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RESUMO

A pele é fundamental para manter a integridade do organismo e a descontinuidade desse sistema
promove 0 mecanismo cicatricial, processo fisiolégico que pode ser dividido em fase
inflamatdria, proliferativa e de remodelamento. As lesdes cutaneas tém grande importancia no
investimento de recursos publicos devido a possibilidade de algum tipo de deficiéncia fisica ou
até mesmo levar a morte. A Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae) € uma &rvore que,
segundo conhecimento popular, apresenta atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana e de
cicatrizacdo de feridas. Sendo assim, o projeto teve por objetivo investigar o potencial
cicatrizante dos cremes a base de extrato hidroalcodlico das folhas (10% EH) ou éleo-resina das
cascas (10% OR) de Copaifera langsdorffii em feridas cutdneas de ratos e 0s mecanismos
envolvidos. Ratos Wistar machos foram randomicamente divididos em quatro grupos
experimentais (n = 8): creme base lanette (controle negativo - veiculo), creme Collagenase 1.2 Ul
(controle positivo), cremes 10% EH ou 10% OR. Os animais foram submetidos a anestesia e
inducgéo da les&o dorsal de 2 cm de didametro. As lesdes foram tratadas uma vez por dia e tiveram
a area medida durante 3, 7 e 14 dias. Ap0s a eutanasia, a regido da ferida foi destinada a analises
moleculares, histologicas, imunohistoquimicas e determinacdo de atividade anti-inflamatoria
local. Nossos resultados mostram o potencial cicatricial dos tratamentos 10% EH e 10% OR, com
a significativa retracdo das lesdes comparadas ao grupo Lanette. Os tratamentos a base de
copaiba apresentaram atividade anti-inflamatdria, com reducdo de citocinas pro-inflamatérias e
aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10. Os resultados moleculares e imunohistoquimicos
mostraram a atividade dos tratamentos 10% EH e 10% OR nos mecanismos de proliferacdo
celular, angiogénese estimulada por VEGF, reepitelizacdo mediada por EGF, MMP-2 e MMP-9,
retracdo da lesdo estimulada pelo MIF e remodelacdo das fibras colagenas. Desse modo, 0s
tratamentos 10% EH e 10% OR apresentaram grande potencial na cicatrizacdo de lesdes
cutaneas, com resultados melhores que o farmaco de referéncia na de proliferacdo, angiogénese e
retracdo da lesdo e apresentando resultados semelhantes ao farmaco na reepitelizacdo e

remodelamento de matriz, demonstrando potencial na cicatriza¢do de lesdes de pele.

Palavras-chave: cicatrizacdo de lesdes, pele, Copaifera langsdorffii



ABSTRACT

The skin is fundamental to maintain the integrity of the body and the disruption of this system
promotes the wound healing mechanism, physiological process that can be divided into
inflammatory, proliferative and remodeling phases. The skin wounds have great importance in
the investment of public resources due to the possibility of some type of physical disability or
even death. The Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae) is a tree that, according to popular
knowledge, has anti-inflammatory, antimicrobial and wound healing activities. Therefore, the
aim of this study was to investigate the healing potential of the ointments containing
hydroalcoholic extracts of the leaves (10% EH) or oleoresin of the bark (10% OR) of Copaifera
langsdorffii in cutaneous wounds of rats and the mechanisms involved. Male Wistar rats were
randomly divided into four experimental groups (n = 8): lanette ointment (negative control -
vehicle), Collagenase 1.2 1U ointment (positive control), 10% EH or 10% OR ointments. The
animals were submitted to anesthesia and induction of the dorsal lesion of 2 cm in diameter. The
lesions were treated once a day and had their areas measured for 3, 7 and 14 days. After
euthanasia, the wounds were assigned to molecular, histological, immunohistochemical analysis
and determination of the local anti-inflammatory activity. Our results show the healing potential
of treatments 10% EH and 10% OR, with significant retraction of the wounds compared to the
Lanette group. The copaiba-based treatments showed anti-inflammatory activity, with reduction
of pro-inflammatory cytokines and increase of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Molecular
and immunohistochemical results showed the activity of 10% EH and 10% OR in the
mechanisms of cell proliferation, VEGF-stimulated angiogenesis, reepithelialization mediated by
EGF, MMP-2 and MMP-9, MIF-stimulated wound retraction and remodeling of collagen fibers.
Thus, the treatments 10% EH and 10% OR presented great potential in skin wound healing, with
better results than the reference drug in the proliferation, angiogenesis and retraction of the lesion
and presenting similar results as the reference drug in reepithelialization and remodeling, with

great potential in the skin wound healing.

Key words: wound healing, skin, Copaifera langsdorffii
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. - Pele e cicatrizacao de feridas

A pele € o maior 6rgdo do corpo, com origem embriolégica dupla, ectodérmica e
mesodérmica, sendo estruturada em duas camadas. A primeira é responsavel pela formacao da
epiderme, e a segunda pela derme. A epiderme é constituida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, onde a célula predominante é o queratindcito, além de possuir
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, organizadas em 5 estratos. A derme é
constituida pelas camadas reticular e papilar, com predominio de componentes de matriz
extracelular como colageno tipo | e elastina — que promovem a forca tensora do tecido — e
fibroblastos que atuam na organizagdo da matriz que compde a derme. Apresenta ainda grande
namero de terminagdes nervosas responsaveis por receber informacfes ambientais e envia-las ao
sistema nervoso central (EVANS et al., 2013; RITTIE, 2016). Entre as principais funcdes da pele,
estdo a protecdo dos vertebrados em todos os ambientes, incluindo exposi¢do do organismo a
antigenos, protecdo quimica e fisica contra agentes externos, termorregulacdo corpérea, controle
da entrada e saida de eletrdlitos e protecdo contra perda de agua (DE BENEDETTO; KUBO;
BECK, 2012; GUO; DIPIETRO, 2010).

A perda da integridade da pele causa uma injdria, que resulta em abertura ou ruptura da
pele, chamada de ferida ou Ulcera (FIKRU et al., 2012). Tais feridas podem ser causadas por uma
variedade de eventos traumaticos, tais como exposicdo ao calor, frio, materiais corrosivos,
radiacdo ou problemas circulatorios (MORIN et al., 2012). Em resposta a essas injdrias, inicia-se
a cicatrizagdo, um processo dinamico que reestabelece a funcéo e a integridade do tecido lesado
(GUO; DIPIETRO, 2010; PEREIRA; BARTOLO, 2013).

Todos os estagios do mecanismo cicatricial de segunda intencdo dependem de processos
bioquimicos, celulares e moleculares para a restauracdo estrutural e fisioldgica da regido lesada.
Devido a alta complexidade dessa cascata de eventos, alguns autores utilizam classificagdes
didaticas para separar as etapas da reparagdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Esses processos sdo altamente
complexos e envolvem uma sequéncia de estagios interdependentes e sobrepostos: hemostasia e

inflamacdo (fase inflamatoria), formacdo do tecido de granulacdo e reepitelizagdo (fase
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proliferativa) e fase de remodelamento da matriz extracelular (MORIN et al., 2012; RITTIE,
2016).

Na fase inflamatoria, ap6s a quebra da integridade do tegumento, a primeira etapa da
cicatrizacdo consiste na reparacdo da hemostasia local, realizada pela ativacdo da via de
coagulacdo extrinseca. Forma-se uma rede hemostatica de fibrina, que €é posteriormente
solidificada pelas plaquetas (GURTNER et al., 2008). Uma vez que seja estancada a perda de
sangue, a proxima etapa é a remocdo de tecido morto e prevencdo de infecgdes. Para tanto, as
células inflamatorias sdo cruciais nesse processo. Nos primeiros cinco dias de lesdo, 0s
neutrdfilos invadem a area da injaria rica em fibrina, promovendo a eliminacdo de bactérias e
degradacdo do tecido morto através de processos de fagocitose e secrecdo de proteases. No
terceiro dia apds a lesdo, ha a migracdo de macréfagos para a area da ferida e, além de fagocitar
patdgenos e tecido morto, secretam uma variedade de fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas, moléculas sinalizadoras vitais para a coordenacdo dos eventos que ocorrerdo na fase
seguinte, a fase proliferativa (TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 2012).



6. CONCLUSOES

Com nossos resultados, foi possivel confirmar a atividade cicatricial das formulagbes a
base de extrato hidroalcodlico das folhas e Oleo-resina da casca de Copaifera langsdorffii na
concentracdo de 10%, sendo que ambas as formulacdes reduziram a area das lesbes comparadas
ao grupo controle. Além disso, embora existam semelhancas entre 0s mecanismos das
formulagdes 10% EH e 10% OR, caracterizados pela atividade anti-inflamatoria, estimulo da
angiogénese, da reepitelizacdo e remodelamento de matriz extracelular e retracdo da area lesada;
existem algumas diferencas entre 0s mecanismos das formulacGes, como a maior expressdo de
FGF-2 no grupo 10% OR, caracterizando a influéncia desse tratamento na via de proliferacdo de
fibroblastos e sintese de colageno, e a maior expressdo de MIF no grupo 10% EH, estimulando a
diferenciacdo de fibroblastos a miofibroblastos na retracdo da area de lesdo. Além disso, ambos
os tratamentos a base de copaiba apresentaram-se mais eficientes na cicatrizacdo de lesdes
cutdneas que o farmaco de referéncia, atuando tanto nos mecanismos de reepitelizacdo e
remodelamento de matriz extracelular (mecanismos de agdo da Collagenase 1.2 Ul), quanto
diminuindo a area da lesdo, apresentando atividade anti-inflamatéria estimulando a proliferacdo
celular e angiogénese. Sendo assim, foi possivel demonstrar o potencial cicatricial da 6leo-resina
na concentracdo de 10% na cicatrizacdo de lesbes cutaneas - comprovando o uso popular do
produto - além da descoberta da atividade cicatrizante do extrato das folhas a 10% como uma
nova formulacdo, com maior biomassa disponivel, sendo que ambos 0s tratamentos apresentam

potencial para o desenvolvimento de um possivel fitoterapico ou farmaco cicatrizante.
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