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RESUMO

A cicatrizacdo cutanea € um processo complexo e dindmico que envolve uma acao integrada
de varios tipos celulares, matriz extracelular e mediadores sollveis como citocinas, que tem
por finalidade a recuperacdo da integridade da estrutura anatémica danificada. Produtos
naturais sdo a base para diversos insumos biotecnoldgicos, pois sdo compostos
biologicamente ativos com grande potencial terapéutico, e que podem formar bases
moleculares para muitas drogas em uso clinico. Combretum leprosum Mart. € uma espécie
nativa da Caatinga, bioma importante na regido do semiarido brasileiro, sendo esta espécie
popularmente utilizada no Brasil para o tratamento de diversas doencas, tais como doencas de
pele. O presente estudo investigou o potencial pro-cicatrizante do extrato etanodlico (EECL) e
do triterpeno bioativo 34, 6 S, 16 S-trihydroxylup-20 (29)-eno (CLF-1) isolado das folhas de
C. leprosum. Para isto, 0 ensaio de migracdo de células foi realizado com fibroblastos, que
foram poés tratados com CLF-1 (1,75 pg/mL e 2,5 ug/mL) e analisados em 0, 6 e 24 horas.
Feridas cutaneas (1 cm?) foram realizadas na zona dorsal de camundongos (n=30) e em
seguida foram tratadas com uma aplicacdo topica diaria (100 ul) de acordo com o grupo:
salina, EECL (100pg/mL) e CLF-1 (100pg/mL) durante 12 dias. Os resultados demonstraram
que CLF-1 ndo apresentou toxicidade aos fibroblastos e, ainda, em 6 horas estimulou a
proliferacdo e migracdo celular, de modo que observou-se um aumento significativo na
porcentagem de fechamento em ambas concentracfes (1,75 ug/mL e 2,5 ug/mL) em relacéo
ao controle (p<0,05). Em 24 horas, verificou-se também aumento significativo na taxa
fechamento quando comparado CLF-1 2,5 ug/mL em relacdo ao controle (p<0,05). Na
avaliacdo in vivo, observou-se no 2° dia pos cirdrgico (P.C.), que as lesGes tratadas com
EECL e CLF-1 mostraram presenca moderada de vasos no tecido de granulagéo, progredindo
na derme, bem como apresentaram um leve infiltrado inflamat6rio. Observou-se, ainda, que
no 7° dia P.C. os animais tratados com CLF-1 demonstraram moderada angiogénese,
enquanto que os animais tratados com salina apresentaram proliferacdo e migracgdo celular em
direcdo ao leito da ferida. Ademais, no 12° dia P.C., os animais tratados com EECL e CLF-1
apresentaram o fechamento completo da lesdo, enquanto os que receberam salina,
apresentaram, ainda, feridas abertas. Desta forma, foi possivel concluir que o EECL e o CLF-
1 apresentaram efeitos pro-cicatrizante, bem como uma possivel agdo anti-inflamatoria e
investigacOes adicionais sdo necessarias para elucidar o mecanismo de a¢do no processo de
cicatrizacdo cutanea.

Palavras-chave: Cicatrizagdo, produtos naturais, triterpenos, Combretum leprosum.



ABSTRACT

Wound healing is a complex and dynamic process involving an integrated action of several
cell types, extracellular matrix and soluble mediators such as cytokines, which serve to
recover the integrity of damaged anatomical structure. Natural products are the basis for many
biotechnological inputs, as they are biologically active compounds with great potential for
therapeutics and can provide molecular basis for many drugs in the clinics. Combretum
leprosum Mart. is a native species of Caatinga, important biome in the Brazilian semiarid
region, being popularly used in Brazil for the treatment of many diseases such as skin
diseases. This study aimed to investigate the pro-healing potential of the ethanol extract
(EECL) and the bioactive triterpene 34, 6 f, 16 S-trihydroxylup-20 (29) ene (CLF-1) isolated
from leaves of C. leprosum. Cell migration assay was performed using fibroblasts, which
were treated with CLF-1 (1.75 pug / ml and 2.5 pg / ml) and analyzed after 0, 6 and 24 hours.
Skin wounds (1 cm?) were induced in the dorsal region of mice (n = 30) and were treated with
daily topical application (100ul) according to the group: saline, EECL (100ug / ml) and CLF-
1 (100pg / ml) for 12 days. The results showed that CLF-1 did not show toxicity to
fibroblasts and further increased cell proliferation and migration so that a significant increase
on injury closing percentage was observed using both concentrations (1.75 mg / ml vs 2.5 mg
/ mL,) compared to control (p <0.05). Within 24 hours, there was also a significant increase in
the rate of migration comparing CLF-1 at 2.5 ug / ml and control group (p<0.05). For the in
vivo analysis, on the 2nd post surgical day (PS), the lesions treated with EECL and CLF-1
showed moderate presence of vessels in granulation tissue progressing to the dermis, as well
as a slight inflammatory infiltrate. It was also observed that, on the 7th PS day, the animals
treated with CLF-1 showed moderate angiogenesis, whereas animals treated with saline
showed cell proliferation and migration into the wound. Furthermore, on the 12th day PS, the
animals treated with EECL and CLF-1 showed complete closing of the injury, while those
receiving saline exhibited open wounds. Thus, it was concluded that EECL and CLF-1
showed pro-healing effects, as well as a possible anti-inflammatory action and additional
research is needed to elucidate its mechanisms in the wound healing process.

Key-words: Wound healing, natural products, triterpenes, Combretum leprosum
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Caracteristicas gerais da pele

A pele compreende o0 maior 6rgdo do corpo humano (BICKERS; ATHAR, 2006;
CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007) e constitui uma barreira eficaz entre este e 0 ambiente
exterior. Ela tem a fungdo de protecdo contra traumas mecanicos, agentes infecciosos,
radiacdo, desidratacdo, e grandes variacbes de temperatura (PROKSCH; BRANDNER,;
JENSEN et al., 2008; MCKELVEY; JACKON; XUE, 2014). Além de sintetizar vitamina D a
partir da exposi¢do aos raios solares, a pele atua na termorregulacdo e age como 6rgao dos
sentidos. (BRUNNER; SUDDARTH, 2005).

A pele é formada por duas camadas que estdo firmemente unidas entre si,
denominadas epiderme e derme (DRENO, 2008; THANGAPAZHAM:; THOMAS;
MEYERLE, 2014).

1.1.1 Epiderme

E a camada mais superficial e sua principal funcdo consiste em ser uma barreira,
devido estar em contato direto com fatores do ambiente externo tais como radiagédo
ultravioleta (UV), agentes patogénicos e toxicos, além de prevenir a perda de agua e solutos
(PARK, 2015). A epiderme é constituida basicamente por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, sendo dividida em quatro camadas distintas (Quadro 1) (VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010), onde as células mais abundantes sdo os queratindcitos,
podendo ser também encontrados outros trés diferentes tipos celulares (melandcitos, células
de Langherans e células de Merkel) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os queratindcitos sintetizam uma proteina denominada queratina, que contém
cadeias polipeptidicas em espiral ligadas por pontes dissulfeto entre residuos de cisteina
adjacentes, podendo ainda produzir citocinas em resposta a abrasfes na epiderme (VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010). Os melandcitos séo responsaveis pela producgdo e secrecdo
de melanina, fornecendo a pele coloracdo e protecdo contra os raios UV. As células de
Langherans desempenham funcdes no sistema imunologico, ja as células de Merkel séo
mecanorreceptores que atuam na sensibilidade tatil. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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Quadro 1- Camadas da epiderme.

Composta por apenas uma camada de células, sendo 0s
) ] queratindcitos o tipo principal e os melandcitos
Camada de células basais 3
compreendendo em torno de 05 a 10% da populacédo

celular.

Formada por células poliédricas, que estdo unidas entre si
. ) por desmossomos, que Vvistos sob 0 microscépio conferem
Camada de células espinhosas: )
este aspecto de "espinhos". Nesta camada podem ser

identificadas também as células de Langherans.

Os queratindcitos desta camada possuem granulos
intracelulares de querato-hialina e granulos lamelares. Estas
Camada de células granulosas celulas liberam seus contetdos lipidicos no ambiente
intercelular e atuam como barreira e na coeséo intercelular

no estrato corneo.

Compreende a camada mais externa da epiderme e é
composta por cornedcitos, que sao células que migraram do
Camada cornea estrato granuloso e perderam seus nucleos e organelas.
Estas tém o aspecto achatado e sdo alinhadas com os

filamentos de queratina.

Fonte: adaptado de (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

1.1.2 Derme

A derme esta localizada abaixo da epiderme e é formada por tecido conjuntivo,
sendo constituida por duas camadas: papilar e reticular. A camada mais superficial,
denominada papilar, é delgada e composta por tecido conjuntivo frouxo que originam as
papilas dérmicas, fundamentais para aumentar a area de contato entre a derme e epiderme. A
derme reticular (mais profunda) é espessa e formada por tecido conjuntivo denso. Ambas
camadas contém fibras de tecido elastico, responsaveis pela elasticidade da pele
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Também sdo encontradas na derme nervos, vasos
sanguineos, foliculos pilosos, e fibroblastos, que sdo importantes para manutencdo da base
estrutural da pele, mas também para fornecimento de fungdes biologicas importantes
(THANGAPAZHAM; THOMAS; MEYERLE, 2014). Estruturalmente, a derme possui um

componente celular, no qual predominam os fibroblastos e um acelular formado
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principalmente pela matriz extracelular (MEC) (GURTNER et al. 2008; DELAVARY et al.,
2011).

Os fibroblastos séo células fusiformes com nucleo eliptico e, em geral, constituem
0 maior numero de células do tecido conjuntivo (ISAAC et al., 2010). Estas células sdo
responsaveis pela producdo de proteinas estruturais tais como coldgeno e enzimas
denominadas de metaloproteinases de matriz (MMPs), que facilitam a movimentacdo dos
fibroblastos dentro da MEC (SHAH et al., 2012).

A MEC possui diferentes funcdes especificas como defesa contra patégenos
invasores, manutencdo da termorregulacdo e protecdo relacionada com a perda de &agua.
Funcionalmente, a matriz é dividida em duas fracdes, uma fibrilar, que consiste em feixes de
colageno, fibras elasticas e microfibrilas e uma porcdo ndo fibrilar, caracterizada pela
presenca de glicosaminoglicanos e proteoglicanos. (DELAVARY et al., 2011). Os
componentes da MEC desempenham um papel estrutural biomecanico no processo de
cicatrizacao, visto que estes formam um suporte (uma matriz temporéria, tecido de granulacédo
e cicatriz) que proporciona integridade a matriz durante cada etapa do processo de
cicatrizacdo (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). Além disso, estes
componentes da matriz podem ainda atuar como um reservatorio modulador de citocinas e

fatores de crescimento, regulando as etapas do processo cicatricial (SCHULTZ, 2011).

1.2 Lesdes

Lesdes sdo definidas como um dano ou perturbacdo na estrutura anatdbmica
normal e funcional do tecido, compreendendo desde a quebra superficial da integridade do
epitélio, podendo estender-se ao tecido subcutaneo, com danos em diversas estruturas como
tenddes, musculos, vasos, nervos, 6rgdos parenquimatosos e 0ssos (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003; ELNAR; AILEY; MRKOLJ, 2009).

Em relacdo a extensdo, as feridas sdo classificadas como, superficiais quando
restritas a epiderme, parciais quando envolvem epiderme e parte da derme, e de perda total
quando h& comprometimento da epiderme, derme completa e da tela subcutanea podendo
atingir musculos, tend@es e 0ssos (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Quanto & evolucdo, as lesdes podem ser classificadas como agudas e cronicas. Em
geral, as agudas sdo aquelas causadas por incisdes cirdrgicas ou traumas em que O reparo
ocorre em tempo adequado e sem complicagbes (MANDELBAUM; DI SANTIS;
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MANDELBAUM, 2003). Ja& as crbnicas sdo resultado de um processo de reparagdo
inadequado que ndo € capaz de restaurar a integridade anatdmica e funcional do tecido em um
periodo de tempo adequado e podem ser associadas a inimeras alteracfes patologicas, tais
como o0 aumento da atividade de protease e infecces (MENKE et al., 2007; DREIFKE;
JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015).

O processo de reparo tecidual depende de fatores locais como a vascularizacao
das bordas da ferida e o grau de contaminacdo, além de fatores gerais que estdo relacionados
as condicgdes clinicas do paciente, tais como idade, nutri¢do, estado imunoldgico, infeccdes,
diabetes e uso de medicamentos (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; GUO; DI PIETRO,
2010). Dessa forma, a quebra de continuidade e integridade da pele deve ser restaurada
rapidamente com a finalidade de evitar possiveis complicacdes, tais como infeccdes e
discrepancias no equilibrio dos fluidos corporais (KAHN; BEERS; LENTZ, 2011,
GREAVES et al, 2013).

1.3 Cicatrizacéo

1.3.1 Aspectos gerais

A pele é um dos 6rgdos humanos mais suscetiveis a serem lesionados,
necessitando mecanismos de reparo para o reestabelecimento da sua funcdo (DELAVARY et
al., 2011). Nesse sentido, numerosos fatores podem causar lesbes graves na pele, onde,
dependendo do tipo de trauma, os epitélios tém a capacidade de promover um processo de
auto regeneracdo (MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004; CATALANO et
al., 2013).

Os organismos possuem a capacidade de reparacdo e regeneracéo tecidual, que
ocorre de maneira diferente ao longo de diversas espécies visando o restabelecimento das
funcdes dos 6rgdos e demonstrando, assim, além de uma vantagem seletiva, um fator de
sobrevivéncia na natureza. (REINKE; SORG, 2012). Em organismos superiores, 0 reparo de
tecidos pode ocorrer pela regeneracdo, que recompde a atividade funcional do tecido ou
através da cicatrizacdo, mecanismo que permite o reestabelecimento da homeostasia, mas com
perda da atividade funcional do tecido devido a formacgéo de cicatriz fibrética (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).
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A regeneracdo consiste no processo em que novas células substituem ceélulas
danificadas ou mortas, de modo que o tecido seja restaurado e possa desta forma retornar ao
seu estado original. De modo que as condi¢cbes necessarias para que a regeneracao ocorra
depende da capacidade de proliferacdo das células lesadas e da preservagdo da estrutura do
estroma subjacente. No entanto, apesar de fundamental a ocorréncia deste evento é rara em
seres humanos, onde a principal forma de reparo € a cicatrizacdo (KRAFTS, 2010).

A cicatrizacao de feridas envolve uma serie complexa de eventos bioquimicos e
fisiol6gicos nas quais células especializadas interagem com a MEC, fornecendo condicdes
necessarias ao crescimento e a formacgdo do novo tecido de revestimento (GOLDBERG;
DIEGELMANN, 2010; DARGAVILLE et al., 2013). Dessa forma, o reestabelecimento da
integridade do tecido € resultado da interacdo de plaquetas, neutrofilos,
monaocitos/macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos, bem como os
componentes da MEC, tais como fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
trombospondina, tenascina, vitronectina e colageno (MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). Este
processo é regulado pela producéo de citocinas e fatores de crescimento secretados proximo a
lesio (DREIFKE; JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015). As citocinas participam da
resposta pré- e anti-inflamatdria, enquanto que os fatores de crescimento estdo associados ao
controle da proliferacdo, diferenciacdo e o metabolismo das células envolvidas no processo
cicatricial (DULMOVITS; HERMAN, 2012).

A cicatrizacdo é caracterizada por fases distintas e sobrepostas denominadas:
hemostasia e inflamacédo, proliferacdo e remodelacdo (maturacdo) (Figura 1). Além disso, 0s
eventos da cicatrizagdo iniciam-se imediatamente apos a injaria (WILGUS, 2008; KONDO;
ISHIDA, 2010; POWLEY, 2013; DELAVARY et al., 2011) e a cinética de cada fase depende
da gravidade da lesdo, idade e estado de saide do paciente (NOVAK; KOH, 2013).

De fato, a pré-disposicao genética e as condi¢fes imunopatoldgicas, tais como em
individuos imunodeprimidos ou mesmo diabéticos podem ser requisitos necessarios a
problemas no processo cicatricial como cicatriz hipertrofica, queloides, inflamacdo crénica
devido a presenca de micro-organismos, Ulceras e necrose tecidual (VAN DER VEER et al.,
2009). Dessa forma, entender a composi¢cdo e estrutura da pele, bem como as fases da
cicatrizacdo, podem auxiliar no entendimento dessas patologias e ainda na descoberta de

novas drogas que acelerem o processo cicatricial (DELAVARY et al., 2011).
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Figura 1 - Representacdo esquematica das fases do processo cicatricial
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1.3.2 Hemostasia e processo inflamatorio.

Apo0s a injaria tecidual, o tamponamento dos vasos € o evento inicial para o

processo de reparo e a vasoconstricdo € a primeira resposta gerada devido a influéncia

nervosa (descargas adrenérgicas) e acdo de mediadores vasoconstritores tais como
bradicinina, fibrinopeptideos, serotonina e tromboxano A2 (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005; TELLER; WHITE, 2009).
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Em seguida, as diferentes vias da cascata de coagulagdo sdo iniciadas tanto por
fatores da pele lesada (via extrinseca), quanto pela exposicdo do colageno (via intrinseca)
(REINKE; SORG, 2012). Estabelecida a lesdo, o colageno e o fator tissular que estdo
presentes no endotélio sdo expostos ao fluxo sanguineo estimulando a ativacéo e agregacédo
plaquetéria. O colageno presente na derme papilar liga-se a glicoproteina Ib/IX/V presente na
superficie das plaquetas, sendo esta aderéncia mediada pelo fator de von Willebrand, que
funciona como uma “ponte” entre a superficie da plagqueta e o colageno subendotelial. O fator
tissular forma um complexo com o fator Vlla, que corresponde a forma enzimaticamente ativa
do fator VII. Este complexo formado ativa o fator IX, ativando a cascata proteolitica que
culmina na geracédo de trombina que converte fibrinogénio em fibrina (FURIE; FURIE, 2008).

A ativacdo da cascata de coagulacdo resulta na formacdo de um coagulo de
fibrina, fibronectina, vitronectina, trombospondina e plaquetas (MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004). Promovendo a hemostasia, prevenindo a entrada de micro-
organismos, fornecendo a arquitetura basica da matriz para iniciar a invasdo e recrutamento
de células inflamatorias e ainda disponibilizando uma matriz provisoria para o inicio da
reestruturacdo da area lesionada (THEORET, 2004; PARK; BARBUL, 2004).

As plaquetas secretam varios fatores de crescimento e quimiocinas no ambiente
local da ferida (MARTINEZ-ZAPATA et al., 2012). Dentre eles, o Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF), Fator de Crescimento Derivado de Plaguetas (PDGF), Fator de
Crescimento Transformador-p (TGF-B) (Tabela 1), e varias quimiocinas que promovem 0
recrutamento de polimorfonucleares (PMNSs) para o local da lesdo (KONDO; ISHIDA, 2010;
SHAH et al., 2012).

A fase inflamatdria tem inicio imediatamente ap6s a injdria, podendo estender-se
durante duas semanas ou mais e é acompanhada por sintomas caracteristicos, tais como
hiperemia (vermelhid&o), edema (inchago) e dor em torno do local ferido (BUSTI et al 2005).

Uma vez que os neutrofilos sdo as células mais abundantes no sangue, um nimero
significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisério durante o rompimento dos
vasos, e ap0s 0 extravasamento passivo, 0s neutrofilos migram para a superficie da ferida para
formar uma barreira contra a invasdo de micro-organismos e promover o0 recrutamento ativo
de mais neutrofilos a partir dos vasos adjacentes ndo lesados (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos fatores de crescimento atuantes nos processos hemostético e

inflamatorio.
Fator de Crescimento Local Tecido alvo/ efeito biologico
) Células endoteliais, . ] )
Fator de  crescimento ] Mitogénico para o musculo liso
] plaquetas, macrofagos, )
derivado de plaquetas vascular, fibroblastos.

fibroblastos.

Quase todos os fluidos

) Mitogénico para a maioria dos
Fator de crescimento CorporaiS, p|aquetasl

tecidos epiteliais, fibroblastos,

epidérmico ] o
células endoteliais.
. Inibe a replicagdo da maioria das
Os macroéfagos, ] ) _ o
Fator de  crescimento .. .. . _ células in vitro, incluindo
linfocitos, fibroblastos, o ]
transformante-p . . queratindcitos, células
células osseas, o o
endoteliais, linfocitos e

queratinocitos, ; o
macrofagos; pode inibir ou
plaquetas. _ _
estimular fibroblastos.

Adaptado de DINH; BRAUNAGEL; ROSENBLUM, 2015.

Os neutrofilos sdo estimulados por prostaglandinas, produtos do complemento,
interleucina-1 (IL-1), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), TGF-B, bem como pelos
produtos de degradacdo dos agentes patogénicos. Além disso, pode-se destacar a secre¢do de
interleucina-8 (IL-8), por macrofagos e células epiteliais. A IL-8 ou “fator quimiotético para
neutrofilos” ¢ a citocina responsavel por estimular a quimiotaxia e haptotaxia de neutrofilos
diretamente para o local da lesdo. Desse modo, os neutrofilos sdo os primeiros leucécitos a
chegarem ao local da lesdo e podem permanecer durante 24 a 48 horas (FURIE; FURIE,
2008; TELLER; WHITE, 2009). Dessa forma, no inicio do processo cicatricial os neutrofilos
constituem as células predominantes na ferida, porém sua presenca € limitada apenas ao inicio
da resposta inflamatdria. Devido sua capacidade de fagocitose e secre¢do de proteases, 0S
neutrofilos desempenham um papel crucial na eliminagdo de diversas bactérias e na
degradacdo do tecido necrosado (REINKE; SORG, 2012). Eles produzem agentes
quimiotéaticos, tais como o TNF-a, que € uma citocina importante que amplifica a quimiotaxia
de neutrdfilos e de macréfagos, além de estimular queratindcitos, fibroblastos e a expressdo
de fatores de crescimento necessarios na angiogénese e sintese de colageno (TELLER;
WHITE, 2009).
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Os neutrdfilos também secretam citocinas como IL-1 e IL-6 que s&o
fundamentais, pois amplificam a resposta inflamatoria e estimulam a sintese e secrecdo de
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) por fibroblastos e células epiteliais
neoformadas, para uma resposta de reparacdo adequada do tecido lesionado. Além disso,
neutrofilos liberam peptideos antimicrobianos (catidnicos e eicosandides) e proteinases que
sdo importantes para o debridamento da ferida (REINKE; SORG, 2012; EMING; KRIEG;
DAVIDSON, 2007).

Os neutrofilos produzem radicais livres de oxigénio, tais como superédxido e
peroxido de hidrogénio e mediadores quimicos que podem causar danos adicionais ao tecido
normal, influenciando negativamente a cicatrizacdo, devido a producdo de substancias tais
como as elastases e catepsina G que podem degradar componentes da MEC (KOH;
DIPIETRO, 2011). Uma vez que a MEC exerce funcdo de apoio e influéncia na migracao e
proliferacdo dos queratindcitos, alteragBes estruturais e funcionais podem ter consequéncias
na cicatrizacdo do tecido (DOVI; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2004).

As proximas células que surgem no local da lesdo sdo os macrofagos que auxiliam
os neutréfilos no combate aos microrganismos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Os
macrdfagos séo células teciduais miel6dides maduras, derivadas da diferenciagdo de mondcitos
residentes na circulacdo e constituem uma populacdo celular homogénea que pode exibir uma
gama de fenotipos e propriedades fisioldgicas diferentes a depender das citocinas que
estimulam a maturacdo (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Na fase inicial da cicatrizacdo, 0s macréfagos secretam citocinas que promovem
a resposta inflamatoria através do recrutamento e ativacdo de células inflamatdrias adicionais
e sdo responsaveis por fagocitar neutrdfilos que estdo em apoptose contribuindo para
resolucéo da inflamagdo (GUO; DIPIETRO, 2010).

No local da lesdo, os macrdfagos realizam intenso processo de debridamento e
exercem atividade antimicrobiana atraves da fagocitose e da liberagdo de radicais livres de
oxigénio, oxido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio de maneira semelhante aos neutrofilos
(HALPER et al., 2003). Os macrdéfagos podem, ainda, estimular a fase proliferativa da
cicatrizagdo através da liberagdo de fatores de crescimento e citocinas tais como PDGF, TGF-
B, 0 TNF-a, IL-1 e IL-6 (SHAH et al 2012; REINKE; SORG, 2012).

Os macrofagos atuam, também, como elo entre o sistema imune inato e o
adaptativo, pois apos fagocitar os microrganismos, estes Sdo capazes de processar Seus

peptideos e apresentar via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) as células T
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auxiliares. (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Alem disto, ao realizar a fagocitose, 0s
macrofagos podem sofrer uma transi¢do fenotipica reparadora que estimula queratindcitos,
fibroblastos e angiogénese (GUO; DIPIETRO, 2010). A mudanca de fenotipo tem sido
demonstrada como um requisito para a transi¢éo da fase inflamatoria para de proliferacéo na
cicatrizacdo de feridas, sendo caracteristica desse fenotipo a expressdo de mediadores anti-
inflamatdrios, tais como IL-10, TGF- B, VEGF, Fator de Crescimento “Insulina-Like” tipo 1
(IFG-1) (KOH; DIPIETRO, 2011).

Outras células envolvidas na cicatrizacdo de feridas sdo os mastdcitos que
possuem a funcdo de secretar mediadores quimicos em torno do local da ferida, tais como
enzimas, histamina e outras aminas vasoativas, que tem a funcdo de aumentar a
permeabilidade ao redor dos vasos e, assim, facilitar a rapida migracdo das células na/para
area da lesdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

As ultimas células a infiltrar no local da lesdo sdo os linfécitos, que séo
importantes nas fases inflamatoria e proliferativa da cicatrizacdo, imprescindiveis na
imunidade celular e na producéo de anticorpos, e ainda, atuam como mediadores no ambiente
da ferida através da producdo de linfocinas (TELLER; WHITE, 2009; MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003), tais como o fator de inibicdo da migracdo (MIF),
interleucina-2 (IL-2), fator de ativacdo de macrofago (MAF) e fatores quimiotaticos, e ainda,
aumentam o estagio inicial da cicatrizacdo através da estimulacdo de macrofagos, células
endoteliais e fibroblastos. (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

1.3.3 Proliferacéo e remodelacéo

A fase proliferativa tem inicio em trés a quatro dias ap6s a lesdo, podendo
permanecer durante duas a quatro semanas. Os fatores de crescimento e citocinas liberados
na fase inflamatoria s@o os responsaveis por desencadear esta etapa (GREAVES et al, 2013).

A epitelizacdo, angiogénese, formagdo de tecido de granulacdo e a deposicao de
colageno caracterizam a fase proliferativa (SINNO; PRAKASH, 2013). Nesta fase, ocorrem
intensa migracédo e proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos que sao
responsaveis por sintetizar e secretar mediadores que estimulam e modulam a sintese de
componentes da MEC, a angiogénese e a remodelacdo tecidual (OLCZYK; MENCNER,;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923181113002521
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A epitelizacdo da ferida tem inicio horas apds a abraséo, e nas lesdes em que a
membrana basal se mantém preservada, as células epiteliais migram em direcao superior, e as
camadas da epiderme sdo restauradas em 2-3 dias, no entanto quando ha desruptura da
membrana basal, as células epiteliais das bordas da ferida comegam a proliferar na tentativa
de restabelecer a barreira protetora (SINNO; PRAKASH, 2013). A migracdo destas células é
facilitada pela producdo de proteases especificas, tais como a colagenase pelas células
epidérmicas para degradar a matriz extracelular (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Uma boa evolucdo do processo cicatricial é caracterizada pela vascularizacdo do
tecido recém-formado, ocorrendo na fase proliferativa a formacgédo do tecido de granulacéo,
onde o numero de vasos sanguineos na derme aumenta e desta forma ha um aumento
significativo na densidade de vasos sanguineos em relacdo a pele saudavel (BROWN et al.,
2002; JOHNSON; WILGUS; 2014).

A angiogénese é o processo de formacao de novos vasos sanguineos que ocorre a
partir dos vasos preexistentes, onde ap6s a abrasdo, as células endoteliais microvasculares que
revestem a superficie interna de vasos sanguineos sdo ativadas pela hipoxia e por fatores pro-
angiogénicos tais como o VEGF e o Fator de Crescimento de Fibroblastos tipo 2 (FGF-2)
(DEMIDOVA-RICE; DURHAM; HERMAN, 2012). Os novos vasos sanguineos formados
invadem a matriz provisoria e formam uma densa rede de capilares com o objetivo de suprir
as células no leito da ferida com oxigénio e nutrientes (SGONC; GRUBER, 2013). O tecido
de granulacéo tem, ainda, por finalidade substituir o tampdo de fibrina hemostatico formado
durante a fase inflamatoria (PROFYRIS; TZIOTZIOS; DO VALE, 2012). Além de produzir
fatores de crescimento que favorecem a proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais para
restauracdo da integridade da barreira epitelial (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Os fibroblastos sdo formados, principalmente, a partir de células mesenquimais
ndo diferenciadas residentes na derme, estas sob influéncia das citocinas e fatores de
crescimento liberados a partir de plaquetas, neutréfilos e macrofagos (GUO; DIPIETRO,
2010). Os fibroblastos sdo capazes de sintetizar diversos componentes da MEC tais como
colageno tipo | e I, glicosaminoglicanos e proteoglicanos (SGONC; GRUBER, 2013).
Além disso, estdo envolvidos em diversos eventos do processo cicatricial, onde contribuem na
formacgéo de tecido de granulagéo, producdo de citocinas que favorecem a proliferacéo e
migracdo de queratindcitos e no efeito autocrino para propria diferenciacdo fenotipica em
miofibroblastos, com o intuito de exercer forcas de tracdo para promover a contracdo da
derme e consequente fechamento da lesdio (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010;



26

WERNER; KRIEG; SMOLA, 2007). Os miofibroblastos aproximam as margens da ferida,
forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se entrelacarem (PAGANELA et al., 2009).

Um grupo importante de proteases, denominadas de metaloproteinases de matriz
(MMPs) desempenham um papel central na cicatrizacdo de feridas, pois estas degradam
determinados constituintes do tecido provisorio da ferida como coldgeno I, I, IV e VII
(SCHREML et al., 2010). Além de eliminar proteinas defeituosas, destruir a matriz
extracelular proviséria, remodelar o tecido de granulacdo e regular a atividade de alguns
fatores de crescimento (MULLER et al., 2008)

A atividade destas enzimas é inibida especificamente por inibidores teciduais de
metaloproteinases de matriz (TIMPs) (MULLER et al., 2008). Estes inibidores desempenham
uma funcdo relevante, visto que a degradacdo continuada prejudicaria a formacdo do novo
tecido. Dessa forma, a cicatrizagdo de feridas €, também, influenciada pela relagdo entre a
producdo de MMPs e TIMPs (SCHREML et al., 2010).

A fase de remodelacéo tecidual € marcada pela transicdo de tecido de granulacédo
para maturacao e reorganizacdo de fibras coldgenas (KONDO; ISHIDA, 2010). Desta forma,
durante a segunda semana apds a lesdo, as células inflamatérias gradualmente abandonam a
area da ferida e a sintese do colageno tipo | aumenta, devido tanto ao aumento do nimero de
fibroblastos, como a necessidade de deposicdo de fibras para substituir a matriz degradada
pelas MMPs (DIEGELMAN, 2004). Em seguida, o tecido de granulacdo regride e ocorre a
formacdo de uma cicatriz preliminar firme, composta por colageno, fibroblastos e fragmentos
de tecido elastico. Os fibroblastos desaparecem gradualmente em alguns dias e origina-se uma
cicatriz acelular que preenche a regido da ferida, coberta por uma epiderme intacta e
desenvolvida (KRAFTS, 2010).

Por conseguinte, a fase de remodelacdo é responsavel pelo aumento da resisténcia
do leito da ferida danificado. Isto reflete uma diminuicdo da deposicdo de colageno, do
namero de ligacBes cruzadas feitas entre mondmeros desta substancia e da mudanca do
colageno tipo Il parao | (ISAAC et al., 2010).

Apo0s a maturagéo e remodelagdo da matriz extracelular, a cicatrizacdo da ferida é
considerada completa. Este processo ocorre lentamente e, mesmo assim, uma cicatriz cutanea
completamente madura possui apenas 70% da capacidade/forca ténsil da pele normal
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

O reparo de uma ferida pode ocorrer de maneira espontanea, porém quando

tratada, a cicatrizacdo da lesdo tende a ser mais rapida e com melhores resultados sob o ponto
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de vista funcional e estético. Desta forma, a possibilidade de acelerar a cicatrizagdo tem sido o
foco de diversas pesquisas (MORSCHBACHER et al., 2011). De modo que 0 emprego de
plantas medicinais na cicatrizacdo de feridas tem crescido ao longo dos tempos, sendo
utilizadas desde as formas mais simples como tratamento local, até as formas
tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial utilizadas pelo homem atualmente
(MONTES et al., 2009).

1.4 Plantas medicinais

Desde os tempos antigos e em praticamente todas as culturas, as plantas tém sido
utilizadas para fins medicinais, demonstrando sua importancia para a saude dos individuos e
das comunidades (LIMA et al, 2012). O homem primitivo buscava descobrir solugbes para
suas necessidades basicas e suas experiéncias e observacdes resultaram em descobertas
importantes para solucbes de tratamentos de ferimentos ou doencas através do uso das plantas
e ervas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A medicina tradicional é utilizada em todas as partes do mundo e tem grande
relevancia econdmica, especialmente nos paises em desenvolvimento (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007). Onde cerca de 80% desta populacdo necessitam de plantas para
fins medicinais (BALICK; ARVIGO; ROMERO, 1994; FYHRQUIST et al., 2002). No
Brasil, o emprego de plantas medicinais esta presente desde antes da colonizacdo, quando
indios ja as utilizavam e, em seguida, passaram seus conhecimentos para os colonizadores
(LIMA et al., 2012).

O Brasil possui uma grande extensdo territorial e condi¢des climaticas diversas, o
que faz com que a sua flora possua varias espécies vegetais, muitas destas consideradas
importantes materias-primas, outras incorporadas ao habito alimentar e algumas pouco
conhecidas e potencialmente benéficas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Além da
potencialidade do valor econémico-estratégico no campo do desenvolvimento de novos
medicamentos (CALIXTO, 2003).

A descoberta de novas moléculas biologicamente ativas pela inddstria
farmacéutica e 0 uso de extratos de plantas para a automedicacdo pelo publico em geral
contribuem para o crescente interesse em plantas medicinais (DARWISH; ABURJAI, 2010).

De modo que, as plantas constituem uma fonte de novos compostos biologicamente ativos,


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7004083687&amp;eid=2-s2.0-0028083971
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que podem ser utilizados seja de maneira direta, como remédios populares ou indiretamente
nas preparacoes farmacéuticas de medicamentos (MASOKO; PICARD; ELOFF, 2007).

Nesse contexto, varios trabalhos presentes na literatura relatam as acOes
farmacoldgicas de biomoléculas provenientes de plantas, através de testes pré-clinicos com
animais, sendo, portanto, substancias com grandes possibilidades de futuramente virem a ser
aproveitadas como recursos medicamentosos no seguimento da producdo em larga escala de
novos farmacos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Atualmente, as maiores industrias farmacéuticas mundiais possuem programas de
pesquisa na area de produtos naturais, pois estes oferecem diversas vantagens, tais como
grande quantidade de compostos quimicos; muitas classes de estruturas homdlogas; estruturas
quimicas di e tridimensionais; fonte de pequenas moléculas para alvos moleculares complexos
e, mais importante, capazes de serem absorvidas e metabolizadas pelo organismo (CALIXTO,
2003).

1.5 Caracteristicas da familia Combretaceae e género Combretum.

A  familia  Combretaceae  possui  duas subfamilias  denominadas
Strephonematoideae e Combretoideae (TAN et al. 2002). A subfamilia Strephonematoideae é
distribuida exclusivamente na Africa e possui um Gnico género, Strephonema. Enquanto que a
subfamilia Combretoideae possui diversas espécies e sua distribuicdo ocorre de forma mais
ampla, sendo formada por duas tribos, Laguncularieae e Combreteae, com quatro e doze
géneros, respectivamente, sendo os géneros Combretum e Terminalia encontrados em todos
os continentes (LOIOLA et al., 2009).

As espécies da familia Combretaceae constituem importantes elementos de
mangues, florestas umidas e de regiGes semiaridas, possuindo cerca de 13 géneros e 500
espécies, com distribuicdo tropical, ocorrendo em ambientes quentes de todos 0s continentes,
com centros de diversidade na Africa e Asia (LOIOLA et al., 2009). No Brasil, ocorrem 05
géneros e 79 espécies, sendo 27 endémicas (MARQUETE; VALETE, 2010).

As plantas do género Combretum apresentam diversas formas de crescimento,
podendo variar desde arvores da floresta com mais de 50 metros de altura para arbustos e
cip6s. Observa-se também grande variacdo na morfologia das flores, frutos e ramo vegetativo,
0 que dificulta a identificacdo das espécies deste género (ELOFF; KATERERE; MCGAW,
2008).
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Os géneros Combretum e Terminalia possuem diversas espécies que sdo utilizadas
amplamente na medicina popular, principalmente, em partes da Africa, onde a maioria das
espeécies € encontrada (MCGAW et al., 2001). Plantas pertencentes aos géneros Combretum e
Terminalia s&o utilizadas para inimeros tratamentos, tais como dores abdominais, dor nas
costas, tosse no peito, resfriados, conjuntivite, diarreia, dismenorreia, dor de ouvido, febre,
dor de cabeca, ancilostomiase, infertilidade em mulheres, hanseniase, pneumonia, mordida de
escorpido e cobra, inchago causado por caxumba, sifilis, fraqueza e dor de dentes (MCGAW
etal., 2001; MASOKO; PICARD; ELOFF, 2007; ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008).

As espécies do género Combretum apresentam inimeros metabdlitos secundarios
com propriedades bioldgicas conhecidas, como taninos, di e triterpenos e seus derivados
glicosilados, saponinas, flavondides, cumarinas, estilbenos, derivados do acido elagico e
alcaloides. Além de demostrarem diversas atividades farmacoldgicas, tais como
anticolinesterase, antiparasita, leishmanicida, antimalaria, larvicida, antibacteriana,
antimicrobiana, antifungica, antitripanossémica, hipoglicemiante, anti-inflamatoria,
antinociceptiva, antitumoral, antiviral, antitussigena, cardiovascular, imunoestimulante,
citotoxica, moluscicida, anti-hepatotoxicidade, antiespasmadica, gastrointestinal, geniturinaria
(LIMA et al., 2012; FARIAS et al, 2015).

Devido a sua toxicidade para os seres humanos, os frutos das espécies de
Combretum ndo servem para fins medicinais sendo, portanto, utilizado predominantemente as
folhas e cascas (MCGAW et al., 2001).

1.6 Caracteristicas do Combretum leprosum Mart.

O Combretum leprosum é uma espécie neotropical com distribuicdo exclusiva na
América do Sul, com registros na Bolivia, Paraguai e Brasil (EXELL apud LOIOLA et al.,
2009). No Brasil, as populacbes de C. leprosum possuem distribuicdo nativa e sdo
encontradas na Amazénia, Caatinga, Mata-Atlantica, ocorrendo no Norte (PA, AM, TO),
Nordeste (MA, PI, CE, RN, PB, PE, BA), Centro-Oeste (MT, GO, MS) e Sudeste (MG)
(FORZZA; LEITMAN, 2010).

O Combretum leprosum possui sinénimos populares tais com mofumbo,
mufumbo, cipoaba, pente de macaco (Estado da Paraiba) e carne de vaca (Estado do Mato
Grasso do Sul) (LIRA et al.,, 2002). E o nome dado ao epiteto especifico leprosum faz

referéncia as manchas nas folhas, com a relativa semelhanga com a “lepra” (MAIA, 2004).
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Esta espécie é capaz de sobreviver em solos extremamente degradados, sendo
tolerante ao encharcamento e resistente ao fogo (PACHECO et al., 2014). E ¢é extremamente
empregada na recuperacdo de areas degradadas, principalmente, de matas ciliares, além de
exercer funcdo de forrageira, medicinal e apicola (MAIA, 2004).

Varias partes do C. leprosum, tais como folhas, raiz e casca do caule s&o
empregadas na medicina popular com a funcdo de calmante e agente hemostatico, e sdo
utilizadas, também no tratamento de bronquite, gripe, tosse, sudorese, difteria, azia e na
cicatrizagdo de feridas (DE ALBUQUERQUE et al., 2007; FACUNDO et al., 2005

O Combretum leprosum, contém diversos compostos, tais como triterpenos,
flavonoides, estilbenos, fenantrenos e alcaldides (FACUNDO et al., 1993). E estudos que
avaliaram compostos isolados de diferentes partes desta planta sugeriram que o mofumbu
apresentou algumas atividades bioldgicas que incluem acBes anti-inflamatdria, anti-
nociceptiva, anti-colinesterase e anti-ulcerosas (NUNES et al., 2009; PIETROVSKI et al.,
2006).

A andlise quimica do extrato etandlico das folhas, demonstrou que o0s
monossacarideos sdo o0s principais componentes (80%), os triterpenos representam 10%,
seguidos dos oligossacarideos (5%) e &cidos graxos (3%). Foram isolados, ainda, das folhas e
raizes do Combretum leprosum cicloartanos, triterpenos (acido arjunélico, acido molico, e 38,
6P, 16B-trihidroxilup-20 (29) -eno) e flavondides (3-O-metilquercetina, e quercetrina), tendo
algumas destas substancias atividade bioldgica comprovada (FACUNDO et al., 1993;
FACUNDO et al., 2005).

Em um estudo conduzido por Facundo e colaboradores (2005), foi constatado que
0 extrato etandlico e o acido arjundlico obtidos a partir de raizes de C. leprosum podem
exercer atividades anti-inflamatorias, antinociceptiva e anticolinesterasicas. Além disso,
Pietrovski e colaboradores (2006) demonstraram que o extrato etandlico das flores de C.
leprosum foi capaz de inibir a nocicepcdo provocada em diferentes modelos como a
hiperalgesia visceral provocada por acido acético, a hiperalgesia por calor na placa quente, e
ainda, hiperalgesia neurogénica e inflamatoria, nos modelos com formalina, capsaicina e
Glutamato. Ademais, estudos realizados por Medeiros et al. (2003) comprovaram que 0
extrato etandlico da raiz de C. leprosum e o acido arjunolico, triterpeno isolado desta planta,
reduziram o nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

O triterpeno lupano, e o extrato etanolico dos frutos do C. leprosum apresentram

atividade contra formas promastigotas de Leishmania amazonenses (TELES et al.,2011). Em
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estudos mais recentes, observou-se que o lupano foi capaz de interfer na replicagdo da forma
amastigota de L. amazonensis comprovando sua acédo leishmanicida e, ainda, nas analises de
bioinformatica verificou-se que possivelmente esta molécula pode ser um inibidor potencial
da topoisomerase tipo 1B (TELLES et al., 2015).

Em 2008, Da Silva demonstrou que extrato etandlico e o triterpeno (34,64,164-
trihidroxilup-20(29)-eno) isolado das flores de C. leprosum possuem potente atividade anti-
inflamatdria por via tdpica, visto que foram capazes de inibir o edema e a migracao celular em
processos inflamatérios na pele. Além disso, a aplicacdo tdpica do extrato etandlico das flores
de C. leprosum foi capaz de reduzir o processo inflamatério da pele hiperproliferativa,
demosntrando o potencial anti-inflamatério deste composto (HORINOUCHI et al, 2013).

Figura 2 - Partes aéreas da Combretum leprosum

‘g | WA

Fonte: Prof. Dr. Hélcio Silva dgs Santos (2011)

1.7 Triterpenos

Triterpenos pertencem as classes de terpenos, que sdo caracterizados
quimicamente pela presenca de seis unidades de isopreno, com um total de 30 atomos de
carbono. Estas moléculas sdo encontradas em extratos vegetais e Oleos essenciais e sdo
responsaveis por desempenhar diferentes atividades bioldgicas (HILL, R.A.; CONNOLLY,
J.D., 2011).
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Os triterpenos sdo metabolitos secundarios produzidos a partir do acido
mevaldnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto) das plantas
(LOPEZ CARRERAS; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2012)

A classificacdo dos terpenos ocorre de acordo com o numero de unidades de cinco
carbonos de isopreno que participam da estrutura molecular. Desta forma, s&o denominados
monoterpenos (C10), sesquiterpenos ( C15) e diterpenos (C20) que sdo moléculas originadas
pela adicdo de uma molécula de C5 de cada vez. Os triterpenos (C30) sao resultados da unido
de duas moléculas C15 (XU et al., 2004).

Figura 3- Desenho esquematico estrutural de CLF-1

23 24 OH

3B.6P.16p -trihidroxilup-20(29)-eno

Fonte: MAHATO; KUNDU, 1994
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2 JUSTIFICATIVA

Defeitos na cicatrizagdo de feridas estdo relacionados com certo grau de
morbidade e mortalidade, além de interferir na qualidade de vida da populagéo constituindo,
assim, um problema de satde publica.

A compreensdo incompleta dos mecanismos moleculares, celulares e fisioldgicos
que regulam a cicatrizacdo de feridas pode culminar em resultados insatisfatorios nas terapias
modernas. Desta forma, elucidar os mecanismos que envolvem o processo de cicatrizacao €
imprescindivel para avaliacdo da evolucdo da ferida, bem como fundamentar um correto
diagnostico e desenvolver novas terapias com a finalidade de obtencdo de uma cicatrizacao
ideal.

A descoberta de novos produtos que elevem o entendimento do processo
cicatricial ou que exercam atividade pro-cicatrizante sobre feridas, que possam substituir
farmacos sintéticos, sendo dispostos a custos menores e que venham a favorecer de modo
mais acessivel o bem-estar do paciente é de fundamental importancia para a populacéo e a
comunidade cientifica.

Nesse contexto, produtos naturais poderiam fornecer insumos alternativos para o
tratamento de lesBes, em virtude da grande variedade de estruturas quimicas e por ser uma

fonte bioldgica renovavel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar o potencial pro-cicatrizante do extrato etanolico (EECL) e do triterpeno 34,65,164-
trihidroxilup-20(29)-eno (CLF-1) provenientes de folhas de Cobretum leprosum MART.
através de sua utilizagdo como tratamento topico em lesbes cuténeas induzidas em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito citotoxico e mitogénico do CLF-1 em modelo de cicatrizacdo in vitro
utilizando fibroblastos.

- Avaliar o efeito do EECL e CLF-1 no processo cicatricial de lesfes cutaneas em
camundongos sob o ponto de vista clinico;

- Investigar a progressdo do processo cicatricial, em suas distintas fases, do ponto de vista
macroscopico, através da avaliacdo do processo de reepitelizacdo das lesdes;

- Analisar o efeito do EECL e CLF-1 sobre o processo cicatricial de lesGes cutaneas,

avaliando a evolucgdo sob o ponto de vista histoldgico;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos os animais foram tratados e eutanasiados de acordo com as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA (Ministério da
Saude 012/02), guia para os cuidados e uso de animais de laboratério do National Institutes of
Health (NIH) e pelo Canadian Council Animal Care (CCAC).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
— CEPA da UFC sob o n° 77/2013. E todos os esforgos foram feitos para diminuir ao maximo

qualquer incdmodo existente por parte dos procedimentos realizados nos animais.

4.2 Material vegetal

Folhas de C. leprosum foram coletadas em junho de 2013 no distrito de Salgado
dos Machados (3.146.043 "S 40 120027" W), localizada a 15 km de distancia da cidade de
Sobral, Ceard, Brasil. A identificacdo botanica foi realizada pelo professor Elnatan Bezerra de
Souza, taxonomista da Universidade Estadual VVale do Acaral (Sobral, Brasil), e a excicata da
espécie encontra-se depositada no herbario Francisco José de Abreu Matos (Sobral, Brasil)

sob nimero 4573.

4.3 Extracdo do EECL e CLF-1

O extrato etandlico (EECL) e o triterpeno 38,64,164-trihidroxilup-20(29)-eno
(CLF-1) foram preparados como descrito anteriormente por Evaristo et al. (2014).
Resumidamente, folhas foram trituradas e imersas em uma solugéo 80% de etanol/ H,0, na
proporcdo de 25 g/100 mL, por um periodo de 15 dias. Em seguida foi realizada filtragdo
simples do material e uma aliquota desta solucdo foi concentrada e liofilizada por 4 dias,
resultando no extrato etandlico (EECL).

Para obtencdo do CLF-1, foi realizada uma parti¢do liquido-liquido do EECL com
o diclorometano. A fracdo diclorometano foi submetida a um fracionamento cromatografico
com diferentes solventes (hexano, acetato de etila e metanol) puros ou em misturas binarias,
onde se obteve a fracdo hexano/acetato de etila 40%, a qual foi submetida a um novo
fracionamento cromatogréfico seguido da andlise das fragdes por cromatografia de camada
delgada. O isolamento de CLF-1 foi realizado ap6s o ultimo fracionamento cromatogréafico da
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fracdo hexano/acetato de etila (91-110), denominada fracdo 89-95, que se apresentou na

forma de um solido branco.

4.4 Avaliacéo do efeito do triterpeno bioativo 3g, 6 #, 16 g trihydroxylup-20 (29) -eno
CLF-1) na cicatrizag&o in vitro.

O ensaio de cicatrizacdo in vitro foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Lampugnani (1999), com algumas modificacbes. Os fibroblastos foram
cultivados em Dulbelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM - GIBCO® - life Technologies)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO® - life Technologies), 1% de L-
Glutamina e 100 U/mL de penicilina-estreptomicina (GIBCO® - life Technologies) e foram
semeados em frascos T-25 para cultura de células (TPP®-Mod:90025) e mantidos a 37°C, em
uma atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO,.

Apo6s atingirem 80% de confluéncia, os fibroblastos foram tripsinizados e
semeados em placas de 6 pocos de fundo chato (2,25 x 10°/poco) e mantidos nas condicdes
supracitadas. Apos 48h, com os po¢os completamente confluentes, foi realizado, com auxilio
de uma ponteira estéril (200uL), a criacdo de uma scratch (“lesdo”) na monocamada de
células. O sobrenadante foi removido para retirada dos fibroblastos ndo aderentes e 0s pogos
foram novamente preenchidos com as solucdes teste preparadas com meio DMEM
suplementado com 10% de SFB e 0,1% de DMSO contendo 1,75 ou 2,5ug/mL do triterpeno
bioativo CLF-1. Além disso, apenas meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 0,1% de
DMSO foi utilizado como controle. A proliferacdo e migracdo celular foi avaliada em 0, 6 e
24h apos o tratamento.

Para determinar as concentragdes utilizadas neste experimento, primeiramente foi
realizado um screening onde observou-se que o efeito obtido na dose de 2,5 pg/mL foi o
mesmo na concentragdo de 5,0 pg/mL.

O experimento foi realizado em duplicata e as imagens foram captadas com
camera digital acoplada ao microscépio invertido de fase (Eclipse Ti-E com éptica CF160®-
Nikon), sendo as areas das lesdes mesuradas com o auxilio do programa de tratamento de

imagens ImageJ verséo 1.48 (http://imagej.nih.gov/ij/).

4.5 Avaliacdo do efeito do extrato etandlico (EECL) e do triterpeno bioativo 38, 6 #, 16
trihydroxylup-20 (29) -eno (CLF-1) na cicatrizacéo in vivo.
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4.5.1 Grupos experimentais

Para a realizacdo do estudo in vivo foram utilizados camundongos albinos (Mus
musculus) Swiss (n=30), machos, com 8 a 10 semanas de vida, pesando 35,0 £ 5,0 g,
provenientes do biotério central da UFC, Campus do Pici - Fortaleza. Durante o experimento,
o0s animais foram mantidos em gaiolas individuais, no biotério do Departamento de Patologia
e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFC - Campus Porangabussu, permanecendo
em macroambiente controlado (fotoperiodo de 12 h claro/escuro, temperatura 25+2 °C e
umidade 55+10%) com fornecimento de agua e racdo especifica a vontade.

Antes da realizacdo do procedimento cirurgico, os animais foram aleatoriamente
divididos e organizados em 3 grupos (n= 10), de acordo com o tratamento/tipo solucédo
aplicada:

e Grupo 01: Salina estéril
e Grupo 02: EECL 100pg/mL,;
e Grupo 03: CLF-1 100pg/mL

4.5.2 Procedimento cirdargico

Para realizacdo do procedimento cirdrgico experimental, os camundongos foram
previamente anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de ketamina 10% (10
mg/Kg e 115 mg/Kg, respectivamente), por via subcutanea (HALL; CLARKE, 1991). Apos a
anestesia, foram realizadas a tricotomia e a anti-sepsia da regido dorsal toracica com
iodopovidona e solucdo salina estéril. A pele foi demarcada com caneta dermografica,
usando-se um molde metalico para delimitar a &rea (1,00 cm?) e a ferida cutanea foi produzida
pela incisdo da pele através de lamina de bisturi namero 15. A tela subcutanea foi
divulsionada com tesoura de pontas tipo fina/fina e pinca de disseccéo, até sua total resseccao
(Figura 3).
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Figura 4- Representacdo do procedimento cirurgico em camundongos.

Fonte: Proprio autor. A. Tricotomia; B. Anti- Sepsia; C. Padronizacdo da Lesdo; D. Demarcacdo da Lesdo E.

Resseccao do fragmento de pele; F. Lesdo Experimental Realizada.

4.5.3 Tratamento e avaliacdo macroscopica da atividade cicatrizante

Para preparacdo das solucgdes de tratamento, EECL e CLF-1 foram pesados em
uma balancga de precisdo e transferidos para um tubo estéril, onde foi adicionado salina até
uma concentragdo final de 100ug/mL. Em seguida os tubos foram levados ao vortex para
facilitar a completa solubilizagdo dos compostos.

O tratamento foi realizado imediatamente apds o procedimento cirdrgico, e todas
as lesdes foram tratadas topicamente em dose Unica diaria de 100uL de acordo com cada
grupo (EECL, CLF-1 e salina estéril), sendo aplicada com auxilio de uma pipeta volumétrica
durante os 12 dias do experimento.

As lesdes foram avaliadas diariamente até o 12° dia pds-cirirgico (P.C.)
observando-se os sinais flogisticos como: edema (no leito e nas bordas da lesdo
experimental), hiperemia, sangramento, presenca de crosta, exsudato e tecido cicatricial.

Para avaliar a evolucdo das é&reas das lesbes, foram realizadas tomadas
fotograficas nos dias 2, 4, 6, 8, 10 e 12 P.C.. Com a finalidade de padronizar as imagens,



39

todas as fotografias foram captadas com auxilio de uma cadmera digital (Olympus, VG-110,
Japdo) acoplada a um tripé com altura fixa. Além disto, todos os animais foram colocados
sobre papel milimetrado a fim de se obter uma medida referencial em centimetros. A partir
das imagens obtidas foram realizadas a mensuracdo das areas das lesdes com auxilio do
programa de tratamento de imagens Imagel versdo 1.48 (http://imagej.nih.gov/ij/)
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). As areas foram expressas com média + SEM

para avaliar a evolugdo do processo sobre o tecido de revestimento.

4.5.4 Avaliacéo histopatoldgica

Com os camundongos anestesiados, conforme previamente descrito, amostras do
tecido lesionado foram coletadas nos tempos 2°, 7° e 12° dias P.C., com objetivo de realizar a
andlise histopatologica. Nestes tempos, que sdo representativos das fases do processo de
cicatrizacao, trés animais foram retirados aleatoriamente dos grupos experimentais no 2° e 7°
dia P.C. e quatro animais no 12° dia P.C. Apos a realizacao da excisdo cirargica com margem,
0s animais foram eutanasiados com deslocamento da cervical e as amostras de tecido foram
fixadas em formaldeido 10% (v/v) preparado em tampédo PBS 10 mM, pH 7,2. Estas amostras
foram submetidas ao processamento histologico de rotina e incluidas em parafina. Apds
microtomia, os cortes feitos em sec¢des de 5 um foram corados por Hematoxilina-Eosina
(HE) (MICHALANY, 1991).

A visualizacdo e a avaliacdo histopatoldgica dos fragmentos de pele foram
realizadas em microscopio de luz Zeiss modelo Axio Lab Al, através de magnificacfes de 4,
10, 20 e 40x. As caracteristicas do processo cicatricial de cada tratamento/grupo foram
discriminadas por dois avaliadores, utilizando uma avaliacdo semiquantitativa dos seguintes
componentes: padrédo e intensidade do infiltrado inflamatorio, edema, hiperplasia da
epiderme, deposicdo de coldgeno e neovascularizagdo. A avaliagdo de cada componente foi
caracterizada por presenga ou auséncia. Para tanto, no caso de presen¢a foram atribuidos

escores: intensa (3), moderada (2), leve (1) e auséncia (0).

4.6 Avaliacdo estatistica
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Os resultados foram analisados com auxilio do programa estatistico GraphPad
Prism® versdo 6.00 para Microsoft Windows®, onde foram utilizados o teste t de student e
Analise de variancia (One-way ANOVA com post test de Tukey).

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (M = SEM), sendo

considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacdo microscopica do experimento in vitro.

As fotomicrografias apresentadas na figura 5 demonstram o efeito do tratamento
com o triterpeno ativo CLF-1 em diferentes concentragdes (1,75 e 2,5 nug/mL) e do controle
(0,1% DMSO) nos tempos 0, 6 e 24 horas. No presente estudo, pode-se verificar que o
tratamento com CLF-1 ndo apresentou toxicidade aos fibroblastos, visto que estes
permaneceram viaveis durante os tempos analisados. Observou-se, também, que os
fibroblastos tratados com CLF-1 apresentaram um aumento significativo na
proliferacdo/migracdo celular quando comparados aqueles sem tratamento (figura 5).

Figura 5 - Fotomicrografias do efeito do triterpeno (CLF-1) de Combretum leprosum no

ensaio de migracdo de fibroblastos in vitro.

[ CTRL ] [ 1,75 pg/mL ] [ 2,5 pg/mL ]

Proprio autor: Efeito do tratamento com CLF-1 1,75ug (B,E e F), CLF-1 2,5 pg (C, F e 1) e controle (meio
DMEM suplementado com 10% de SFB e 0,1% de DMSO) (A,D e G) sob as atividades de migracdo e

proliferacéo de fibroblastos nos tempos 0, 6 e 24 horas. A linha branca indica a bordo da ferida.

Quando as mesuracgdes das areas do scratch foram comparadas, observou-se um
aumento significativo na porcentagem de fechamento das lesdes, em 6 horas, quando



42

comparado tanto o grupo tratado com CLF-1 1,75 pg/mL, quanto com CLF-1 2,5 ug/mL
(ambos com p<0,05) em relacéo ao controle (grafico 1).

Além disso, constatou-se que, no tempo de 24 horas, ocorreu um aumento
significativo na taxa de migracdo dos fibroblastos em todos os grupos analisados, e ainda, no
grupo tratado com CLF-1 2,5 ug/mL foi possivel verificar fechamento total das lesdes, sendo

este resultado significante quando comparado ao controle negativo (p<0,05) (grafico 1).

Gréfico 1- Efeito do tratamento com CFL-1 em diferentes concentracdes no ensaio de

migracdo de células in vitro.
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Fonte: Proprio autor. Fibroblastos confluentes, ap6s a realizacdo do scratch foram tratados com diferentes
concentragdes de CLF-1 (1,75 e 2,5 pg/mL) e controle, sendo analisados em 0, 6, 24 horas. As areas foram

medidas com auxilio do ImageJ versdo 1.48. Dados expressos como M + SEM. * p< 0,001; # p<0,05

5.2 Avaliacado macroscépica do experimento in vivo.

Durante os 12 dias de experimento a evolucdo das areas das lesdes foi avaliada
macroscopicamente indicando uma reepitelizacdo efetiva através do tratamento com CLF-1 e
EECL em comparacdo aos controles (Figura 6).

No 3° dia P.C., observou-se no grupo tratado com CLF-1 discreta hiperemia e

edema moderado (Figura 6C), enquanto, que o grupo tratado com EECL apresentou
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hiperemia moderada e discreto edema (Figura 6B). Por outro lado, 0s animais que recebeu
salina demonstraram edema intenso, moderada hiperemia e presenca de exsudato (Figura 6A).

No 8° dia P.C., todos 0s grupos apresentaram crosta e auséncia de hiperemia e
edema. No entanto, vale ressaltar, que no 12° dia P.C. os animais tratados com EECL e CLF-
1 apresentaram tecido cicatricial. No entanto, aqueles tratados com EECL ainda possuiam
fragmentos de crosta no leito da ferida. Em contraste, apenas 25% dos animais no grupo
tratado com salina exibiram tecido cicatricial no 12° dia P.C., onde a maior parte das lesdes
permaneceram abertas até o final do tratamento (Figura 6).

Todos 0s grupos apresentaram diminuicdo na area das lesdes nos dias avaliados,
porém no grupo em que foi administrado CLF-1, observou-se diminuicdo significativa nas
areas das feridas quando comparado ao grupo controle nos dias 2, 6, 8 e 10 P.C (p<0,05)
(gréfico 2). Quando avaliado EECL em relagcdo ao controle negativo, verificou-se diferenca
significativa nos dias 6, 10 e 12 P.C. (p < 0,05) (gréfico 2).

O tratamento com EECL e CLF-1 resultou na diminuicdo das areas das feridas em
quase todos os dias avaliados. Contudo, foram observadas diferencas significativas entre
EECL e CLF-1 somente no 2° e 12° dia P.C. (ambos com p < 0,05) (gréafico 2). Além disso,
EECL e CLF-1 apresentaram efeitos semelhantes nas areas das feridas entre 4° e o 10° dia
P.C. (grafico 2).
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Figura 6 — Evolug&o de feridas ap0ds tratamento com EECL e CLF-1 de Combretum leprosum

em lesdes induzidas em camundongos.

‘ SALINA l | EECL ' | CLE-1 '

Fonte: Prdprio autor. Fotografias das feridas cirdrgicas dorsais de camundongos tratadas com salina (A, D e G),
EECL (B, Ee H) e CLF-1 (C, Fe l) no 3°, 8° e 12° dia P.C.. Seta: azul: Exsudato; amarela: edema; vermelha:

hiperemia; verde: crosta; estrela: raspas
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Gréfico 2 — Efeito do tratamento com EECL e CLF-1 de Combretum leprosum na evolucao

das areas das lesdes induzidas em camundongos.

-o- Salina esteéril
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Proprio autor. Efeitos da aplicagcdo tépica EECL e CLF-1 no tamanho das feridas cutaneas induzidas
cirurgicamente em camundongos nos seguintes dias pds-operatorio (2, 4, 6, 8, 10, 12). Os dados sdo expressos
com M £ SEM. # p <0,05 para CLF-1 em relacdo ao controle negativo; *p <0.05 para EECL em comparacéo

com o controlo negativo; & p <0,05 para CLF-1 em comparacdo com EECL e controle negativo.

5.3 Avaliacédo histopatologica

Pode-se observar no 2° dia P.C. que os animais tratados com EECL e CLF-1
exibiram formacéo do tecido de granulacdo, com a presenca de angiogénese no tecido adiposo
e leve infiltrado inflamatorio (Fig. 7B e 7C). Enquanto que os animais tratados com salina
demostraram uma crosta espessa cobrindo a ferida e presenca de infiltrado inflamatdrio
moderado (figura 7A) com maior prevaléncia em relacdo aos animais que receberam EECL e
CLF-1.

No 7° dia P.C., verificou-se que alguns animais tratados com EECL apresentaram
hemorragia na derme papilar, com uma leve presenca de vasos resultantes do processo de
angiogénese (figura 7E). Enquanto que os animais tratados com CLF-1 apresentaram uma
grande quantidade de vasos na derme (figura 7F). Ao passo que 0s animais tratados com
salina apresentaram proliferacdo e migracdo de células epidérmicas nas bordas da area

lesionada, avancando para o leito da leséo (figura 7D).
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No 12° dia P.C., os animais tratados com EECL apresentaram fechamento da
ferida com a presenca de hiperplasia epidermica e com vestigios de tecido de granulacdo na
derme (figura 7H). Enquanto que no grupo tratado com CLF-1, foi observada total
reepitelizacdo das feridas com producédo de queratina e retragdo do tecido adiposo, ocorrendo
reestruturacdo das camadas da pele (figura 71). Em contraste, os animais tratados com salina
apresentaram, ainda, feridas abertas com presenca de crosta no leito da ferida e proliferacédo
das células epidérmicas nas bordas em direcdo ao leito, assim como intensa angiogénese na

derme (figura 7G).
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Figura 7 - Fotomicrografias da pele de camundongos tratados com EECL e CLF-1 de C.

leprosum no 2°, 7° e 12° dias pos cirurgico.

SALINA EECL CLF-1

.

*
|

Fonte: préprio autor. As fotomicrografias das lesdes cutaneas induzidas cirurgicamente em camundongos
tratados com a administracéo topica de salina (A, D e G), EECL (B, E e H) e CLF-1 (C, F e I). As imagens

foram adquiridas no 2°,7° e 12° dia P.C.. As setas indicam eventos que ocorreram durante o processo de

cicatrizagdo: vermelho - vasos de angiogénese; preto — infiltrado inflamatério; azul - reepitelizac@o. Estrela
branca - crosta, Cl - células inflamatéria, TG - tecido de granulagéo, DC - deposicdo de coldgeno. Método de
coloracdo:. H & E. Aumento de 10x (A -F) e 4x (G -I).
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas como fonte de medicamentos em
praticamente todas as culturas, desde os tempos antigos, e sdo de grande importancia para a
salde dos individuos e das comunidades (VIAU et al, 2014). Além disto, as plantas vém
sendo utilizadas para tratamento de feridas desde a antiguidade ( KASOTE; AHMAD;
VILJOEN, 2015).

Produtos naturais sdo a base para diversos insumos biotecnolégicos. De fato, estes
sdo compostos biologicamente ativos com grande potencial terapéutico que formam bases
moleculares para muitas drogas em uso clinico (PESSOA et al., 2006). A caatinga (vegetacdo
semiarida) € um bioma exclusivamente brasileiro e possui uma significante biodiversidade,
entretanto, ainda pouco estudada (DE ALBUQUERQUE et al., 2007).

No presente estudo, foi avaliado o efeito do tratamento com o extrato etandlico e
o0 triterpeno 3p, 6B, 164-trihydroxylup-20 (29)-eno (CLF-1) provenientes de folhas de C.
leprosum no processo de cicatrizacdo de feridas, sendo analisado tanto “in vitro” com o ensaio
de migragdo de células, quanto “in vivo”, onde, em modelo experimental, feridas cutaneas
foram realizadas em camundongos e a evolucdo clinica e histopatologica foram analisadas.

A cicatrizacdo cutanea ¢ um processo dindmico que envolve uma acao integrada
de varios tipos celulares, com a MEC e mediadores sollveis como citocinas, e que tem por
finalidade restaurar a integridade da estrutura anatdmica lesada (THOMAS et al., 1995;
PARK; BARBUL, 2004). A sequéncia de eventos que ocorrem na cicatrizacdo € classificada
em fases inflamatoria, proliferativa e maturagdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004). No
entanto, embora a reparacao tecidual compreenda um processo sistémico, é necessario muitas
vezes fornecer condicOes locais adequadas, através de terapia topica, para viabilizar o
processo fisioldgico (COELHO et al., 2010).

O objetivo do tratamento de uma ferida é sua recuperagéo rapida, com minima dor
e formacéo de cicatriz fibrotica (CLARK, 1991). Entretanto, a informacéo cientifica sobre o
efeito potencial de agentes tdpicos na cicatrizagdo de feridas da pele € limitada, mesmo sendo
0 estudo da cicatrizacdo cutanea de grande interesse para o setor da salde publica, visto que
as feridas da pele acometem um grande nimero de pacientes, reduzindo sua qualidade de vida
e prolongando o tempo de internacdo, o que acarreta no aumento significativo das despesas
de saude (R1ZZI et al, 2010; PERINI et al, 2015).

As substéncias bioativas oriundas de plantas tém mostrado potencial notavel para

acelerar a cicatrizacdo de feridas, e devem a sua atividade medicinal a presenca de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viau%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086656
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128008744000064
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128008744000064
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128008744000064
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128008744000064
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metabdlitos secundarios, tais como terpenos, alcaldides, esterdides, taninos, glicosideos,
saponinas e flavonoides, que podem estar contidos nas folhas, hastes, cascas, frutos, sementes,
raizes e flores (ADIELE; ADIELE; ENYE, 2014).

O ensaio de scratch compreende um método in vitro classico que comumente é
utilizado para estudar a migracéo de células e a biologia subjacente na cicatrizacdo de feridas
(YARROW et al.,, 2004). Além de ser considerado uma plataforma promissora para
diferenciar o potencial anti-inflamatério e cicatrizante de diferentes compostos isolados de
plantas (FRONZA et al., 2009).

Uma das grandes vantagens desta técnica é a possibilidade da mimetizacdo da
migracdo celular in vivo, a adequacdo especial para o estudo da regulacdo da migracdo das
células por interacdo da célula com a MEC e as interacdes célula-célula, além do método ser
compativel com a microscopia, 0 que permite a analise dos acontecimentos de sinalizacéo
intracelular (LIANG; PARK; GUAN, 2007). Ademais, 0os ensaios de migracao de células in
vitro podem ser utilizados na investigacdo da influéncia de varias drogas e outras substancias
na migracao celular (FISCHER; STINGL; KIRKPATRICK, 1990; YARROW et al., 2004).

De acordo com Ghosh et al. (2012), compostos isolados de plantas podem
promover a contracdo das lesfes de forma mais eficaz e num periodo de tempo mais curto em
relacdo a outros tratamentos topicos convencionais, especialmente por estimulacdo da
proliferacdo de células epiteliais e epitelializacdo subsequente. Kisseih et al. (2015)
avaliaram os efeitos in vitro (imunofluorescéncia e Western Blot) do extrato aquoso de folhas
de C. Mucronatum, planta pertencente ao género Combretum, sobre as células da pele e
verficaram um efeito positivo deste extrato na cicatrizacdo de feridas.

No presente estudo, foi investigado o efeito de diferentes concentracbes do
triterpeno bioativo isolado de folhas de C. leprosum (CLF-1) na migracdo e proliferacdo de
fibroblastos normais, onde o triterpeno bioativo CLF-1 apresentou influéncia positiva dose-
dependente, levando a completa confluéncia dentro da &rea do scratch na dose de 2,5ug/mL
no tempo de 24 horas. Esses resultados corroboram com os resultados in vivo, onde as lesdes
que foram tratadas com CLF-1 apresentaram fechamento total, enquanto que no grupo
controle ainda foi possivel observar no 12° dia P.C. feridas abertas com crostas no leito.
Adicionalmente, CLF-1 ndo apresentou toxicicidade sobre os fibroblastos, pois estes
apresentaram-se viaveis durante o periodo avaliado.

O ensaio de scratch compreende a segunda fase do processo cicatricial, que se

caracteriza pela proliferacdo e migracdo tanto de queratindcitos, quanto de fibroblastos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1995764514601048
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(GURTNER et al., 2008). Nesse sentido, os fibroblastos estdo envolvidos na producdo de
colageno, o que os torna uma das principais células envolvidas na cicatrizacdo, que tém como
funcdo principal a manutencdo da integridade do tecido conjuntivo, pela sintese dos
componentes da matriz extracelular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os estudos farmacol6gicos com extratos e compostos isolados a partir de
diferentes partes do C. leprosum sugerem varias atividades bioldgicas tais como anti-
inflamatdria, anti-nociceptiva, anti-colinesterase e anti-ulcerosa (FACUNDO et al., 2005,
NUNES et al., 2009 e PIETROVSKI et al., 2006). Embora o “mofumbo” seja utilizado
popularmente como planta medicinal no tratamento de feridas (FACUNDO et al., 2005), ndo
ha dados cientificos suficientes que demonstrem a eficacia da sua atividade pro-cicatrizante
em feridas cutaneas.

A mensuracdo da area da ferida € um dos aspectos fundamentais na avaliacdo do
processo cicatricial, pois fornece de maneira objetiva parametros que indicam a progressao do
processo cicatricial (BATES-JENSEN, 1995). No presente estudo, verificou-se uma
diminuicdo nas areas das feridas tratadas com EECI e CLF-1 durante o periodo analisado e,
adicionalmente, na analise histopatoldgica foi observado estimulacdo da formacdo do tecido
de granulacdo e da proliferacdo das células epidérmicas.

Estudos in vivo, que testaram uma pomada produzida a partir do extrato da casca
de Terminalia catappa, planta pertencente a familia Combretaceae, em lesGes realizadas em
ratos wistar demonstrando uma redugéo de 97% no tamanho da ferida, em comparagdo com
os animais de controle (KHAN et al., 2014). No presente estudo, CLF-1 induziu o fechamento
de todas as lesbes, enquanto que algumas feridas tratadas com controle, ainda, apresentaram-
se abertas.

A reepitelizacdo é um processo que permite a reconstrucdo da integridade da
permeabilidade da epiderme e envolve mecanismos tais como migracao e diferenciacdo dos
queratinocitos e reestruturagdo da membrana basal (LAUREANO; RODRIGUES, 2011). O
tecido de granulacdo consiste em uma matriz formada por células inflamatorias, vasos
sanguineos e fibroblastos. Os fibroblastos produzem uma grande variedade de substancias
importantes no processo cicatricial tais como o0s componentes da MEC e atuam
principalmente na proliferagcéo e migragéo celular (SINGER & CLARK, 1999).

O reparo dos tecidos no processo de cicatrizacdo de feridas é regulado por uma
resposta inflamatoria, que por sua vez é caracterizada por um intenso infiltrado inflamatorio

composto por neutrdfilos polimorfonucleares (PMN), seguido de macrofagos (MARTIN;
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LEIBOVICH, 2005). Quando adequadamente estimulados por prostaglandinas, estas células
produzem mediadores, tais como IL-1, IL-6, TNF-a, e proteoglicanos tais como PF4, que
estimulam a remodelacdo da matriz extracelular (TELLER; WHITE, 2009). Os neutrofilos
possuem, ainda, um arsenal de proteinas antimicrobianas e espécies reativas de oxigénio, 0s
quais sdo capazes de degradar agentes patogénicos. No entanto, este sistema de defesa pode
ndo somente ser nocivo para organismos patogénicos, mas também pode ter um efeito
prejudicial sobre os componentes dos tecidos do hospedeiro (NEMETH; MOCSAI, 2012).

Horinouchi et al. (2013) mostraram que o extrato etandlico das flores de C.
leprosum reduziu niveis de IL-6 em camundongos, promovendo, assim, um resposta anti-
inflamatdria. Além disso, o triterpeno 34, 64, 164-trihydroxylup-20(29)-ene isolado a partir
das flores da mesma planta reduziu os niveis de IL-1p ¢ TNF-a sem alterar os niveis de IL-10,
demonstrando, assim, acdo anti-inflamatoria e efeitos antinociceptivos (LONGHIBALBINOT
et al, 2012; LONGHIBALBINOT et al, 2011). Ademais, estudos que avaliaram plantas
membros da familia Combreteacea também relataram atividade anti-inflamatoria em
diferentes extratos. Segundo Zhong et al (2014), o extrato polifendlico da Terminalia
chebula Retz. diminui a reacdo inflamatéria em multiplos orgdos de frangos contaminados
com Escherichia coli aviéria. E ainda, o alcaldide extraido do Combretum molle demostrou
ter efeitos inibidores da prostaglandina D2 sintase hematopoética (H-PGD), exibindo portanto
enfeito anti-inflamatério, o que apoia, assim, o uso tradicional desta planta para o controle de
inflamagdes em geral (MOYO; CHIMPONDA; MUKANGANYAMA, 2014).

Desta forma, estes trabalhos corroboram com os resultados encontrados no
presente estudo, em que o tratamento com EECL e CLF-1 induziu uma diminuicdo na
resposta inflamatoria, em comparagdo com o grupo controle. No entanto, apesar da resposta
anti-inflamatoria, € importante ressaltar que o tratamento com CLF-1, durante o estudo in
vitro demonstrou o fechamento da area do scratch em 24 horas e, por conseguinte, no estudo
in vivo foi possivel observar a atuacdo do EECL e CLF-1 na diminui¢do gradativa das areas
das les0es tratadas.

A neovascularizacdo € essencial, pois permite a troca de gases e a nutricdo das
celulas metabolicamente ativas envolvidas na cicatrizagdo (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005). O processo de angiogénese estd associado com a fase proliferativa da cicatrizagdo de
feridas, na qual novos vasos emergem no terceiro ou no quarto dia ap6s a ocorréncia da lesdo

e estd intimamente relacionado com a formacdo de tecido de granulacdo. Alem disso, a
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formacdo de novos vasos depende do controle dos fatores pro- e anti-angiogénicos (BAO et
al., 2009).

Um dos principais fatores pro-angiogénicos € o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que esté estreitamente relacionado com a proliferacdo e migracéo de células
endoteliais para formagdo de novos vasos sanguineos (JOHNSON; WILGUS, 2012). Outro
mediador essencial é o fator de crescimento transformador- (TGF-B), que promove a
formacéo do tecido de granulacdo por induzir proliferacdo de fibroblastos, e pode estimular a
producdo e deposicdo de proteoglicanos a partir da matriz extracelular (WERNER; GROSE,
2003). Portanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que CLF-1 pode estar atuando
sobre a producdo de VEGF e TGF-B, estimulando, assim, a angiogénese, a producdo de
colageno pelos fibroblastos e a migracdo dos queratindcitos, resultando em um répido
fechamento das lesdes mais rapido.

Estudos realizados com plantas pertecentes a familia Combreteacea corroboram
com os achados deste estudo. Taninos extraidos de frutos da Terminalia chebula Fructus
Retz. demonstraram uma potente atividade anti-bacteriana e pro-angiogénica. Vale ressaltar
que a atividade pré-angiogénica dos taninos foi resultante da regulacdo positiva dos niveis de
transcricado, translacdo e de expressao VEGF-A, o que propiciou 0 aumento da quantidade de
capilares recentemente formados na fase inflamatéria, bem como a percentagem de contracao
da ferida nas fases de granulacdo e de formacéo de cicatriz (L1 et al., 2011).

Em resumo, os principais achados deste estudo sugerem que EECL e CLF-1
sejam compostos com atividade pro-cicatrizante e anti-inflamatério que possuem capacidade
de auxiliar na terapia de pacientes acometidos por feridas, porém, vale salientar que estudos

futuros sdo necessarios para avaliar 0s mecanismos envolvidos neste processo.
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7 CONCLUSAO

e O triterpeno bioativo CLF-1 de C. leprosum ndo apresentou efeito citotoxico
em fibroblastos saudaveis, e induziu proliferacdo dose-dependente destas células em
modelo de cicatrizacao in vitro.

e EECL e o triterpeno CLF-1 isolados de folhas do Cobretum leprosum MART.
apresentaram potencial pré-cicatrizante em lesfes cutaneas induzidas em camundongos.

e EECL e CLF-1 induziram uma diminuicdo do infiltrado inflamatorio,
demonstrando assim uma possivel atividade anti-inflamatoria, além de estimular
angiogénese e a epitelizacdo das lesdes.
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