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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).
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Figura 1: Fase inflamatdria da cicatrizacdo de lesdo de pele. Figura modificada de REINKE;
SORG (2012).

A segunda fase do processo é a fase proliferativa, que varia do quarto ao vigésimo
primeiro dia apo6s a lesdo, na qual ocorre a deposicdo do tecido de granulacdo composto por
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais. Esse tecido substitui a rede de fibrina estabelecida
durante a fase inflamatdria e constitui uma matriz extracelular provisoria para o reparo tecidual,
que serd posteriormente remodelada. Os principais mediadores nesse momento sdo o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), sintetizado pelas plaguetas, fator de crescimento
transformante-p1 (TGF-B1) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) sintetizados pelos
macrofagos, que promovem a proliferagdo dos fibroblastos, iniciando a sintese do colageno tipo
Il e outros componentes da matriz extracelular provisoria como fibronectina e proteoglicanas.
Essa estrutura proteica fornece uma base para a proliferacdo das células endoteliais, mediada pela
secrecdo de fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), formando novos vasos, processo
necessario para a sintese, deposi¢do e organizacao do tecido de granulagdo (KONDO; ISHIDA,
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2010). Diversos estudos tém demonstrado que a angiogénese é um processo importante para a
cicatrizacdo tecidual e que a expressao de VEGF é essencial nessa fase (GREAVES et al., 2013).

O processo de reepitelizacdo promove o reestabelecimento da integridade tecidual. Dessa
forma, os queratindcitos adjacentes a borda da lesdo apresentam uma reorganizacdo de suas
moléculas de adesdo, o que os permite alterar as conexdes com a membrana basal e com os
queratindcitos vizinhos, possibilitando que tais células migrem pela superficie da lesdo,
colaborando para o fechamento da ferida cutdnea (GURTNER et al.,, 2008; TZIOTZIOS;
PROFYRIS; STERLING, 2012).

@ Macroéfago

/" PDGF TGF-B1

Estrutura para proliferacéo de

células endoteliais e angiogénese
' Fibroblasto

VEGF, PDGF, FGFb, trombina

Tecido de granulacéo:
fibroblastos,
granuldcitos,

macrofagos, capilares

e feixes de colageno

desorganizados Colageno I

Figura 2: Fase proliferativa da cicatrizacdo de lesdo de pele. Figura modificada de
REINKE; SORG (2012).

A Ultima etapa do processo é fase de remodelamento, na qual a formacéo do tecido de
granulacdo cessa e a matriz extracelular proviséria é remodelada. Esse processo é importante para
evitar a formacgdo de cicatrizes hipertroficas e queloides. Com a maturagdo do tecido, a

composi¢do da matriz extracelular sofre alteragdes. O colageno tipo 111 depositado durante a fase
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proliferativa é lentamente degradado por metaloproteinases secretadas por macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais e da epiderme, sendo substituido por colageno I, mais resistente e
orientado em feixes paralelos (KONDO; ISHIDA, 2010). Além disso, ha a completa
reepitelizacdo da epiderme e o tecido sofre uma resposta contratil atraves da acdo dos
miofibroblastos, fibroblastos que adquirem fendtipo contratil. Em virtude de seus multiplos
pontos de ligacdo ao coldgeno, essas células se contraem, reduzindo a superficie da area lesada
(TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 2012).

Colageno Il = «
N = -9
X e R
l \\ Miofibroblasto
¥ \
\ d
kD 0":‘.
P 1 'MJ 3
e ﬁ?@mﬁ?‘ Diminuicdo da area de
[ e e les@o pela resposta
- contratil
Colageno |

Foliculos pilosos ou glandulas
sudoriparas ndo tém potencial
regenerativo

Apoptose

Figura 3: Fase de remodelamento de matriz extracelular da cicatrizacdo de leséo de pele. Figura
modificada de REINKE; SORG (2012).
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1.2. - Fatores enddgenos na cicatrizagdo

Todos os mecanismos envolvidos nessas fases da cicatrizagcdo dependem da exposigéo do
tecido a fatores sistémicos e locais como idade, imobilidade, estado nutricional, doencas
associadas, uso continuo de medicamentos, localizagcdo anatbmica da ferida, presenca de infeccdo
e tecido desvitalizado podem interferir no processo de cicatrizacdo da pele e retardar sua
recuperacdo, representando um desafio clinico a ser superado (PAUL; SHARMA, 2004). Além
disso, os mecanismos moleculares e celulares recebem influéncia de fatores enddgenos para a
correta mediacdo da cicatrizacéo.

Dentre os fatores enddgenos, apenas alguns dos diversos fatores de crescimento e
citocinas que mediam a cicatrizagdo na pele ja foram identificados. Fatores de crescimento, como
0 FGF, PDGF, EGF e TGF-p1, liberados no local da lesdo, sdo considerados cruciais para a
cicatrizacdo cutanea (SUN et al., 2013). O TGF-B1 esta envolvido em quase todos os estagios da
cicatrizacdo na pele, amplificando a migracdo de celulas inflamatérias para o local da lesdo,
estimulando a angiogénese, a formacdo do tecido de granulacdo e a reepitelizacdo, além de
aumentar a deposicdo de colageno 11l na fase proliferativa e a forca tensora do tecido através da
deposicdo de colageno | (CAIADO et al., 2011; ROSENSTEEL et al., 2010). Sendo assim, tem
sido demonstrado que a cicatrizacdo acelerada de feridas cutaneas esta relacionada ao aumento da
expressdo de TGF- 1 (ATIBA et al., 2011; GANESHKUMAR et al., 2012). O EGF sintetizado
pelas plaquetas, macrdfagos, fibroblastos e queratindcitos tem efeito paracrino sobre a migracao
dos queratindcitos. A expressao de EGF é maior durante a fase de reepitelizacdo e contracdo da
ferida, estimulando o recobrimento da superficie lesada e a formagdo do tecido de granulagéo (L1I;
CHEN; KIRSNER, 2007). A sintese de VEGF pelos macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos é crucial para a angiogénese, sendo que falhas nesse processo retardariam a
cicatrizacdo (OBERRINGER et al., 2008).
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Tabela 1: Fatores de crescimento que atuam na cicatrizagdo de lesdes de pele. Tabela modificada
de BENNETT et al. (2003).

Fator de Mecanismo . ) o
. . Célula secretora Efeito na cicatrizagdo
crescimento envolvido
Inflamacéo, sintese Plaguetas Atracéo de neutrofilos e fibroblastos/
PDGF e remodelamento de quetas, Proliferacdo de células endoteliais e
. macrofagos .
matriz extracelular fibroblastos
Sintese e : . . « . .
FGE-2 remodelamento de Fibroblastos, celulas  Proliferacéo de fibroblastos, células

. endoteliais endoteliais e queratindcitos
matriz extracelular

Proliferacdo e migracédo de

KGF Reepitelizacdo Fibroblastos N
queratindcitos
EGE Reepitelizacio Queratlr,locnos e _Prollfera(;ao dg queratinocitos,
macrofagos fibroblastos e células endoteliais
Plaquetas,
Inflamacdo, sintese macrofagos, Estimulo da angiogénese e sintese de
TGF-p1 e remodelamento de fibroblastos, matriz extracelular/ Proliferacéo e
matriz extracelular neutrdfilos e diferenciacédo de fibroblastos
queratindcitos
Sintese de matriz Neutrofilos,
VEGF plaquetas, células Estimulo da angiogénese
extracelular o
endoteliais

Os mediadores inflamatdrios também sdo fatores cruciais para a cicatrizacdo e
reconstrucdo do tecido, uma vez que células inflamatérias como neutrofilos e macrofagos sao
importantes para a remocao do tecido morto e evitar a disseminagdo de um processo infeccioso
para outras regides do corpo, além das fungdes reguladoras das citocinas inflamatdrias na
sequéncia do mecanismo cicatricial (DOVI; HE; DIPIETRO, 2003; MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004). Entretanto, o desequilibrio entre mediadores pro-inflamatérios e
anti-inflamatorios podera determinar o atraso do processo cicatricial e a consequente formacao de
feridas cronicas que dificultam a qualidade de vida dos pacientes (MORIN et al., 2012). Sendo
assim, a compreensdo da acdo das citocinas no processo de cicatrizagcdo na pele pode levar a

novas e efetivas estratégias terapéuticas (ALZOGHAIBI et al., 2014).
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Tabela 2: Principais citocinas envolvidas na cicatrizacdo de feridas de pele. Tabela modificada de
HARDING; STECHMILLER; SCHULTZ (2016).

Citocina Célula secretora Efeito bioldgico

Citocinas pré-inflamatorias

TNF-a Macrofagos Citotoxicidade de PMNSs/ Sintese de MMPs
IL-1p Macrofagos, Quimiotaxia de fibroblastos e queratindcitos/
queratindcitos Sintese de MMPs
Macrofagos, . « .
IL-6 Proliferacédo de fibroblastos

queratindcitos, PMNs

Quimiotaxia de macrofagos e PMNs/ Sintese de

IL-8 Macréfagos, fibroblastos .
colageno

Ativacdo de macrofagos e PMNs/ Diminuicéo de

IL-y Macrofagos, linfocitos T colageno/ Sintese de MMPs

Citocinas anti-inflamatorias

Linfécitos T, basofilos,  Reducdo de TNF-a, IL-1 e IL-6/ Proliferacéo de
IL-4 . . . ,
mastocitos fibroblastos/ Sintese de colageno
Linfdcitos T, macrofagos, Reducdo de TNF-a, IL-1 e IL-6/ Inibe ativacdo
IL-10 e ,
queratinocitos de macrofagos e PMNs

PMNSs: células polimorfonucleares

MMPs: metaloproteinases de matriz extracelular

As metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs — matrix metalloproteinases)
constituem uma familia de enzimas responsaveis pela degradacdo de varios componentes da
matriz extracelular, como por exemplo, a membrana basal, colageno intersticial, matrilisinas,
fibronectina e varias proteoglicanas (VOELKEL; TUDER, 2000). A atividade excessiva ou
desequilibrada das MMPs tem sido associada ao desenvolvimento inicial da ferida, bem como
nas fases de angiogénese, epitelizacdo e remodelacéo da cicatriz. O padréo de atuacdo MMPs no
processo de cicatrizacdo de feridas é complexo e sua atividade varia de acordo com a fase do
processo de cicatrizacdo (ARMSTRONG; JUDE, 2002).

Um efetivo processo cicatricial também envolve adequada biossintese, deposicdo e

subsequente maturacdo do coldgeno, componente essencial e principal da matriz extracelular. Os

14



niveis do colageno tipo Il sdo maiores na fase proliferativa, quando ele sera sintetizado. O
coldgeno tipo Ill tem funcdo de agregacdo plaquetaria e é importante na formacdo da rede
hemostatica. Na fase seguinte (de remodelamento), o colageno 11l é substituido por colageno |
(MAEHATA et al., 2007), sendo que o sucesso do remodelamento do colageno é fator

determinante para a forga tensora das regides cicatrizadas (HAIFEI et al., 2014).

Tabela 3: Principais metaloproteinases envolvidas na cicatrizacdo de lesdes de pele. Tabela
modificada de MARTINS; CALEY; O’'TOOLE (2013).

Classe de MMP Substrato Atividade biologica

Colagenases

Colégenos I, 11, 11, VIl e Remodelamento de matriz extracelular/ Auxilia na
MMP-1 X; macroglobulina-a2; migracdo de queratindcitos/ Superexpressao em
calicreina; quimase queratindcitos causa atraso na reepitelizacdo
MMP-8 Colagenos |, !I elll; Remodelamento de matriz extracelular
macroglobulina-o2
Colagenos I, II, I, 1V, . N n
MMP-13 IX. X e XIV: fibronectina Auxilia na retracdo da lesao
Gelatinases
Colagenos I, 11, 1V, V, Migracdo de queratindcitos (reepitelizacdo)/
MMP-2 VIl e X; laminina; Migracéo de fibroblastos e células endoteliais pela
agrecan; fibronectina matriz extracelular
Colégenos I, 111, 1V, Ve
MMP-9 VII; elastina; agrecan; ~ Migracéo celular e reepitelizacdo (exceto na cornea)
fibrilina

1.3. - Farmacos utilizados no tratamento de feridas cutaneas e o uso de produtos naturais

A partir dos mecanismos e mediadores envolvidos no processo cicatricial, os farmacos
utilizados no tratamento das feridas de pele podem atuar como agentes anti-inflamatorios,
antimicrobianos, promover o debridamento do tecido lesado, influenciar a reepitelizagdo ou
remodelar a matriz extracelular do tecido. Entretanto, alguns tratamentos existentes no mercado
podem ndo ser eficientes dependendo do tipo e local da ferida (WARD; SAFFLE, 1995) e,
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embora existam no mercado inumeras op¢des de curativos e tratamentos, a maioria desses
produtos possui custos elevados para o paciente, tendo em vista a duracdo prolongada de alguns
tratamentos (FERREIRA et al., 2003). A maioria dos cremes e pomadas utilizados no tratamento
de feridas cuténeas, por exemplo, tém seu valor de mercado por volta de R$40,00 (30 g) e as
biomembranas possuem valores ainda muito elevados. Além disso, as feridas cutineas tém
impacto significativo na salde publica e no investimento de recursos publicos, devido ao fato de
que as feridas podem levar a algum tipo de deficiéncia fisica, psicossocial ou até a morte
(BAYAT; MCGROUTHER; FERGUSON, 2003; GUO; DIPIETRO, 2010). Estima-se que a
morbidade associada a feridas ndo cicatrizadas aumente a cada ano. No Brasil, ndo h& dados
oficiais, mas as feridas crénicas afetam em torno de 6,5 milhdes de pessoas nos Estados Unidos,
atingindo um custo de $37 bilhdes de dolares por ano para o tratamento das lesGes, com gasto de
aproximadamente $5.700 por pessoa aos cofres publicos (GURTNER; CHAPMAN, 2016). Além
disso, o déficit financeiro relacionado as lesGes cronicas representa um problema
socioecondmico, havendo a perda de um alto numero de dias de trabalho pelos trabalhadores
norte-americanos todos os anos (SEN et al., 2009).

Desse modo, considerando que existem feridas resistentes as terapias convencionais,
pesquisadores e industrias tem tentado explorar novas estratégias terapéuticas para acelerar a
reducdo das feridas (RENNERT et al., 2013), incluindo o uso de plantas e produtos naturais
(GAL et al., 2009). As plantas tém sido usadas para o tratamento de vérias doencas e problemas
de satde ha milhares de anos e a dependéncia humana dos produtos derivados de plantas para seu
tratamento de diferentes afeccdes é crescente (GANESHKUMAR et al., 2012). As plantas sdo
importantes fontes de produtos biologicamente ativos, sendo consideradas um promissor caminho
para a descoberta de novos medicamentos, atuando como fitoterapicos ou tendo seus principios
ativos utilizados como matérias-primas de farmacos ou adjuvantes (SIMOES; SCHENKEL,
2002). Cerca de 3% dos medicamentos industrializados existentes destinam-se a tratar feridas e
outros problemas cutaneos. Entretanto, praticamente um terco das plantas medicinais atualmente
utilizadas pelo conhecimento popular destinam-se a estes tratamentos (MANTLE; GOK;
LENNARD, 2001). Algumas espécies de plantas ou produtos naturais derivados de plantas vém
sendo testados com sucesso na cicatrizagdo de feridas experimentais em pesquisas recentes
(CETIN et al., 2013; MORIN et al., 2012; ROY et al., 2012; TARAMESHLOO et al., 2012;
UPADHYAY et al., 2013; XIMENES et al., 2013).
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1.4. - Copaifera langsdorffii e seu uso na cicatrizacdo de lesbes de pele

Por conta dessa necessidade do desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de
lesGes cutaneas e devido a grande diversidade de espécies botanicas pelo mundo cujas atividades
bioldgicas ainda sdo desconhecidas, existem pesquisas na tentativa de comprovar a eficacia e 0s
mecanismos de ac¢do de produtos naturais (FIKRU et al., 2012; GANESHKUMAR et al., 2012;
HAJIAGHAALIPOUR et al., 2013; PAIVA et al., 2002).

A Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae), popularmente conhecida como copaiba,
copaiva ou pau-de-6leo, é uma arvore nativa das regides tropicais da América Latina e Africa
Ocidental, que cresce nas regides Norte e Nordeste do Brasil, principalmente nos Estados do
Amazonas, Para e Ceard (PAIVA et al., 2002).

Desde o século XVI, a Oleo-resina obtida de sua casca tem sido usado pelos indios
brasileiros para o tratamento de varias doencas (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O
conhecimento popular relata a utilizacdo da planta como agente anti-inflamatorio, antimicrobiano
e na cicatrizacdo de feridas da dleo-resina e extrato de copaiba (CASCON; GILBERT, 2000;
PAIVA et al., 2002). Entre as inimeras propriedades das Oleo-resinas de espécies de copaiba, ja
foram estudadas as atividades anti-inflamatéria (BASILE et al., 1988; CARVALHO et al., 2005),
antinociceptiva (GOMES et al., 2007), antitumoral (LIMA et al., 2003), antioxidante (PAIVA et
al., 2004), tratamento de inflamagfes de garganta e doencas gastrointestinais (PAIVA et al.,
2004), distdrbios pulmonares e no trato urinario (SACHETTI et al.,, 2011), urolitiase
(BRANCALION et al., 2012), acdo antimicrobiana (KANG et al., 1992), anti-ulcerogénica, e
analgesica (PAIVA et al., 2002, 2004; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A analise fitoquimica da Oleo-resina revelou a presenca de sesquiterpenos e diterpenos
(70%), principalmente acidos caurenoicos e polialticos (PAIVA et al., 2002, 2004). O extrato
hidroalcodlico € composto, predominantemente, por quercetina (Quercetin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl) e afzelin (Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl), entre outros compostos
fenolicos (BRANCALION et al., 2012; FURTADO et al., 2015). Desse modo, a presenca de
diferentes metabolitos na oOleo-resina da casca e extrato hidroalcodlico das folhas pode
representar uma alteracdo nos mecanismos de acdo de cada composto nos tratamentos das

diferentes afeccoes.
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A maioria dos estudos do género Copaifera utiliza a 6leo-resina da casca - incluindo o uso
popular da 6leo-resina na cicatrizacdo de lesdes de pele - existindo poucos estudos com as partes
aéreas (ALVES et al., 2013). Entretanto, os compostos aromaticos e fendlicos presentes nas
partes aéreas de Copaifera langsdorffii demonstram sua importancia na industria farmacéutica e
de cosméticos (STUPP et al., 2008), além da utilizacdo do extrato hidroalcoolico das folhas para
o tratamento de urolitiase (BRANCALION et al., 2012). Além disso, as partes aéreas da planta
fornecem maior biomassa para o estudo da atividade cicatricial quando comparada a 6leo-resina.
Em virtude da maior biomassa proveniente das partes areas da copaiba e, baseando-se em estudos
anteriores utilizando o extrato hidroalcodlico das folhas (FAPESP 2012/15092-5), realizamos a
comparacéo entre as duas formulacdes da planta para verificar o potencial cicatricial de ambas.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o potencial cicatrizante de duas diferentes formulacGes a base de Copaifera
langsdorffii (extrato hidroalcodlico das folhas e dleo-resina da casca) na cicatrizacdo de lesbes

cuténeas de ratos, assim como os mecanismos celulares, bioquimicos e moleculares envolvidos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. - Material Biol6gico para obtencéo do extrato hidroalcoolico de copaiba

A obtencdo do extrato hidroalcodlico das folhas e dleo-resina da casca de copaiba em
forma de creme foi realizada pela equipe do Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto USP, dentro do projeto FAPESP 2011/13630-7 -
VALIDACAO QUIMICA E FARMACOLOGICA DE EXTRATOS E PRINCIPIOS ATIVOS
DE ESPECIES DE COPAIFERA.

3.2. - Preparo das formulag6es contendo extrato das folhas e 6leo-resina da casca de
copaiba

Com a intengéo de produzir uma formulagéo eficiente que permitisse a incorporagéo tanto
da Gleo-resina da casca quanto do extrato hidroalcodlico das folhas de Copaifera langsdorffii,
foram testadas diversas formulagdes, sendo que a formulacdo que melhor incorporou 0s
principios ativos foi um creme i6nico (creme lanette), composto de alcool cetoestearilico, éleo
mineral, propilenoglicol, nipagin, nipasol, lauril sulfato de sddio e &4gua. O creme lanette foi
usado como veiculo para o preparo dos cremes a base de Copaifera langsdorffii nas
concentragdes de 1%, 5% e 10% tanto da 6leo-resina quanto do extrato hidroalcoolico das folhas
da planta.

Também foi sintetizado um creme a base de Collagenase 1.2 Ul (nhome utilizado para
designar o creme comercial a base de colagenases) a partir do veiculo (creme lanette) a fim de
utilizar um controle positivo semelhante ao medicamento de referéncia no mercado para
comparagdo com 0s tratamentos a base de copaiba. A Collagenase foi utilizada como controle
positivo por ser o farmaco de referéncia utilizado na clinica para o tratamento de feridas cutaneas,
tendo como mecanismos de ag¢do o debridamento e remodelamento do tecido lesado e acelerando
a reepitelizacio (HANSBROUGH et al., 1995; PALMIERI; MAGRI, 1998). As

metaloproteinases de matriz extracelular presentes na Collagenase 1.2 Ul (principalmente MMP-
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1, MMP-2 e MMP-9) degradam o tecido necrosado e as conexdes dos queratindcitos e entre 0s
queratindcitos e membrana basal, acelerando o debridamento tecidual e a reepitelizacdo
(MARTINS; CALEY; O’'TOOLE, 2013).

Os cremes foram preparados em colaboracdo com a Farméacia-Escola da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP, sendo manipulados pelo farmacéutico Maurilio

Polizello Junior.

3.3. - Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 200 e 250 g, provenientes do
Biotério Central da UNESP-Botucatu, aclimatados no biotério setorial do Departamento de
Morfologia - IBB UNESP, em gaiolas individuais, por pelo menos sete dias antes da manipulacéo
experimental, sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro controlados de 12 horas. Os
animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum. Todas as praticas experimentais foram
executadas de acordo com os protocolos experimentais (Protocolo n® 413-CEUA de 19 de junho
de 2012) ja aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Botucatu.

3.4. - Modelo de excisdo circular de feridas cutaneas

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal com quetamina (0,08 mg/100 g) e
xilazina (0,04 mg/100 g). Posteriormente a anestesia, 0s animais tiveram o dorso tricotomizado e
foi feita uma lesdo na regido dorsal com o auxilio de um punch de 2 cm de didametro.
Imediatamente ap6s a inducdo das feridas, foi feita a administracdo por via cutanea de cada
tratamento, sendo que foram utilizadas somente as quantidades suficientes para recobrir as lesdes
(dia 1). Na sequéncia, os animais foram monitorados para recuperacao total e acondicionados em

gaiolas individuais.
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Figura 4: Esquema (A) e fotografia (B) ilustrando o modelo de excisdo de lesdo cutdnea de

segunda intencdo utilizando punch de 2 cm de didmetro. Imagem (A) modificada de ZUBER
(2002).
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3.5. - Grupos experimentais e doses empregadas

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais (n = 8): creme base lanette
(controle negativo), creme de Collagenase 1.2 Ul (controle positivo), extrato hidroalcoolico das
folhas de copaiba (EH) nas concentracdes de 1; 5 ou 10% ou o6leo-resina da casca de copaiba
(OR) nas concentragfes 1; 5 ou 10%. A estabilidade da composicdo de todos os cremes foi
realizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP pelo grupo do Prof.

Dr. Jairo Kenupp Bastos.

3.6. - Tempos de tratamento

Os animais foram tratados diariamente, uma vez ao dia, com a aplicagédo dos cremes de
acordo com o respectivo grupo experimental, por 3 diferentes periodos de tratamento: 3, 7 ou 14
dias (cada periodo com 64 animais), de acordo com as fases da cicatrizacdo de lesdes cutaneas
descritas na literatura (TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 2012).

Quetamina
(0.08 mg/100 g)
Xilasina

(0.04 mg/100 g) Egpe———— Eutanasia

Coleta de amostras

Analises:

Tratamentos (n = 8) « Macroscépica

+ Lanette + Microscopicas
» Collagenase
* EH1:50ul10%

* OR1:50ul10%

» Bioquimicas

*  Moleculares

CEUA protocolo 413/12

Figura 5: Deliniamento do modelo experimental da lesdo de pele por excisdo circular para

cicatrizagdo de segunda intencéo, periodos de tratamento e formulagdes topicas empregadas.
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3.7. - Analise macroscopica

Para determinar a reducdo do tamanho das feridas a partir da cicatrizacdo de segunda
intencdo, os limites das bordas foram diariamente demarcados através de fotografias com uma
camera semi-profissional para documentacdo e em filmes plasticos transparentes, com auxilio de
uma caneta marcadora. Posteriormente, estas medidas foram submetidas & analise de planimetria
com paquimetro digital. A area de porcentagem de retracdo das lesdes foi calculada por meio da
formula:

% de retracdo={(area inicial da lesdo - area da lesdo no dia)/ area inicial da lesdo}*100.

Ao final de cada periodo de 3, 7 ou 14 dias, os ratos foram eutanasiados em camara de
CO, pré-saturada. As amostras das lesdes foram retiradas e destinadas as andlises histolégicas,
bioquimicas e moleculares. Todas essas amostras foram congeladas a -80 °C até a realizagdo das

analises.

3.8. - Atividade anti-inflamatoéria

As citocinas inflamatdrias séo fatores cruciais para a cicatrizagdo e reconstrugdo do tecido
(MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004). Desse modo, a compreensdo da acao
das citocinas no processo de cicatrizacdo na pele pode levar a novas e efetivas estratégias
terapéuticas (ALZOGHAIBI et al., 2014). Apos a analise macroscopica, foram selecionadas as
concentragOes de 10% para EH e OR para as anélises de atividade anti-inflamatoria, em virtude
de seus efeitos como doses efetivas na cicatrizagéo de lesdes de pele, juntamente com o controle
do creme Lanette (n = 8). O tratamento com o farmaco de referéncia (Collagenase) ndo foi
comparado com os demais grupos para verificar o mecanismo anti-inflamatorio, pois este ndo faz

parte da atividade cicatricial do farmaco.

3.8.1. - Quantificacdo de proteinas totais
Este método se baseia na reacdo do azul de Coomassie com grupos proteicos, originando

um complexo colorido que foi analisado em espectrofotdmetro a 545 nm. Proteinas totais foram
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determinadas para que os dados dos pardmetros analisados a seguir, sejam expressos em relagdo a
quantidade de proteinas da amostra em miligramas (BRADFORD, 1976).

3.8.2 - Determinacé&o dos niveis de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10
As amostras de pele (n = 8) foram homogeneizadas e, em seguida, centrifugadas. Apds o

processamento segundo o protocolo do kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, EUA), o
sobrenadante foi processado para determinar os niveis das citocinas inflamatorias TNF-a, IL-1p e
IL-6 e da citocina anti-inflamatoria IL-10 através de ELISA usando kits comerciais (R&D
Systems, Minneapolis, EUA). Os resultados foram expressos em pg de TNF-a, IL-1p, IL-6 ou IL-
10/mg de proteina.

3.9. - Analise da expressao génica

Para o completo entendimento dos mecanismos de agdo envolvidos na cicatrizagdo de
feridas cutaneas, foram realizadas analises de expressdo de genes envolvidos no processo
cicatricial (coladgeno tipo 1, colageno tipo 3, EGF, FGF-2 e TGF-Bl). Apds a analise
macroscopica, foram selecionadas as concentracfes de 10% para EH e OR para as analises
moleculares, em virtude de seus efeitos como melhor dose efetiva na cicatrizacdo de lesdes de

pele, juntamente com os controles dos cremes Lanette e Collagenase (n = 8).

3.9.1 - Extracdo de RNA e sintese de cDNA
O RNA total das amostras de pele (Rattus norvegicus) foi extraido utilizando-se o método

do Trizol/cloroférmio. As amostras de RNA total foram tratadas com TURBO DNase (Ambion,
EUA) para remover a contaminagdo com DNA gendmico. A concentragéo e pureza do RNA total
foram analisadas por espectrofotometria. Em seguida, foi realizada a sintese de cDNA por
transcricdo reversa com o kit Super Script Il, de acordo com procedimentos descritos no kit
(Thermo Fischer Scientific, USA).
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3.9.2. - PCR quantitativo (RT-gPCR)
A reacdo de PCR quantitativo foi realizada utilizando-se primers especificos (forward e

reverse) para avaliar a expressdo dos genes para coladgeno 1-alfa-1, colageno 3-alfa-1, EGF, FGF-
2 e TGF-B1 (tabela 1), entre os diferentes tratamentos utilizados, comparando niveis diferentes de
cicatrizacdo dos tratamentos. Para cada gene de interesse, os niveis de RNAm (Cts) foram
normalizados pelo gene de referéncia, [3-actina (tabela 1), e em seguida expressos com valores
relativos a média dos Cts (ponto a partir do qual o sistema inicia a quantificacdo do material
genético a partir do limiar da fase exponencial) de cada grupo (ddCt — Ct normalizado pelas
médias dos respectivos grupos da B-actina). Os Cts foram determinados através de sistema de
amplificacdo e leitura de PCR quantitativo em reagdes de 10 pl. Todas as analises de expressao
génica foram realizadas no laboratdério e tiveram o suporte cientifico do Prof. Dr. Rafael
Henriqgue Nobrega, do Departamento de Morfologia, IBB-UNESP e Dr. Emanuel Ricardo
Monteiro Martinez do Departamento de Morfologia, IBB-UNESP.

Tabela 4: Sequéncia dos primers usados

A . Temp. de Numero de
Gene Sequéncia do primer Produto _
Melting acesso*

_ F: 5>-CCCTGGCTCCTAGCACCAT-3’
B-actina 80 pb 60°C NM_031144.3
R: 5’-GATAGAGCCACCAATCCACACA-3’

Colageno F: 5’-CATGTTCAGCTTTGTGGACCT-3’

l-alfa-1  R:5’-GCAGCTGACTTCAGGGATGT-3’

Colageno F: 5’-GGGATCCAATGAGGGAGAAT-3’

3-alfa-1 R:5-CCTTGCGTGTTTGATATT-3’
F: 5>-CTCAGGCCTCTGACTCCGAA-3’

EGF 93 pb 60°C NM_012842.1
R: 5’-ATGCCGACGAGTCTGAGTTG-3’
F: 5’>-GATCCCAAGCGGCTCTACTG-3’

FGF-2 105 pb 60°C NM_019305.2
R: 5’>-TAGTTTGACGTGTGGGTCGC-3’
F: 5’-GGGCTACCATGCCAACTTCTG-3’

TGF-B1 82 pb 60°C NM_021578.2
R: 5’-GAGGGCAAGGACCTTGCTGTA-3’

94 pb 60°C NM_053304.1

128 pb 60°C NM_032085.1

F(forward) e R (reverse)

*Fonte: National Center for Biotechnology Information - Nucleotide
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3.10. - Anélises histologicas

Ap0s a analise macroscépica, foram selecionadas as concentracfes de 10% para EH e OR
para as analises histoldgicas, em virtude de seus efeitos como doses efetivas na cicatrizacao de
lesbes de pele. Para cada um dos periodos de tratamento, as amostras foram fixadas com
formalina tamponada a 4% e processadas para inclusdo em paraplast.

Nas amostras coradas por hematoxilina-eosina (HE) foram analisados o nimero total de
células e de vasos sanguineos (n = 8). Para todas as laminas, foram analisadas 3 regifes distintas:
a regido da pele sem lesdo, a borda da lesdo e o centro da lesdo induzida por meio cirdrgico.
Foram analisadas 15 fotomicrografias de cada amostra sob a objetiva de 40 vezes no sistema de
analise de imagens CellSens Standard (Olympus, EUA), sendo 5 fotomicrografias da regido de
pele normal, 5 para a borda das lesdes e 5 da regido central das lesdes. O numero total de células
presentes nessas regides foi quantificado por meio da contagem de area marcada, totalizando uma
&rea de 100.000 pm?/Iamina. O nimero de vasos sanguineos foi obtido a partir da contagem dos
vasos presentes nas fotomicrografias utilizando contador manual.

Para as analises imunohistoquimicas, foram utilizados os anticorpos colageno 1 (1:100
uL), colageno 111 (1:100 pL), COX-2 (1:100 pL), EGF (1:200 pL), FGF-2(1:500 pL), MIF (1:300
ul), MMP-2 (1:100 pL), MMP-9 (1:100 pL), PCNA (1:200 pL), TGF-B1 (1:300 uL) e VEGF
(1:200 pL). As amostras (n = 3) foram fixadas com formalina tamponada a 4% e processadas
para inclusdo em paraplast. Posteriormente, foram preparadas laminas de 5 um de espessura para
as reagfes imunohistoquimicas. As laminas foram submetidas a recuperacdo antigénica por
pressdo (20 psi/125 °C) e a reacdo imunohistoquimica foi realizada com kit de polimeros. Para
todas as laminas, foram analisadas 3 regides distintas: a regido da pele sem lesdo, a borda da
lesdo e o centro da les@o induzida por meio cirdrgico. Foram analisadas 15 fotomicrografias de
cada amostra sob aumento de 400 vezes: 5 para a regido de pele normal, 5 para a borda das les6es
e 5 da regido central das lesdes. A area que apresentou imunomarcagdo foi quantificada,
totalizando uma 4rea de 100.000 um?/Iamina. As fotomicrografias foram obtidas com o auxilio
de software de captura de imagens e as medicfes foram feitas por meio do software
AVSoftBioView.
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Figura 6: Fotomicrografia (A) e esquema (B) representativo da lesdo cutdnea demonstrando as
trés regides de pele das analises microscdpicas: pele normal (sem lesdo), borda e centro da les&o.
(B) Imagem modificada de SINGER; CLARK (1999).

3.11. - Anélise estatistica

Os dados foram expressos na forma de média + desvio padrdo da média e submetidos a
analise de variancia de uma via (ANOVA). Os dados referentes a quantificacdo das citocinas
inflamatorias foram submetidos @ ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Os demais dados foram
submetidos a ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls. As analises foram feitas pelo

software GraphPad Prism, com nivel de significancia minimo de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. - Analise macroscépica

Em um primeiro momento, realizamos a analise das lesées de 2 cm no dorso dos animais
e submetidas aos respectivos tratamentos durante 3, 7 e 14 dias. Os tratamentos a base de EH e
OR nas concentracdes de 1%, 5% e 10% foram escolhidas baseadas na concentracéo efetiva (4%)
utilizada no trabalho de Paiva et al. (2002), e a partir da biomassa dos compostos obtida pelo
grupo do Professor Doutor Jairo Kenupp Bastos. A partir de experimentos macroscopicos
realizados com as trés concentracdes, obtivemos os melhores resultados com os tratamentos 10%
EH e 10% OR.

As lesdes analisadas ao longo de 3 dias de tratamento ndo demonstraram diferenca
estatistica de retracdo. Nas andlises macroscépicas, os tratamentos 10% EH e 10% OR
apresentaram lesdes sem exsudato e com crosta aderida, sendo que nos demais grupos houve a
presenca de exsudato e edema na regido das lesdes. Apds 7 dias de tratamento, 0s grupos tratados
com EH e OR possuiam lesdes com crosta aderida e sem a presenca do exsudato, diferentemente
do observado nos grupos Lanette e Collagenase. As lesdes analisadas ao longo de 14 dias
demonstraram retracdo estatisticamente significativa das les6es dos grupos tratados com 10% EH
e 10% OR (figura 7). Nos animais do grupo Lanette e Collagenase, observamos a permanéncia da
crosta fibrinosa aderida a lesdo. Nos grupos 10% EH e 10% OR, os animais ndo apresentavam
mais a crosta de fibrina, apresentando no local somente a cicatriz da leséo (figura 8).

Em funcdo dos dados obtidos na analise macroscopica, definimos os grupos 10% EH e

10% OR como as melhores concentragdes para a continuidade dos estudos.
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Figura 7: Retracdo das lesdes (%) dos animais tratados com cremes Lanette, Collagenase, 10%
EH ou 10 % OR durante 3, 7 e 14 dias. *p<0.05 comparado ao grupo Lanette por ANOVA

seguida do teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 8: Fotografia das lesdes dos animais tratados com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH
ou 10 % OR durante 3, 7 e 14 dias de experimentacao.

4.2. — Atividade anti-inflamatéria

As amostras de pele homogeneizadas foram submetidas a andlise por ELISA para a
quantificacdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 € TNF-a e da citocina anti-inflamatoria
IL-10 (figura 9).

Os resultados obtidos na andlise de IL-1p demonstram a reducdo da concentracdo dessa
interleucina nos tratamentos 10% EH e 10% OR apds 3 dias. As analises dos periodos de 7 e 14

dias ndo demonstraram diferencas entre os tratamentos nas concentracdes de IL-1B. Os niveis de
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IL-6 também estavam reduzidos nos tratamentos 10% EH e 10% OR comparados aos niveis
elevados dessa interleucina no grupo Lanette apos 3 dias de tratamento. Ndo houve alteracdo na
concentracdo de IL-6 durante 7 e 14 dias. As concentracdes de TNF-a também estavam reduzidas
nos grupos 10% EH e 10% OR apods 3 e 14 dias de tratamento. Nao houve diferenca significativa
nos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 apds 3 dias de tratamento. Em 7 dias, observamos
aumento da concentracdo da interleucina nos grupos 10% EH e 10% OR em comparacdo ao

grupo Lanette. Apds 14 dias ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (figura 9).
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Figura 9: Grafico das concentra¢bes de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 (pg/mg de proteina) nas lesdes de pele de ratos tratados por 3, 7 ou
14 dias com cremes Lanette, 10% EH ou 10% OR. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette, segundo ANOVA

seguida por teste de Tukey (n = 8).
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4.4. - Anéalise molecular

As anédlises moleculares para determinar a expressdo de genes para colageno 1-alfa-1,
colageno 3-alfa-1, EGF, FGF-2 e TGF-1 podem ser observadas na figura 10.

Apds 3 dias houve aumento da expressdo do gene colageno 1-alfa-1 nos grupos 10% EH e
10% OR em relagdo ao tratamento Lanette. Apos 7e 14 dias de tratamento, ndo houve diferencas
para 0 gene entre 0s grupos testados. A expressao de colageno 3-alfa-1 ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os tratamentos em nenhum dos periodos estudados. Ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos na expressao de EGF ap0s 3 dias. Apos 7 dias, 0s grupos 10%
EH e 10% OR demonstraram aumento da expressdo de EGF comparados ao grupo Lanette. Apds
14 dias, os tratamentos com Collagenase, 10% EH e 10% OR mostraram aumento do gene
qguando comparado ao grupo Lanette. A andlise de expressao de FGF-2 ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os tratamentos em nenhum dos periodos estudados. O gene TGF-B1 teve sua
expressdo aumentada apo6s 3 e 7 dias nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao
grupo Lanette. Ap6s 14 dias, 10% EH e 10% OR tiveram aumento do gene, quando comparados

aos grupos Lanette e Collagenase.
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Figura 10: Graficos da expressdo dos genes (RT-gPCR) colageno 1-alfa-1, colageno 3-alfa-1, EGF, FGF-2 e TGF-f1 em lesdes
cutaneas de ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. A expressdo dos genes de
interesse foi normalizada a partir da expressao da B-actina. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relagdo ao grupo Lanette. #p<0.05 em

relacdo ao grupo Collagenase utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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4.5. - Andlises histoldgicas

As amostras histologicas foram coradas em HE para realizar a contagem do namero total
de células e dos vasos sanguineos nas regides das bordas e centro das lesdes e de pele normal
(figuras 11, 12A-C e 13).

Quando analisamos a borda das lesdes, observamos apés 3 e 7 dias o aumento
significativo do numero de células totais dos grupos 10% EH e 10% OR em rela¢do aos grupos
Lanette e Collagenase. Na regido central das lesdes, o numero de células dos grupos Collagenase,
10% EH e 10% OR esta reduzido comparado ao Lanette apds 7 dias da lesdo. Na regido de pele
normal ndo houve alteracdo no numero total de células entre os grupos em nenhum dos trés
periodos de tratamento (figura 11). As fotomicrografias mostram a diferenca entre 0s grupos
testados na regido da derme (figura 12A-C). Em relacdo ao numero de vasos, observamos o
aumento da vascularizacdo dos grupos 10% EH e 10% OR na borda das lesbes apds 14 dias
comparados aos grupos Lanette e Collagenase. Na regido central observamos aumento no nimero
de vasos nos grupos 10% EH e 10% OR em relacdo ao Lanette e Collagenase somente apds 3
dias de tratamento. N&o houve alteracdo na vascularizacédo da pele normal dos grupos testados em

nenhum dos trés periodos estudados (figura 13).
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Figura 11: Area pm2) representativa do niimero total de células coradas em HE das trés regides
de lesdo de pele de ratos tratados com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR por 3, 7

fizizd

e 14 dias. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. ""p<0.001 em relacéo ao

grupo Collagenase, utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 12 (A): Fotomicrografia em HE das lesdes de pele de ratos tratados com cremes Lanette,

Collagenase, 10% EH ou 10% OR por 3 dias. Barra representa 20pum.
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Figura 12 (B): Fotomicrografia em HE das lesGes de pele de ratos tratados com cremes Lanette,
Collagenase, 10% EH ou 10% OR por 7 dias. Barra representa 20um.

39



(C) 14 dias

O ~~0 0o ™

C
0
1
1
a
g
e
n
a
S
e

Figura 12 (C): Fotomicrografia em HE das lesGes de pele de ratos tratados com cremes Lanette,
Collagenase, 10% EH ou 10% OR por 14 dias. Barra representa 20um.
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Figura 13: Contagem do nimero de vasos das trés regides de lesdo de pele de ratos tratados com
cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR por 3, 7 e 14 dias. *p<0.05, **p<0.01,
**%n<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. “p<0.05 em relacéo ao grupo Collagenase utilizando

ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).

A anélise imunohistoquimica para colageno | mostrou a area marcada (um?) das regides
de borda, centro da lesdo e pele normal. Na regido da borda das lesdes, observamos a maior
quantidade da imunomarcacdo dessa proteina nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR
comparados ao grupo Lanette ap6s 7 e 14 dias de tratamento. No centro das lesfes, hd maior area
positivamente marcada nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao grupo
Lanette em todos os periodos de tratamento, destacando-se o periodo de 7 dias, no qual houve
diferenca estatisticamente significativa dos grupos 10% EH e 10% OR em relacdo ao farmaco de
referéncia. Na regido de pele normal, ndo houve nenhuma diferenga entre os tratamentos em

nenhum periodo estudado (figuras 14 e 15A-C).
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Figura 14: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo colageno 1 das trés regides de lesdo da pele
de ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
***0n<0.001 em relagdo ao grupo Lanette. “p<0.05, *p<0.01 em relacdo ao grupo Collagenase

utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 15 (A): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo colageno 1 das lesbes de pele
dos ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 15 (B): Fotomicrografia de imunomarcacao para anticorpo colageno 1 das lesbes de pele
dos ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 15 (C): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo colageno 1 das lesdes de pele
dos ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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A andlise imunohistoquimica para colageno 111 mostrou a &rea marcada (um2) das regides
de borda, centro da lesdo e pele normal para a quantificacdo da principal proteina presente na
matriz extracelular provisoria da cicatrizacdo de feridas. Ndo houve diferenca na imunomarcacao
das bordas das lesdes apds 3 e 7 dias. Em 14 dias, observamos menor area de marcagdo de
colageno 11 nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao Lanette. No centro das
lesbes, apos 7 dias, houve aumento da imunomarcagdo dessa proteina nos grupos Collagenase,
10% EH e 10% OR em relacdo ao Lanette. Com 14 dias de tratamento, observamos a diminuicao
da area marcada nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR em relacdo ao grupo Lanette. A
regido de pele normal ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos estudados (figuras
16 e 17A-C).
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Figura 16: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo colageno 3 das trés regides de lesdo da pele
de ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relagcdo ao grupo Lanette utilizando ANOVA seguida pelo

teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 17 (A): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo colageno 3 das lesbes de pele
dos ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 17 (B): Fotomicrografia de imunomarcacao para anticorpo colageno 3 das lesbes de pele
dos ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 17 (C): Fotomicrografia de imunomarcacao para anticorpo colageno 3 das lesGes de pele
dos ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Na andlise imunohistoquimica para COX-2 foi quantificada a area marcada (um?) pelo
anticorpo nas regides de borda, centro da lesdo e pele normal. As analises ndo demonstraram

diferencas estatisticas entre os grupos tratados em nenhuma das 3 regides (figuras 18 e 19A-C).
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Figura 18: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo COX-2 das trés regides de lesdo da pele de

ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR

utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 19 (A): Fotomicrografia de imunomarcagdo para anticorpo COX-2 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 19 (B): Fotomicrografia de imunomarcagéo para anticorpo COX-2 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
52



(C) 14 dias

Borda Centro

n
€

Figura 19 (C): Fotomicrografia de imunomarcacédo para anticorpo COX-2 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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A imunomarcacdo para EGF mostrou a &rea (um?) marcada nas regides de borda das
lesGes e pele normal. Na borda das les6es houve aumento da area marcada pelo anticorpo em 3 e
14 dias nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR em relacdo ao grupo Lanette. Na regido de
pele normal ndo observamos diferenca estatistica entre os tratamentos (figuras 20 e 21). A regido
central das lesbes ndo foi quantificada, pois as feridas do grupo Lanette ndo se encontravam

completamente reepitelizada, sendo inviavel a marcacao do centro das lesGes.
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Figura 20: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo EGF da borda de lesdo e pele normal de
ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. “*p<0.001 em relacéo ao grupo

Collagenase utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 21: Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo EGF da borda das lesdes de pele
dos ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
Barra representa 20um.

A andlise imunohistoquimica para FGF-2 mostrou a area marcada (um2) das regides de
borda, centro da lesdo e pele normal para a quantificacdo do fator de crescimento que estimula a
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proliferacdo de fibroblastos e a sintese de matriz extracelular. N@o houve diferenca na
imunomarcacdo ap6s 3 e 7 dias. Em 14 dias, observamos aumento da imunomarcagdo do
anticorpo nas bordas e centro das lesdes do tratamento 10% OR, em relacéo aos grupos Lanette e
Collagenase. A regido de pele normal ndo apresentou diferencas significativas entre 0os grupos
estudados (figuras 22 e 23A-C).
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Figura 22: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo FGF-2 das trés regides de lesio da pele de
ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
**p<0.01 em relacdo ao grupo Lanette. p<0.05 em relagdo ao grupo Collagenase, utilizando

ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 23 (A): Fotomicrografia de imunomarcacéo para anticorpo FGF-2 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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7 dias

Figura 23 (B): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo FGF-2 das lesfes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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14 dias

Figura 23 (C): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo FGF-2 das lesfes de pele dos
ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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A imunomarcacio para MIF mostrou a area (Um?®) marcada nas regides de borda, centro
da lesdo e pele normal. Na borda das lesGes, apds 14 dias de tratamento, houve aumento da
imunomarcacao para o MIF nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao grupo
Lanette. Observamos também que o grupo 10% EH demonstrou aumento da area marcada em
relagdo aos grupos Collagenase e 10% OR. No centro das lesdes, ap6s 3 dias de tratamento,
observamos 0 aumento da imunomarcacao nos grupos 10% EH e 10% OR em relacdo ao grupo
Lanette. Apos 14 dias, houve aumento significativo da area marcada nos grupos Collagenase,
10% EH e 10% OR em relacdo ao grupo Lanette. Destaca-se nesse periodo o grupo 10% EH,
com maior imunomarcacdo comparado ao tratamento Collagenase. Nao houve alteragdes

significativas entre os tratamentos na regido de pele normal (figuras 24 e 25A-C).
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Figura 24: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo MIF das trés regides de lesdo da pele de

ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.

o
5,

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. #p<0.0 p<0.001 em relacéo ao

aaa

grupo Collagenase. ““p<0.05 em relacdo ao grupo 10% OR utilizando ANOVA seguida pelo

teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 25 (A): Fotomicrografia de imunomarcacao para anticorpo MIF das lesbes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 25 (B): Fotomicrografia de imunomarcacéo para anticorpo MIF das lesdes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 25 (C): Fotomicrografia de imunomarcacéo para anticorpo MIF das lesdes de pele dos
ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
63



A andlise imunohistoquimica para MMP-2 (pr6-MMP-2) mostrou a area marcada (um3)
das regides de borda, centro da lesdo e pele normal. Na borda das lesdes, observamos aumento da
area marcada no grupo Collagenase em relacdo ao Lanette em 3 dias. Apos 7 dias, a
imunomarcagdo da enzima estava aumentada nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR
comparados ao Lanette. Destaca-se nesse periodo o tratamento Collagenase, o qual apresentou
maior atividade que os grupos 10% EH e 10% OR. Em 14 dias, houve aumento de MMP-2 nos
grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao Lanette. No centro das lesbes, houve
aumento da area marcada para MMP-2 nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR em relagdo
ao grupo Lanette apos 3, 7 e 14 dias de tratamento. Ndo houve alteracdes significativas entre 0s

tratamentos na regido de pele normal (figuras 26 e 27A-C).
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Figura 26: Area marcada (um?) pelo anticorpo MMP-2 (pr6-MMP-2) das trés regides de lesdo da
pele de ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacéo ao grupo Lanette. "®p<0.001 em relacéo ao grupo
10% EH. ““p<0.05 em relacdo ao grupo 10% OR utilizando ANOVA seguida pelo teste de

Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 27 (A): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpro MMP-2 (pr6-MMP-2) das
lesGes de pele dos ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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Figura 27 (B): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo MMP-2 (pr6-MMP-2) das
lesGes de pele dos ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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Figura 27 (C): Fotomicrografia de imunomarcagdo para anticorpo MMP-2 (pr6-MMP-2) das
lesdes de pele dos ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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A andlise imunohistoquimica para MMP-9 (pr6-MMP-9) mostrou a area marcada (um3)
das regides de borda, centro da lesdo e pele normal. Na borda das lesGes, observamos um
aumento da area marcada da proteina nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados
ao Lanette apds 3 dias. Destaca-se o tratamento Collagenase, com maior &rea marcada em relacéo
aos grupos 10% EH e 10% OR e o tratamento 10% EH com maior imunomarcagdo comparado ao
grupo 10% OR. Apods 14 dias, o tratamento Collagenase demonstrou aumento da marcacao de
MMP-9 em relacdo ao grupo Lanette. No centro das lesdes, os grupos Collagenase, 10% EH e
10% OR tiveram aumento da area marcada de MMP-9 comparados ao grupo Lanette. Ndo houve

alteraces significativas entre os tratamentos na regido de pele normal (figuras 28 e 29A-C).
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Figura 28: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo MMP-9 (pro-MMP-9) das trés regides de
lesdo da pele de ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou
10% OR. *p<0.05, ***p<0.001 em relagdo ao grupo Lanette. "®p<0.001 em relagdo ao grupo
10% EH. ““p<0.05 em relacdo ao grupo 10% OR. *p<0.01 em relagdo ao grupo 10% OR
utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 29 (A): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo MMP-9 (pr6-MMP-9) das
lesGes de pele dos ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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Figura 29 (B): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo MMP-9 (pr6-MMP-9) das
lesGes de pele dos ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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Figura 29 (C): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo MMP-9 (pr6-MMP-9) das
lesdes de pele dos ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10%

OR. Barra representa 20pum.
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A marcac¢do imunohistoquimica para PCNA foi analisada nas regides de borda, centro da

lesdo e pele normal. Na borda das lesdes, observamos aumento da imunomarcacdo do anticorpo

PCNA nos grupos 10% EH e 10% OR em relacao aos grupos Lanette e Collagenase apos 3 dias.

Durante o tratamento por 14 dias, houve aumento da area marcada nos grupos 10% EH e 10%

OR comparados ao Lanette. No centro das lesdes, observamos aumento significativo da area

marcada pelo anticorpo nos tratamentos 10% EH e 10% OR comparados ao grupo Lanette apos

14 dias. Nao houve alteracdes significativas entre os tratamentos na regido de pele normal
(figuras 30 e 31A-C).
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: Area imunomarcada (1m?) pelo anticorpo PCNA das trés regides de lesdo da pele de

ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.

**n<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. p<0.01, **p<0.001 em relacdo ao grupo

Collagenase utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 31 (A): Fotomicrografia de imunomarcacéo para anticorpo PCNA das lesdes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 31 (B): Fotomicrografia de imunomarcacao para anticorpo PCNA das lesdes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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(C) 14 dias
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Figura 31 (C): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo PCNA das lesbes de pele dos
ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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A marcacao imunohistoquimica para TGF-B1 foi analisada nas regides de borda, centro da

lesdo e pele normal. Na regido da borda das feridas, observamos aumento da imunomarcacgéo

desse fator de crescimento nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR comparados ao Lanette

apos 3 e 14 dias. Os tratamentos 10% EH e 10% OR destacaram-se pelo aumento significativo da

area marcada pelo anticorpo em relagdo aos grupos Lanette e Collagenase apo6s 7 dias. Na regido

central, houve aumento da marcagdo de TGF-B1 nos grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR

comparados ao Lanette nos trés periodos estudados. N@o houve alteracGes significativas entre 0s

tratamentos na regiéo de pele normal (figuras 32 e 33A-C).
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Figura 32: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo TGF-B1 das trés regides de lesdo da pele de

ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 em relacdo ao grupo Lanette. “p<0.05, *p<0.01 em relacéo ao

grupo Collagenase utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 33 (A): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo TGF-f1 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 33 (B): Fotomicrografia de imunomarcacéo para anticorpo TGF-p1 das lesdes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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A marcacdo imunohistoquimica para VEGF foi analisada nas regides de borda, centro da
lesdo e pele normal. Na borda das lesdes, houve aumento da imunomarcacdo em 10% EH
comparado ao grupo Lanette apos 3 dias. Apos 14 dias, observamos o aumento da marcacao do
VEGF nos grupos 10% EH e 10% OR comparados ao tratamento Lanette. O grupo 10% EH
também se destacou pela diferenca significativa em relacdo ao farmaco de referéncia
(Collagenase) em 14 dias. No centro das lesbes, os grupos Collagenase, 10% EH e 10% OR
tiveram aumento da marcacao da proteina comparados ao Lanette apos 3 dias de tratamento. N&o
houve alteragGes significativas entre os tratamentos na regido de pele normal (figuras 34 e 35A-
C).
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Figura 34: Area imunomarcada (um?) pelo anticorpo VEGF das trés regides de lesio da pele de
ratos tratados por 3, 7 ou 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR.
*p<0.05, **p<0.01 em relacdo ao grupo Lanette. “p<0.05 em relacdo ao grupo Collagenase

utilizando ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls (n = 8).
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Figura 35 (A): Fotomicrografia de imunomarcacgéo para anticorpo VEGF das lesfes de pele dos
ratos tratados por 3 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 35 (B): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo VEGF das lesdes de pele dos
ratos tratados por 7 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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Figura 35 (C): Fotomicrografia de imunomarcacdo para anticorpo VEGF das lesdes de pele dos
ratos tratados por 14 dias com cremes Lanette, Collagenase, 10% EH ou 10% OR. Barra

representa 20pm.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados comprovam a eficicia dos tratamentos 10% EH e 10% OR na
cicatrizacdo a partir da retracdo macroscopica das lesdes cutaneas apds 14 dias de tratamento,
além do efeito de ambos na atividade anti-inflamatoria local, estimulo da reepitelizacéo,
angiogénese, proliferacdo celular e remodelamento de matriz extracelular. Desse modo, ha
possibilidade da utilizacdo tanto da Oleo-resina (uso popular) da casca quanto do extrato
hidroalcodlico das folhas, uma nova formulacdo mais viavel com relacdo a sua biomassa.

Apds a sintese do coagulo hemostatico no local da ferida, as plaquetas e células da regido
secretam citocinas, como a IL-1p, IL-6 e TNF-a, que estimulam a infiltragdo de leucocitos para o
local, iniciando a resposta inflamatdria cicatricial (REINKE; SORG, 2012). Primeiramente, hé a
migracdo de neutrofilos que iniciam o debridamento do tecido lesado e a fagocitose de antigenos
deletérios. Em seguida, macréfagos migram para o local da lesdo para auxiliar no debridamento e
fagocitose de antigenos do local, alem de secretar citocinas e fatores de crescimento importantes
para as fases subsequentes da cicatrizacdo de feridas, como a sintese do tecido de granulacéo,
proliferacdo de fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais (GAUTAM et al., 2015;
SINGER; CLARK, 1999). Estudos indicam que, tanto fatores pro-inflamatérios como o TNF-a,
IL-1B e IL-6 quanto fatores anti-inflamatorios como a IL-10 estdo envolvidos em mecanismos
que compreendem as trés fases do processo cicatriciall (AHANGER et al., 2010;
GANESHKUMAR et al., 2012; KIERAN et al., 2013; LIM; LEVY; BRAY, 2006; MORI et al.,
2002; SENAPATI et al., 2011). Entretanto, a resposta inflamatoria deve ocorrer rapidamente para
a correta cicatrizacdo das lesdes, pois a secrecdo continua de citocinas e o debridamento da regiéo
da ferida por leucdcitos levam a inflamacao cronica, causando atraso no mecanismo cicatricial,
com potencial perda de fungdo tecidual. Desse modo, o controle das quantidades de moléculas
pré e anti-inflamatorias € necessario para 0 mecanismo cicatricial correto, sendo que estudos tém
demonstrado a utilizagcdo de plantas na reducéo da inflamacdo de lesbes a partir da reducdo do
infiltrado inflamatdrio e dos mediadores envolvidos na inflamacdo (AKKOL et al., 2012;
GUVENC et al., 2012; KANT et al., 2014; PARENTE et al., 2012; TUMEN et al., 2011). A
contagem do namero total de células coradas em HE mostrou o aumento inicial da quantidade de
células na borda das lesbes dos grupos 10% EH e 10% OR no periodo de 3 dias, com destaque

para 0 mecanismo de proliferacdo celular mostrado no aumento da marcagdo para PCNA. Apos 7
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dias, ndo existe diferenca entre os grupos na proliferacdo celular, sendo que a queda do nimero
total de células em 10% EH e 10% OR pode mostrar a reducdo do infiltrado inflamatério no
local, caracterizando a atividade anti-inflamatoria dos tratamentos a nivel celular.

O TNF-a é uma citocina préo-inflamatoria sintetizada por macrofagos, neutrdfilos,
linfocitos ativados e queratindcitos da regido da leséo, sendo expressa em maiores quantidades na
fase inflamatoria do processo cicatricial. Quando expresso em grande quantidade, pode reduzir a
sintese de colageno | além de promover a inflamacdo cronica, determinando o atraso na
cicatrizacdo de lesbes (REGAN et al.,, 1993). Contudo, quando expresso em pequenas
quantidades, 0 TNF-a leva ao recrutamento de leucdcitos no local da injuria para o debridamento
e remocdo de patdgenos, além de auxiliar na sintese de TGF-f1 ¢ VEGF, moléculas essenciais
para a sintese e deposicdo de colageno e angiogénese na regido (MORI et al., 2002; WERNER;
GROSE, 2003). Nossos resultados obtidos por ELISA demonstram que 0s cremes a base de
Copaifera langsdorffii 10% EH e 10% OR apresentaram efeito anti-inflamatério, reduzindo as
concentracfes de TNF-a na pele lesada apos 3 e 14 dias. Sendo assim, o efeito anti-inflamatdrio
demonstrado pelos tratamentos é essencial para evitar alteracdes patoldgicas decorrentes da
inflamacdo cronica na cicatrizagdo, além de manter a concentragdo de TNF-o baixa apos 14 dias,
podendo ser uma das vias que auxilia no aumento da sintese de TGF-p1 e VEGF em 10% EH e
10% OR apds 14 dias, com a consequente sintese de colageno | e vascularizacdo do local da
leséo.

A IL-1B € uma citocina pleiotropica produzida por diversos tipos celulares (macréfagos,
neutrofilos, fibroblastos, queratindcitos), sendo responsavel por mediar processos do sistema
imune inato, inflamag@o e resposta a injdrias (ARAI et al., 1990). Na fase inflamatoria da
cicatrizacdo, durante a qual atinge a maior concentracdo, € capaz de estimular a liberacdo de
outras citocinas pré-inflamatérias como o TNF-o e IL-6, além de promover a migracdo de
macrofagos e neutrofilos para a regido (NETEA et al., 2010). Os resultados obtidos demonstram
a acdo anti-inflamatdria dos tratamentos 10% EH e 10% OR ap0s 3 dias de tratamento, evitando a
permanéncia do processo inflamatdrio (inflamagdo crénica) decorrente da permanéncia de
leucocitos e superexpressdo de citocinas pro-inflamatorias mediados pela IL-1p.

Além das duas primeiras citocinas citadas, a IL-6 é uma citocina que possui efeito na
inflamacéo, resposta imune e hematopoese. Juntamente com 0 TNF-a ¢ a IL-1p, a IL-6 atua como

fator pro-inflamatdrio, mediando a migracdo de neutrofilos e macréfagos para a area de leséo
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(SCHELLER et al.,, 2011; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Desse modo, a
reducdo da concentracdo de IL-6 apds 3 dias nos grupos 10% EH e 10% OR comprova a agdo
anti-inflamatoria desses tratamentos sobre essa citocina.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria com importante atividade imunomoduladora,
pois suprime a sintese de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-2, IL-3, IL-6, IFN-y ¢ TNF-
a, evitando a inflamag@o cronica no processo cicatricial ¢ a fibrose tecidual (KIERAN et al.,
2013). Além de modular a sintese de citocinas pro-inflamatérias, a 1L-10 também reduz a
infiltracdo de neutrofilos e macrofagos na regido da injuria pela diminuicdo dos niveis de
monocyte chemoattractant protein (MCP-1) e macrophage inflammatory protein (MIP-1a)
(proteina inflamatéria de macréfago-1a) (MOORE et al., 2001), o que faz dessa citocina um
importante alvo do mecanismo anti-inflamatorio da cicatrizacdo de lesdes. Nossos resultados
demonstram o potencial anti-inflamatério das formulacdes 10% EH e 10% OR a partir do
aumento dos niveis de IL-10 ap6s 7 dias de tratamento em relagcdo ao controle negativo. Desse
modo, o potencial anti-inflamatério do extrato hidroalcoo6lico e da 6leo-resina na cicatrizagdo de
feridas de pele pode ser evidenciado ndo so pela reducdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias
como IL-1B, IL-6 e TNF-a, mas também pela atividade da citocina anti-inflamatdria 1L-10,
inibindo a inflamacéo cronica, o que evita a formagéo fibrose tecidual e o atraso na cicatrizagao
das lesdes.

A partir da sintese do coagulo de fibrina, as células da regido lesada estimulam a liberacdo
de citocinas pro-inflamatdrias. Em resposta a esse estimulo, ocorre a sintese de COX-2, enzima
pré-inflamatoria que atua no recrutamento de leucdécitos para o local da ferida e na biossintese de
prostaglandinas, eicosanoide com funcdo na migragdo e proliferacdo celular (RAJAKARIAR;
YAQOOB; GILRQOY, 2006). Desse modo, a COX-2 pode ser caracterizada como um marcador
inflamatdrio importante e uma molécula alvo para o tratamento de distarbios inflamatorios.
Entretanto, caso a concentragdo dessa enzima permaneca elevada por um longo periodo, havera o
estabelecimento de processo inflamatorio crénico e o atraso na cicatrizagdo das lesdes (BAI,
WAN; SHI, 2008). A expressédo local de COX-2 tem inicio apos a injuria e alcanca a maxima
concentracdo no segundo dia da lesdo, sendo que o0s niveis da enzima diminuem
consideravelmente apds o segundo dia (FUTAGAMI et al., 2002). Nossos resultados indicam
que, ao terceiro, sétimo e décimo quarto dias de tratamento, os niveis de COX-2 nas analises

imunohistoquimicas apresentaram os mesmos padrdes de expressdo entre 0s grupos. Esses dados
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corroboram com os resultados obtidos pela andlise proteica de Futagami et al. (2002), que
mostram baixa quantidade da proteina apos o terceiro dia da lesdo e diminuicdo da presenca de
RNAmM da COX-2 ap6s 24 horas da lesdo (BAl; WAN; SHI, 2008).

Juntamente com a formacdo do coagulo hemostatico e a inflamacdo no local da lesdo, as
celulas da regido sintetizam fatores de crescimento como o PDGF, FGF e TGF-B1. Esses fatores
estimulam a migracdo e proliferacdo de macrdfagos, fibroblastos e células endoteliais, que
sintetizam a matriz extracelular provisoria responsavel pelo preenchimento local e manutencéo
dos mecanismos cicatriciais até a remodelacdo para a matriz extracelular permanente (SINGER;
CLARK, 1999). Sendo assim, a proliferacdo das células presentes no tecido lesado é essencial
para a sintese do tecido de granulacdo e, consequentemente, para a correta resposta cicatricial.

Um exemplo de fator de crescimento responsavel pela migracdo e proliferacdo de
fibroblastos e células endoteliais no local da injaria é o FGF-2. A partir da migracdo e
proliferacdo dessas células, ha o estimulo da sintese de matriz extracelular e a consequente
formacédo do tecido de granulagdo (ATIBA et al., 2011). Embora os resultados moleculares nao
tenham apresentado diferencas na expressdo do gene FGF-2 entre os tratamentos, observamos o
aumento desse fator de crescimento na analise imunohistoquimica para o grupo 10% OR apdés 14
dias, comparado aos grupos Lanette e Collagenase. Desse modo, o tratamento 10% OR aumentou
os niveis de FGF-2, estimulando a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e o consequente
estimulo para o remodelamento de matriz extracelular na fase final da cicatrizagao.

Outro fator de crescimento liberado durante a cicatrizagdo de feridas, 0 TGF-B1 é um dos
mediadores cicatriciais que apresenta maior espectro de atividades, participando de todas as fases
da cicatrizacdo (OBERRINGER et al., 2008). Essa proteina atua na migracdo e proliferacdo de
células da regido lesada, participando da angiogénese, reepitelizacdo, sintese de tecido de
granulacdo e remodelacdo de fibras colagenas (PENG et al., 2012). Além disso, estudos tém
demonstrado a influéncia do tratamento com produtos naturais na expressdo e sintese do TGF-p1
e o resultado dessas alterages no processo cicatricial (PENG et al., 2012; WU et al., 2012).
Desse modo, o aumento de TGF-B1 nas analises moleculares e imunohistoquimicas nos grupos
10% EH e 10% OR durante os trés periodos de tratamento, juntamente com a imunohistoquimica
para o marcador de proliferacdo celular PCNA, demonstram o efeito do TGF-B1 na proliferagao
de células na regido da lesdo, mediando a sintese de tecido de granulacdo e a vascularizacéo da
regido.
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A reconstrucdo da rede vascular do local da injuria é essencial para a cicatrizacdo correta
de leses, pois os vasos da regido fornecem a oxigenagdo e nutrientes necessarios para a sintese
do tecido de granulacao, proliferacéo celular e remodelacdo da matriz extracelular local. A partir
de mediadores secretados pelas células da regido, como as angiopoetinas, 0 VEGF e TGF-B1, ha
0 estimulo para a proliferacdo, migracdo e estruturacdo de células endoteliais (GREAVES et al.,
2013). O VEGF ¢é um dos principais mediadores do mecanismo de angiogénese, atuando na
proliferacdo e migracdo de células endoteliais e estimular a sobrevivéncia dessas células a partir
da expressdo de Bcl-2, uma proteina anti-apoptética (LI; ZHANG; KIRSNER, 2003). Desse
modo, os resultados obtidos pela contagem dos vasos nas bordas e centro das lesdes dos grupos
tratados por 3, 7 e 14 dias, juntamente com a imunomarcagdo para VEGF indicam o estimulo dos
tratamentos 10% EH e 10% OR na formacdo de vasos no centro das lesGes ap6s 3 dias e borda
apos 14 dias. O mecanismo de angiogénese local tem como um de seus mediadores o VEGF.
Entretanto, também pode haver influéncia do TGF-B1 na angiogénese, pois este atua na migragao
e estruturacdo de células endoteliais mediante supra-regulacdo de receptores de integrinas (LlI;
ZHANG; KIRSNER, 2003).

Outro mecanismo essencial na cicatrizacao de feridas cutaneas, a reepitelizacdo tem inicio
algumas horas ap6s a injuria, mas apresenta atividade mais evidente na fase proliferativa da
cicatrizacdo, com finalizacdo durante a remodelacdo da matriz extracelular (SINGER; CLARK,
1999). O processo inicia-se com a dissolucdo das moléculas de adesdo entre os queratindcitos e
entre queratindcitos e a membrana basal, com posterior migracdo dos queratindcitos das bordas
da lesdo através do tecido de granulacdo recém formado (KONDO; ISHIDA, 2010). A partir da
injaria cutanea, os queratindcitos presentes na borda da lesdo secretam fatores de crescimento que
estimulam a proliferacdo e migracdo dessas células para o recobrimento da area lesada. Um
desses fatores, 0 EGF é uma molécula que apresenta atividade mitogénica e migratoria sobre 0s
queratinécitos da borda das lesdes (WERNER; GROSE, 2003). Para que ocorra 0 recobrimento
da lesdo mediante a migracdo dos queratinocitos, as metaloproteinases de matriz extracelular 2 e
9 (MMP-2 e MMP-9) - enzimas que degradam componentes da matriz extracelular - dissolvem as
moléculas de adesdo entre 0s queratindcitos e entre queratindcitos e membrana basal
(MARTINS; CALEY; O’TOOLE, 2013). Sendo assim, nossos resultados de imunomarcacgao
demonstram o aumento dos niveis de EGF dos tratamentos 10% EH e 10% OR na borda das

lesbes ao longo dos trés periodos de estudo, além da eficacia do farmaco de referéncia e dos
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tratamentos 10% EH e 10% OR na via da MMP-2 e MMP-9, caracterizando a influéncia do EGF,
MMP-2 e MMP-9 no mecanismo de reepitelizacdo das lesdes.

O ultimo estagio da cicatrizacdo de lesdes de pele é a fase de remodelacdo, na qual a
matriz extracelular provisoria é remodelada, a area lesada é completamente reepitelizada e ocorre
uma resposta contratil da injuria mediada por miofibroblastos. Em virtude de seus multiplos
pontos de ligacdo com o colageno, os miofibroblastos se ligam as fibras coléagenas e se contraem,
reduzindo a area de lesdo (GILLIVER et al., 2011). O fator inibidor de migracdo de macrofago
(MIF) é uma proteina altamente expressa na pele, com funcGes na fase inflamatoria da
cicatrizacao e na diferenciacao de fibroblastos a miofibroblastos (ABE et al., 2000; ZHAO et al.,
2009). A diferenciacdo de fibroblastos a miofibroblastos é essencial para a cicatrizacdo correta da
lesdo de pele evitando o atraso no fechamento das lesdes e a fibrose tecidual (GABBIANI, 2003).
A diferenciacdo ocorre primeiramente nas bordas da lesdo, com subsequente migracdo para o
centro, auxiliando na retracdo da ferida (HINZ, 2007). A partir do estimulo do TGF-B1, tém
inicio alterag¢des fenotipicas dos fibroblastos presentes na borda da lesdo, os quais sintetizam a-
actina de mausculo liso, receptores de adesdo celular, entre outras proteinas contrateis,
caracterizando a diferenciacdo para miofibroblastos (HINZ et al., 2004; SERINI et al., 1998). Os
resultados obtidos na imunomarcacao para MIF mostram a atividade dos tratamentos 10% EH e
10% OR, potencializando essa via tanto na borda quanto no centro das feridas cutaneas apds 14
dias de tratamento, periodo do processo cicatricial em que ha maior diferenciacdo de fibroblastos
a miofibroblastos e consequente retracdo das lesdes. O aumento da marcacdo de células nos
tratamentos 10% EH e 10% OR na regido central das feridas apos 3 dias de tratamento pode
significar a possivel antecipacdo da diferenciagdo em miofibroblastos, auxiliando a cicatrizagéo
de lesdes cutaneas. Além disso, a retracdo das lesdes ap0s 14 dias pode ser influenciada pela
sintese de o-actina de musculo liso e outras proteinas contrateis a partir da diferenciacdo de
miofibroblastos mediada por TGF-B1, explicando a quantidade elevada desse fator de
crescimento na borda e centro das lesdes tratadas com 10% EH e 10% OR ap0s 14 dias.

Além da retracdo da lesdo mediada por miofibroblastos, a fase de remodelagéo
caracteriza-se pela maturacdo da matriz extracelular do local. A sintese do tecido de granulacdo
sessa através de apoptose e o colageno tipo 3, sintetizado na fase proliferativa como proteina de
matriz extracelular para o preenchimento da regido lesada, é substituido por colageno tipo 1,

principal fibra coldgena presente na pele e que apresenta maior resisténcia a tracdo mecanica
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(MAEHATA et al., 2007; REINKE; SORG, 2012). Os principais mediadores responsaveis pela
degradacdo do colageno 3 nessa fase sdo as metaloproteinases 1 e 8 (MARTINS; CALEY;
O’TOOLE, 2013), enquanto a sintese de colageno 1 ocorre a partir do estimulo dos mediadores
TGF-B1 ¢ FGF-2 (REINKE; SORG, 2012). Nossos resultados das analises imunohistoquimicas
para colageno 1 e coladgeno 3 demonstram a influéncia dos tratamentos Collagenase, 10% EH e
10% OR na sintese dessas proteinas, sendo que um dos mecanismos envolvidos pode estar
relacionado a atividade aumentada do TGF-B1, estimulando a sintese de colageno 3 nos estagios

iniciais da cicatrizacdo e remodelacdo do colageno 1 na fase final.
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Tabela 5: Comparacdo dos mecanismos envolvidos na cicatrizacdo de lesdes cutaneas entre 0s
grupos Lanette, Collagenase, 10% EH e 10% OR.

Grupos
Collagenase 10% EH 10% OR

Mecanismo

Inflamacéo

Proliferacao celular
Angiogénese
Reepitelizacdo da lesdo
Retracdo da area de lesdo

Remodelamento de matriz extracelular

1: aumento em comparagdo ao grupo Lanette
|: diminui¢do em comparagao ao grupo Lanette

- : ndo efetivo
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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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