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RESUMO

Introdugdo: O processo cicatricial de lesdes cutdneas ¢ complexo e envolve células e
mediadores quimicos objetivando o reparo do tecido. Quando essas feridas se tornam cronicas,
os tratamentos tém alto custo e dificil acesso. Nesse sentido, a fitoterapia € uma alternativa a
ser considerada. A Cassia Fistula Linn (chuva-de-ouro) ¢ uma planta distribuida na regido
semi-arida do Brasil e o seu caule ¢ usado na medicina popular para o tratamento de feridas e
os seus frutos sdo comercializados em associagdo com outras plantas (Tamarine®) como
laxante. Estudos anteriores demonstraram o potencial cicatrizante das suas folhas e flores e esse
efeito foi observado no extrato hidroalcoolico do caule (ECFC) em experimentos in vitro.
Objetivo: Abordar o tratamento de feridas excisionais em camundongos Swiss utilizando um
creme contendo ECFC (CrECFC) nas concentragdes de 12,5 e 25% p/v. Métodos: A
cicatrizagdo foi avaliada pela mensuragdo taxa de contragdo das lesdes nos dias 2, 4,7, 9 e 12
apos a cirurgia, bem como pela analise histologica e dosagem de mediadores quimicos nos dias
2,7 e 12. Resultados: CrECFC aumentou a taxa de contracao das lesdes a partir do 7° dia, foi
capaz de estimular a formagao de um novo epitélio com deposito consideravel de queratina que
recobriu parcialmente a tlcera e o desenvolvimento de um tecido conjuntivo remodelado. Além
disso, diminuiu os niveis de TNF-a e IL-1p ap6s 2 dias de tratamento e no 7° dia, foi capaz de
aumentar os niveis de TGF-B e VEGF em relacdo ao grupo tratado apenas com o veiculo.
Conclusdo: Diante desses resultados, sugerimos que o tratamento com CrECFC em feridas
cutaneas de animais acelerou a cicatrizagdo e € capaz de impulsionar a realizagdo de estudos

clinicos futuros.

Palavras-chave: lesdes excisionais; fitoterapia; reepitelizacao.



ABSTRACT

Introduction: The healing process of skin lesions is complex and involves cells and chemical
mediators aimed at tissue repair. When these wounds become chronic, treatments are expensive
and difficult to access. In this sense, phytotherapy is an alternative to be considered. Cassia
Fistula Linn (golden rain) is a plant distributed in the semi-arid region of Brazil and its stem is
used in folk medicine for the treatment of wounds and its fruits are marketed in association with
other plants (Tamarine® ) as a laxative. Previous studies demonstrated the healing potential of
its leaves and flowers and this effect was observed in the hydroalcoholic stem extract (ECFC)
in in vitro experiments. Objective: To approach the treatment of excisional wounds in Swiss
mice using a cream containing ECFC (CrECFC) at concentrations of 12.5 and 25% w/v.
Methods: Healing was evaluated by measuring the rate of lesion contraction on days 2, 4, 7, 9
and 12 after surgery, as well as by histological analysis and dosage of chemical mediators on
days 2, 7 and 12. Results: CrECFC increased the rate of contraction of the lesions from the 7th
day was able to stimulate the formation of a new epithelium with considerable deposits of
keratin that partially covered the ulcer and the development of a remodeled connective tissue.
In addition, it decreased the levels of TNF-a and IL-1p after 2 days of treatment and on the 7th
day, it was able to increase the levels of TGF-$ and VEGF in relation to the group treated with
the vehicle alone. Conclusion: In view of these results, we suggest that treatment with CrECFC
in animal skin wounds accelerated healing and is capable of driving future clinical studies.

Keywords: excisional injuries; Phytotherapy; re-epithelialization.
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgao do corpo humano e € responsavel pela protecdo contra agentes
externos, prevencao contra a desidratacdo e regulacdo da temperatura. Por revestir toda a
superficie do corpo, a pele fica naturalmente exposta a diversos agentes agressores que podem
causar uma ruptura na sua continuidade e alterar sua estrutura anatémica e/ou sua fungao
fisiologica (LIMA, 2010). Por contribuir diretamente para a homeostase do organismo, a

restituicao do tecido deve ocorrer em tempo habil (DENIZ, et al., 2020).

Assim, quando ocorre uma lesdo, imediatamente o organismo se prepara para a
cicatrizag¢do por meio de um processo complexo que abrange quatro fases classicas, sobrepostas
e continuas que s3o: hemostasia, inflamagao, prolifera¢ao celular e remodelacdo tecidual. Essa
dinamica contempla a ativagao e interagao de muitos tipos de cé€lulas, fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas que t€ém como objetivo a restituicdo do tecido cutdneo e dependera do
grau de comprometimento da pele. Dessas fases, a transi¢do da inflamagdo para a regeneragao

tecidual pode ser uma das etapas mais criticas (LANDEN; STAHLE; GONZALEZ et al., 2016).

As feridas podem ser classificadas em agudas ou cronicas de acordo com seu tamanho,
profundidade e localizacdo. (LEE; HANSEN, 2009). As lesdes agudas destroem a integridade
do tecido, mas fecham espontaneamente, seguindo uma progressao ordenada, cumprindo um
tempo de 4 a 6 semanas (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). J& as feridas cronicas
atingem tecidos mais profundos e tém o processo de cicatrizagdo mais lento, demandando mais
de 12 semanas devido a um estado de inflamagao prolongada, que resulta em uma incapacidade

cicatricial (HAN; CEILLEY, 2017).

As feridas cronicas causam muitos transtornos ao paciente, que, somado a dor e ao
incomodo que compromete as suas atividades didrias, abre porta de entrada para infecgoes,
podendo gerar uma piora no quadro clinico do acometido. Ressalta-se também que esta
condi¢do produz altos indices de morbidades e danos psicossociais, gerando altos gastos com a
saude, pois demanda profissionais e materiais constantemente. O impacto psiquico, social e
econdmico da cronificag¢do de lesdes impulsiona a busca por novas opgdes terapéuticas eficazes

(MENKE, 2007; SMRKOLJ, 2009).

Atualmente, ha um arsenal de produtos farmacéuticos sintetizados para a cicatrizagao
de feridas. No entanto, as opgdes disponiveis t€ém um custo elevado, além da dificuldade ao

acesso, ndo atendendo a demanda real que necessita desses produtos. Com isso, muitos
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pacientes ficam sem o tratamento adequado para sua condi¢ao e seu quadro clinico pode ser
agravado. Diante dessa problematica, a fitoterapia vem como uma proposta consideravel e

interessante por ser de baixo custo e facil obtengdo (LEMOS, 2008).

A base da investigacdo de ativos medicinais iniciou desde os primoérdios, quando o
homem utilizou produtos naturais como recurso para a cura dos seus males e injurias € as plantas
eram utilizadas para a cicatrizacao de feridas na forma de cataplasmas, com o intuito de estancar
hemorragias e favorecer o processo cicatricial (PIRIZ, 2014). O conhecimento popular sobre
plantas medicinais impulsionou a analise da eficacia curativa dos materiais botanicos utilizados
e a investigagdo de novos compostos com potencial farmacoldgico e, nesse contexto, €
crescente a pesquisa por extratos ou moléculas purificadas oriundas de produtos naturais que

possam ser utilizadas como fitoterapicos ou fitofarmacos.

A Cassia fistula L. é uma planta comumente encontrada em regides tropicais, inclusive
no Nordeste do Brasil e ¢ utilizada na medicina popular como laxante e doencas de pele, como
a hanseniase. O extrato padronizado dos seus frutos ¢ comercializado no Brasil em associacao
com outras espécies como medicamento fitoterapico (Tamarine®) por sua atividade laxativa.
Em estudos anteriores, evidenciou-se que o extrato das folhas apresentou atividade
antimicrobiana e foi capaz de acelerar a cicatrizagdo de feridas cutaneas. Ja o extrato das flores
apresentou atividade antioxidante, cicatrizante, antimicrobiana e aumentou a capacidade da

producao de colageno (KUMAR, et al., 2006; MARTINS, 2019; GUPTA et al., 2000).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou anteriormente que o extrato hidroalcoolico do
caule de Cassia fistula (ECFC) reduziu os danos causados pelo estresse oxidativo em
fibroblastos murinos L929 e diminuiu a produ¢ao de NO, IL-18 e TGF-3 em macrofagos RAW
264.7 (Costa, 2019). Além disso, apresentou efeito antioxidante pelo método do DPPH e
indutor da proliferagdo e atividade indutora da migragdo de queratindcitos humanos HaCaT em
modelo de cicatrizagdo in vitro, que pode ser explicada pela diminui¢do da expressao de E-

caderina (DUARTE, 2021).

Diante desses achados, os testes em animais sdo imprescindiveis para evidenciar o
potencial cicatrizante do ECFC e sdo fundamentais para o seguimento de ensaios clinicos em
seres humanos. Propde-se, portanto, utilizar o modelo de feridas excisionais, que consiste na
remocdo cirurgica da epiderme e derme cutineas, para assim, ser possivel avaliar a
complexidade ambiente da lesdo, analisando todas as fases da cicatrizagdo e observando uma

variedade de células e mediadores quimicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato hidroalcoolico do caule de Cassia fistula (ECFC) sobre a

cicatrizacdo de lesdes cutaneas experimentais utilizando camundongos Swiss fémeas.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar um creme contendo ECFC;

e Avaliar macroscopicamente o efeito do Creme de ECFC (CrECFC) em feridas
excisionais em camundongos;

e Avaliar a contragdo da ferida no 2°, 4°, 7°, 9° e 12° dias pos lesdo;

e Mensurar os mediadores inflamatorios nos 2°, 7° e 12° dias da cicatrizacao do
tecido;

e Avaliar os pardmetros histologicos: queratinizagdo, angiogé€nese, hiperemia,
infiltrado inflamatdrio, presenga de fibroblastos e reepitelizacdo em feridas

excisionais em camundongos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 A pele

A pele ¢é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, possuindo cerca de 1,85 m? de
area de superficie, o que corresponde a cerca de 15% do peso corporal (DENIZ, et al., 2020).
Situa-se na interface entre o corpo e o meio ambiente, cumprindo, principalmente, um papel de
barreira fisica e atuando contra agentes quimicos, fisicos e bioldgicos. Além disso, estd
envolvida em fungdes sensoriais como o toque, mudancas de temperatura, pressdo, dor e

detecgdo de danos teciduais (BRAGAZZI et al., 2019; KOLARSICK; GOODWIN, 2011).

A pele também ¢ essencial para a troca de fluidos, sais, gases, calor e colabora com o
eixo neuro-imuno-enddcrino, com seus variados tipos celulares presentes nas diversas camadas
que a compdem, formando redes complexas de comunica¢ao multicelular, contribuindo, dessa
forma, com a homeostase do organismo (NEJATI; KOVACIC; SLOMINSKI, 2013). E
estruturada em trés camadas principais, sendo essas: epiderme, derme e hipoderme (Souza,

2019).

Figura 1 - As camadas da pele
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Fonte: SOUZA, 2019.
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3.1.1 Epiderme

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele e estd subdividida em por¢ao basal,
espinhosa, granulosa e cornea e, na regido da palma dos pés e das maos, além das quatro
subdivisdes citadas, ha o extrato lucidum, localizado especificamente entre a camada granular
e a camada cornificada. Além disso, a epiderme possui um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, composto por 95% de células do tipo queratindcitos, dispostas nas diferentes
subdivisdes, atuando como barreira fisica e produzindo queratina, uma proteina fibrosa
filamentosa que d4 firmeza, protecdo e permeabilidade a pele (BERNARDO, et al., 2019;
JIANGY, et al., 2020).

Além dos queratin6citos, hé outras células especializadas, como os melandcitos, que sdo
responsaveis pela produ¢do de melanina, um pigmento envolvido na fotoprotecdo da pele e
células imunolégicas, como as células de Langerhans, um tipo de célula dendritica responséavel
pelo reconhecimento e apresentagdo de agentes estranhos a outras células especializadas do
sistema imune, e os Linfocitos T, principalmente do tipo TCD8+, presentes no estrato basal e
espinhoso, atuando como primeira linha de defesa contra agentes microbianos invasores por

meio de mecanismos citotoxicos (NESTLE, et al.,2009).

Na subcamada seguinte, a granulosa, os queratinocitos apresentam-se de forma achatada
e sintetizam queratina e lipideos (BERNARDO, et al., 2019). A medida que vio se proliferando
e alcancando as camadas mais externas, vao perdendo a oferta de nutrientes da derme e se

tornando células mais diferenciadas e menos viaveis.

H4, entdo, a perda do ntcleo e formacao da subcamada mais externa, a cornea e esta
serd composta por cornedcitos, que sdo células ricas em proteinas reticuladas imersas em uma
matriz lipidica, contendo colesterol, acidos graxos e ceramidas. Essa barreira hidrofébica
impede a perda de dgua por evaporagdo, bem como previne a entrada de inconvenientes, como
patogenos ou artefactos exodgenos. Por ser constantemente impactada pelo ambiente externo, a
renovacao da epiderme € um processo continuo ao longo da vida, levando, em média, 48 dias

(NJUYEN, SOULIKA, 2019; LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2018).
3.1.2 Derme

A camada subsequente a epiderme ¢ a derme. Geralmente, possui uma espessura de 2

mm e ¢ composta por um tecido conjuntivo vascular, compreendendo vasos sanguineos,
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capilares que fornecem a nutri¢do da epiderme, vasos linfaticos, terminagdes nervosas, anexos
da pele, como ductos sudoriparos, glandulas sebaceas alveolares e musculos ligados aos
foliculos pilosos. Além disso, possui fibras de coldgeno e elastina, sendo responsavel pela maior

parte da resisténcia mecanica da pele (SOUZA, 2019).

A derme ¢ subdividida em papilar e a reticular e nao ha delimitacao definida entre as
subcamadas. A derme papilar ¢ a camada mais superficial, possuindo aproximadamente 300-
400 pm de espessura. Essa por¢do contém papilas com estruturas microvasculares e neurais que
se projetam até a epiderme, promovendo a entrega de nutrientes (SHIRSHIN, et al., 2017;

WONG, et al., 2016).

A derme reticular, por sua vez, ¢ mais espessa quando comparada a anterior devido a
densa concentragdo de fibras coldgenas e fibras reticulares entrelagadas, abrangendo os
apéndices cutaneos. Contemplando as duas camadas, ha fibroblastos, que s3o as células
estruturais da derme e sua principal fungao ¢ secretar componentes da matriz extracelular, como
colageno, fibras elasticas e proteoglicanos (NJUYEN, SOULIKA, 2019; CHAMBERS;
VUKMANOVIC-STEJIC, 2020). Além desses também ha células imunologicas como

macrofagos, linfocitos e mastocitos.
3.1.3 Hipoderme

A hipoderme ¢ a tltima camada da pele, situada logo abaixo da derme. E também
conhecida como camada subcutanea. As células predominantes sdo os adipocitos, mas também
sao encontradas células mantenedoras, como fibroblastos € macrofagos. imersos em um tecido
conjuntivo frouxo rico em proteoglicanos e glicosaminoglicanos. E, portanto, um reservatorio
de gordura e fonte de energia para o organismo, que além de promover a retenc¢ao de liquidos
no local, previne a perda de calor e protege os 6rgdos internos (EDWARDS, 2005). Essa
camada também auxilia na ligagdo da pele ao musculo esquelético e se espessa quando o
individuo ganha peso (TSAKOVSKA, et al., 2017; WONG, et al., 2016; CHAMBERS;
VUKMANOVIC-STEJIC, 2020).

3.2 Lesoes cutineas

Lesdes ou feridas cutaneas sao descritas como qualquer disturbio na estrutura normal
da pele que pode causar ruptura na continuidade do tecido cutdneo-mucoso, alterando sua

estrutura anatdmica ou fisioldgica. A classificagado clinica dessa condi¢@o leva em consideragao
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o tempo de cicatrizagdo, portanto, elas sao divididas em feridas agudas e cronicas. O processo

de tratamento ¢ semelhante em ambos os tipos de lesdoes (HAN; CEILLEY, 2017).
3.2.1 Lesoes cutineas agudas

As feridas agudas sdo consideradas quando hé a perda da integridade do tecido, mas a
restauracdo € espontanea, seguindo uma progressao oportuna e ordenada, durando entre 4 ¢ 6
semanas (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). Elas podem ser causadas por lesdes
traumaticas, abrasdes, queimaduras ou podem ser consequéncia de procedimentos ciriurgicos,
mudangas extremas de temperatura, contato com produtos quimicos, exposi¢ao a radiagdo ou
infeccdo. Normalmente, a extensao da lesdo pode influenciar diretamente no tempo de

cicatrizagao.

Com isso, as lesdes agudas também podem ser classificadas de acordo com seu tamanho,
profundidade e localizacdo (LEE; HANSEN, 2009). As lesoes superficiais, como pequenos
cortes ou abrasdes cicatrizam rapidamente e ndo causam prejuizos significativos ao acometido.
No entanto, quando hé a perda da integridade da pele atingindo camadas mais profundas, como
a derme papilar, ha a formacao de ulcera, podendo resultar em desabilidades ou até mesmo

obito (CLARK et al., 2007).
3.2.2 Lesoes cutineas cronicas

As feridas cronicas, ao contrario das agudas, requerem um tempo de cicatrizagdo
retardado a mais de 12 semanas. Isso ocorre devido a um estado de inflamacao prolongado, que
pode estar associado a irregularidades na inflamacao, grande extensao da ferida, exposicao a
infecgdes, ou presenca de fatores agravantes, como idade, diabetes, doenca vascular e cancer
associados ou ndo, afetando negativamente o processo de reparo de feridas, que resulta em uma

incapacidade cicatricial.

Alguns tipos de feridas que tem uma cicatrizacdo complexa e lenta sdo as ulceras de
pernas ou pé, isquémicas, venosas, arteriais, Ulceras diabéticas e tlceras de pressdo. Além disso,
pode haver ainda a formacdo de cicatrizes hipertroficas, conhecidas como queldides. Os
mecanismos subjacentes a formacdo de cicatrizes em lesdes cronicas ainda sdo pouco
compreendidos, e faltam opgdes de tratamentos eficazes para essas situagdes (EMING;

MARTIN; TOMIC-CANIC, 2016). E valido acrescentar que, conforme essas feridas
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cronificam, os pacientes tendem a viver com a reincidéncia destas, e casos mais graves podem

levar a morte.
3.3 O processo cicatricial em lesdes cutineas

A cicatrizagdo de feridas da pele consiste em um processo dindmico complexo que
ocorre imediatamente apds a lesdo e ha a interacdo de muitos tipos de células, fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas. (GONZALEZ et al., 2016). A reconstitui¢do do tecido
cutaneo pode ser desenvolvida pelo mecanismo de regeneragdo ou reparagdo. A regeneragao ¢
a reconstituicao do tecido perdido por outro morfofuncionalmente idéntico. Ja a reparagdo € a
substitui¢do das células lesionadas por um tecido fibrotico vascularizado, formando uma
cicatriz (TAKEQ; LEE; ITO, 2015). O processo normal de cicatrizagdo feridas ocorre em
quatro fases cléssicas, sobrepostas e continuas, que sdo: hemostasia, inflamagao, proliferagdo

celular e remodelagdo tecidual (figura 2).

Figura 2 - Fases da cicatrizacgdo de feridas cutaneas
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3.3.1 A fase de hemostasia

Imediatamente apds a lesdo inicial, comeg¢a a fase de hemostasia para sanar o
sangramento por meio da formacao de um tampao hemostatico ou coagulo. Isso ocorre por meio
da vasoconstricdo dos vasos, estimulados pela norepinefrina e serotonina, bem como da
ativacdo da cascata plaquetaria e do complemento, formando um codgulo hemostatico
composto principalmente de fibrina, fibronectina, vitronectina, trombospondina, eritrocitos e

plaquetas.

Com a desgranulagdo das plaquetas, bem como os subprodutos da protedlise da fibrina
e outros componentes da matriz, sinais quimiotaticos sdo liberados ¢ ha o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos para o local da ferida, dando inicio a fase inflamatoria (BERGMEIER;

HYNES, 2012; WANG; CARRIM; NI, 2015).

3.3.2 A fase inflamatoria

Na fase inflamatoria, as células do sistema imune removem os detritos celulares, limpam
o fluxo inicial de bactérias contaminantes e liberam citocinas pro-inflamatorias que dao inicio
as cascatas de sinalizacdo que ativam os fibroblastos e queratinécitos locais a comegarem o
processo de reparo tecidual. (SU; RICHMOND, 2015). Os neutroéfilos sdo as primeiras células
a chegarem no local da lesdo. Eles realizam a limpeza inicial e produzem espécies reativas de

oxigénio (EROs) que sdo essenciais para prevenir infec¢cdes (IBRAHIM et al., 2018).

Logo em seguida, os macréfagos se acumulam no ambiente inflamado e permanecem
varios dias, atuando na digestdo de microrganismos sobreviventes, remo¢do de neutréfilos
mortos e debris celulares, degradacdo do tampao de fibrina e liberacao de 6xido nitrico (NO)
(DELAVARY, B.M. et al., 2011). Eles também secretam uma variedade de citocinas pro-
inflamatoérias e fatores de crescimento: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento
endotelial (EGF), TGF-B, PDGF e VEGF. Os fatores de crescimento impulsionam a
proliferagdo de fibroblastos e queratindcitos na fase proliferativa. Dessa forma, os macréfagos
sdo células-chave para estruturar a transicao da inflamagdo para a proliferacao celular (KOH;

DIPIETRO, 2011b; RODRIGUES et al., 2018).
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3.3.3 A fase proliferativa

Durante a fase proliferativa, os fibroblastos que migraram para o local se diferenciam
em miofibroblastos, que sdo especializados na producdo de glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e colageno para compor o tecido de granulagdo. O colageno ¢ essencial nesta
etapa, pois ele proporciona forca e integridade ao tecido neoformado, de modo que, se for
depositado de forma escassa, a cicatriz se torna fragil e a ferida pode reabrir (SIEMIONOW;
EISENMANN-KLEIN, 2010).

Com isso, os queratindcitos se proliferam intensamente, se diferenciam e se estratificam
em camadas, recompondo a barreira epitelial (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; KONDO; ISHIDA,
2010), enquanto os miofibroblastos se contraem para diminuir o tamanho da ferida. As células
endoteliais estdo multiplicando simultaneamente ao longo de todas as fases da cicatrizagdo, a
fim de revascularizar o tecido lesado, fornecer o suprimento sanguineo apropriado e reforcar o
tecido que sofreu a injuria. Ha, portanto, uma intensa atividade celular para a formagao de uma
nova matriz que sustente o tecido recém formado (GONZALEZ et al., 2016; SINNO;
PRAKASH, 2013).

3.3.4 A fase de remodelamento

A fase de remodelagdo tem o objetivo de estruturar o novo epitélio e formar o tecido
cicatricial e pode durar até dois anos ap0s a lesdo. Nesta fase, a matriz extracelular comega a
amadurecer e os feixes de coldgeno aumentam de didmetro e dao resisténcia a ferida. Além da
deposicao de colageno, ha a organizagdo das fibras coldgenas, levando ao aumento da contragao
que havia comec¢ado na fase inflamatoria (GONZALEZ et al., 2016). O amadurecimento da
ferida induz a apoptose dos fibroblastos e macrofagos, diminuindo sua densidade no local da

cicatriz.

Com o tempo, o crescimento dos capilares cessa, o fluxo sanguineo e a atividade
metabolica no local da ferida diminui. O resultado final € uma cicatriz completamente madura
com um numero reduzido de células, diminui¢do dos vasos sanguineos e alta resisténcia a tragao
(STRONG; NEUMEISTER; LEVI, 2017). Um processo cicatricial ideal envolveria uma rapida
hemostasia, inflamacdo adequada, proliferacdo, diferenciacio e migracdo de células,

angiogénese, reepitelizacdo e remodelamento tecidual.
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Porém, prolongamentos ¢ interrupgdes nos eventos fundamentais de cada fase podem
atrasar ou ocasionar feridas crénicas que nao cicatrizam (GUO; DIPIETRO, 2010). Estes
podem advir de inumeras fisiopatologias, como edema, isquemia, hipoxia tecidual, infeccao,
necrose ¢ desequilibrios dos fatores de crescimento, bem como outros fatores, incluindo
doencas metabolicas pré-existentes e estado nutricional. Esses fatores agem alterando o
ambiente de reparo da ferida, desde o atraso no influxo de células inflamatorias e migragao de
fibroblastos, deposi¢ao de colageno e estabelecimento da matriz extracelular. (VELNAR, et al.,

2009).

3.4 Os tipos de cicatrizagio

3.4.1 Cicatrizagdo por primeira inten¢do

A cicatrizagdo por primeira intengdo ¢ o processo considerado para feridas sem perda
de tecido e ndo infectadas, semelhantes a incisdes cirurgicas, cuja as bordas sdo aproximadas
por suturas (LABLER et al., ATTINGER et al., 2006; GREENHALGH,1998). Dessa forma, o
exemplo menos complicado de reparacdo de feridas, com uma perda limitada de células
epiteliais e do tecido conjuntivo, preservando todo o arcabouco tecidual, incluindo matriz
extracelular, células produtoras de colageno e fatores de crescimento. Quando ha unido imediata
das bordas da ferida e manutengdo asséptica, a cicatriz evolui em 4 a 10 dias de forma linear

(VELNAR et al., 2009).

3.4.2 Cicatrizagdo por segunda intengdo

A cicatrizagdo por segunda intengdo ocorre quando ha a perda de todas as camadas da
pele, incluindo a epiderme, derme e camada subcutanea e suas bordas nao sdo suturadas. Esse
processo se contrasta marcadamente com o que ocorre com as incisdes, pois neste caso, o
objetivo € preencher a extensa perda tecidual (LABLER et al., 2006). O processo de reparo €,
portanto, mais complexo, podendo durar dias a meses e ¢ marcado pela produc¢do de densas
quantidades de tecido de granulagdo. Nesse caso, essa camada granulada ¢ muito importante
para agir como uma barreira a infeccdes, oferecendo uma base para a migracdo de
queratindcitos e reformulacdo do epitélio. Além disso, essa camada ¢ responsavel pela
fibroplasia, que ¢ a deposicdo de colageno, promovendo, assim a contracdo da ferida, por meio

de movimentos centripetos da pele ao redor da lesdo (VELNAR et al., 2009).



27

3.5 Tratamentos disponiveis para a cicatrizacao de feridas

Os curativos tradicionais sdo feitos utilizando ataduras, algoddes e gazes. O objetivo ¢é
absorver o exsudato das feridas e manté-las secas como forma de prevenir a invasao de bactérias
no local da ferida. No entanto, pesquisas realizadas nas tltimas décadas demonstraram que, na
verdade, ¢ um ambiente umido que favorece o processo de cicatrizagdo. Ainda assim, somente
o curativo nao ¢ suficiente para intensificar o processo de cicatrizagdo e a combinagdo de

curativos depende do tipo da ferida a ser tratada (BOATENG, 2008).

O mercado farmacéutico atual oferece inimeros produtos para a cicatrizagao de feridas
e representa, atualmente, uma industria multibilionaria em todo o mundo. Ha a venda ¢ o
desenvolvimento de curativos de diferentes tipos de materiais e objetivos especificos de
tratamento que dependem do tipo de ferida (MURRAY et al., 2019). Com o objetivo de
estimular uma resposta celular local, ha varios produtos inovadores, como hidrogéis, espumas,
hidrocoloides (carboximetilcelulose), alginato, coldgeno, celulose, algoddo e filmes para tratar
feridas e queimaduras. Porém, esses produtos sdo em geral de alto custo e, portanto,

indisponiveis para a maioria das pessoas que precisam desses recursos.
3.6 Bioprospeccao de medicamentos cicatrizantes

Atualmente, o foco das pesquisas na area de cicatrizagdo ¢ a busca por novas substancias
com potencial cicatrizante e o desenvolvimento de curativos e formas farmacéuticas menos
dispendiosas de igual ou superior eficiéncia para aumentar a acessibilidade e atender a real
demanda por esses recursos. Somado a isso, ¢ importante que esses produtos sejam
biocompativeis e biodegradaveis para fornecerem condi¢des ideais para a cicatrizagdao de

feridas e melhorarem a qualidade de vida dos pacientes acometidos (MOURA et al., 2013).

O Brasil detém em torno de 15 a 20% da biodiversidade total do mundo dividida em
seis biomas: Amazdnia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e Pampa. Sdo cerca de
60.000 espécies de vegetais catalogadas, no entanto, apenas 1.100 foram avaliadas e
determinadas suas propriedades medicinais ¢ 8% estdo sendo estudadas para a pesquisa de

compostos bioativos (SIMOES, 2003; BRASIL, 2011).

As descobertas cientificas e avangos tecnologicos envolvendo ativos vegetais vém se
intensificando nos ultimos anos. A maioria origina-se de estudos etnofarmacologicos, que

consideram o conhecimento tradicional que foi passado entre as geracdes. Esse saber
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impulsionou o desenvolvimento de prototipos de farmacos convencionais ¢ medicamentos
fitoterapicos (VIANA, 2009). A continuidade dessas pesquisas envolve testes para a
comprovagdo da seguranga, eficicia e qualidade dos medicamentos produzidos a partir de

plantas medicinais, bem como a pesquisa por novos ativos com propriedades medicinais.

Muitas plantas medicinais t€ém ganhado destaque na cicatrizagdo de feridas, como:
Aesculus hippocastanum (Castanha-da-india), Anacardium occidentale (Cajueiro), Arctium
lappa (Bardana), Calendula officinalis (Caléndula), Casaelpinia férrea (Pau-ferro), Casearia
sylvestris (Guagatonga), entre outras nativa da regido Nordeste, como a Aloe Vera (Babosa) e
o Symphytum officinale (Confrei), que estdo dentre as plantas que compdem a lista proposta

pela RENISUS (BRASIL, 2010; BUENO et al., 2016).

Desde a pré-historia, as plantas com potencial cicatrizante eram utilizadas na forma de
emplastros naturais que tinham o objetivo de estancar hemorragias e favorecer a cicatrizagao.
Muitas dessas plantas eram também ingeridas, para ter o seu efeito sistémico (PIRIZ et al,
2014). Os medicamentos fitoterapicos usados no tratamento de feridas tém como principais
objetivos a desinfec¢do, o desbridamento e até mesmo o fornecimento de um ambiente umido
que estimule os processos de cicatrizacdo natural (KARADI et al., 2009). Somando-se a isso,
esses ativos vegetais ganham ainda mais relevancia por serem facilmente metabolizados no

organismo e eliminados sem grandes dificuldades.
3.7 Modelos experimentais para cicatriza¢ido de feridas cutineas

Os modelos experimentais de cicatrizagdo sdo essenciais para a investigagdo de novas
moléculas promissoras para o tratamento de feridas e obrigatorios para o seguimento dos
estudos clinicos. Esses protocolos oferecem o ambiente da lesdo em toda a sua complexidade,
integrando uma variedade de células e oferecendo a possibilidade de analisar todas as fases de

reparo, incluindo inflamacao, proliferagao, reepitelizacdo e remodelagao.

Atualmente, existe uma variedade de modelos pré-clinicos padronizados possiveis
utilizando coelhos, porcos, ratos e camundongos. As técnicas podem abranger queimaduras,
feridas excisionais, incisionais, além da possibilidade de explorar lesdes agudas ou cronicas, €
associadas a algum fator agravante como feridas diabéticas e infeccionadas (MASSON-

MEYERS, et al., 2020).
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3.7.1 Feridas excisionais

As feridas excisionais sdo geradas pela remoc¢ao cirtirgica das primeiras camadas da
pele: epiderme e derme. As bordas da pele ndo sdao suturadas, dessa forma, requerem
cicatrizagdo por segunda intencdo. O material e as técnicas necessarias para usar este modelo
sdo relativamente simples e praticos. E possivel utilizar um punch cirargico, que é um objeto
na forma de cilindro, que possui uma superficie cortante que, no momento da bidpsia, € girado
de modo a aprofundar-se na pele, removendo o tecido, podendo chegar at¢ a derme, como
ilustrado na figura 4. O tamanho e a quantidade das lesdes obtidas podem variar de acordo com

o tipo de lesdo e animal escolhido.

Figura 3 - Procedimento para a inducdo de feridas excisionais

Fonte: Vail & Withrow, 2007.

Com esse modelo, o leito da ferida pode ser facilmente acessivel para aplicacdo de
formas farmacéuticas topicas como cremes ou pomadas, c€lulas, biomateriais e curativos e,

dessa forma, investigar seu efeito cicatrizante (VELNAR et al., 2009).

Este método ¢ ideal para a investigag¢ao da dindmica da cicatrizagdo, pois permite avaliar
a hemorragia, inflamagdo, area da lesdo, formagdo de tecido de granulagdo, reepitelizagdo,
angiogénese e remodelagdo tecidual. Também ¢ possivel registrar fotografias regularmente ao
longo do tempo e acompanhar o fechamento da ferida. A area das feridas pode ser mensurada
regularmente com o auxilio de um paquimetro digital, e o calculo pode ser realizado através da
seguinte equacdo: A = m.R.r onde “A” representa a area, “R” o raio maior e “r”’ o raio menor da
ferida (PRATA et al., 1988). Com isso, pode ser obtido a taxa de contracao da lesdo utilizando

a seguinte formula:

Taxa de contragdo (%) = (drea inicial — area dia X) + (drea inicial) x 100
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Para analise histoldgica, os animais sao anestesiados e eutanasiados e as bidpsias das
feridas podem ser coletadas nas diferentes fases da cicatrizagao para o processamento e analise
da evolugdo epitelial, caracteristicas do leito de granulagdo, recrutamento de células,

vascularizagdo, alteracdes da matriz e organizacao do coldgeno (GOTTRUP F, ez. al; 2000).

Nesse modelo também ¢ possivel induzir duas ou mais feridas em vez de uma unica,
ampliando a oferta de material para mais analises ou permitindo que cada animal seja seu
proprio controle. No entanto, € preciso se atentar pois essa pratica pode gerar variaveis de
confusdo em relagdo aos efeitos sistémicos do tratamento ou contaminagdo cruzada de feridas

com compostos de teste (MASSON-MEYERS, et al,, 2020).
3.8 Cassia fistula Linn.
3.8.1 Informacées botinicas

A Cassia fistula Linn ¢ conhecida popularmente como cassia-imperial, canafistula e
chuva-de-ouro. E considerada uma arvore de médio porte, podendo atingir de 8 a 15 metros de
altura. Esta espécie ¢ muito apreciada pela beleza de suas flores, que t€ém coloragdo amarela e
permanecem nos periodos de setembro a dezembro. E uma planta que cresce a sombra e

desenvolve-se em baixa quantidade de suplemento e solo raso (SANTOS; TEIXEIRA, 2001)
(Figura 3).

Figura 4 - Flores de Cassia Fistula Linn

-

Font: artlns, 2019.
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Sementes e meios vegetativos sao seus dois métodos de germinacao (SIDDIQUA at al.,
2018). A cor da casca de uma arvore jovem ¢ cinza-esverdeada e torna-se marrom escura apos
a maturacdo. As folhas consistem em foliolos que emparelham 2-5 cm de comprimento e
contém cerca de 3-8 duetos de babados reversos. As suas flores sdo de cor amarelo dourado e
formam cachos de comprimento de 40 cm. Cada parte desta planta ¢ reconhecida por suas
propriedades medicinais (SANORIA, 2020). A sua classificacdo taxondmica esta apresentada

na tabela a seguir:

Tabela 1 - Informagdes taxondmicas da Cassia fistula Linn

Reino Plantae
Subdivisao Spermatophyta
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Género Cassia
Espécie fistula

Fonte: Rahmani, 2015.

O género Cassia (Leguminosae) € constituido por mais de 600 espécies incluindo
arbustos, arvores e ervas. E nativa da India, Sri Lanka e distribuida em regides tropicais e
subtropicais de todo o mundo, incluindo a regido semi-arida do Brasil (AGARKAR; JADGE,
1999).

3.8.2 Uso popular

A Cassia fistula Linn ¢ amplamente utilizada na medicina popular como laxante e para
tratar doengas de pele. A polpa do fruto vem sendo usada como laxante e purgante (ROCAS,
2002; ORWA et al, 2009) e os ativos extraidos das folhas apresentaram atividade
antirreumatica e o seu suco ¢ popularmente utilizado em feridas cutdneas (BHAKTA, 1999). A
decocgdo da casca do caule ¢ utilizada no tratamento da hanseniase, principalmente para a

lavagem das feridas na pele.

Na medicina tradicional persa, a planta ¢ utilizada para o tratamento de doengas
inflamatorias e relacionadas ao pénfigo vulgar, uma condi¢ao autoimune rara, na qual a pele e
o revestimento das mucosas sdo recobertos de bolhas de diversos tamanhos (ATARZADEH et

al., 2017; MOZAFFARPUR et al., 2012).
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3.8.3 Caracterizagdo quimica

A caracteriza¢do quimica das mais variadas partes da planta ¢ essencial para avaliar a
eficacia da sua utilizagdo por meio dos seus constituintes distribuidos. As raizes contém
glicerideos como acidos linoleico, oleico, estedrico e palmitico e tracos de acidos caprilico e
miristico (ABU, et al., 1999). A casca do caule contém lupeol, B-sitosterol e hexacosanol (SEN
AB, 1968), compostos antraquindnicos ja foram encontrados nos galhos e compostos fendlicos
e flavonoides no caule (SIDDHURAJU; MOHAN; BECKER, 2002; ZHOU, et al., 2017;
ZHAOQO, Y etal. 2016). Em extratos do caule obtidos pelos métodos de percolagao e soxhlet, foi

identificado a presenca de alcaldides, flavonodides, taninos e antraquinonas (SILVA, 2018).

A vagem contém glicosideo de reina e acido ferulico, alcool cerilico, antraquinona e
tanino (CHOPRA RN et al., 2006; LEE ET AL., 2001). As folhas contém heptacosanil-5-
hidroxipentadec-2-enoato, octacosan-5 e 8-diol (SINGH RS et al., 2005). O extrato perclorico
das folhas apresentou um alto teor de fenois totais (KHAN, 2013). As flores contém
kaempferol, tetrdmero de leucopelargonidina, reina, fistulina e triterpeno (KUMAR, 1966). A
analise fitoquimica do extrato das flores de Cassia fistula, demonstrou a presenga de diversos
metabolitos secundarios como: flavonoides, acidos fixos fortes, chalconas, auronas e quinonas

(MENEZES, 2009).

3.8.4 Propriedades farmacoldgicas

Um estudo realizado com o extrato metandlico das folhas de C. fistula demonstrou efeito
cicatrizante em feridas excisionais e incisionais de uma pomada produzida a partir do extrato
foliar de duas concentracdes 5% e 10% p/p, sendo significativamente eficaz em ambos os
modelos de feridas testadas quando comparadas ao farmaco padrdo, nitrofurazona (BHAKTA,

1998).

Também foi apresentado efeito antioxidante na casca do caule, folhas e flores, e poupa
de C. fistula, sendo a maior atividade observada na casca do caule, que possui uma maior
quantidade de constituintes fendlicos (SIDDHURAJU; MOHAN; BECKER, 2002). O efeito
antioxidante dos extratos aquoso e metandlico da casca de C. fistula também foi observado por
meio da inibi¢do da peroxidagao lipidica iniciada por CCl4 e FeSO4 em homogenatos de figado
e rins de ratos wistar, bem como no método do DPPH, e ao reduzir niveis de NO e radical

hidroxila em métodos in vitro ILAVARASAN; MALLIKA; VENKATARAMAN, 2005).
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Foi demonstrado que extratos e fragcdes do caule, folhas e flores de C. fistula possuem
atividade antibacteriana significativa contra bactérias gram-negativas, como Escherichia coli e
Klebsiella aerogenes, e bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus € Enterococcus
faecalis (DURAIPANDIY AN, 2007). Pesquisadores demonstraram que o extrato das folhas de
C. fistula apresenta efeito antibacteriano contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa ¢ melhor capacidade de regeneragado tecidual e fechamento de feridas infectadas,

também demonstrada por parametros histopatologicos (KUMAR, 2006).

No Brasil o extrato padronizado dos frutos de C. fistula é comercializado como
medicamento fitoterdpico (Tamarine®) em associagdo com outras espécies por suas
propriedades laxativas. O teor de 4cido trans-cindmico ¢ utilizado como marcador quimico para

garantir a qualidade e eficacia terapéutica do referido medicamento (SOARES, 2008).

O extrato hexanico da casca do caule também mostrou atividade hipoglicémica em ratos
diabéticos e o extrato metanolico da casca do caule apresentou atividade antiinflamatoria contra
inflamacdo induzida por carragenina e também alta atividade antioxidante, quando comparado

com os extratos das flores, folhas e frutos (KAINSA, KUMAR, RANI, 2012).

Estudos demonstraram que a alta atividade antioxidante in vitro e in vivo do p6 da polpa
da fruta de C. fistula, provavelmente se deve ao seu alto teor de compostos fenolicos e
flavonodides (RAJAGOPAL et al., 2013). Além disso, os flavonodides presentes no extrato da
polpa dos frutos de C. fistula demonstraram efeito anti-inflamatorio ao regular a atividade das

espécies reativas de oxigénio (ANITHA; MIRUTHULA, 2014).

Segundo Martins (2019), o extrato etandlico das flores (ECFF) apresentou atividade
antioxidante pelo método do DPPH, bem como reduziu o estresse oxidativo induzido por
perdxido de hidrogénio (H202) em fibroblastos 1L.929. Em macrofagos RAW 264.7 foi capaz
de reduzir os niveis de nitrito, modular a liberagao de citocinas TNF-a, IL-1p3, IL-10 e do fator
de crescimento TGF-3 apos ativacdo com LPS. Além disso, apresentou atividade cicatrizante

em modelo de feridas excisionais em camundongos.

Costa (2020) demonstrou que o extrato hidroalcélico do caule (ECFC), na concentracao
de 100-400 pg/mL apresentou atividade de inibicdo do radical DPPH em torno de 88,5 % e
91,71 %, evidenciando sua atividade antioxidante comparada a vitamina E (87,3%). Outro
estudo avaliou o extrato metanolico desta parte também exibiu atividade antioxidante por pelo

mesmo método (ILAVARASAN; MALLIKA; VENKATARAMAN, 2005). Na literatura
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também ¢ possivel observar o potencial antioxidante nas folhas (THABIT et al., 2018), frutos

e sementes (IRSHAD et al., 2012).

ECFC (100-400 pg/mL) incubado por 24h sobre fibroblastos murinos 1.929, foi capaz
de diminuir a producdo de NO, IL-1B e TGF-B em macrofagos, apresentando dessa forma
atividade antioxidante e antiinflamatoria (COSTA, 2020). Supde-se, portanto, que a terapia
antioxidante utilizando o ECFC contribua significativamente para o processo de reparo de

feridas cutaneas relacionadas ao estresse oxidativo (KANT et al., 2014).

Além disso, foi observado um efeito proliferativo e indutor da migracao celular de
ECFC (100-400 pg/mL) incubado por 24h, 48 e 72h em células HaCaT no modelo de scracht,
um ensaio de migracdo celular com o agente antimitdtico Mitomicina C, sendo estes efeitos
atribuidos a diminui¢do da expressdo da molécula de adesdo E-caderina na superficie das
c¢lulas e aumento da expressdo génica de B-catenina e p63, que estdo envolvidas na resposta

de migracado, proliferagcdo e diferenciacdo celular na cicatrizagdo (DUARTE, 2021).

Costa (2020) demonstrou que ECFC (50 — 200png/mL) ndo apresentou citotoxicidade
apos 24h de incubag@o em macrofagos RAW 264.7 ativados ou nao por LPS pelo método SRB
e apresentou um efeito protetor apds 24h de incubacdo nas doses 100-400 pg/mL em
fibroblastos murinos L1929 estressados por H>O: pelo método de SRB. Duarte (2021),
demonstrou que o ECFC (25-400 pg/mL) ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma
concentragao testada no ensaio do SRB nos tempos de 24, 48 e 72 h em queratinocitos humanos
HaCaT (DUARTE, 2021). O resultado foi semelhante utilizando o extrato etanolico das flores
de C. fistula (25-100pg/mL) com as mesmas linhagens celulares (MARTINS, 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo de estudo e delineamento experimental

O estudo ¢ do tipo experimental, longitudinal e prospectivo. Ocorreu durante o periodo
de agosto de 2020 a junho de 2021. Primeiramente, uma pesquisa bibliografica foi realizada e
foram levantados artigos que deram base aos experimentos ¢ interpretacdes do estudo. Depois
disso, foi discutido e proposto a elaboracao de um creme contendo ECFC (CrECFC) que foi
usada nos ensaios de cicatrizagdo e comparada com o grupo controle (Veiculo) em diferentes
tempos de analise. Todos os protocolos foram elaborados de acordo com os padrdes éticos
estabelecidos nos Principios Eticos em Experimentacio Animal adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), analisados e aprovados sob o n°
1378050520 (Apéndice A), pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceara (CEUA-UFC). Apos a finalizagcdo dos experimentos, as amostras foram preparadas
para a avaliagdo histologica e dosagem de mediadores da inflamagdo. Os dados foram
interpretados levando em consideracao testes estatisticos determinados e os resultados foram

utilizados para a elaboragao deste trabalho e resumos para congressos.
4.2 Material vegetal
4.2.1 Obtencao do material vegetal

A planta Cassia fistula Linn. (Fabaceae) foi coletada no Ceara, na cidade de Fortaleza
(3°43'34.0"S, 38°32'25.5"W, -3.726097, -38.540420) entre setembro ¢ dezembro do ano de
2016 pela manha. O material botanico foi colhido pela Dra. Taiana Magalhdes Pierdona Martins
€ uma exsicata sob o nimero 58434 foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, na Universidade
Federal do Ceard. A amostra foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo de Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o cédigo ADF9219.
4.2.2 Preparo e secagem do caule de Cassia fistula Linn.

Para o preparo da droga vegetal, o caule da planta foi primeiramente submetida a
secagem em estufa sob uma temperatura de 37 °C nos tempos variaveis de 12, 24, 48 e 72h.
Durante esses momentos, foram analisados os teores de umidade, sendo considerado ideal entre

8-14%. Apds a secagem, o material vegetal foi triturado e seguiu para o processo de extracao.
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A selecdo da condigdo ideal de preparo da droga vegetal teve como base a 6* Edi¢ao da

Farmacopeia Brasileira (2020).

4.2.3 Preparo do extrato hidroalcoolico do caule de Cassia fistula Linn (ECFC).

A extragao foi feita pelo método de percolacdo, que € um método a frio e foi preferido
por apresentar menos riscos de reagdes quimicas e de formacao de artefatos durante a produgao
do extrato. Além disso, esse método, quando comparado a extracdo por Soxhlet, possui um
maior teor de fendis e flavonoides totais, como demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa
(SILVA, 2018). Dessa forma, foi pesado uma amostra de 25 g de droga vegetal e umedecida
com solugao hidroalcéolica a 70% em um percolador. Essa mistura foi submetida a maceragao
por 7 dias, seguida de percolagdo por arraste do liquido extrator por meio do gotejamento de
120 gotas/min (BRASIL, 2020). Apos o preparo, a amostra foi armazenada a temperatura

ambiente em frasco de vidro ambar.

4.2.4 Producgdo do creme contendo extrato do caule de Cassia fistula (CrECFC)

Os cremes utilizados no estudo foram confeccionados na farmacia de manipulagao
DrogaVET, situada em Fortaleza-CE. A formulagao foi estabelecida previamente considerando
as caracteristicas do principio ativo, que € origem proteica e hidrofilica, e das lesdes cutaneas
abertas, que possuem maior necessidade de oclusdo, sendo definida a forma farmacéutica creme
A/O (caracteristica lipofilica) nas concentragdes de 12,5 e 25%. Também foi produzido o
controle negativo com o veiculo, sendo somente o creme a base de lanolina anidra, sem a adi¢ao
de ativos, para utilizagdo nos protocolos experimentais. As bisnagas foram armazenadas em

geladeira e permaneceram lacradas até a realizagdo dos tratamentos.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss (22g + 30g)
adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal do Cearéa (Biocen - UFC). Os animais
disponibilizados (n=6/caixa) para experimentacdo permaneceram na sala de manutencdo por
sete dias para aclimatag¢do, em estante ventilada com exaustdo e entrada de ar controlados.
Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas limpas individuais (n=1
animal/caixa) de polipropileno, com maravalha limpa, sendo trocada uma vez por semana, na

sala de manutenc¢@o do Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
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(NPDM). Os animais foram mantidos em ciclo de 12h claro/escuro, com temperatura (23 £+ 2°C)

e umidade (55 + 10%) controlados e com fornecimento ad libitum de ragdo e dgua.

4.4 Procedimento cirargico de inducao de feridas excisionais

Os experimentos foram realizados no biotério do NPDM, em salas de cirurgia adequadas
para esses procedimentos. Os animais foram anestesiados com a associag¢do de cloridrato de
xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg) por via intraperitoneal. Apos a
anestesia, foi feita a limpeza inicial com aseptol® e em seguida, foi feita a tricotomia na regiao
dorsal abrangendo uma area de aproximadamente 4 cm x 2 cm, seguida de assepsia com
iodopovidona 1% seguido de alcool etilico 70%. Foi demarcada uma ferida excisional circular
com area de 1cm? na superficie dorsal dos animais com auxilio de um punch cirirgico para a
retirada da pele, atingindo a regido dermo-epidérmica. Ao final do procedimento cirirgico, os
animais receberam por via subcutanea (s.c.) 1 mL de solucdo salina estéril 0,9% para reposi¢ao
fluidica e foram mantidos em ambiente aquecido até a completa recuperacdo da anestesia
(CARDOSO et al., 2007). Neste protocolo ndo houve sutura para que a cicatrizagcdo ocorresse

por segunda intengao.

4.5 Grupos experimentais

Apds a indugdo cirargica da lesdo excisional, os animais foram dispostos
individualmente em gaiolas, distribuidos aleatoriamente entre os grupos experimentais (N= 10

animais/ grupo) para o tratamento. Os grupos foram

I. Grupo CrECFC 12,5%: Animais submetidos aos procedimentos cirargicos seguidos

de tratamento com o Creme contendo o extrato do caule de C. fistula a 12,5% p/v;

II. Grupo CrECFC 25%: Animais submetidos aos procedimentos cirurgicos seguidos de

tratamento com o Creme contendo o extrato do caule de C. fistula a 25,0% p/v;

III. Grupo Veiculo: animais foram submetidos aos procedimentos cirurgicos seguidos
de tratamento com o veiculo, que ¢ o creme a base de lanolina anidra, sem a incorporagao do

ativo;

As lesdes foram previamente limpas com solugdo fisioldgica 0,9% para remocao de
possiveis residuos, seguida da aplicagdo topica dos cremes, uma Unica vez ao dia, por 12 dias,

com auxilio de cotonetes descartaveis sobre a fascia muscular exposta no dorso do animal,
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preenchendo o local da lesdo de forma oclusiva (1cm?). Por ser um tratamento topico, os

animais nao precisaram de sedagdo para a realizagao do tratamento.

4.6 Parametros avaliados

4.6.1 Anadlise da drea das feridas excisionais

A érea das feridas excisionais foi mensurada nos dias 1, 2, 4, 7, 9 e 12° ap0s a cirurgia
com o auxilio de um paquimetro digital, e o calculo foi realizado através da seguinte equagao:
A = m.R.r onde “A” representa a area, “R” o raio maior e “r” o raio menor da ferida (PRATA

et al., 1988). A taxa de contracdo da lesdo foi calculada pela seguinte formula:

Taxa de contracdo (%) = (&rea inicial — area dia X) + (area inicial) x 100

4.6.2 Coleta das amostras

As amostras para a andlise histologica e quantificacio de mediadores quimicos
envolvidos na cicatrizacao foram coletadas nos dias 2°, 7° ¢ 12° dia ap6s a indugdo da lesdo. Os
animais de cada grupo (n=5/dia/grupo) foram submetidos a eutandsia por superdosagem
anestésica de cloridrato de xilazina (30 mg/kg, i.p.) e cloridrato de cetamina (300 mg/kg, i.p.).
As lesdes cutaneas dorsais foram removidas, cuidadosamente, contornando as margens do local

atingido e contemplando um centimetro de pele saudéavel, atingindo até a camada muscular.

4.6.3 Processamento e andlise histologica

As amostras de tecido foram coletadas no 2° 7° e 12° dias e fixadas em solucao
tamponada de formaldeido 10% (v/v) (pH 7.,4), substituida por alcool etilico 70% apds 24h e
seguidas para o processamento histologico de inclusdo em parafina a 58°C no processador
automatico de tecidos (Lupe®). Segmentos de 4 um de espessura dos fragmentos foram
elaborados em microtomo semi-automatico (Leica®) e organizados em laminas microscopicas.
Logo em seguida, estas foram aplicadas as técnicas de coloragdo: hematoxilina-eosina (H&E)
para a analise da presen¢a ou ndo de ulcera, descricdo do infiltrado leucocitario, presenca de
necrose e tecido de granulagdo (AVSAR et al., 2016) no Laboratorio de Histopatologia do
NEMPI, UFC sob coordenagdo da profa. Dr(a) Renata Ferreira de Carvalho Leitao.
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No 2° e 7° dias foram analisados parametros relacionados a formagao da lesdo, a citar
area e profundidade da tlcera, infiltrado inflamatério e queratinizagao, descritos na tabela 2. A
evolucdo da cicatrizagdo foi analisada considerando o 7° e 12° dia. Foi avaliada a presenga de
fibroblastos, inflamag¢do local, angiogénese, hiperemia, reepitelizagdo e queratinizacao,
conforme tabela 2. Fotomicrografias também foram tiradas na ampliacao original x 100 para a

representacao histoldgica de amostras dos grupos experimentais.

Tabela 2 - Parametros histoldgicos para analise da lesdo por H&E

Escores Parametros

0 Sem dlcera, epitélio e derme em espessuras normais ou restauradas,

auséncia de infiltrado inflamatorio e queratinizagao.

1 Areas pontuais de ulcera, derme presente e discreto infiltrado inflamatorio

na derme e hipoderme.

2 Areas moderada de tlcera, perda parcial da derme, e moderado infiltrado

inflamat6rio na derme e hipoderme.

3 Areas extensa de tlcera, perda total da derme, e presenca de infiltrado

inflamatorio na hipoderme.

Fonte: Adaptado de AVSAR et al., 2016

Tabela 3 - Parametros histologicos para andlise da evolugdo da cicatrizagdo por H&E

Parametro Escores

Adelgagamento do Epitélio

Adelgacamento da Derme

Presenca de infiltrado inflamatorio na derme

Presenca de infiltrado inflamatdrio na hipoderme + - parametros leves
++ - pardmetros moderados

+++ - parametros intensos

Hiperemia

Presenga de fibroblastos na derme

Reepitelizacao

Queratinizacao

Fonte: Adaptado de AVSAR et al., 2016
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4.6.4 Dosagem de citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento

As amostras das lesdes excisionais foram coletadas no 2° dia para dosagem de TNF-a,
IL-1B, IL-10 e no 7° dia para TGF-p ¢ VEGF (JANG et al., 2013). Os tecidos (n=5/grupo) foram
triturados e homogeneizados 10% (mg tecido/puL) em temperatura de 4°C (POLYTRON®) em
solugdo de PBS (pH 7,4), centrifugados a 5000 rpm por 15 min para remocao de residuos que
ndo foram triturados completamente. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante e o método de detecgao foi o ELISA sanduiche, que mensura a quantidade de analito
previamente ligado a um anticorpo de captura, cuja amplificagdo do sinal advém de um
anticorpo de detec¢dao conjugado a uma enzima, lidos em um espectofotdometro utilizando o
comprimento de onda de 450 nm (kits da R&D systems). Os resultados foram expressos em
picograma de citocinas/mL de homogenato, sendo a concentracdo das amostras obtidas a partir
de uma curva padrao de cada citocina com 8 concentragdes diferentes, partindo de uma diluigao
seriada, sendo as concentracdes iniciais de 1000 pg/mL para IL-1p e 2000 pg/mL para TNF-q,
IL-10, TGF- B e VEGF. Em decorréncia da etapa extra de ativagao de TGF- B, as absorbancias

foram multiplicadas pelo fator de correcdo 1,4 apos a interpolagdo de dados.

4.6.5 Anadlise estatistica

O programa GraphPad Prism (v. 8.) foi utilizado para a execugdo dos testes estatisticos
e expressao dos resultados, sendo empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou
Kruskal Wallis conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e nao-
paramétricos. Quando utilizado ANOVA, foi aplicado o teste de comparacdes multiplas (teste
de Bonferoni), baseando-se na continuidade das varidveis em analise e, quando utilizado
Kruskal Wallis, seguiu-se o teste de Dunn. Os resultados foram expressos como média + E.P.M
mediana (minimo-maximo) para variaveis sem distribuicdo normal, sendo as diferencas
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Para as andlises histologicas, os
resultados expressos como a média +- erro padrao da média (EPM) ou em valores de mediana,
com valor minimo ¢ méaximo agregado, de acordo com o tipo de pardmetro avaliado. Para
comparagdes multiplas de valores numéricos entre mais de trés grupos, foi utilizado o teste de
ANOVA, seguido de Tukey. As medianas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Walls e
Dunn's. Os resultados que representaram diferenga estatistica foram considerados quando

p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 O tratamento topico com CrECFC reduziu a area das lesdes excisionais

A contracdo das lesdes induzidas foi mensurada com paquimetro digital apés 2, 4, 7, 9
e 12 dias de tratamento com CrECFC ou veiculo (controle) com o intuito de acompanhar a
evolugdo da cicatrizacao (Grafico 1). Foram tiradas fotografias no mesmo periodo, sendo uma

ferida por grupo experimental ilustrada de forma representativa (Figura 5).

No 2° dia de tratamento, os grupos CrECFC 25% (7,55 + 3,53%) e CrECFC 12,5% (6,99
+ 3,31) demonstraram aumento no percentual de contragdo da lesdo quando comparado ao
grupo veiculo (0,18 + 0,18%), no entanto esse resultado ndo foi estatisticamente diferente. Apos
0 4° dia de tratamento, ambos os grupos tratados com CrECFC (12,5 e 25%) apresentaram
aumento na contragdo das feridas induzidas (26,05 £ 4,66% e 22,73 + 2,08%, respectivamente),

porém, esse resultado também ndo foi estatisticamente diferente que o veiculo (7,76 + 2,88%).

Ap6s sete dias de tratamento, o efeito produzido pelo CrECFC 12,5% (43,36 £ 6,42%)
e CrECFC 25% (38,16 = 3,54%) foi o aumento significativo (p<0,05) da contracdo das lesdes
em relagdo ao grupo veiculo (19,34 +4,03%). Este efeito também foi observado apods apds o 9°
dias de tratamento com CrECFC 12,5% (82,33 + 3,83%) e CrECFC 25% (72,38 £+ 6,16%) em
relagdo ao grupo veiculo (54,13 + 2,29%). E no 12° dia de analise, os resultados do CrECFC
12,5% (99,44 £0,31%) e CrECFC 25% (99,53 + 0,27%), permaneceram superiores que o grupo
veiculo (88,74 + 3,98%)).

Grifico 1 - Efeito de CrECFC sobre a contragdo de feridas excisionais em camundongos

3 Veiculo = CrECFC 125% ®B CFECFC 25%

126+
100

75+

:;3ﬁﬁnm"llﬂ"

Dia 02 Dia 04 Dia O7 Dia 09 Dia 12

Taxa de contragao das feridas (%)

Dias apos a indugio da lesio



42

O percentual de contracdo das feridas foi avaliado apos 0 2°, 4°, 7°, 9° ¢ 12° dia de inducdo das lesdes. Os animais
foram tratados com aplicagdo tnica diaria de CrECFC nas concentragdes de 12,5% e 25% ou creme com veiculo
base sem nenhuma adicdo de substancia ativa. One-way ANOVA seguido do teste de Tukey foi utilizado para a
analise estatistica dos dados. * p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 representam diferenca significativa em

comparacao ao grupo veiculo (n=10 animais/grupo).
Figura 5 - Fotografia dos grupos Veiculo e CrECFC 12,5 no 2°, 4°, 7°, 9° e 12° dias.

Veiculo CrECFC 12,5% CrECFC 25%

Dia 02

Dia 04

Dia 07

Dia 09

Dia 12

Fonte: Elaborado pelo grupo de pesquisa.
5.2 Efeito de CrECFC na remodelacao de feridas excisionais em camundongos

A andlise histologica do 2° dia demonstrou que todos os grupos experimentais se
apresentavam histologicamente semelhantes, com extensa area de ulcera e presenga de

infiltrado inflamatoério agudo, ndo havendo diferengas estatisticas. No 7° dia, o grupo Veiculo
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ainda apresentava areas moderadas de tulcera e tecido de granulagado e infiltrado inflamatério
moderado. Ja o grupo tratado com CrECFC 25% ndo apresentou infiltrado inflamatério na
derme e epiderme, foi capaz de estimular a formacdo de um novo epitélio com deposito
consideravel de queratina que recobriu parcialmente a tlcera e o desenvolvimento de um tecido

conjuntivo remodelado. (Tabela 4).

Tabela 4 - Escores histologicos da analise da lesao por H&E

Veiculo CFC 12,5% CFC 25%
2° dia 3 (3-3) 2,5 (2-3) 2,5 (2-3)
7° dia 2 (2-2) 1 (0-2) 0 (0-0)*

Os resultados foram expressos pela mediana e intervalo minimo ¢ maximo de escores adotados no grupo
experimental. As medianas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Walls e Dunn's. *p<0,05 representa diferenga

significativa em comparag@o ao grupo veiculo (n=3 animais/grupo).

Apds o 12° dia de tratamento, o grupo veiculo ainda apresentava area ulcerada com
presenca de membrana granulocitica e processo de reepitelizagdo incompleto, demonstrado na
figura 6. Os grupos tratados com CrECFC apresentaram reepitelizagdo completa e presenca de

camada coérnea revestindo o epitélio (Tabela 5 e Figura 6). Esses dados sugerem que o

tratamento com CrECFC acelerou a cicatrizacdo em comparagao ao grupo veiculo.

Tabela S - Escores histologicos da anélise da evolugdo da cicatrizagdo por H&E

VEICULO CFC 12,5% CFC 25%
Queratinizacao | 7° dia + + +—+
12° dia + A% ++
Angiogénese | 7° dia ++ ++ T
12° dia ++ A% ++
Hiperemia 7° dia ++ + +
12° dia +++ + +
Infiltrado 7° dia +++ ++ Tt
inflamatorio 12° dia ++ ++ ++
Presenca de 7° dia ++ ++ o+
fibroblastos 12° dia +++ Aot i

Os resultados foram expressos pela média e intervalo minimo e maximo de escores adotados no grupo
experimental. Foi utilizado e as medianas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Walls e Dunn's. para a analise
estatistica dos dados. *p<0,05 representa diferenca significativa em comparacdo ao grupo veiculo (n=3

animais/grupo).



Figura 6 - Representacao histologica das feridas excisionais apos 7 e 12 dias de
tratamento com CrECFC

Veiculo CrECFC 12,5% CrECFC 25%

Dia 07

Fonte: Elaborado pelo autor
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Representagdo histologica do epitélio de camundongo com ferida excisional apos 2, 7 e 12 dias de tratamento com

CrECFC. Os tecidos provenientes das feridas foram retirados e fixados em paraformaldeido e corados com H&E

para analises histopatologicas (ampliagéo original X 100). As setas pretas indicam infiltrado inflamatorio, presenga

de area ulcerada e processo de reepitelizagdo incompleto. As setas em vermelho representam reepitelizagao

completa e presenca de camada cornea revestindo o epitélio, apresentadas nos grupos tratados com CrECFC.
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5.3 Modulag¢ao da liberag¢io de TNF-a, IL-1p, IL-10, TGF-p e VEGF em feridas

excisionais em camundongos apos tratamento com CrECFC

Ap6s o 2° dia de tratamento com CrECFC na dose de 12,5 e 25%, constatamos que este
foi capaz de diminuir os niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a (387,1 + 25,16; 305,8 +
42,3 pg/mL, respectivamente) (Grafico 2) e IL1-B (872,2 £ 64,7; 688,7 £ 37,8 pg/mL,
respectivamente) (Grafico 3) em relagdo ao grupo veiculo (TNF- a: 442,2 +£29,1; IL1- B: 784,8
+ 29,5 pg/mL), no entanto apenas a dose de 25% apresentou resultados significantes (p<0,05).
Além disso, o tratamento com CrECFC na dose de 12,5% e 25% (347,3 £ 46,60;229,4 + 48,79
pg/mL) foi capaz de aumentar de maneira significante os niveis da citocina anti-inflamatoria

IL-10 (Grafico 4) em relagdo ao grupo veiculo (239,8 + 38,8 pg/mL).

Grifico 2 - Niveis de TNF-a ap6s 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%
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Grafico 3 - Niveis de IL-10 apos 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%
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Grifico 4 - Niveis de IL-10 apds 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%
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Os mediadores IL-1B (Grafico 2), TNF-a (Grafico 3) e IL-10 (Grafico 4) foram mensurados no homogenato de
tecido produzido apos coleta da lesdo dos animais ap6s 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%. Os
resultados (picograma/mL) foram expressos pela média = E.P.M. A andlise estatistica foi feita com ANOVA,
seguida de Tukey. *p<0,05 representa a diferenca significativa em comparagdo ao grupo veiculo (n=5

animais/grupo).

Ap6s 7 dias de tratamento, CrECFC 12,5 e 25% foi capaz de aumentar os niveis do fator
de crescimento TGF-f de maneira expressiva (731,8 + 44,6; 4952 + 82,9 pg/mL,
respectivamente) e sendo a dose de 12,5% significante em relagdo ao grupo veiculo (491,7,8 +
60,85 pg/mL) (Grafico 5). E, além disso, aumentou os niveis do fator de VEGF (1461,0 +241,2;
848,2 + 173,1, respectivamente), com a concentragdo de 25% apresentando um resultado

significativo em relacao ao veiculo (1233,0 £ 112,0) (Grafico 6).

Grifico S - Niveis de TGF-f apos 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%
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Grafico 6 - Niveis de VEGF apos 2 dias de tratamento com CrECFC 12,5 e 25%
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Os mediadores TGF-B (Grafico 5) e VEGF (Gréafico 6) foram mensurados no homogenato de tecido produzido
apos coleta da lesdo dos animais ap6s 7 dias de tratamento com CrECFC. Os resultados (picograma/mL) foram
expressos pela média + E.P.M. A analise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Tukey. *p<0,05 representa

a diferenga significativa em comparagao ao grupo veiculo (n=5 animais/grupo).
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou pela primeira vez resultados preliminares sobre o efeito
cicatrizante do extrato hidroalcéolico do caule de Cassia fistula (ECFC) em lesdes cutaneas
experimentais induzidas em camundongos Swiss fémeas e soma-se a resultados promissores

obtidos pelo nosso grupo de pesquisa em ensaios utilizando diferentes linhagens celulares.

A caracterizagdo fitoquimica demonstrada outros trabalhos identificaram compostos
fendlicos e flavonoides, distribuidos em suas diversas partes, como do caule, frutos, flores,
sementes ¢ folhas (RAHMANI, 2015; RAJAGOPAL, et al., 2013). Acidos fendlicos e
flavonodides sdao agentes antioxidantes conhecidos que atuam na deplecdo de radicais livres
presentes em varios processos patoldgicos no organismo (HUYUT; BEYDEMIR; GULCIN,
2017).

Martins (2019), revelou que o extrato etandlico das flores de C. fistula obtido pelo
método de sohxlet contém flavonoides, alcaldides, taninos e antraquinonas com um teor de
fenois totais em torno de 128,00 = 0,14 mg EGA/g, pelo ensaio espectrofotométrico utilizando
reagente de Folin. O extrato percldrico das folhas também apresentou um alto teor de fenois

totais (64,39 mg EAG/g) (KHAN, 2013).

Em extratos do caule obtidos pelos métodos de percolagdo e soxhlet por Silva (2018),
foram identificados a presenca de alcaldides, flavondides, taninos e antraquinonas nos dois
extratos, além de quantificado o teor de fendis e flavondides totais, sendo 20,67 mg EAG/g e
399,6 mg EQ/g, respectivamente. Com isso, as classes quimicas citadas acima apresentam
potencial antioxidante e contribuem para o processo cicatricial, especialmente nas lesdes de
dificil cicatrizacdo em decorréncia do estresse oxidativo tecidual (KANT et al., 2014;

PINNELL, 2003).

Neste estudo, mostramos que o creme contendo o extrato padronizado do caule de C.
fistula (CrECFC) promoveu o aumento da taxa de contracdao das feridas e reepitelizacdo em
camundongos Swiss. As feridas tiveram um aumento significativo da taxa de contragao a partir

do 7° dia de tratamento com CrECFC 12,5 e 25% em relagdo ao grupo veiculo.

No 12° dia, as lesdes tratadas com CrECFC 12,5% e 25% estavam quase totalmente
fechadas, apresentando um resultado mais rapido em relacdo grupo veiculo. Resultado
semelhante foi obtido por Martins (2019), em que o creme contendo extrato etandlico das flores

(12,5 e 25%) foi capaz de aumentar a taxa de contracdo das lesdes e reeptelizacdo utilizando o
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mesmo modelo experimental deste trabalho. Outra publicacdo também demonstrou o efeito da
pomada produzida a partir do extrato metanélico das folhas de C. fistula (5% e 10% p/p) quanto

a sua propriedade de cicatrizagdo de feridas excisionais e incisionais (BHAKTA et al., 1998).

Somando-se a isso, Duarte (2021), apresentou um efeito positivo significativo apos 24h
de incubagdo de ECFC 100 pg/mL sobre proliferagdo e migracao de queratinocitos humanos
HaCaT pelo método de Scratch usando o agente antimitdtico mitomicina C. De modo
semelhante, a dose de 200 pg/mL também diminuiu a drea do arranhdo ap6s 72 h de tratamento.
O extrato etandlico das flores de C. fistula também foi capaz de aumentar a taxa de migragao
de células HaCaT em todas as concentragdes testadas a partir de 48 h de tratamento, além de

também apresentar alta taxa de fechamento do arranhdao (MARTINS, 2019).

Apesar dos resultados demonstrados in vitro em queratindcitos, os protocolos
experimentais em animais sdo imprescindiveis para o estudo da fisiopatologia da cicatriza¢ao
e sdo obrigatorios para o seguimento de ensaios clinicos em seres humanos. J& foram
desenvolvidos muitos modelos de ferida excisional, incisional, isquemia, feridas infectadas,

ulcera aberta entre outros (GRADA; MERVIS; FALANGA, 2019; HAMBLIN, 2018).

A andlise histoldgica realizada com coloragdo H&E demostrou que a partir do 7° dia, os
grupos tratados com CrECFC 25% ja apresentaram epitélio recobrindo a ulcera, com o
desenvolvimento de um tecido conjuntivo remodelado, auséncia de infiltrado inflamatério e
uma camada consideravel de queratina, enquanto que o grupo veiculo ainda apresentava areas
moderadas de ulcera, tecido de granulagao e infiltrado inflamatorio moderado. Apds o 12° dia
de tratamento, os grupos tratados com CFC 12,5 e 25% apresentaram reepitelizacdo completa
e presenga de camada cornea revestindo o epitélio, enquanto que o grupo veiculo ainda
apresentava reepitelizacdo incompleta. Dessa forma, acreditamos que o tratamento com
CrECFC estimulou o reparo tecidual, bem como a reepitelizagdo das feridas em comparacao ao

grupo veiculo.

Filho e colaboradores (2021), demonstraram que o creme feito a base do extrato fluido
das folhas dos brotos de Myracrodruon urundeuva Allemdo (aroeira) € rico em fendis e teve
efeito cicatrizante e anti-inflamatério ao promover a reepitelizagdo completa, com intensa
presenca de fibroblastos em modelo de feridas excisionais em camundongos. Coelho (2010)
apresentou o efeito cicatrizante da pomada obtida do extrato aquoso da casca de Tabebuia
avellanedae (ip€ roxo), rica em taninos, quinonas € flavonoides em modelo de feridas

excisionais utilizando ratos Wistar. Janning (2011) demonstrou que o extrato hidroalcéolico
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das folhas de Tabernaemontana catharinensis (Jasmim), rico em flavonoides e taninos

promoveu uma maior contracao na ferida em ratos.

A cicatrizagdo de feridas envolve citocinas, enzimas e fatores de crescimento que
modulam cascatas de eventos bioldgicos inter-relacionados em cada etapa. Durante a resposta
inflamatoria, células imunolédgicas como neutréfilos e macrofagos ativados atuam fagocitando
agentes invasores ¢ liberando citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-6, que
auxiliam no combate aos microrganismos (KRZYSZCZYK et al., 2018). Neste trabalho, foi
possivel constatar que ap6s o 2° dia de tratamento com CrECFC na dose de 12,5% houve uma
diminui¢ao significativa (p<0,05) dos niveis de TNF-a e IL1-$ em relagdo ao grupo veiculo em

homogenato de feridas excisionais em camundongos.

Nesta etapa, a citocina IL-1B advinda de células epiteliais e macrofagos estimula o
recrutamento de neutrofilos, promove a proliferacdo de células epiteliais e fibroblastos, e
aumenta da expressao de fator de crescimento de queratinécitos, desempenhando uma fungao
essencial na transicdo entre a inflamac¢do e a fase proliferativa. Nos estagios mais tardios da
cicatrizagdo, IL-1B cumpre um importante papel na regulagdo da colagénese (ELLIS; LIN;

TARTAR, 2018; SERRA et al., 2017).

A fase inflamatoria ¢ modulada pela liberagdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-
10 e inibidores de metaloproteinases. Estas substancias regulam o recrutamento e ativagdo de
células inflamatorias, reduzindo a formacdo de EROs, NO e a liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias secretadas por macrofagos, atenuando os danos teciduais (KRZYSZCZYK et al.,
2018; THARUKA et al.,, 2018). IL-10 ¢é produzida por diversas células, entre elas por

queratindcitos epidérmicos.

O tratamento com CrECFC na dose de 12,5% e 25% foi capaz de aumentar de maneira
significativa os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 em relacdo ao grupo veiculo. Esta
citocina ¢ essencial para prevenir os danos excessivos da inflamacdo. Sua expressao aumenta
no periodo de 12 horas até¢ o 7° dia apds a lesdo cutdnea (KUBO et al., 2014). Lin e
colaboradores (2017) mostram que a liberacao de IL-10 parece ocorrer em resposta ao aumento

do perfil pro-inflamatorio.

A modulag¢do da liberagdo das citocinas ¢ essencial para a transi¢cdo das fases do reparo
e qualidade do tecido formado. A elevagao dos niveis de TNF-o causa a diminui¢ao da producao
de tecido de granulagdo, enquanto a sua redu¢do promove um melhor arranjo das fibras de

colageno. TNF-a também atua indiretamente na reepitelizagdo, pois juntamente com a IL-1,
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induz a produgcdo do fator de crescimento de queratinocitos (ARANGO DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014; FENG et al., 2016). Esses resultados sugerem que o tratamento com
CrECFC promove uma resposta inflamatoria eficiente e modulada na deplecdo de agentes

invasores ¢ favorece a transigdo das fases da cicatrizagao.

Esses resultados também foram observados por Martins (2019), em que uma pomada
contendo o extrato etanolico das flores de C. fistula promoveu uma modulagdo na resposta
inflamatoria tecidual, aumentando a liberagao de IL-1B, TNF-a e IL-10 pelas células epiteliais
e obteve um efeito cicatrizante excelente. Estudos realizados por Ramos e colaboradores
(2016), mostraram que uma biomembrana contendo proteinas isoladas do latex de Calotropis
procera também foi capaz de aumentar a producao de IL-1B ¢ TNF- a em feridas cutaneas e

vem se destacando em ensaios clinicos de fase 1.

Durante a fase proliferativa, o VEGF ¢ um dos fatores de crescimento liberado por varias
de células, incluindo queratindcitos, macrofagos e fibroblastos. E produzido em resposta a
lesdes e atua agudamente aumentando a permeabilidade vascular, a expressao de moléculas de
adesdo ¢ selectinas, recrutando células inflamatérias, como macroéfagos e mastocitos,
importantes em varios estagios da cicatrizagdo. Além disso, impulsiona a proliferacdo de

fibroblastos e queratindcitos na fase proliferativa (SERRA et al., 2017).

No presente estudo foi observado um aumento significativo de VEGF quando
mensurado no homogenato de tecido dos animais apds 7 dias de tratamento com CrECFC 25%
e comparado com o veiculo. Durante a fase proliferativa, VEGF favorece a atividade dos
queratindcitos e macrofagos que expressam receptores (VEGFRs), que passam a ter maior
oferta de oxigénio e nutrientes advindo de novos vasos e com isso, beneficia o novo tecido em
formacao (LANDEN; LI; STAHLE, 2016; SERRA et al., 2017). Dessa forma, o aumento do

VEGF causado pelo CrECFC melhorou o reparo tecidual do tecido lesionado.

Muitos estudos ressaltam o papel do TGF-3 na cicatrizagdo de feridas cutdneas como
sendo uma citocina que controla a proliferacdo de queratindcitos, estimula a producdo de
colageno, especialmente o tipo I em fibroblastos, promove a expressio dos principais
componentes das proteinas da MEC, como fibronectina ¢ VEGF. Além disso, o TGF-f facilita
o fornecimento de sangue no local da lesdo ao melhorar as propriedades angiogénicas das

células endoteliais (PAKYARI et al., 2013).

Nas primeiras etapas da cicatrizagcdo, o TGF- promove o recrutamento de células
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inflamatorias para o local da lesdo, que posteriormente sdo envolvidas em um feedback negativo
via liberagdo de superoxido dos macrofagos. Durante o estagio intermediario, por volta do 7°
dia apos a lesdo, induz a expressdo dos principais componentes das proteinas da MEC, como
fibronectina, colageno tipos I e Il ¢ VEGF, formando o tecido de granulagdo (PAKYARI et
al., 2013).

Além disso, o TGF-p facilita o fornecimento de sangue ao local lesionado e estimula a
contracdo de fibroblastos, promovendo o fechamento da ferida. A migracdo de queratinodcitos
também ¢ promovida pelo TGF-B via regulacdo de integrinas (PAKYARI et al., 2013).
Quaglino e colaboradores (1991) mostraram que a administracdo de TGF-P ex6geno acelera o
processo de cicatrizagdo de feridas através do aumentado de moléculas da MEC, como o

colageno tipo I e III.

Nosso estudo mostrou que o tratamento de 7 dias com CrECFC foi capaz de aumentar
os niveis de TGF-f de maneira significativa em homogenato de feridas excisionais em
camundongos, e diante da importancia direta deste fator de crescimento para o processo de

cicatrizagdo, sugerimos que CrECFC ¢ um potencial terapéutico para o tratamento de feridas.

E vélido ressaltar que as feridas abertas apresentam um maior risco de infeccio,
especialmente por bactérias. Se isso ocorrer, o tempo de cicatrizacdo ¢ prolongado e um forte
exsudato ¢ formado em consequéncia da infeccao (SCHMIDT et al., 2009). No presente estudo
nao foi observado indicios de infec¢do na avaliagdo das feridas tratadas com CrECFC nas

concentragdes de 12,5 e 25% p/p.

Estudos anteriores mostraram que o extrato das folhas de Cassia fistula apresentou
efeito antibacteriano contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e melhor
capacidade de regeneracao tecidual de feridas infectadas (KUMAR et al., 2006). Diante disso,
acreditamos que ¢ interessante dar continuidade as pesquisas com o CrECFC em modelo de

feridas infectadas.

A oferta atual de produtos para a cicatrizagdo de feridas abrange numerosas opgdes
inovadoras, como como hidrogéis, espumas, hidrocoloides, filmes curativos de diferentes tipos
de materiais e objetivos especificos (MURRAY et al., 2019). No entanto, ainda ha dificuldades
no acesso a esses produtos devido ao alto custo, tornando-os indisponiveis para as instituigdes

menos abastadas.
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Considerando a rica biodiversidade do Brasil e a grande quantidade de substancias a
serem exploradas, as pesquisas na area de cicatrizacao objetivam investigar novas substancias
com efeito cicatrizante, desenvolver curativos eficazes e menos custosos e realizar testes para
a comprovacao da seguranga, eficicia e qualidade, visando ampliar o acesso e atender a real

demanda por esses recursos.

Em resumo, CrECFC apresentou atividade cicatrizante em feridas excisionais em
camundongos Swiss, por apresentar um aumento da taxa de contracdo das lesdes, estimulacio

da reepitelizagdo, modulacdo de mediadores inflamatorios e fatores de crescimento.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o potencial cicatrizante do ECFC em modelos de feridas
excisionais em camundongos Swiss. Em conclusdo, acreditamos que o potencial antioxidante,
anti-inflamatorio e cicatrizante de ECFC demonstrados pelo nosso grupo de pesquisa,
incentivam o uso tradicional da espécie Cassia fistula e sugerem que o tratamento com CrECFC
¢ uma abordagem interessante e consideravel para a terapia de feridas cutaneas. Este trabalho
também impulsiona a realizacdo de mais estudos com ECFC, para explorar melhor os
mecanismos de acdo envolvidos na sua acao cicatrizante, bem como a continuidade com testes
de sensibilidade cutanea e ensaios clinicos de fase 1 e 2 utilizando ECFC, para que assim possa

ser disponibilizado como um medicamento fitoterapico para o tratamento de feridas.
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