reducao da expressao proteica nos tecidos
tratados com FAE a 10%. Existem estudos que relacionam tratamentos fitoterapicos
com a modulagdo da expressao de Anxa1. O tratamento com cha verde aumentou a
expressao de AnxA1 em células tumorais do trato urinario (Xiao et al., 2007) e em
células de adenocarcinoma pulmonar (Lu et al., 2007) o que foi correlacionado com
0 bom prognéstico, aumento da adeséo celular e diminuigdo da motilidade através
da modulagéo da actina. Outro estudo, também em células de cancer de pulmao,
observou uma diminuicdo na expressao da Ciclooxigenase-2 (COX-2) através da
superexpressao de Anxa1, relacionando também isso a um bom progndstico (Lu et
al., 2012).

Outra investigacao (He et al., 2013) encontrou o efeito protetor de Xuebijing,
uma formulagao chinesa de ervas contendo cinco plantas medicinais, contra
infeccdo generalizada induzida por inje¢ao intraperitoneal de Acinetobacter
baumannii em ratos Wistar. A formulagao foi capaz de induzir a superexpressao de
AnxA1 em neutrodfilos do sangue periférico e diminuir a expressao de citocinas como
IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF)-a no plasma dos animais. Por outro lado, outra
investigacao demonstrou uma diminui¢do dependente da dose na expressao de
AnxA1 em cultura de micréglia de camundongo tratada com Withaferin A, um
fitoquimico da classe esterdide lactona (Narayan et al., 2015).

Em modelos de inflamag¢ao pulmonar e pré-carcinogénese, estudos do nosso

grupo de pesquisa também mostraram a modulagao de AnxA1. A piperlongumina
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(PL), um composto bioativo extraido da Piper longum, manteve alta expressao
proteica, mas reduziu os niveis de COX-2 e fator nuclear (NF)-kB (Ashino et al.,
2021; Sant'Ana et al., 2020), além de diminuir a proteina do linfoma de células B
(Bcl)-2, IL-1B, IL-17 e TNF-a (Ashino et al., 2021). Em contrapartida, a administragao
de uma mistura contendo extratos brutos de quatro plantas medicinais (Arctium
lappa, Plantago major, Mikania glomerata e Equisetum arvense) diminuiu a
expressao de AnxA1, NF-kB e citocinas pro-inflamatorias (Possebon et al., 2018),
como visto na presente investigagcédo. Esses dados mostram que diferentes extratos
ou compostos bioativos podem modular a expressao de AnxA1 de formas variadas.

AnxA1 tem uma forte agao anti-inflamatdria, principalmente por inibir a
transmigracéo de neutréfilos e mondcitos e também por induzir apoptose. AnxA1 é
normalmente superexpresso em condi¢des de inflamacéo aguda ou crénica e sua
expressao € inibida pela administragdo de corticosteréides (Girol et al., 2021;
Possebon et al., 2018; Sant'Ana et al., 2020; Sheikh e Solito, 2018 ; Souza et al.,
2017). Assim, a modulacéo da expressao desta proteina pelo tratamento com FAE
sugere um efeito anti-inflamatorio e regulador do tratamento topico. Porém, mesmo
sem demonstrar diferenga significativa, observou-se aumento da expresséao de IL-10
nos tecidos tratados com EP e FAE em relagdo ao grupo nao tratado, no
sobrenadante das lesbes maceradas 6 dias apds sua indugdo. Tanto a AnxA1
quanto a IL-10 atuam como reguladores e promotores da resolu¢do da inflamacgao
(Ferlazzo et al., 2003; King et al., 2014; Sugimoto et al., 2016), importante para o
processo de cicatrizagao.

A MCP-1 também apresentou expressao aumentada nos grupos infectados e
tratados (Figura 10). Os macrofagos s&o células importantes para o processo de
remodelacgao tecidual durante o fechamento da ferida e podem apresentar tanto um
fendtipo pro-inflamatério (M1) quanto um fenétipo anti-inflamatério (M2) (Headland e
Norling, 2015). Os polifendis, principalmente a quercetina, ja foram relacionados a
capacidade de diminuir o fendtipo das células M1 relacionadas ao processo pro-
inflamatorio e aumentar o fenétipo M2. As células M2 podem secretar mediadores
anti-inflamatérios, promover a fagocitose de leucécitos em apoptose e fungao de
reparo tecidual (Carvalho et al., 2021; Headland e Norling, 2015). Em um trabalho
anterior do nosso grupo de pesquisa, a presenga de numerosos macrofagos e altos
niveis de MCP-1 foi observada no dia 7 apos a indugao de queimadura de segundo

grau (Souza et al., 2017).
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Na literatura, observou-se que a quercetina pode se ligar a molécula AnxA1 e
inibir sua atividade pro-tumoral em cultura de células de linfoma (Hirata et al., 2014).
Além disso, a quercetina foi diretamente associada a propriedades curativas em
estudos in vitro e in vivo. Um estudo demonstrou que o tratamento topico com
quercetina reduziu a sintese de matriz extracelular, além de aumentar a expressao
de moléculas de adesédo em culturas de fibroblastos (Doersch e Newell-Rogers,
2017). Outra investigagao apontou as propriedades hipoglicemiantes, hipolipidicas e
cicatrizantes do fitoativo em feridas de ratos diabéticos (Ahmad et al., 2017). Além
disso, a melhora das ulceras de pressao foi observada com o tratamento tépico com
quercetina, que acelerou o fechamento da ferida e diminuiu a expressao de citocinas
pro-inflamatorias (Yin et al., 2018).

A catequina, outro componente encontrado em nossas solugdes extrativas,
possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e cicatrizantes bem relatadas
na literatura (Bernatoniene e Kopustinskiene, 2018). Em um modelo de dermatite
induzida pelo reagente de Sanger (1-Fluoro-2,4-dinitrobenzeno), derivados de
catequina aplicados topicamente foram capazes de reduzir o inchago e a expresséo
de citocinas pré-inflamatérias em camundongos (Nakano et al., 2019). Além disso, a
epigalocatequina demonstrou acelerar a cicatrizagao de lesbes em camundongos
diabéticos (Huang et al., 2019). Em testes de cicatrizac¢ao in vitro usando fibroblastos
humanos, solugdes extrativas de Dioscorea bulbifera, contendo catequina e
quercetina, aceleraram o processo de cicatrizagao (Chaniad et al., 2020). Todos
esses dados reforcam o potencial das solucdes extrativas das folhas de G.
brasilensis para o tratamento de feridas cutaneas.

Na sequéncia do estudo, na derme das lesdes, analisamos a imunomarcagao
da proteina GSDM-D, relacionada ao processo de morte piroptética. A analise
imuno-histoquimica mostrou que o tratamento com EAF foi eficaz na diminuicdo do
numero de células positivas para GSDM-D. Essas células imunomarcadas para o
GSDM-D eram provavelmente fibroblastos em processo de morte celular piroptética
(Liu et al., 2018). O beneficio da formagao de poros piroptoticos na membrana das
células infectadas é a destruicao do sitio de replicagdo do patégeno e a liberagao de
mediadores pro-inflamatdrios que atrairdo os leucécitos para o local infectado.
Porém, em excesso, a Piroptose pode causar danos. Assim, a pesquisa de
estratégias terapéuticas para inibir a morte celular e outros processos mediados por

Gasderminas vem aumentando. Essas estratégias sao baseadas na inibigdo da
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clivagem de sitios de inativagao da Gasdermina, ou outros mecanismos. Por
exemplo, o aminoacido glicina inibe a ruptura celular causada por Gasderminas
(Fischer et al., 2021). Outra investigacéo (Deng et al., 2019) mostrou que um
produto natural isolado, um triterpeno, no tratamento da psoriase em camundongos,
diminuiu a inflamacéao e a piroptose, ao reduzir a expressao de GSDM-D. Esses
resultados estdo de acordo com nossos dados e apoiam o uso de solucdes

extrativas de G. brasiliensis em processos de regeneracao da pele.

5. Conclusoes

Juntos, nossos dados indicam que os tratamentos com EP e principalmente
FAE a 10% incorporados em gel foram eficazes na modulagdo de mediadores
inflamatdrios, incluindo AnxA1, e GSDM-D durante o processo de cicatrizagcado de
feridas infectadas por S. aureus, com implicacdes terapéuticas e reafirmando G.

brasiliensis usos tradicionais no tratamento de feridas.
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Tabela 1. Padroes e suas diluigoes, fases méveis e derivatizagao utilizados em

HPTLC.
Padrao Fase Movel Derivatizagao
Lupeol — Sigma | Tolueno / Metanol 1 g de vanilina em 15 mL de acido
18692 — 100 (9:1) (Rathee et al., acético e 35 mL de acido sulfurico. 1

pug/mL (Etanol)

2015)

mL dessa solucao de acidos foi diluida
100 X em etanol (Wei et al., 2015)

pug/mL (Metanol)

Une, 2016)

Catequina - Acetato de Etila / 1 g de vanilina em 30 mL de acido
Sigma C1251 - | Tolueno / Metanol / acetico foi acidionado a 70 mL de
500 pg/mL Acido Férmico acido fosférico. Essa solugao de
(Metanol) (70:30:10:5) acidos foi diluida em etanol na

proporg¢ao de 30/70 (Glavnik et al.,

2009; Vovk et al., 2005)
Quercetina - Tolueno / Acetato de | NP-PEG 1% observado em UV
Sigma Etila / Acido Férmico | (Dourado and Ladeira, 2008)
Q4951100 - (5:4:0,2) (Doshi and

pug/mL (Metanol)

(6:6:3:0,3) (Shailajan
et al., 2019)

Acido Galico - Tolueno / Acetato de | FeCl30,2% (Possebon et al., 2018)
Dinamica1274- | Etila/ Acido Férmico

100 pg/mL (5:4:0,2) (Doshi and

(Metanol) Une, 2016)

Berberina — Tolueno / Acetato de | Dragendorff 1% (Dahanayake et al.,
Sigma Etila / Metanol / 2019; Possebon et al., 2018)
B2151100 - Acido Férmico
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Tabela 2: Resultados da pesquisa qualitativa e quantitativa de fitoquimicos em

EP, FH e FAE.
Terpenos Compostos fenolicos Compostos nitrogenados
Sesquiterpenos (Presenca) | Polifenois totais Flavonoides totais | Cumarinas (Presenca) | Alcaloides totais
EP + 18,42 pug/mL 7,8 ug/mL - 240,58ug/mL
FH - 0,05 pg/mL 0,05 pg/mL - 0,45 pg/mL
FAE + 5,08 pug/mL 5,38 ug/mL - 136,21 pg/mL




Figura 1. Representacao esquematica dos grupos experimentais.
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Figura 2. Resultados da pesquisa de fitoquimicos por HPTLC: A) ndo ha banda
correspondente em nenhuma das amostras para o padréo Lupeol. B) Cabeca de
seta indica triterpeno revelado em FAE. Em C) e D) setas indicam bandas
correspondentes ao padrdo Catequina em EP e FAE. Em D) cabegas de seta
indicam outra banda correspondente a um outro tipo de catequina. E) e F) padrao
Quercetina, setas indicam a presenga do composto em bandas corrrespondentes em
FAE e EP e, em F) cabecgas de setas indicam presenca de outros flavonoides em
outras bandas que reagiram ao revelador NP-PEG. (G) ndo ha banca
correspondente em nenhuma das amostras ao Acido Galico; H) as cabecas de setas
mostram taninos em outras bandas de FAE e EP. Banda correspondente a
Berberina (I) em FAE e EP e, J) outra banda indicada pela cabeca de seta reagiu
igualmente ao revelador de alcaloides.
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Figura 3. Teste de citotoxidade in vitro com hemélise: A) comparagao das
absorbancias da hemdlise provocadas pelas amostas. B) Controles positivo e
negativo com 0,1% de Triton. C) EP, D) FH e E) FAE.
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Figura 4. Teste de citotoxidade in vivo/in ovo CAM: A) ovo controle, onde foi
injetado soro. Em B) ovo que recebeu EP a 10 % e; em C) ovo que recebeu FAE a
10 %. Nao se observa alteracées na vascularizacdo da membrana CAM. Setas
indicam o coragao dos embrides. Em D) dados quantitativos referentes a vasos

sanguineos quantificados na intersecg¢ao das linhas.
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Figura 5. Teste da atividade antimicrobiana: A) setas indicam halos de inibicao de
crescimento microbinano nas concentragdes de 50 e 100% de EP. Controles

positivos com os antibiéticos B) Vancomicina e C) Ampicilina.
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Figura 6. Registro das lesdes no 6° dia apés inducgao e histopatologia: Feridas
nao infectadas e tratadas com A) veiculo (gel puro), B) EP a 10% e C) FAE a 10%.
Feridas infectadas e tratadas com D) veiculo, E) EP a 10% e F) FAE a 10%. Os
detalhes mostram caracteristicas macroscopicas das lesées, e, no detalhe em D), é
possivel observar formagao de exudato no Controle-Infectado. Setas indicam
reepitelizagdo. Coloragdes: HE em A), B), C), G), H) e |); Picrossirius em D), E), F),
J), K)elL).

Infectado Nao infectado Nao infectado

Infectado
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Figura 7. Estudo da expressao da AnxA1 na epiderme e derme: imunomarcagao
das lesdes em A) controle; D) controle infectado; B) lesdo n&o infectada e E)
infectada de animais tratados com EP (10 %); C) lesdo nao infectada e F) infectada
de animais tratados com FAE (10 %), sendo essas, menos imunomarcadas. Analises
densitométricas (Unidades Arbitrarias de 0 a 255) mostram as diferengas entre os
grupos na epiderme (G) e derme (H). Os valores sao apresentados como média +
S.E.M. (n=5/grupo). Contra-coloragao: hematoxilina de Harris. (1) Auséncia de
imunorreatividade no controle da reagao. Barras de 50 ym. Em J) ensaio de Western
Blotting evidenciando as bandas da AnxA1 intacta e clivada em todos os grupos. K)
Densitometria das bandas de AnxA1 no Western Blotting: * EP p > 0,05 vs Controle

e p > 0,01 vs Controle infectado.
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Figura 8. Imunomarcagao das células no estroma para GSDM-D. A) Controle
tratado apenas com gel puro; B) Ferida tratada com gel + EP a 10 %; C) Ferida
tratada com gel + FAE a 10 %; setas indicam células imunomarcadas. D)
Especificidade de reacao evidenciada pelo controle, barra de 50 um. Contra-
coloragédo: Hematoxilina de Harris. E) Grafico da quantificagdo das células

imunomarcadas.
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Figura 9. Dosagem de citocinas no macerado das lesdes infectadas: Dosagem
de citocinas no macerado das lesées: Em A), IL-10, sem diferenga estatistica entre

grupos. Controle-infectado: 13,06 + 2,66; EP-infectado: 35,12 + 9,40; EP-Infectado:

61,66 + 18,57. Em B), MCP-1, com diferenga de p < 0.05 entre Controle-Infectado e
FAE-Intectado. Controle-Infectado: 199,71 £ 80,50; EP-Infectado: 709,28 + 123,60;

FAE-Infectado: 1322,77 + 420,95.
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Figura 10. Proposta de um modelo de agao de tratamento tépico com solugoes

extrativas de G. brasiliensis no processo de fechamento de feridas.
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Material Suplementar:
Figura 1. Teste de estabilidade a centrifugagao: amostras apresentadas nessa
ordem: Creme — EP (10%); Creme — FAE (10%); Gel — EP (10%); e Gel — FAE

(10%). Seta indica fase na formulagdo Creme — EP apds centrifugagéao.
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Figura 2. Registros do teste de estabilidade preliminar das formulagées em
creme: amostras apresentadas nessa ordem: Creme — EP (10%); Creme —
FAE (10%); Gel — EP (10%); e Gel — FAE (10%). Comparagao das formulagdes em
teste de estabilidade aos 1°, 5°, 10° e 15° dias, em todas as condi¢des testes. Em
A), formulagdes controle, que nao foram expostas a condigdes extremas de
armazenamento. Em B), formulagbes expostas a luz direta e ar. Observar alteragao
de cor das formulagées em creme, especialmente no 15° dia. Em C), formulagbes
armazenadas em geladeira. Em D), formulagbes armazenadas em estufa. Observar
formacgao de fases e intensa alteragédo de coloragao nas formulagbes com creme.
Em E), formulag¢des expostas a ciclos de aquecimento e resfriamento. Observar

formacao de fases e intensa alteracao de coloragao nas formulagbes com creme.

Luz e Ar Controle

Geladeira (2-5 °C)

Ciclos AR (45 °C/2-5 °C) Estufa (45 °C)
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Tabela 1. Dados do teste de estabilidade preliminar das formulagées em

intensamente modificado.

IM:

modificado e;

M

levemente modificado;

LM:

creme

8 Ly 6V 6V 0's 6V 6V 8V 9V 6V 6V 0's Ly Ly s Hd
(sasesz) Wi |(sasesz) Wi[(saseyz) W1 - - - einixal |yy sopn
(0153 +) Wf(eanasa +) AN == == oo === mmm = == 10D
6V 0's 0's s Ts s 0's 0's 0's 6V 8V 8 8V Ly 6V Hd
(sasejz) W[ (sasesz) Wi|(sasesz) Wi|(sasesz) Wi|(sasesz) Wi - eamxal | (J,sb)
(0153 +) Wf(eanasa +) Anf(eanasa +) Tj(0anas3 +) WTj(01na53 +) WT|(01nas53 +) WTf(eanas3 +) 1N - -— - 10D
8y 8y 8y 3% 0's TS [49 s Ts 8y 9 9Y Ly S Ly Hd
enxa) | (3,52)
- =3 10)
6V 6V 6V 6V 6V 6V 6V Ly Sy Ly 0's 6V 9v 9V s Hd
Benxa) (Jayazm
(01mas3 +) - 10)
steia viea €T ela <tea 1tea otea 6ela 8elg Leld 9elg sea vea €€ Zeg Tela
(%0T) 2113 3p 03330y OE5E14 - 031UQ! OBU BWAI)
[44 €Y €Y €Y €Y €Y €Y (44 (44 TE €Y v €Y €Y € Hd
(sase; Z) W [(sasesz) Wi (sasesz) Wi| ednixal |yy sopi
0453 +) Al | (02n0s3 +) W [(04n353 +) I [(04n353 +) NI [(04n353 +) NI [(04n253 +) INTf(04n253 +) INT[(02n253 +) INT|(01n2S 3 +) INTf04n353 +) INT[(04nIS3 +) INT|(01NDS 3 +) AN 10D
1874 € (44 44 (474 €YV (44 (44 v (474 (44 €Y (44 €Y €Y Hd
(sese;w | eanxal | (9, Sv)
(04n2s3 +) W [(04n353 +) N [ (0123 +) W o)
(47 vy (47 €Y 137 vy (47 Ty €Y oY €Y €Y €Y 14 €Y Hd
enxal | (3,52)
10)
144 [44 €Y €Y €Y €Y [44 a4 €Y €Y v (474 (474 €Y (44 Hd
- . - BINX3] | ayazm
(0anasa +) W1f(04n353 +) f(04n353 +) WT|(04n353 +) WT|( 04353 +) T[(01nI53 +) WT|(04n3s3 +) IANf(04n2S3 +) A - 10D
steia viewa €Tela <tea 1tea otea 6ela 8elg Leld 9elg sea vela €eg Zea Tela oedesdy|y

(%0T) 04nd 01E1X3 - 021UQI OBU BWIAI)
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LM:

Tabela 2. Dados do teste de estabilidade preliminar das formulagées em gel

intensamente modificado.

IM:

modificado e;

M

levemente modificado

6V 0's 0's 0's 6V 0's 0's 0's 6V 6V s 6V s s 0's In
eINIX3L |yv sopn
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T's 4 6V 0's 0's s 0's 0's 0's 0's s 0's 0's 4 0's IQ
enxal | (J,sb)
|Ao._=uam+:2 (0anas9 +) W [ (0295 +) I [ (02955 +) (N [(04n958 +) N [(02n953 +) INT[0IN253 +) INT|(02Ma5 2 +) | 10D
0's 0's 0's r4 0's s 0's 0's 0's s s 6V 0's 6V 6V In
eanxay | (3,5-2)
10D
0's 0's 6V 6V 6V 0's 0's 0's 0's TS Ts 0's 0's 6V (4 IQ
BINIX3) | a4y azn
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(%0T) e1133 3p 03e32JY OBSeI4 - 021UQI OBU 3D
Sv S Sy 9 SY 9y 9 9 9 9 Sy Sy 9 47 Ly Hd
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Sy Sy Sy S Sy Sy Sy Sy Sy Sy 9V Sy 9V Ly 8 IQ
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4. CONCLUSOES

e As pesquisas qualitativas e quantitativas para as principais classes de

fitoativos em EP, FH e FAE revelaram:

o Presenca de Sesquiterpenos em EP e FAE;
o Auséncia de Cumarinas em todas as solugdes extrativas;
o Maior quantidade de polifendis, flavonoides e alcaloides em

EP e FAE do que em FH.
¢ As analises cromatograficas em EP, FH e FAE revelaram:
o Auséncia de Lupeol em todas as solugdes extrativas,

porém presencga de outro composto da mesma classe em FAE;

o Presenca de Catequinas em EP e FAE;

o Presenca de Quercetina e outros flavonoides em EP e
FAE;

o Auséncia de Acido Galico em todas as solugdes extrativas,

porém presencga de outros compostos da mesma classe em EP e FAE;
o Presenca de Berberina e outros alcaloides em EP e FAE.

oA FAE foi a solugao extrativa com maior atividade antioxidante seguida
por EP e FH.

eNa analise de citotoxidade in vitro, FH demonstrou menor citotoxidade
que EP e FAE.

oA analise de citotoxidade pelo método CAM, EP e FAE nao
demonstraram citotoxidade a 10%, sem alterar a vascularizagdo da membrana
corioalantoide dos ovos, nem promover a morte dos embrides.

eSomente EP em concentragao superior a 50% demonstrou atividade
microbicida em cultura de S. aureus.

¢O Teste de Estabilidade Acelerada em formulacées com EP e FAE a
10% mostrou que o veiculo gel manteve-se mais estavel, especialmente se
mantido em geladeira, quando comparado ao creme.

¢As analises macroscépicas e histolégicas das lesdes infectadas ou ndo
com S. aureus demonstraram melhor cicatrizagao nos grupos tratados com EP
ou FAE a 10%.
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¢ O tratamento com FAE modulou e reduziu a expressao de Anexina A1
na epiderme e derme das lesdes infectadas ou ndo.

¢ O tratamento com FAE reduziu a quantidade de células imunomarcadas
para Gasdermina-D na derme das lesdes infectadas.

eO tratamento com FAE aumentou a expressao de MCP-1 no

sobrenadante do macerado das lesodes.

Nossos resultados mostraram fitoativos de interesse farmacoldgico
principalmente em EP e FAE, auséncia de citotoxidade dessas solucdes extrativas a
10%. No modelo de lesdo cutdnea associada a infecgao por S. aureus a formulagao
de EP ou FAE a 10% em gel proporcionaram rapida cicatrizagdo e o gel com FAE
reduziu a expressdao de AnxA1 e GSDM-D e aumentou os niveis de MCP-1. Em
conjunto, esses dados corroboram a potencialidade anti-inflamatéria das solugdes
extrativas de G. brasiliensis e sustentam o uso da FAE nos processos de regeneragao

cutanea.
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ABSTRACT

Burns present major impacts worldwide which stimulate the search for
therapeutic alternatives, and the herbal medicines with anti-inflammatory and
healing properties are potential targets. In the present study, we evaluated topical
treatments with Lavandula officinalis essential oil (EO) and Arctium lappa extract
in a second degree burn model. Wistar rats were anesthetized and submitted to
thermal burns. The lesions were treated 2x/day with a cream containing 0.5% of
L. officinalis EO plus 10% of A. lappa extract. Healing process evolution was
evaluated on days 3, 7, 14, 21 and 30 after burns. Macroscopical and
histopathological analyses showed more discreet edema and better
reepithelialization in herbal treated animals. Higher expression of epidermal
growth factor receptor in all phases of wound healing and lower expression of
matrix metalloproteinases 2 and 9 especially at remodeling stages were observed
in treated animals. Phytotherapic treatment reduced levels of interleukin-1f and
tumor necrosis factor-a in scar tissues after 30 days. Aspartate aminotransferase
levels were also decreased in herbal-treated animals. Our data showed better
healing in animals treated with L. officinalis EO in association with A. lappa extract,
pointing these phytotherapics as strategies for skin burns treatment.

Key words: Inflammation, mast cells, matrix metalloproteinases, medicinal herbs,
wound healing.

Abbreviations: ANOVA, Analysis of variance; AST, aspartate serum aminotransferase; DAB, diaminobenzidine; EO,
essential oil; EGF, epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; ECM, extracellular matrix; HE,
hematoxylin and eosin; IL-1f, interleukin-1 beta; MCs, mast cells; MMPs, matrix metalloproteinases; PDGF-A, platelet-
derived growth factor A; TGF-B, transforming growth factor beta; TNF-a, tumor necrosis factor-alpha.

INTRODUCTION

Bums are complex traumas that present high mortality rate

reproducible animal models that show clinical and

and generate strong economic and psychosocial impact due
to prolonged treatment (Richardson and Mustard, 2009;
Xue et al., 2018). To restore the skin and prevent sequelae,
the degree and extent of injury, infection, techniques and
drugs available are considered in selecting the treatment of
burns (Summer et al, 2007). In this sense, easily

histopathological similarities with second degree burns in
human were established to evaluate the use of therapeutic
agents in healing evolution (Meyerholz et al., 2009; Souza et
al, 2017).

Wound healing is a highly complex process orchestrated
by different cell types (Evers et al., 2010). Mast cells (MCs)
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Abstract

Background: Stabilized sodium hypochlorite solution at 4% (4% NaClO) is a product with healing properties but still
little studied scientifically. Here we evaluated the administration of 4% NaClO in a model of clean and infected skin
lesions.

Methods: Lesions were obtained on the dorsal region of Wistar rats. The wounds of some animals were inoculated with
Staphylococcus epidermidis (50ul, 10-7) and clean and infected lesions were treated with Trofodermin® or 4% NaClO
(diluted at 0.4%) as the following groups: Trofodermin®; S. epidermidis + Trofodermin®; 4% NaClO; S. epidermidis +
4% NaClO. Wounds sizes were daily measured and the excision of lesions was performed on day 8 for histopathological
evaluation and immunohistochemical studies of Annexin A1 (AnxA1), receptors for formylated peptides (FPR)1 and
FPR2 and vascular endothelial growth factor (VEGF). Levels of interleukin (IL)-1f and tumor necrosis factor (TNF)-ain
the supernatants of the macerated lesions were also measured.

Results: Wounds treated with 4% NaClO closed faster than those treated with Trofodermin®, especially in the infected
group. 4% NaClO reduced the expressions of AnxA1, FPR1, FPR2 and VEGF, as well as decreased the levels of IL-1f.

Conclusion: These results pointed the potential of 4% NaClO in wound healing which opens the possibility for new
therapeutic strategies.

Keywords: Wound healing; NaClO; AnxA1; FPR; VEGF
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ANEXO A — Aprovacao da CEUA/UNIFIPA 05/18 para modelo de lesao cutianea

CENTRO UNIVERSITARIO PADRE ALBINO \
® MANTIDO PELA FUNDAGAO PADRE ALBINO C E U A
Rua dos Estudantes, 225 - CEP 15809-144 - Catanduva-SP A
U N lF'pA www.unifipa.com.br .

CERTIFICADO
N°05/18

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagio das Propriedades
Cicatrizantes do Extrato de Garcinia brasiliensis e Modulag¢iio da Proteina Anexina Al em
Modelo de Lesdio Cutinea”, registrada com o Namero 05/18, sob a responsabilidade de
Profa. Dra. Ana Paula Girol — que envolve a produgiio, manutengdo ou utilizagio de animais
pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimenta¢io Animal (CONCEA), ¢ foi APROVADA pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) das Faculdades Integradas Padre Albino — FIPA, em

reunidio de 20/06/2018.
Finalidade ( )Ensino  ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo 01/08/2018 a 01/08/2020
Espécie/ Linhagem/ Raga Rattus novergicus/ Wistar
N° de animais 30
Peso/ldade 250g
Sexo Fémeas
Origem Biotério UNIFIPA

Catanduva (SP), 20 de junho de 2018.

I%H(( VO o~
Profa. Dra. Andréia de Haro Moreno
Coordenadora da CEUA-FIPA

CEUA - FIPA
Fone: (17) 3311-3340 - e-mail: ceuailipa.com br
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ANEXO B — Aprovacao da CEUA/UNIFIPA 06/18 para teste CAM

@ CENTRO UNIVERSITARIO PADRE ALBINO \
MANTIDO PELA FUNDAGAO PADRE ALBINO C E U A
Rua dos Estudantes, 225 - CEP 15809-144 - Catanduva-SP ~ e A
UN'F'pA www.unifipa.com.br Cmmm

I e e T

CERTIFICADO
N°06/18

Certificamos que a proposta intitulada *“Avaliagio da atividade

biolégica dos extratos bioativos naturais em modelos experimentais”, registrada com o

Namero 06/18, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Ana Paula Girol - que envolve a

produgdio, manutengfio ou utilizagio de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo

Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do
Animal (CONCEA), ¢ foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) do Centro Universitario Padre Albino — UNIFIPA, em reuniio de

25/06/2018.
Finalidade ( )Ensino  ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagiio 15/07/2018 a 15/07/2020
Rattus novergicus/ Wistar
Mus muscullus/ BalbC
Espécie/ Linhagem/ Raga Gallus gallus
N° de animais 40/40/40
Peso/ldade 250g/ 25¢g
Sexo Machos
Origem Biotério UNIFIPA

Catanduva (SP), 25 de junho de 2018.

[ b{l Morine—

Profa. Dra. Andréia de Haro Moreno
Coordenadora da CEUA-UNIFIPA

CEUA ~ UNIFIPA
Fone: (17) 3311-3340 - e-masl: ceua@unifipa com by
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