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RESUMO

O processo de angiogénese ¢ definido como a formagdo de novos vasos sanguineos por um
processo de germinagdo de brotos endoteliais a partir de vasos capilares preexistentes. Esse
evento esta relacionado a varios processos fisioldgicos como morfogénese e cicatrizagdo de
feridas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da goma arabica e do eugenol na
angiogénese inflamatoria em um novo modelo de indculo de silica subcutaneo por meio da
andlise histologica de laminas coradas pela hematoxilina-eosina e por meio da imuno-
histoquimica pelo CD 31. Noventa e seis ratas Wistar foram distribuidas em 16 grupos
contendo 06 animais cada. As substancias administradas, via gavagem, foram: 4gua destilada ,
goma arabica PA (500 mg/100 g de peso) e eugenol (10 mg/100 g peso). Os grupos controles
(I, 10, 100, IV, IX, X, XI e XII) receberam indéculo de 0,2 mL de 4gua destilada estéril no
subcutaneo. Os grupos experimentais (V, VI, VII, VIII e XIII, XIV, XV e XVI) foram
submetidos ao in6culo de 0,2 mL de solugdo de silica (50 mg/mL) no subcutaneo. Os grupos I
e V receberam agua destilada por 7 dias e os grupos IX e XIII receberam por 14 dias; os
grupos II e VI receberam goma arabica e eugenol por 7 dias, e os grupos X e XIV por 14 dias;
os grupos III e VII receberam goma arabica por 7 dias, e os grupos XI e XV por 14 dias; os
grupos IV e VIII receberam eugenol por 7 dias, e os grupos VIII e XVI receberam por 14 dias.
As laminas foram avaliadas com magnificagdo de 400x em um total de 5 campos. Mesmo
com quantidades de dias de tratamento diferentes, ndo houve diferenca entre os achados
histoloégicos entre os grupos. Os grupos que receberam goma arabica apresentaram
diminui¢do da densidade vascular, tanto os tratados por 7 dias (0,09 ym? + 0,02) quanto os
tratados por 14 dias (0,08 ym? + 0,03), porém ndo ocorreu de forma clinicamente significante.
Nos animais que receberam apenas eugenol por 7 dias, ocorreu uma redu¢do da densidade
vascular (angiogénese), entretanto, estatisticamente nao significante (0,08 ym? + 0,03). Nos
grupos tratados por 14 dias, houve estimulo a angiogénese de forma estatisticamente
significante (0,14 ym? + 0,02). O modelo experimental inédito de in6culo de silica no dorso
de ratas Wistar foi desenvolvido com sucesso. O eugenol inibiu a angiogénese inflamatoria
nesse modelo, ao ser administrado durante 7 dias, e estimulou a angiogénese nos grupos

tratados por 14 dias.

Palavras-chave: Inibidores da Angiogénese. Inflamacdo. Eugenol. Goma Arabica.

Granuloma.



ABSTRACT

The process of angiogenesis is defined as the formation of new blood vessels by a process of
endothelial sprouts germinating from preexisting capillaries. This event is related to several
physiological processes such as morphogenesis and wound healing. The objective of this
work was to evaluate the effects of gum arabic and eugenol on inflammatory angiogenesis in
a new model of subcutaneous silica inoculum through histological analysis of slides stained
with hematoxylin-eosin and through immunohistochemistry with CD 31. Ninety and six
Wistar rats were distributed in 16 groups containing 06 animals each. The substances
administered via gavage were: distilled water, gum arabic PA (500 mg/100 g of weight) and
eugenol (10 mg/100 g of weight). Control groups (I, I, III, IV, IX, X, XI and XII) received an
inoculum of 0.2 mL of sterile distilled water subcutaneously. The experimental groups (V, VI,
VII, VIII and XIII, XTIV, XV and XVI) were submitted to the inoculum of 0.2 mL of silica
solution (50 mg/mL) subcutaneously. Groups I and V received distilled water for 7 days and
groups IX and XIII received it for 14 days; groups II and VI received gum arabic and eugenol
for 7 days, and groups X and XIV for 14 days; groups III and VII received gum arabic for 7
days, and groups XI and XV for 14 days; groups IV and VIII received eugenol for 7 days, and
groups VIII and XVI received it for 14 days. Slides were evaluated at 400x magnification in a
total of 5 fields. Even with different amounts of treatment days, there was no difference
between the histological findings between the groups. The groups that received gum arabic
showed a decrease in vascular density, both those treated for 7 days (0.09 pm*> % 0.02) and
those treated for 14 days (0.08 um> =+ 0.03), but it did not occur in a similar way. clinically
significant. In animals that received only eugenol for 7 days, there was a reduction in vascular
density (angiogenesis), however, it was not statistically significant (0.08 um> £ 0.03). In the
groups treated for 14 days, there was a statistically significant stimulus to angiogenesis (0.14
um> £ 0.02). The novel experimental model of silica inoculum on the back of Wistar rats

was successfully developed. Eugenol inhibited inflammatory angiogenesis in this model,

when administered for 7 days, and stimulated angiogenesis in the groups treated for 14 days.

Keywords: Angiogenesis inhibitors, Inflammation, Eugenol, Gum arabic, Granuloma.
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1 INTRODUCAO
1.1 Angiogénese

O processo de angiogénese ¢ definido como a formagdo de novos vasos sanguineos por
um processo de germinacdo de brotos endoteliais a partir de vasos capilares preexistentes.
Esse evento esté relacionado a varios processos fisiologicos como morfogénese e cicatrizagao
de feridas (JOHNSON, 2001). Além disso, a angiogénese desregulada pode induzir ou
aumentar diversas condigdes patoldgicas (SAJIB et. al, 2018) como artropatias cronicas,
retinopatia diabética, glaucoma vascular, crescimento tumoral e disseminagdo metastatica.
(JOHNSON, 2001).

A angiogénese pode ocorrer por trés mecanismos diferentes: brotamento, intussuscepcao
e formacdo de pontes celulares. No brotamento, as células do endotélio migram para o espago
extravascular formando brotos lateralizados. Na intussuscepgdo, ocorre a invaginagdo da
parede do vaso através de células periendoteliais, dividindo o vaso em duas partes
longitudinais. Na formag¢do de pontes celulares, ha formacdo de um vaso unico através das
pontes transendotelial que fracionam a luz vascular, formando canaliculos que se desprendem
formando novos vasos (CONWAY, COLLEN, CARMELIET, 2001; DVORAK, 2003).

Esse processo inclui varias etapas caracterizadas por fungdes celulares endoteliais
distintas, como proliferacdo, migracdo, formacdo de lumen, diferenciacdo e maturagdo
(SAJIB et. al, 2018). Cada etapa envolve multiplos fatores de crescimento, receptores e
moléculas, causando a diversidade de vias de sinalizagdo que afetam a patogenicidade da
angiogénese em diferentes doencas. (CARMELIET, 2000). Além disso, o envolvimento do
microambiente, constituido principalmente por células mesenquimais e matriz extracelular,
torna dificil a compreensdo e a intervengdo terapéutica da angiogénese (RIEDER et al., 2009;
MONGIAT et al., 2016).

Durante a angiogénese, as células endoteliais sdo ativadas e linhas unicas de células
comecam a migrar de um vaso preexistente em direcdo a um gradiente de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), um fator de crescimento produzido sob condigdes hipdxicas
(GERHARDT, 2008).

O VEGF ¢ o principal fator soluvel que modifica a barreira endotelial (MELINCOVICI,
et al., 2018). Esse fator ¢ secretado por neutréfilos, plaquetas, macrofagos, células T ativadas,
células dendriticas, pericitos e as proprias células endoteliais (LAPEYRE-PROST et al.,
2016). Originalmente, o VEGF era descrito como fator de permeabiliza¢ao vascular devido a
um de seus efeitos fisiologicos. O VEGF sustenta crucialmente a sobrevivéncia das células

endoteliais e promove a angiogénese dos vasos sanguineos (STURTZEL, 2017).
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A expressdao do VEGF ¢ regulada pelo fator 1 induzido por hipoxia (HIF-1). Esse fator ¢
composto por duas subunidades, fator 1 alfa (HIF-1a) e fator 1 beta (HIF-1B). A atividade
bioldgica do HIF-1 depende da quantidade de HIF -la que, na maioria das vezes, ¢ regulada
pela tensdo de oxigénio. Uma queda na concentracdo de O> e um aumento na concentracao
intracelular de HIF -la, que ¢ uma proteina reguladora, estimulam a transcricdo do gene
VEGEF que atua sobre as células do endotélio, levando a proliferagdo das mesmas, bem como
a producdo de proteases e formagdo de brotos. As células das extremidades dos brotos captam
o gradiente de VEGF e se movem na direcdo da fonte desse (FERRARA; GERBER;
LECOUTER, 2003).

Os novos vasos sdao formados como brotamentos crescentes de células de ponta
(STURTZEL, 2017). A célula de ponta expressa receptores de VEGF para detectar o
gradiente dele. As células-tronco seguem imediatamente apds a célula da ponta (FRAISL et
al., 2009). Varios fatores podem selecionar uma célula para se tornar uma célula de ponta,
incluindo vantagens metabodlicas como glicolise elevada o que confere maior mobilidade ou
melhor arranjo celular, orientando células em certas dire¢des para facilitar a migracao
(JAKOBSSON et. al, 2010). Quando um broto encontra outro, eles irdo realizar anastomoses
e o sangue pode fluir através de um vaso recém-formado (BLANCO et al., 2013). Esse
processo ¢ frequentemente interligado por macrofagos através da conferéncia de fontes de
receptores (notch), especialmente, em pontos de ramificacdo (OUTTZ et. al, 2011).

Muitos fatores, incluindo quimiocinas, tém capacidade prd-angiogénica, refletindo a
necessidade interligada de novos vasos durante uma resposta imune (INOUE et. al, 2000). Por
exemplo, a interleucina (IL)-8 (IL-8) ¢ altamente angiogénica e sua expressao esta associada a
mau prognostico em diferentes tipos de cancer, mas induz as células endoteliais na
proliferacdo no miocardio isquémico (XIE et al., 2015).

Podemos citar também dentre os estimuladores deste processo, as angiopoetinas 1 e 2
(ANG1 e ANG?2) que sao responsaveis pela estabilizagdo vascular ao se ligarem ao receptor
tirosina quinase tie 2 (TIE2) e promoverem a sobrevida endotelial, através do recrutamento de
pericitos. Os fatores de crescimento de fibroblastos sdo descritos como indutores de
angiogénese e estimulam a proliferacao e diferenciagdo de células do endotélio (EICHORN et
al., 2007).

Os mondcitos também podem ser um recurso adicional do VEGF, sendo necessarios para
o processo de arteriogénese e para a rapida maturagdo dos capilares colaterais nas artérias

apos uma oclusdo da circulagdo arterial (GRUNEWALD et al., 2011).
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Dentre os inibidores da angiogénese ha a angiostatina que tem efeito inibitdrio na matriz
extracelular, reduzindo a migragdo e a invasdo de células endoteliais. A endostatina ¢
proteoglicano encontrado na parede do vaso e inibe a migracdo, levando a apoptose
(EICHORN et al., 2007). Os interferons, primeiros reguladores endogenos antiangiogénicos
identificados, inibem a secrecao do fator de crescimento de fibroblastos (LINDNER, 2002).

O desequilibrio da atividade molecular entre estimuladores e inibidores da angiogénese
contribui para o desenvolvimento de diversas doengas neoplasicas, inflamatorias, isquémicas,
infecciosas e imunologicas (CARMELIET, 2005).

Assim, Folkman, em 1971, sugeriu que o controle da angiogénese poderia ser 1util no
controle do crescimento tumoral (Figura 1) uma vez que a desregulagdo na angiogénese esta
associada ao crescimento de tumores e as doengas angioproliferativas (CHAVES, 2016). No
entanto, o estimulo farmacolégico da angiogénese pode ser benéfico em situagdes clinicas na
qual sua ativagdo ¢ terapeuticamente necessaria, tais como na reparacdo de feridas e na

isquemia (DETILLIEUX et al., 2003).

Figura 1. Angiogénese.
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Disponivel em: https://www.tocris.com/cell-biology/angiogenesis

Neste sentido, existem relatos na literatura sobre determinados produtos de origem
vegetal, como a propolis vermelha (MELO et. al, 2018) que apresentam substancias indutoras

de angiogénese (WANG et al., 2004).
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1.2 Inflamacéao

A inflamagdo ¢ definida como a resposta fisiolégica a agentes infecciosos ou nao
infecciosos. O processo de inflamacdo ¢ ativado a fim de remover as células do tecido
danificado e a fonte da lesdo. O objetivo geral do processo inflamatdrio € a reparacdo do
tecido danificado para restaurar a arquitetura tipica do tecido, mantendo assim a homeostase
celular/tecidual. (AGUILAR-CAZARES et. al, 2019). Desde a resposta inflamatoria local até
uma inflamagdo sistémica total, ocorre uma ampla e complexa sequéncia de eventos
(VARELA et.al, 2018).

A via de ativag@o desse processo consiste em indutores, sensores, mediadores e efetores.
Os indutores podem ser organismos infecciosos ou estimulos ndo infecciosos, como toxinas,
corpos estranhos, sinais de células necroéticas e tecidos danificados. Sensores sdo moléculas
especializadas ativadas pelos indutores, que acionam a produg¢do de mediadores. Os
mediadores sdo substancias quimicas endogenas que podem induzir a sensagdo de dor,
promover ou inibir a inflamagdo e a reparagdo de tecidos e ativar os efetores - tecidos e
células (MEDZHITOV, 2008). A combinacdo desses fatores gera muitas rotas alternativas na

via inflamatdria e essa via depende dos estimulos incitantes (MEDZHITOYV, 2010).

Os indutores podem ser classificados como padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMPs), que sdo padrdoes moleculares de organismos infecciosos, € como padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs), moléculas liberadas a partir de células danificadas
do hospedeiro (MEDZHITOV, 2010). Cada um desses padrdes ¢ reconhecido por diferentes
receptores em macrofagos e células dendriticas; receptores de dor também detectam danos
nos tecidos. Citocinas inflamatdrias sdo liberadas apos a estimulagcdo desses receptores
(MILLS, 2011). Eles incluem o fator de necrose tumoral o (TNF-a), IL-1, IL-6, entre outros,
que induzem alteragdes no endotélio, permitindo a passagem de células imunes pelas jungdes

entre as células endoteliais (VARELA et. al, 2018).

As células imunologicas recrutadas dependem do estado inflamatoério do tecido: a para-
inflamacao leva ao recrutamento de mondcitos, enquanto uma inflamagdo completa também
leva a translocagdo de neutrofilos para o tecido (MEDZHITOV, 2010). Essas células liberam
enzimas que combatem organismos infecciosos e limpam as cé¢lulas mortas.

Como consequéncia dessa liberagdo enzimadtica, espécies reativas de oxigénio (ERO) se
acumulam nos tecidos, podendo danificar células saudaveis (MEDZHITOV, 2008). As células
endoteliais também liberam citocinas pro-inflamatdrias que atraem ainda mais células

inflamatorias. O plasma também transloca-se para os tecidos adjacentes, levando ao edema do
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tecido. As plaquetas em circulagdo sdo ativadas e agregadas, enquanto a sintese de proteinas
anticoagulantes ¢ reduzida. Isso pode levar a trombose intravascular, que, em excesso, pode
contribuir para a disfun¢do organica (GANDO, 2010 e SERHAN, 2010). A Figura 2 resume

os eventos que levam aos sinais principais de inflamagao.

Figura 2. Processo inflamatorio.

Resolugdo
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! - Neutroéfilos macréfagos
(vasodilatagdo) vascular (edema) .
Inflamagdo

cronica

Adaptado de: GERMOLEC et. al, 2018

Durante a inflamac¢do aguda, a hiperpermeabilidade vascular permite que mediadores
inflamatorios e células de resposta imune, incluindo, dentre outros, leucécitos e mondcitos /
macrofagos, infiltrem o local do dano (AGUILAR-CAZARES et. al, 2019). Em uma
inflamagdo completa, os neutrofilos sdo as primeiras células imunes a chegar e translocar-se
para os tecidos. Os neutrofilos sintetizam as EROs, estimuladas por fatores externos, como
PAMPs e DAMPs, a fim de eliminar substancias nocivas. Consequentemente, as ERO estao
presentes tanto intracelularmente quanto extracelularmente. A ERO intracelular permite a
formacao de um grupo de proteinas que desencadeia mais inflamacgdo através da clivagem de
precursores de proteinas pro-inflamatorias. Os neutrdofilos também liberam proteinas
quimioatraentes que promovem a migra¢cdo de monocitos para os tecidos. Aqui, 0s monocitos
se diferenciam em macrofagos, M1 ou M2. Os macréfagos M1 ainda produzem ERO e
recrutam outras células imunes, enquanto M2 age em uma fase posterior, pois promove o
reparo tecidual liberando fatores de crescimento (MITTAL et. al, 2014 e GRIFFITHS et. al,
2017). O TNF-a ¢ uma das citocinas inflamatérias mais importantes liberadas pelos
macrofagos M1, pois induz efeitos sist€émicos (VARELA et. al, 2008, ATSUMI et. al, 2007,
BACH et. al, 2014). O fendtipo dos macréfagos esta fortemente ligado ao metabolismo, pois
as cé¢lulas M1 sdo principalmente glicoliticas, enquanto M2 oxidam os acidos graxos

(GRIFFITHS et. al, 2017).
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A depuragdo eficaz, por macrofagos, de neutrofilos que sofreram morte celular
programada também ¢ importante para diminuir o estimulo inflamatorio (BAYIR e KAGAN,
2008). O momento para a resolucdo da inflamacao € critico, pois ha risco de que o processo
inflamatoério permanega ativo, portanto, cronico, € que os danos oxidativos prevalecem

(GRIFFITHS et. al, 2017).

As EROs acumuladas também desempenham um papel importante na definicdo do
momento em que a inflamacdo desaparece (GRIFFITHS et. al, 2017), pois também servem
como moléculas sinalizadoras importantes, regulando o crescimento celular, a diferenciagdo e
a apoptose (MITTAL et. al, 2014). No entanto, as EROs em altas concentra¢cdes sao
prejudiciais aos tecidos, locais e distantes. Os hidroperdxidos, em particular, podem
extravasar do tecido inflamado e atingir a circula¢do, havendo chance de danificar células
sanguineas, proteinas plasmaticas e atingir tecidos distantes por meio de pequenas vesiculas

chamadas exossomos (TAFANI et al, 2016).

1.2.1 Células da resposta inflamatdria

Na fase aguda da inflamagdo, plaquetas e células granulociticas como basoéfilos,
mastocitos, neutrofilos e eosindfilos sdo ativados e, por sua vez, produzem e liberam véarios
mediadores soluveis que estimulam e regulam a resposta inflamatdria. Neutrofilos, que, as
vezes, sdo chamados de polimorfonucleares (PMNs) devido a natureza lobulada de seus
nucleos, sdo os principais mediadores celulares dos processos inflamatorios agudos. Seus
granulos contém uma variedade de enzimas, peptideos, e proteinas e podem liberar
rapidamente EROs. A avaliacdo das substancias produzidas pelos neutréfilos, principalmente
a mieloperoxidase, pode ser usada para avaliar a gravidade da inflamag¢do (GANDO, 2010).
Neutrofilos migram do sangue para o local da lesdo como resultado da vasodilatacdo e da

permeabilidade vascular aumentada.

No entanto, existem intimeras causas de aumento do niimero de neutrofilos circulantes
(neutrofilia), e alguns deles podem ndo estar diretamente relacionados ao status imunoldgico,
0 que ressalta a necessidade de integrar todos os dados de um estudo em vez de avaliar

componentes individuais separadamente (VARELA et. al, 2018).

Basofilos e mastocitos contém granulos citoplasmaticos que servem como
reservatorios para mediadores soliveis que funcionam em muitos aspectos da resposta

inflamatoria. Reagentes de fase inicial liberados a partir de mastocitos, como produtos do
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acido araquidonico (prostaglandinas e leucotrienos) e da histamina medeiam vasodilatacdo e
permeabilidade vascular aumentada da resposta vascular aguda. A secrecdo de fator de
ativacdo plaquetaria (PAF) pelos mastdcitos também aumenta a permeabilidade e, a0 mesmo
tempo, estimula a liberacdo de mediadores de plaquetas, resultando na ativa¢ao de neutrofilos

(VARELA et. al, 2018).

O tamanho e as caracteristicas de coloracdo dos basofilos podem se sobrepor a outros
tipos de células, o que dificulta categoriza-los. Foi demonstrado que instrumentos
automatizados tendem a subestimar as contagens durante a basofilia verdadeira (SERHAN et.
al, 2010). Além disso, os aumentos de basofilos raramente sdo significativos o suficiente para

afetar sensivelmente a contagem total de leucécitos (SCHWARTZ et. al, 2011).

Os eosinofilos sdo as células inflamatorias predominantes associadas com respostas de
hipersensibilidade e eliminagdo de infecgdes parasitarias. Os eosinofilos sdo recrutados para o
local da inflamagdo por varios fatores incluindo IL-5, IL-2, IL-16, histamina, peptideos de
neutrofilos e algumas proteinas do complemento. A ativagdo de eosindfilos resulta na
liberacdo de eosinofilos peroxidase, proteina basica principal (MBP), neurotoxina derivada de
eosinofilos e proteina cationica do eosindfilo (ECP). MBP e ECP sdo proteinas altamente
basicas que degradam células proximas, como epitélio traqueal. Mudangas nos niimeros de
eosinofilos sdo faceis de identificar nos diferenciais manuais de leucocitos, como seus
granulos citoplasmaticos tém uma alta afinidade por corantes 4cidos que resulta em uma

coloracdo rosa / vermelha caracteristica. (GRIFFITHS et. al, 2017)

As plaquetas sdo fragmentos celulares circulantes anucleados derivado de
megacariocitos. Elas sdo rapidamente recrutadas para locais de comprometimento vascular,
lesdo e infec¢do e sdo ativadas localmente. A principal fun¢do das plaquetas ¢ facilitar a
formacao de codgulos e evitar extravasamento vascular. As plaquetas trabalham em conjunto
com proteinas do sistema de coagulacdo, como fibrinogénio e fibronectina, nos locais de dano
vascular. Na homeostase, as plaquetas também apresentam efeitos inflamatdrios e
antimicrobianos e, desse modo, vinculam-se a cascata de coagulacdo e ao sistema
imunolégico (BACH et. al, 2014). Exemplos de suas fungdes inflamatorias incluem a
liberagdo de EROs, que podem contribuir para danos nos tecidos e para a producdo de
mediadores como heparina e serotonina que promovem o estado vasodilatador da resposta
vascular aguda. Um numero de agentes terapéuticos (por exemplo, procainamida,
sulfametoxazol e sais de ouro) podem induzir trombocitopenias mediadas pelo sistema imune

e/ou anemias aplasticas. A rombocitose pode se manifestar como resposta primaria a
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hemorragia, a inflamag¢do aguda ou a infec¢des ou podem ocorrer como resultado secundario
de algumas condi¢des inflamatdrias cronicas como artrite reumatdide ou durante a

regeneracao hepatica, apds hepatotoxicidade ou hepatectomia (BAYIR E KAGAN, 2008).

A infiltrac¢do linfocitica ¢ frequentemente uma caracteristica proeminente nas doengas
inflamatorias cronicas. Os linfocitos T e B podem atuar como efetores especificos de
citotoxicidade ou segregam anticorpos e citocinas que participam do dano tecidual ou do
recrutamento de células inflamatérias. Células que ndo possuem receptores de antigenos
linfocitarios, também secretam citocinas que combatem infecgdes e contribuem para doencas
inflamatorias de maneira inespecifica (TISONCIK et. al, 2012). Linfocitos tendem a estar
mais concentrados em linfonodos ou nos locais da inflamacdo. De fato, a linfopenia
induzida por estresse ¢ um componente mais tipico da inflamagdo. Uma notéavel excecdo ¢ o
rato, onde a linfocitose ndo ¢ incomum em respostas inflamatorias (MARIK e BELLOMO,

2013).

Os macrofagos tendem a se acumular no local da lesdo apos a infiltragdo linfocitica e
também pode ser a resposta primaria as doengas cronicas como infecgdes por micobactérias.
Eles servem como células apresentadoras de antigenos e também ajudam a conduzir e a
perpetuar a resposta imune liberando uma variedade de estimuladores de linfocitos, citocinas
e quimiocinas pro-inflamatorias que desempenham um papel predominante na regulagdo e na
resolucdo do quadro inflamatoério. Enzimas lisossomicas contidas em macrofagos podem
participar da degradagdo fagocitica de corpos estranhos e de mediadores inflamatorios. Além
disso, os monocitos podem ser recrutados para locais inflamatérios da medula oOssea e
continuam a se diferenciar em macréfagos. Monocitos e macrofagos desempenham um papel
importante na remocao de células mortas ou anormais, e assim, o aumento do nimero dessas

células pode ser indicativo de inflamagdo ou necrose tecidual (VARELA et. al, 2018).

1.3 Granuloma

A inflamag¢do granulomatosa ¢ um padrao histologico de reagdo tecidual que aparece
apos lesdo celular. Ela ¢ causada por uma variedade de condicdes, incluindo infecgdes,
doengas autoimunes e alérgicas, causas medicamentosas, toxicas e neoplasicas. O padrdo de
reacdo do tecido restringe o diagnostico diferencial patoldgico e clinico e o gerenciamento
clinico subsequente. Os padrdes de reagdo comuns incluem granulomas necrotizantes,

granulomas ndo necrotizantes, granulomas supurativos, inflama¢do granulomatosa difusa e
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reacdo de corpo estranho de células gigantes. Exemplos de granulomas necrotizantes sao
vistos com infec¢des por micobactérias; ja de granulomas ndo necrosantes com a sarcoidose

(SHAH e ALEXANDER, 2017).

A histogénese dos granulomas depende de varios tipos de células. A composi¢ao tipica é
um centro de macrofagos/histidcitos com linfocitos na borda. A sequéncia de eventos que
levam a formac¢ao do granuloma ¢ regulada por vérios tipos de células e citocinas: enquanto
os mecanismos associados a Thl promovem o desenvolvimento do granuloma, parece que as
células T reguladoras, bem como os macréfagos M2, juntamente com a interleucina (IL) -10 e
a IL-13 a sua dissocia¢do e cicatrizagdo dos tecidos. Existe uma forte correlagdo entre a
estrutura e a fungdo dos granulomas. As doengas cutaneas granulomatosas inflamatorias
cronicas baseiam-se principalmente na modulagdo negativa disfuncional de processos
inflamatorios que levam a formacdo de granuloma e mantém a formacdo (VON STEBUT,
2017).

A arquitetura classica do granuloma maduro consiste em um infiltrado de linfocitos
concéntricos, cujo interior ¢ predominantemente CD68 + células apresentadoras de antigeno
(APC). Possui células epiteliais e gigantes multinucleadas, bem como células T CD4 + e
células de memodria CD45RO +, além de agregados sanguineos e vasos linfaticos (VON
STEBUT, 2017).

Os granulomas sao ativados, classicamente, pelos chamados macrofagos M1. Sua funcao
na formagdo de granuloma consiste na erradicacdo de patdogenos. Macrofagos M2 ativados
alternativamente (induzidos na presencga de citocinas e IL-10, IL-4 e IL-13) parecem controlar
a fun¢do das células M1. Eles tendem a ter uma funcdo reguladora com um efeito positivo na
regeneragdo de tecidos e cicatrizacdo de feridas (ASAIL, 2017). O desenvolvimento de

macrofagos M2 contribuem para a cronicidade dos granulomas.

Os neutrofilos parecem ser necessarios para a formagao inicial dos granulomas e para a
atracdo de macrofagos para o tecido, mas desnecessarios para a manuten¢do do granuloma

(BELKAID, 2000).

Em modelos animais, os mastdcitos desempenham papel importante na formacdo de
granuloma de corpo estranho. O TNFa secretado pelos mastdcitos regula a imigracdo de
neutrofilos, que por sua vez, via MIP-1a / f e MIP-2, promovem o influxo de macrofagos

para o local de formacao do granuloma (MAURER, 2006 e VON STEBUT, 2003).
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O granuloma representa a resposta do hospedeiro e ¢ formado, sobretudo, por histiocitos,
que sdo os macrofagos residentes no tecido (DALDON, 2007). Os granulomas nao

infecciosos podem ser divididos em (MCKEE, 2005):

1. Granulomas sarcdides: consiste no arranjo concéntrico de células epitelidides (histidcitos
modificados). Pela participagdo dos linfocitos T no processo, sdo também denominados de

granulomas imunologicos. O prototipo desse grupo ¢ a sarcoidose.

2. Granulomas necrobidticos: caracterizam-se por degeneragdo do colageno dérmico,
denominada necrobiose, envolto por histidcitos e linfocitos dispostos em palicada. Sao
exemplos de enfermidade desse grupo o granuloma anular, o granuloma actinico e o

nddulo reumatodide.

3. Granulomas de corpo estranho: o granuloma ¢ provocado por substancias incapazes de
elucidar a resposta imune especializada (mediada pelos linfocitos T), sendo também
denominados granulomas ndo imunologicos. Ao exame histopatolégico, caracterizam-se
por material estranho fagocitado por histiocitos, que se aglomeram em células gigantes
multinucleadas (as células gigantes de corpo estranho). Sdo exemplos os granulomas de

corpo estranho provocado por fio de sutura e pélos.

Granulomas de silica tém sido descritos em vitimas de acidente automobilistico (ONESTI
et. al, 2014) e em contamina¢des de tatuagens por didxido de silicio. (FERNANDEZ-
FLORES, 2006; BOZTEPE, 2005). Trata-se de um processo inflamatorio inicialmente agudo
evoluindo para inflamatorio cronico devido a persisténcia do agente (didxido de silicio),

formando um complexo de granuloma de corpo estranho rodeado por colageno.

1.4 Silica (Silicose)

O composto quimico didxido de silicio, também conhecido como silica, ¢ o 6xido de
silicio cuja formula quimica ¢ SiO2. Em seu estado natural, pode ser encontrado em diversas
formas diferentes. Possui 17 formas cristalinas distintas, entre elas o quartzo, o topézio e a
ametista. A principio, qualquer processo que envolva o movimento da terra ou de produtos
que contenham silica, como alvenaria-alvenaria e / ou concreto, pode expor os trabalhadores a
silica (CASTRANOVA, 2004).

A exposicao prolongada a forma cristalina da silica induz a produg¢do de quimiocinas,
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento. Esses mediadores tém-se revelado

importantes para a iniciagdo e progressdo de doencas pulmonares induzidas pela silica
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(CASTRANOVA, 2004). Além desses mediadores, a silica cristalina poderd induzir
toxicidade pela formagao de espécies reativas de oxigénio (CASTRANOVA, 2004).

A silicose ¢ uma das doengas respiratorias ocupacionais mais comumente encontradas em
nosso meio. E causada pela inalagio de silica cristalina que desencadeia uma resposta
fibrética no parénquima pulmonar. Apresenta-se como doenca intersticial difusa e a expressao
clinica varia de formas assintomaticas a insuficiéncia respiratdria cronica. O diagnostico ¢
baseado na historia clinica e nos achados radiologicos. Nao existe tratamento eficaz e, uma
vez diagnosticado, o paciente deve evitar todas as fontes de exposi¢do ocupacional. Nessas
diretrizes, sdo revisados os aspectos clinicos, radioldgicos e funcionais da silicose, e sdo
propostas estratégias para diagndstico, monitoramento e classificagdo dos pacientes, além de
recomendacdes sobre as implicagdes ocupacionais dessa doenga.

Acredita-se que a silicose (doenga pulmonar ocupacional) por aspiracdo de silica, seja
iniciada por um nimero maior de macrofagos alveolares ativados, liberando numerosos
mediadores inflamatdrios, que desempenham papéis cruciais na ocorréncia e desenvolvimento
da doenca (ZHANG, 2018).

A doenga cutdnea ¢ um evento raro descrito pela primeira vez em 1916 como
“pseudotuberculoma silicoto” (SHATTOCK, 1916). E caracterizada por um granuloma de
corpo estranho produzido por implante acidental de silica em uma ferida e a patogénese ndo ¢
clara (KAYA, 2003). Alguns autores sugerem que ¢ necessario tempo para essa
transformagdo, levando em consideracdo o longo periodo de laténcia caracteristico para o
desenvolvimento de granuloma de silica, o que pode variar de vérias semanas a 59 anos

(intervalo médio de aproximadamente 10 anos) (MOWRY, 1991; KAYA, 2003).

1.5 Goma arabica

Gomas naturais sdo exsudadas por algumas plantas como protecdo em resposta a lesdo
mecanica ou invasdo microbiana (MARQUES E XAVIER-FILHO, 1991). A goma arabica
(GA) ¢ um exsudado de ocorréncia natural coletado de Acacia senegalesas (Figura 3), nativa
da Africa (THEVENET, 1988), consistindo de um complexo mistura de polissacarideos e
proteinas (MAHFOUDHI et al., 2016).
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Figura 3. Acacia senegalesas
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Disponivel em: http://kolon.geologypu.org/acacia-senegal/

Em pesquisas realizadas com GA, NASIF, em 2011, ilustrou alteragdes funcionais e
bioquimicas associadas com alteracdes histopatologicas induzidas pela aspirina em um
tratamento por 21 dias. Concluiu ainda um significativo papel da goma arabica para manter o
equilibrio das enzimas pancredticas, intestinais e do conteudo intestinal de ferro e de zinco em
tratamento associado com aspirina em ratos. Além disso, a GA mostrou um potencial efeito
gastroprotetor (NASIF, 2011).

A ingestdo de GA diminuiu os niveis de fatores de transcrigdo angiogénicos
(angiogenina 1, angiogenina 3 e angiogenina 4) dentro de 4 dias. Sabe-se que as angiogeninas
estdo relacionadas com a proliferagdo vascular (angiogénese) e, consequentemente, com o
crescimento ¢ metdstases de tumores, bem como possibilita revascularizacdo de tecidos
isquémicos (NASIR, 2010). Além disso, camundongos tratados com GA apresentaram
declinio da genotoxicidade colonica, hepatica e sistémica e do estresse oxidativo em um
modelo de carcinogénese colorretal (AVELINO, 2021). Esses resultados refletem o papel
antioxidante do GA e podem levar ao desenvolvimento de tratamentos que inibam a
carcinogénese colorretal. Entdo, a goma arabica pode ser um instrumento de tratamento para

doengas inseridas nesse contexto.
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Avancos em nanotecnologia permitiram a utilizagdo da goma arabica como estabilizante
e como agente redutor na sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs) (KATTUMURI et al.,
2007). A propriedade de superficie ativa da GA e sua biocompatibilidade, in vitro ou in vivo,
tém mostrado sua utilizacdo como molécula emulsificante e estabilizadora em nanotecnologia
e como uma molécula liberadora de farmaco que ¢ capaz de melhorar a estabilidade aquosa
(WILLIAMS et. al, 2007). O TNF-a, uma citocina multifuncional, é primariamente ativada na
inflamacao sistémica. Uma elevacao significativa da concentracdo de TNF-a foi detectada em
todos os tumores, o que dramaticamente diminuiu quando camundongos portadores de tumor

foram submetidos a GA-AuNPs + laser (GAMAL-ELDEEN et al., 2017).

1.6 Eugenol

O Eugenol (E) ¢ um composto aroméatico que esta presente nos cravos. O cravo-da-india ¢
um tempero importante, com uma ampla variedade de usos medicinais (YAN et al., 2017),
principalmente, = como  antibacteriano,  antiviral,  antioxidante, antiinflamatorio
(JAGANATHAN et al., 2012). O principal componente do cravo-da-india (o isdmero
isoeugenol) ¢ produzido a partir do eugenol por meio de uma reagdo que ocorre naturalmente
nos dentes (CORTES-ROJAS, 2014).

O eugenol (Eu, 4-alil-2-metoxifenol) (Figura 4), e seus compostos relacionados sio
antioxidantes eficazes que podem impedir doengas mediadas por radicais livres, como cancer,
condi¢des inflamatorias (diabetes tipo 2 e doenga cardiovascular), disturbios
neurodegenerativos e alteracdes periodontais (PRAKASH, 2005). Eles podem atuar como
eliminadores ou geradores de radicais livres, dependendo da sua natureza e da sua
concentragdo. Esse efeito duplo pode influenciar a viabilidade celular e a atividade anti-

inflamatoria em varios graus (CARRERAS, 2012).

Figura 4 — Molécula do Eugenol
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Disponivel em: http://tudosobreoeugenol.blogspot.com/2015/10/
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Foi-se demonstrado um papel importante do eugenol na atividade inibitéria da Cox-2.
Durante um processo inflamatdrio, a Cox-2 ¢ um dos principais contribuintes para o aumento
do nivel da prostaglandina E2, o que aumenta o processamento de estimulos nociceptivos
apos a inflamagdo. Efeitos inibitorios de compostos relacionados ao eugenol em macrofagos e
linhas celulares ativadas com lipopolissacarideos (LPS) foram investigadas e comprovadas
(FUJISAWA, 2016)

Um estudo anterior demonstrou que o eugenol induz a apoptose e inibe a invasdo e a
angiogénese no modelo gastrico induzido pela N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG)(MANIKANDAN et al., 2010). Além disso, no HSC-2 (célula cancerigena escamosa
oral), ha morte celular ndo apoptotica induzida por eugenol (KOH, 2013). Embora o eugenol
tenha demonstrado induzir apoptose em linhas celulares de cancer, ndo ha relatos de efeitos
do eugenol sobre as caracteristicas marcantes de tumores induzidos quimicamente em
modelos animais (YOO et al., 2005; PISANO et al., 2007; GHOSH et al., 2009).

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que o eugenol, provavelmente, ¢ capaz
de manipular o equilibrio entre proteinas pré e anti-apoptdticas (MANIKANDAN, 2011) e

também tem especificidade de tipo de célula.

1.7 Ratas Wistar

O rato de laboratorio, Rattus norvegicus, usado atualmente na maioria dos biotérios deriva
de colonias provenientes dos EUA, embora seja originario da Asia Central. Acredita-se que
tenha sido a primeira espécie de mamifero domesticada para fins cientificos. A grande difusao
desse animal na pesquisa se deu com Henry H. Donaldson que, ao trabalhar no Wistar
Institute, na Filadélfia, criou uma equipe que se dedicou a padronizar coldnias de rato a partir
de casais albinos. Desde entdo, por serem considerados mais doceis, os exemplares albinos
foram mantidos.

Os ratos Wistar sdo caracterizados pelas orelhas alongadas, cabega grande e comprimento
da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A gestagdo dura de 20 a 22 dias e o
desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade. Sdo considerados animais doceis, de facil
manipulacdo e tém boa capacidade de aprendizado (WISEMAN E PARDUE, 2001).

Em 2001, o Institute of Medicine publicou uma revisdo que enfatizava a necessidade de
definic¢des claras de sexo e género (WISEMAN E PARDUE, 2001). O sexo foi definido como
"a classificagdo dos seres vivos, geralmente como masculino ou feminino, de acordo com seus
orgdos reprodutivos e fungdes atribuidas pelo complemento cromossémico". Por outro lado, o

género foi definido como “a autorrepresentacdo de uma pessoa como homem ou mulher, ou
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como essa pessoa ¢ respondida por instituicdes sociais com base na apresentagdo de género do
individuo”.

Embora reconhecamos a importancia de fatores ambientais e sociais para diferenciar
humanos masculinos e femininos, aqui nos concentramos em diferencas biologicas de sexo
em pesquisas pré-clinicas. O estudo de animais ¢ frequentemente motivado por esse foco,
porque animais (como seres humanos) compartilham genes e hormonios que tornam os dois
sexos diferentes. Como a maioria dos animais ndo compartilha os complexos ambientes
sociais de género dos seres humanos, o estudo de animais ndo ¢ informativo sobre o género
humano (WISEMAN E PARDUE, 2001).

O objetivo dos sistemas de roedores ¢ ser experimentalmente mais tratavel que os
humanos, para que a causalidade entre varidveis possa ser comprovada sem duvida. Dessa
forma, o estudo com roedores produz informacdes mais precisas sobre a arquitetura basica

dos sistemas metabodlicos biologicos do que as obtidas em estudos com seres humanos.

1.8 Justificativa e relevancia

As pesquisas de possiveis substancias com propriedades angiogé€nicas sdo importantes
pelo fato da angiogénese ser um denominador comum na fisiopatologia de doencas, que ainda
ndo apresentam tratamento disponivel.

O eugenol e outros compostos fendlicos apresentam atividades antioxidantes e
antiinflamatodrias, decorrentes da inibicdo da sintese de prostaglandinas e da quimiotaxia de
neutrofilos (MURAKAMI et al., 2003). Além disso, o eugenol melhorou a modulagdao da
inflamacdo e da remodelacdo pulmonar em um modelo de animais injetados com
lipopolissacarideos, reduzindo a infiltragdo de polimorfonucleares e a deposicdo de fibras
colagenas no parénquima pulmonar. (MAGALHAES, 2010).

Granulomas de silica tém sido descritos em vitimas de acidente automobilistico e em
contaminagdes de tatuagens por didxido de silicio. O quadro de inflamagdo e de fibrose
induzido pela deposicao de silica cristalina, na maioria das vezes, ¢ irreversivel, necessitando
investigar possibilidades terapéuticas. Novas abordagens direcionadas ao tratamento de
inflamacdo e fibrose induzidas por silica sdo urgentemente necessarias (BOZTEPE, 2005,
FERNANDEZ-FLORES, 2006; ZHANG, 2018).

A ingestdo de GA diminuiu os niveis de fatores de transcricdo angiogénicos
(angiogeninas) dentro de 4 dias (NASIR, 2010). Sabe-se que as angiogeninas estdo

relacionadas com a proliferagdo vascular (angiogénese).
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A complexidade das propriedades biologicas da goma ardbica e do eugenol, dentre as
quais, a relacdo com a resposta inflamatéria decorrente da influéncia na angiogénese,
verificadas em estudos experimentais tornaram-na relevante como objeto de investigacao

farmacolodgica.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da goma arabica e/ou eugenol na angiogénese em modelo de in6culo de

silica subcutaneo.

2.2 Objetivos especificos
Criar um modelo de indculo de silica subcutianeo para avaliacdo de angiogénese

Avaliar o efeito da goma ardbica e do eugenol na densidade microvascular em modelo de

indculo de silica subcutaneo corado pelo CD 31 (imuno-histoquimica) no 7° e no 14° dia.

Avaliar o efeito da goma arabica e do eugenol no processo inflamatério em modelo de inéculo

de silica subcutaneo no 7° e 14° dias através de colorag@o pela hematoxilina-eosina.
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3 METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido 4 Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e teve inicio ap6s a aprovacao (CEUA n° 9407070619),
seguindo as Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

Os experimentos foram realizados no Biotério Setorial do Porangabugu — Professor

Eduardo Torres, da UFC.

3.1 Animais

Foram utilizadas 96 ratas Wistar, com peso médio de 100 gramas.

Os animais foram mantidos em gaiolas com dimensdes de 50x 60x 22cm com racdo e
agua filtrada fresca ad libitum. Os animais eram mantidos sobre ciclo claro/escuro de 12 horas
e temperatura média de 22°C+1°C com exaustor e ar-condicionado.

Alguns materiais foram inseridos no ambiente animal, como tuneis e objetos coloridos
com o objetivo de promover oportunidades aos animais de exercerem seus repertorios
sensorial, motor, cognitivo, social e comportamental.

O protocolo experimental foi categorizado com grau de invasividade 2 (causa estresse,

desconforto ou dor, de leve intensidade).

3.2 Substancias utilizadas
3.2.1 Silica

Particulas de silica cristalina diéxido de silicio (malha 400) (di Luca Distribuidora-
Comércio de Minérios) foram suspensas em solucdo de agua destilada na concentragdo de 50

mg/mL apos a esterilizagao (121,3°C, 103, 4 kPa por 90 min). (ZHANG, 2018)

3.2.2 Goma arabica PA (APA Comércio de produtos médicos hospitalares e laboratoriais
LTDA)

Foi utilizada na dose de 500 mg/100 g de peso (NASIF et al., 2011), diluida em agua
destilada 5 mL/kg de peso, aquecida a 60°C e centrifugada, administrada por gavagem.

(NASIF et al, 2011).

3.2.3 Eugenol
Administrado por gavagem na dose 10 mg/100 g peso de peso/dia (BEZERRA et al.,

2017), diluido em agua destilada, de forma cautelosa, considerando sua volatilidade por ser
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um terpeno (Fornecedor: Laboratorio QUINARI localizado na cidade de Ponta Grossa Parana
com a analise quimica e a analise de pureza realizadas pelo laboratorio de quimica organica

da Professora Telma Leda (UFC) (Anexo 1).

3.3 Delineamento experimental

As 96 ratas, com peso médio de 100 g, foram distribuidas em 16 grupos contendo 06
animais cada, como demonstrado a seguir (Figura 5). Os grupos controles (I, 1L, III, IV, IX, X,
XI e XII) receberam, apOs anestesia, assepsia, anti sepsia e tricotomia, o inéculo de 0,2 mL de
agua destilada estéril no subcutineo na regido do dorso ao nivel do encontro da linha média
transversal perpendicular com a linha média longitudinal do dorso do animal. Os grupos
experimentais (V, VI, VII, VIII e XIII, XIV, XV e XVI), apés anestesia intraperitoneal
(ketamina e xilazina na dose de 100 mg/kg/peso e 8 mg/kg/peso respectivamente) e tricotomia
de dorso, foram submetidos a inoculacdo de 0,2 mL de solugdo de silica 50 mg/mL
subcutanea na regido do dorso ao nivel do encontro da linha média transversal perpendicular

com a linha média longitudinal do dorso do animal.
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Figura 5 — Desenho experimental.

14° dia

I:egenda:
Agua destilada (7 dias)

[:] Goma Arabica + eugenol
(7 dias)

D Goma Arabica (7 dias)

D Eugenol (7 dias)

() Agua destilada (14 dias)

(14 dias)
Goma Arabica (14 dias)

() Eugenol (14 dias)

B moculo de silica +Agua destilada (7 dias)llnicio do
experimento

@ Indculo de silica + Goma Arabica + eugenol (7 dias)

@ Indculo de silica + Goma arabica (7 dias) 1 Eutanasia

@ Indculo de silica + Eugenol (7 dias)

88 Inéculo de silica + Agua destilada (14 dias)

D Goma Arabica + eugenol @ Indculo de silica + Goma Ardbica + eugenol (14 dias)

Inéculo de silica + Goma arabica (14 dias)

B inscuio de silica + Eugenol (14 dias)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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O grupo I (n=6) recebeu agua destilada (AD) estéril na dose de SmL/kg, via gavagem,
durante 7 dias.

O grupo II (n=6) recebeu goma arabica PA a 500 mg/100 g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de 5 mL/Kg peso e, em seguida, recebeu eugenol, diluido em agua
destilada estéril, na dose de 10 mg/100g peso, ambos via gavagem, durante 7 dias.

O grupo III (n=6) recebeu goma arabica PA 500 mg/100g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de 5 mL/Kg peso, via gavagem, durante 7 dias.

O grupo IV (n=6), recebeu eugenol, diluido em 4gua destilada estéril, na dose de
10mg/100 g peso, via gavagem, durante 7 dias.

O grupo VI (n=6) recebeu agua destilada estéril na dose de 5SmL/kg, via gavagem,
durante 7 dias.

O grupo VI (n=6) recebeu goma arabica PA a 500 mg/100g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de SmL/Kg peso e, em seguida, recebeu eugenol, diluido em agua
destilada estéril, na dose de 10mg/100g peso, ambos via gavagem, durante 7 dias.

O grupo VII (n=6) recebeu goma ardbica PA 500 mg/100g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de SmL/Kg peso, via gavage, durante 7 dias.

O grupo VIII (n=6) recebeu eugenol, diluido em agua destilada estéril, na dose de
10mg/100g peso, via gavagem, durante 7 dias.

O grupo IX (n=6) recebeu agua destilada estéril na dose de SmL/kg, via gavagem,
durante 14 dias.

O grupo X (n=6) recebeu goma ardbica PA 500 mg/100 g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de SmL/Kg peso e, em seguida, recebeu eugenol, diluido em agua
destilada estéril, na dose de 10mg/100g peso, ambos via gavagem, durante 14 dias

O grupo XI (n=6) recebeu goma arabica PA 500 mg/100 g de peso, diluida em agua
destilada estéril, na dose de SmL/Kg peso, via gavagem, durante 14 dias.

O grupo XII (n=6) recebeu eugenol, diluida em agua destilada estéril, na dose de 10
mg/100 g peso, via gavagem, durante 14 dias.

O grupo XIII (n=6) recebeu agua destilada estéril na dose de SmL/kg, via gavagem,
durante 14 dias.

O grupo XIV (n=6) recebeu goma arabica PA 500 mg/100g de peso diluida em agua
destilada estéril, na dose de SmL/Kg peso e, posteriormente, eugenol, diluido em agua
destilada estéril, na dose de 10mg/100g peso, ambos via gavagem, durante 14 dias.

O grupo XV (n=6) recebeu goma arabica PA 500 mg/100 g, diluida em agua destilada

estéril, na dose de 5 mL/Kg peso, via gavagem, durante 14 dias.
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O grupo XVI (n=6) recebeu eugenol diluido em agua destilada estéril, na dose de

10mg/100g peso, via gavagem, durante 14 dias.

3.4 Inéculo de silica subcutianea

Particulas de silica cristalina dioxido de silicio (malha 400) (di Luca Distribuidora-
Comércio de Minérios) foram suspensas em solucdo de agua destilada na concentragdo de 50
mg/mL apds a esterilizagdo (121,3°C, 103,4 kPa por 90 min).

Os animais foram anestesiados e submetidos a tricotomia do dorso. Apos estes
procedimentos, o local eleito para a realizagdo do in6culo foi marcado. Posteriormente,
realizou-se a assepsia e a antissepssia do local.

Apo6s formada, a suspensao de silica (50 mg/mL) foi inoculada na dose de 0,2 mL
(Figuras 6 A e B) na regido do dorso ao nivel do encontro da linha média transversal
perpendicular com a linha média longitudinal do dorso do animal. Local este previamente

marcado no animal.

Figura 6 — A. Inoculacao de 0,2 mL de silica (50 mg/mL) no dorso do animal. B. Pequena

bolha formada ap6s o indculo de silica

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.5 Eutanasia
Realizada a eutandsia por aprofundamento da dose anestésica apos retirada do local do

dorso onde foi realizado o implante de silica.

3.6 Hematoxilina Eosina
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Os dorsos dos animais foram fixados em formol tamponado por 48 h e foram clivados
e colocados em cassetes (um corte para cada animal) e introduzidos em cestos de processador
automatico histotécnico, seguindo as seguintes etapas: desidratagdo com alcool graduados a
70%, 95% (2 vezes), 100% (3 vezes), tempo minimo de uma hora cada; diafanizados com
xilol (3 vezes), minimo de 2 h cada e impregnagdo em parafina fundida a 60°C (3 vezes), duas
horas cada. Uma vez impregnado, o tecido foi colocado em recipientes contendo parafina
fundida. Em temperatura ambiente, a parafina solidificou-se formando blocos com tecido. Os
blocos foram fixados em microtomo rotativo convencional para a realizagdo de cortes na
espessura de Sum. Esses cortes foram colocados em superficie de banho-maria (3 a 8°C) e
foram delicadamente distendidos e colocados em lamina, sendo encaminhados para a estufa a
60°C. Apos o periodo de 1 h, os cortes foram entdo levados para desparafinar e hidratar na
seguinte sequéncia: xilol 1, 2 e 3 (por 5, 2 e 1 min respectivamente), seguido de alcool a
100%, 95% e 70% (1 min em cada) e por uma tltima lavagem em 4gua corrente por 2 min. O
tecido, uma vez parafinado e hidratado, foi corado pela hematoxilina de carazzi por 1 min,
lavado em agua e seguido de eosina. A seguir, montou-se a laminula com uma gota de

balsamo do Canada sobre o tecido.

3.7 Imuno-histoquimica

As laminas silanizadas foram desparafinizadas em estufa por uma hora a 65°C,
imersas em xilol, hidratadas em solug¢do decrescente de alcool, lavadas em agua corrente e
submetidas a recuperagdo antigénica com solucdo de Tris-EDTA pH 9,0 em banho maria a
85°C por 30 min. Apds resfriamento a temperatura ambiente os cortes foram lavados em
solugdo tampao de fosfato 0,1 M pH7,3 (PBS) em dois banhos de cinco minutos cada e
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com solucao 3% de H>O> (perdxido de
hidrogénio) diluida em PBS por 30 min (HSU et al., 1981).

Apo6s duas lavagens de cinco minutos em PBS as laminas foram incubadas em
overnight com o seguinte anticorpo: Abcam CD-31 (1:100).

No dia seguinte apos resfriamento em temperatura ambiente os cortes foram
lavados com dois banhos de cinco minutos de PBS, incubados com polimero anti-coelho/anti-
rato Dako Envision Dual Link System HRP (Dako®) por 30 min. Apds nova lavagem com
dois banhos de cinco minutos de PBS, as laminas foram incubadas com 3,3-diamino-
benzidina (DAB) por 5 minutos. A reagdo foi parada com dgua destilada.

As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris 7% por 10

segundos, lavadas em 4agua corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com Enthellam®
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(ANDRADE et al., 2007). Tecido de rim de rato foi usado como controle positivo € como
controle negativo foi realizada a supressdo do anticorpo primario, com incubac¢io do diluente

do anticorpo.

3.8 Quantificacdo da angiogénese
As imagens capturadas por microscopio estereoscopico foram avaliadas pelo sistema
de quantificacdo da angiogénese (SQAN-versao 1.00-2005), desenvolvido especificamente

com a finalidade de quantificar a angiogénese (FECHINE -JAMACARU, 2006).

O programa oferece o reconhecimento e a segmentacdo automatica dos vasos,
separando-os dos demais componentes da imagem e, também, uma segmentacao manual caso
o usuario julgue inadequado o resultado do procedimento automatico. Apds esse processo, o
sistema disponibiliza a densidade de novos vasos formados em relagdo a area segmentada

(Figura 7).

Figura 7. Ambiente do Sistema de Quantificagdo da Angiogénese —SQAN (FECHINE
-JAMACARU, 2006).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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3.9 Avaliacao histologica microscopica

Na avaliacdo microscopica foram identificados: granuloma de corpo estranho,
infiltrado linfocitario, macréfago, células gigantes, plasmocitos e proliferacdo de tecido
fibrindide. Essas varidveis foram classificadas como ausentes ou presentes, sendo colocadas
em uma escala 0 / + / ++ de acordo com a intensidade dos achados (LOCKWOQOD, 2008).
Foram determinados escores (analise qualitativa), que correlacionam-se com a auséncia € com
a presencga desses. As laminas foram avaliadas com magnificagdo de 400x em um total de 5

campos.

3.10 Analise estatistica
Os dados foram tabulados no software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 20.0 para Windows no qual foram calculadas média e desvio-padrao,
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e associados com tempos e substancias
por meio dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (dados ndo paramétricos).
Além disso, foi considerado o efeito dos dois fatores que influenciam os desfechos
(tratamentos e tempo): ANOVA para dois fatores de classificacdo. Os procedimentos
estatisticos foram realizados usando o software GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad

Software, SanDiego, California, USA).

4 RESULTADOS

Esse estudo se desenvolveu em trés fases.

A primeira fase constituiu-se em desenvolver um modelo animal experimental para
estudo da angiogénese inflamatdria, por meio de implante subcutdneo de silica no dorso de
ratas Wistar durante um periodo de sete dias (grupo de inflamagdo aguda) e quatorze dias
(grupo de inflamagao cronica).

A segunda fase da pesquisa destinou-se a coloracdo pela imuno-histoquimica com
quantificagdo da densidade microvascular realizada por um software elaborado especialmente
para esse fim.

A terceira fase da pesquisa destinou-se a avaliagdo dos processos histopatologicos da
inflamagao, por meio de cortes histologicos do dorso dos animais, corados em hematoxilina

eosina, analisados de forma qualitativa.
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4.1 Modelo experimental, evolucio clinica e mortalidade

O modelo experimental foi criado com sucesso. Pode-se observar a formacgdo de
nddulos subcutaneos e palpaveis no final do experimento.

Apenas dois animais apresentaram rebaixamento profundo do sensorio e evoluiram ao
obito apds inducdo anestésica (grupo V e grupo XIII). Os demais animais do experimento

seguiram durante os 14 dias sem intercorréncias.

4.2 Analise da resposta inflamatoria por meio da hematoxilina-eosina

Em todos os grupos as quatro variaveis foram encontradas (figuras 8, 9 e 10). Mesmo
com quantidades de dias de tratamento diferentes, ndo houve diferenca entre os achados
histologicos entre os grupos. Em todos os grupos, apenas o infiltrado linfocitario apresentou-
se como presenca acentuada. Um infiltrado inflamatério foi considerado quando se
detectaram 50 leucdcitos ou mais em cada area (MICHAILOWSKY et al., 2001). Todas as
demais caracteristicas, apresentaram-se com presenca leve, independentemente do tipo de

tratamento (apéndice 2).
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Figura 8. Corte histolégico de pele e subcutdneo de rata corado pela hematoxilina-
eosina, evidenciando, em subcutaneos, particulas de silica envolvidas por numerosos vasos e
por infiltrado inflamatério constituido por linfécitos. Em regido central do granuloma,

observa-se material fibrinoide. (Aumento 100x)

-

—

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Figura 9. Corte histolégico de pele e subcutdneo de rata corado pela hematoxilina-
eosina, evidenciando, em subcutaneo, particulas de silica envolvidas por numerosos vasos e

por infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos. (Aumento 200x).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Figura 10. Corte histologico de pele e de subcutaneo de rata corado pela hematoxilina-
eosina, evidenciando, em subcutaneo, particulas de silica envolvidas por vasos e por infiltrado
inflamatorio constituido por linfocitos. Em meio a este granuloma, observa-se material

eosinofilico fibrindide. (Aumento 400x).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

4.3 Analise da densidade microvascular pela imuno-histoquimica

Os grupos que receberam goma ardbica apresentaram diminuicdo da densidade
vascular tanto os tratados por 7 dias quanto os tratados por 14 dias, porém ndo ocorreu de
forma estatisticamente significante. (Tabela 1)

Nos animais que receberam apenas eugenol por 7 dias, ocorreu uma reducdo da
densidade vascular (inibicdo da angiogénese), entretanto, estatisticamente ndo significante.
Nos grupos tratados por 14 dias, a densidade microvascular aumentou (estimulo a
angiogénese) de forma estatisticamente significante.

Nos grupos tratados por 7 dias com goma arabica + eugenol (GA + E), houve um
aumento da densidade microvascular (estimulo a angiogénese); nos grupos tratados por 14
dias, houve uma diminui¢do da densidade microvascular (inibicdo da angiogénese). Ambos de

forma estatisticamente ndo significante.
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Tabela 1 — Quantificacdo da angiogénese por meio da densidade vascular

Substincia

Agua destilada  Goma Goma Eugenol p-Valor?

arabica + arabica

Eugenol
Tempo
7d 0.11+0.04 0.13+0.04 0.09+0.02  0.08+0.03 0,271
14d 0.10+0.01 0.09+0.03  0.08+0.03  0.14+0.02* 0,015
p-Valor® 0,486 0,190 0,413 0,004

*p<0,05 versus demais grupos; aTeste Kruskal-Wallis/Dunn; bTeste Mann-Whitney; média + DP

A andlise de variancia para dois fatores de classificacdo também foi usada para avaliar
os efeitos dos tratamentos (fator 1: AD, GA, EU e GA+EU) e do tempo (fator 2: dia 7 e dia 14)
na densidade microvascular, sendo complementada pelo teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni, para verificar diferengas entre os grupos de tratamento em cada tempo, bem como
entre os dois tempos dentro de cada grupo. Os dados correspondem a média e desvio padrao
das medicdes efetuadas em 6 animais de cada grupo.

Considerando a andlise de dois fatores, os animais que receberam apenas eugenol por
7 dias apresentaram uma reducdo da densidade microvascular. Se esta densidade for
comparada com a densidade microvascular final do grupo tratado com eugenol + goma
arabica por 7 dias, esta reducdo ocorreu de forma estatisticamente significante (Figura 10).

Os animais tratados por 14 dias apenas com eugenol tiveram um aumento da
densidade microvascular (estimulo a angiogénese), e este aumento ocorreu com significancia
estatistica com relacdo ao grupo tratado por 7 dias. Se comparados aos animais tratados com
eugenol, os animais tratados apenas com GA e os tratados com GA + E por 14 dias
apresentara uma reducdo da densidade microvascular de forma estatisticamente significante.
Porém essa significancia estatistica ndo ocorreu se compararmos a densidade microvascular
dos animais tratados por 7 dias com GA +E e os tratados por 7 dias apenas com GA, com 0s
densidade microvascular dos animais tratados por 14 dias com estas respectivas substancias

(Figura 10).
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Figura 10. Densidade microvascular mensurada nos grupos tratados agua destilada (AD),
goma arabica (GA), eugenol (EU) e a associacdo das duas substancias (GA+EU) nos dias 7
(D7) e 14 (D14).
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Os simbolos *(P<0,05), **(P<0,01) denotam diferengas estatisticamente significantes entre os dois grupos
assinalados no mesmo dia, enquanto o simbolo ++(P<0,01) indica diferenca estatisticamente significante em
rela¢do ao dia 7 no mesmo grupo (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).

5 DISCUSSAO

Nosso estudo desenvolveu um modelo para estudo da angiogénese. Foi realizado um
indculo de silica no subcutaneo de ratas Wistar, para testar os efeitos do eugenol, da goma
arabica e da 4dgua destilada na reacdo inflamatoria. Esse efeito foi quantificado pela analise de
célula inflamatdrias em cortes histologicos corados pela hematoxilina-eosina e pela densidade
microvascular através de imagens de tecidos cujos vasos foram corados pela imuno-

histoquimica pelo CD 31.

O estudo da angiogénese inflamatoria induzida por um in6culo de silica no subcutaneo
de ratas ¢ um modelo novo e reprodutivel para avaliacdo da angiogénese e da inflamagdo. A
abordagem experimental utilizada no presente trabalho criou um modelo simulando uma
condi¢do clinica de reacdo inflamatdria granulomatosa decorrente da presenca de um corpo

estranho (silica).

Como ja mencionado, a persisténcia do agente nocivo que induziu a inflamacao leva a
regulagdo positiva da resposta inflamatéria. Uma melhor compreensdo das vias moleculares e
celulares que ligam a angiogénese e a inflamagao seria util no desenvolvimento do tratamento
de condi¢des em que ambos os processos estdo envolvidos, j4& que a cronificacdo desses

processos podem acarretar prejuizos.
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A justificativa para a construg@o e para o estudo de um modelo de granuloma induzido
por silica foi baseada em estudos epidemioldgicos que relacionam a incidéncia de granulomas
relacionados com exposi¢des ocupacionais a particulas inorganicas (NEWMAN, 2004 e

ONESTI, 2014)

A onipresenca da silica (didxido de silicio), devido a sua presenca em, dentre outros,
areia comum, vidro, granito, mica, cascalho, cimento, tijolo e amianto, torna-a muito comum
contaminante a feridas (KAYA, 2003). Relatos de granuloma de silica ja foram descritos na
bidpsia feita do cotovelo, confirmado por luz polarizada e microandlise de raios-X, de
paciente vitima de acidente de transito (PIMENTEL, 2002), na area da cicatriz de paciente
vitima de trauma craniano devido a um acidente de carro (ocorrido 30 anos antes) sendo a
lesdo causada pela quebra do para-brisa (ONESTI, 2014) e em criangas com lesdes placoides

assintomaticas no rosto (KAYA, 2003).

Recentemente, foram descritos casos de granuloma subcutaneo de silica no antebraco
(semelhante aos descritos na sarcoidose), possivelmente, induzido pelo contato com
diatomaceas (MORALES-NEIRA, 2021). As diatomaceas sdo algas fotossintéticas com um
exoesqueleto silicioso que sdo utilizadas por uma ampla gama de industrias para aplicagdes
como filtracdo e controle de pragas. Existem dados sobre granulomas iniciados pela silica o
que pode alertar os médicos sobre a existéncia de granulomas de diatomdaceas e orienta-los a
investigar questdes sobre a possivel exposi¢do ao avaliar os pacientes que apresentam este
tipo de lesdao (BRODY et. al, 2021). Além disso, corroboram para investiga¢do de substancias

que possam amenizar o processo inflamatério gerado por esses granulomas.

Outros modelos, objetivando criar um granuloma de silica, ja foram testados como um
modelo de uma doenga granulomatosa induzida por nanotubo de carbono inalado para simular
semelhangas com a fisiopatologia da sarcoidose (BARNA, 2021). Nesse modelo, nanotubos
de carbono de multiplas paredes s3o administrados via instilagdo orofaringea em
camundongos do tipo selvagem (C57 / BI6). A dosagem inicial variou de 25 a 100 pug com
100 pg, proporcionando formagdo consistente de granuloma, mantida até¢ 90 dias apds a

instilacdo (BARNA, 2021). Um modelo com eficacia clinica, mas de dificil execugao.

O ino6culo de silica subcutaneo ¢ um modelo com poucos custos e totalmente
reprodutivel. A rapidez da execugdo do procedimento diminui as chances de complica¢des
como infecgdes no sitio cirurgico. Além disso, a facilidade do procedimento garante uma

uniformidade da execugdo do mesmo.
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A utilizacdo da goma arabica (NASIR, 2010) e do eugenol (CARRERAS, 2012) neste
estudo foi motivada pelos relatos das propriedades antiinflamatérias ja conhecidas de ambos.
A utilizagdo da goma arabica na dose de 500 mg/100g de peso diluida em agua destilada 5
mL/kg de peso, aquecida a 60°C e centrifugada, administrada uma vez ao dia por gavagem foi
relatada por NASIF et al., (2011); ja o eugenol, semelhante ao estudo de (BEZERRA et al.,
2017), foi administrado uma vez ao dia, por gavagem, na dose 10 mg/100 g peso/dia, diluido
em agua destilada, de forma cautelosa, considerando sua volatilidade por ser um o6leo

essencial

Sobre a quantificacdo da angiogénese, observada através de fotografias (pelo SQAN),
analisando a densidade microvascular da area do granuloma, a goma ardbica inibiu a
angiogénese, comparada com os controles, mas ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante. Nossos dados foram ao encontro aos relatados na literatura, apesar de ndo ter
sido de forma tdo eficiente, incluindo Nasir (2010) que encontrou inibicdo dos niveis de
fatores de transcricdo angiogénicos (angiogenina 1, angiogenina 3 e angiogenina 4) dentro de
4 dias com o uso da goma arabica o que poderia favorecer a diminui¢ao da proliferacao
vascular (angiogénese).

Em relacdo ao eugenol, encontramos, através de fotografias (pelo SQAN), reducdo da
densidade microvascular na area do granuloma nos grupos tratados durante 7 dias (inibi¢cdo da
angiogénese), porém sem significancia estatistica. Entretanto, nos grupos tratados por 14 dias,
houve aumento da densidade vascular (estimulo a angiogénese) de forma estatisticamente
significante. Estes achados, a principio, parecem conflitantes, entretanto na esteira da
literatura, Carreras, em 2012, relatou que o eugenol e seus compostos podem atuar como
eliminadores (substancia antioxidante) ou geradores (substincia pro-oxidante) de radicais
livres (estresse oxidativo), podendo influenciar na viabilidade celular e na atividade anti-
inflamatoria em varios graus. Além disso, ¢ importante lembrar que a patogénese de muitas
doengas graves (por exemplo, cancer, doenca cardiaca isquémica) inclui estresse oxidativo o
qual pode perturbar a angiogénese, ou seja, o processo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir dos ja existentes. Os antioxidantes, por meio da reducdo do estresse
oxidativo e por meio da influéncia na neovascularizagdo, podem modular o progresso e os
resultados da terapia de doengas nas quais tais processos desempenham um papel importante
(RADOMSKA-LESNIEWSKA 2017). Desta forma, o presente estudo demonstra que o
eugenol com sua atividade aparentemente antagdnica com relagdo a eliminagdo a producao de

radicais livres pode ter sido determinante para a inibi¢do e para o estimulo da angiogénese
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neste contexto, considerando sua capacidade antioxidante e pro-oxidante em relacdo ao tempo
de administragao.

A maioria dos antioxidantes sintéticos exerce um efeito inibitorio na neovascularizagao.
Um efeito semelhante também foi exibido por varios antioxidantes de origem natural o que
sugere que sua aplicacdo na terapia pode normalizar a angiogénese excessiva. (RADOMSKA-
LESNIEWSKA, 2017)

Nossos resultados corroboram com esses achados uma vez que, se compararmos 0s
animais que receberam eugenol por 7 dias com o seu respectivo controle, notamos uma
inibicdo da densidade microvascular (efeito antiinflamatério/anti-angiogénico), apesar de
estatisticamente ndo significante. De forma diversa, nos granulomas de animais que
receberam eugenol por 14 dias observou-se um estimulo da densidade microvascular
(estimulo inflamatorio/angiogénico). Estes resultados embora antagénicos, como exposto
anteriormente, ja foram descritos (o eugenol e seus compostos podem atuar como
eliminadores (substincia antioxidante) ou geradores (substdncia pro oxidante) de radicais
livres (estresse oxidativo), possivelmente, perdeu-se o ponto de corte do dia ideal da inibi¢ao
da angiogenese. Entretanto, o tempo de estimulo angiogénico encontra-se, certamente, dentro
dos 14 dias como demonstrado estaticamente.

A ingestdo oral de eugenol, por ratas Wistar, em diferentes doses durante um periodo de
15 dias pode causar algumas alteracdes na quimica do sangue (LI, 1980). Além disso, causa
um aumento nos niveis de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e bilirrubina
total, mas parece que tais efeitos ndo sdo dependentes da dose (MOHAMMADI, 2017).
Assim, existe um limite ndo apenas de dose, mas de tempo para a obtencdo de efeito
terapéutico ou toxico de qualquer fArmaco.

A formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o metabolismo ¢ um
processo normal, geralmente compensado pelo sistema de defesa antioxidante de um
organismo. No entanto, as EROs podem causar dano oxidativo e tem sido proposto como
sendo a principal causa de complicagdes clinicas relacionadas a idade e a doengas como
cancer (BEZERRA et al., 2017).

O eugenol possui atividades benéficas para as células, entretanto, pode apresentar
toxicidade dependendo do tipo de célula ao qual estd exposto e da concentragdo utilizada.
Assim, a toxicidade do eugenol foi observada em fibroblastos de polpa dentdria humana, com
danos no DNA. Eugenol também foi capaz de induzir genotoxicidade de macrofagos
peritoneais de camundongos. No entanto, tem demonstrado potencial antigenotéxico

dependendo do protocolo de tratamento, que pode estar interligado com seu efeito no
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metabolismo da droga. Portanto, o eugenol pode modular processos inflamatorios e
oxidantes. Porém, seu uso deve ser feito de acordo com a seguranga terapéutica evidenciada
na toxicidade (BARBOSA et al., 2018).

Apesar de os efeitos toxico terem sido estudado in vivo, pouca ou nenhuma informagao
estd disponivel em humanos. O efeito pro-oxidante do eugenol leva a sua toxicidade atribuida
a inativagdo de proteinas devido a ligagdo do eugenol nos residuos de lisina. A sua
citotoxicidade provavelmente se deve as suas reagdes metabolicas ativas que reagem com o
DNA, formando adutos que podem destruir o material genético nuclear. Entretanto, a
Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) declarou o eugenol como uma molécula ndo mutante e
geralmente reconhecida como segura (NISAR et al., 2021)

Embora haja um grande nimero de artigos sobre as propriedades citotoxicas do eugenol,
resultados controversos dificultam a interpretagdo sobre a eficacia e sobre a seguranga, bem
como a elaboracdo de ensaios clinicos. Contudo, a capacidade do eugenol de induzir estresse
oxidativo (inflamac¢do), conforme observado, parece estar relacionada ao seu efeito citotoxico
e antitumoral. (BEZERRA, 2017). O macréfago produz citocinas pro-inflamatérias e 6xido
nitrico, que sdo importantes para eventos celulares e vasculares durante a instalagdo e
progressdo de doencas inflamatérias. Estudos demonstraram que o eugenol pode modular as
fungdes dos macrofagos e regular negativamente a inflamag¢do (BARBOZA, et al., 2018).

Da mesma forma, considerando as neoplasias, essa capacidade de inibir o estresse
oxidativo tem sido descrita como um efeito protetor contra a formacdo de céncer
(carcinogénese); por outro lado, uma vez que o cancer ja se formou, o efeito antioxidante
pode contribuir para a involu¢do do cancer, enquanto o efeito pro-oxidante pode induzir a
morte das células cancerigenas (GORRINI, 2013). Curiosamente, o eugenol tem sido descrito
como um agente de duplo efeito, antioxidante e pro-oxidante, apresentando efeitos benéficos
na preven¢do e no tratamento do cancer. Isso acontece porque alguns marcadores de
inflamagao, incluindo a expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2) e os niveis de IL 6, TNF- a e
prostaglandina E2 (PGE2), foram reduzidos em animais expostos a carcindgenos apds o
tratamento com eugenol. Além disso, descobriu-se que o eugenol suprime a ativagdo do fator
nuclear kappa B (NF- kB) na pele de camundongo com inflamacao induzida por carcindgenos
(CARRERAS, 2012).

Em macrofagos, citocinas e lipopolissacarideos induzem a nitrico sintase (iNOS) e a
COX-2. Ambas iNOS e COX-2 sao responsaveis pela producdo de grandes mediadores pro-

inflamatorios, como 6xido nitrico e prostaglandinas no local inflamatdrio. O eugenol mostrou
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efeito antiinflamatoério semelhante aos efeitos do antagonista COX (indometacina) e do
antagonista seletivo de COX-2 (celecoxib) (DANIEL et al., 2009).

Além disso, Fonseca et al. realizaram a administragdo de orto-eugenol (50, 75 e 100
mg/kg), morfina (6 mg/kg) e dexametasona (2 mg/kg) antes da realizagdo de testes
farmacoldgicos. O pré-tratamento com orto-eugenol reduziu o nimero de contor¢des e tempos
de lambidas no teste de contor¢des e no teste do glutamato, respectivamente. O tempo de
reacdo ao estimulo térmico aumentou significativamente no teste da placa quente apos a
administracdo do orto-eugenol. O tratamento com ioimbina reverteu o efeito antinociceptivo
do orto-eugenol, sugerindo envolvimento do sistema adrenérgico. Em testes antiinflamatorios,
o orto-eugenol inibiu a permeabilidade vascular induzida pelo 4cido acético e a migragdo de
leucdcitos, reduzindo TNF-a e IL-1B em virtude de sua supressdo das formas fosforiladas de
NF-kB e p38 no teste de peritonite. A partir desses resultados, os efeitos antinociceptivos do
orto-eugenol mediados pelo sistema adrenérgico e da atividade antiinflamatdria por meio da
regulacdo de citocinas pro-inflamatorias e fosforilagdo de NF-kB e p38 tornam-se evidentes
(FONSECA et al., 2016).

Outros autores também realizaram oo teste da placa quente, e a administracdo do eugenol
(100 mg/kg) mostrou atividade significativa de desconforto-tempo dependente, avaliada como
a laténcia da resposta, inibida pela meperidina. Eugenol, nas doses de 50, 75 ¢ 100 mg/kg,
também apresentou efeito antinociceptivo significativo no teste de contor¢des abdominais
induzidas pelo 4cido acético em comparagdo com o grupo controle, indicando que o eugenol
apresenta atividade antiinflamatoria e antinociceptiva periférica (DANIEL, et al., 2009).

Problemas relacionados ao grau de pureza do composto, sua evaporacdo durante os
experimentos, os métodos usados para quantificar esses dados (uma vez que diferentes
modelos e animais podem apresentar resultados e interpretacdes divergentes) podem
contribuir para explicar esses resultados controversos. O eugenol utilizado neste trabalho foi
submetido ao controle de qualidade/avaliacdo de pureza, ndo sendo esta uma limitagdo neste
estudo (anexo A).

Nao existe relatos na literatura da associacdo de goma arabica com eugenol. Realizamos
essa associacdo, mas, nos grupos tratados por 7 dias com goma arabica e eugenol, houve um
aumento da densidade microvascular; nos grupos tratados por 14 dias, houve uma diminui¢ao

da densidade microvascular. Ambos sem significancia estatistica
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6 CONCLUSAO
O modelo experimental de indculo de silica no subcutaneo de ratas Wistar foi criado

com sucesso e constitui um modelo valido para o estudo de angiogénese inflamatoria.

O eugenol inibiu a angiogénese nos grupos tratados durante 7 dias embora
estatisticamente ndo significante e estimulou a angiogénese nos grupos tratados durante 14

dias.
A goma arabica ndo inibiu a angiogénese.

Independente da substancia ou do tempo de tratamento, ndo foram observadas

diferengas de infiltrados inflamatorios no inéculo de silica.
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APENDICE A - TABELA DE PESOS DOS ANIMAIS

GRUPO1

DIA 1 DIA 7
Rato 1 115¢ 130g
Rato 2 99¢g 124¢
Rato 3 109¢g 130g
Rato 4 113g 138¢g
Rato 5 115¢ 134¢g
Rato 6 100g 124¢g

GRUPO 11

DIA 1 DIA 7
Rato 1 131g 142¢g
Rato 2 132¢ 140g
Rato 3 116g 128¢
Rato 4 115¢ 128¢g
Rato 5 106g 124¢g
Rato 6 133g 148¢g

GRUPO 111

DIA 1 DIA 7
Rato 1 132¢ 148¢g
Rato 2 117¢g 130g
Rato 3 127¢g 140g
Rato 4 133g l46g
Rato 5 117¢g 128¢g
Rato 6 112¢g 136g
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GRUPO 1V

DIA 1 DIA 7
Rato 1 109¢g 124¢g
Rato 2 117¢g 138¢g
Rato 3 110g 128¢g
Rato 4 130g 148¢g
Rato 5 124¢g 148¢g
Rato 6 135¢g 152¢g

GRUPO V

DIA 1 DIA 7
Rato 1 123¢g 124¢g
Rato 2 131g -
Rato 3 123¢g 147¢g
Rato 4 143¢g 160g
Rato 5 129¢g 146g
Rato 6 133¢g 143¢g

GRUPO VI

DIA 1 DIA 7
Rato 1 120g 136g
Rato 2 134¢g 135¢
Rato 3 149¢g 158¢g
Rato 4 135¢g 151g
Rato 5 147¢g 163¢g
Rato 6 136g 147¢g

GRUPO VII

DIA 1 DIA 7
Rato 1 138¢g 140g
Rato 2 142¢ 150g
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Rato 3 145¢g 152¢g
Rato 4 144¢g 154¢g
Rato 5 158¢ 158¢
Rato 6 129¢g 144¢g
GRUPO VIII
DIA 1 DIA 7
Rato 1 123¢g 138¢g
Rato 2 136¢g 142¢g
Rato 3 135¢g 143¢g
Rato 4 127¢g 141g
Rato 5 130g 139¢
Rato 6 152¢g 169¢g
GRUPO IX
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 102¢g 122¢ 138¢g
Rato 2 117¢g 136g 154¢g
Rato 3 112¢g 132¢g 152¢g
Rato 4 120g 140g 152¢g
Rato 5 117¢g 138¢g 160g
Rato 6 141g 158¢ 170g
GRUPO X
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 129¢ 144¢ 156g
Rato 2 116g 132¢g 154¢g
Rato 3 101g 128 138¢g
Rato 4 117¢g 134¢g 152¢g
Rato 5 128¢g 150g 158¢g
Rato 6 128¢g l46g 170g
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GRUPO XI

DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 127¢g 150g 172¢g
Rato 2 119¢ 144¢ 166g
Rato 3 140g 158¢g 170g
Rato 4 129¢ 150g 170g
Rato 5 122¢ 136g 166g
Rato 6 127¢g l146g 160g
GRUPO XII
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 105¢g 126g 144¢g
Rato 2 123¢g 144¢g 164¢g
Rato 3 106g 140g 158¢g
Rato 4 114g 128¢g 154¢g
Rato 5 122¢ 130g 158¢g
Rato 6 127¢g 142¢g 148¢g
GRUPO XIII
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 135¢ 150g 164¢g
Rato 2 128¢g 140g 150g
Rato 3 115¢ 129¢ 140g
Rato 4 134¢g 154¢g 169¢
Rato 5 I11g 125¢ 139¢
Rato 6 125¢g - -
GRUPO XIV
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 100g 108g 117¢g
Rato 2 113¢g 123¢g 124¢g
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Rato 3 125¢ 140g 150g
Rato 4 125¢ 135¢ 145¢
Rato 5 132¢ l146g 158¢g
Rato 6 130g 143¢g 156g
GRUPO XV
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 134¢g l146g 157¢g
Rato 2 139¢ 149¢ 160g
Rato 3 118¢g 130g 140g
Rato 4 129¢ 150g 160g
Rato 5 128¢g 138¢g 148¢g
Rato 6 134¢g 148¢g 158¢g
GRUPO XVI
DIA 1 DIA 7 DIA 14
Rato 1 138¢g 152¢g 166g
Rato 2 119¢ 130g 140g
Rato 3 128¢g 137¢g 147¢g
Rato 4 124¢ 141g 156g
Rato 5 133g 148¢g 158¢
Rato 6 124¢g 134¢g 145¢g
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APENDICE B — TABELAS COM ACHADOS HEMATOXICILINA-EOSINA

GRUPO V
RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATO S5 | RATO 6
Granuloma |+ + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++
linfocitario
Macrofago + + + + +
Células + + + + +
gigantes
Plasmocitos | + + + + +
GRUPO VI
RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATO S5 | RATO 6
Granuloma |+ + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitario
Macrofago + + + + + +
Células + + + + + +
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +
GRUPO VII
RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATO S5 | RATO 6
Granuloma |+ + + + + +
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Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macrofago | + + + + + +
Células + + + + + I
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +
GRUPO VIII

RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATOS5 | RATO6
Granuloma | + + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macrofago | + + + + + +
Células + + + + + I
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +

GRUPO XIII

RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATOS5 | RATO6
Granuloma + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macrofago | + + + + +
Células + + + i n
gigantes
Plasmocitos | + + + + +

66




GRUPO XIV

RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATOS5 | RATO6
Granuloma | + + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macrofago | + + + + + +
Células + + + + + I
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +

GRUPO XV

RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATOS5 | RATO6
Granuloma | + + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macroéfago + + + + + +
Células + + + + + I
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +

GRUPO XVI

RATO 1 RATO 2 RATO 3 RATO 4 RATOS5 | RATO6
Granuloma | + + + + + +
Infiltrado ++ ++ ++ ++ ++ ++
linfocitério
Macroéfago + + + + + +
Células + + + + + I
gigantes
Plasmocitos | + + + + + +
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Dornelas.

ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the effects of gum arabic and eugenol on
inflammatory angiogenesis in a subcutaneous silica inoculum model. Ninety-six Wistar rats
were distributed over 16 groups. The substances administered by gavage included distilled
water, gum arabic (500 mg/100g weight) and eugenol (10mg/100g weight). Control groups
received 0.2 mL of sterile distilled water subcutaneously. The experimental groups were
subjected to an inoculum of 0.2 mL of silica solution (50 mg/mL) subcutaneously. Groups I
and V received distilled water for seven days, and groups IX and XIII received it for 14 days.
Groups II and VI received gum arabic and eugenol for 7 days, and groups X and XIV for 14
days. Groups III and VII received gum arabic for 7 days, and groups XI and XV for 14 days.
Groups IV and VIII received eugenol for 7 days, and groups VIII and XVI received it for 14
days. There was no difference between the histological analysis of slides stained with
hematoxylin-eosin. There was a reduction in vascular density in animals that received only
gum arabic for 7 (0.09 pm? + 0.02) or 14 (0.08 xm? + 0.03) days and only eugenol for seven
days (0.08 ym? + 0.03), but this was not statistically significant. The microvascular density
significantly increased in group treated with eugenol for 14 days (0.14 um? + 0.02). The
experimental model of silica inoculum was successfully created. Eugenol reduced
inflammatory angiogenesis when administered for 7 days and stimulated it in when

administered for 14 days. Gum arabic had a potential inhibitory effect on this model.

Keywords: Angiogenesis inhibitors, Inflammation, Eugenol, Gum arabic, Granuloma.
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INTRODUCTION

The process of angiogenesis is defined as the formation of new blood vessels by a process
of germination of endothelial sprouts from pre-existing capillaries. This event is related to
several physiological processes such as morphogenesis and wound healing'. Unregulated
angiogenesis can induce or increase several pathological conditions such as chronic
arthropathies, diabetic retinopathy, vascular glaucoma, tumor growth, and metastatic

dissemination'?.

Inflammation is defined as the physiological response to infectious or non-infectious
agents. The inflammation process is activated to remove cells from the damaged tissue and
the source of injury. The general objective of the inflammatory process is the repair of
damaged tissue to restore the typical tissue architecture, thus maintaining cell/tissue

homeostasis3.

Granulomatous inflammation is a histological pattern of tissue reaction that appears after
cell injury*. The histogenesis of granulomas depends on several cell types. Chronic
inflammatory granulomatous skin diseases are mainly based on the dysfunctional negative
modulation of inflammatory processes that lead to granuloma formation and maintain the
formation®.

Silicon dioxide, also known as silica, is a silicon oxide whose chemical formula is SiO,. It
can be found in many different forms. Prolonged exposure to the crystalline form of silica
induces the production of chemokines, inflammatory cytokines, and growth factors. These
mediators have been shown to be important for the initiation and progression of silica-induced
lung diseases. In addition to these mediators, crystalline silica may induce toxicity by forming
reactive oxygen species®.

Cutaneous disease is a rare event characterized by a foreign body granuloma produced by
accidental implantation of silica in a wound and the pathogenesis is unclear’. Some authors
suggest that time is needed for this transformation considering the long characteristic period
for the development of silica granuloma (mean interval of approximately 10 years)’®.

Natural gums are exuded by some plants as protection in response to mechanical injury or
microbial invasion. Gum arabic (GA) is a naturally occurring exudate collected from
Senegalese acacia’. GA ingestion has decreased levels of angiogenic transcription factors
(angiogenin 1, angiogenin 3, and angiogenin 4) within four days. Angiogenins are known to
be related to vascular proliferation (angiogenesis) and, consequently, to the growth and

metastasis of tumors as well as enabling vascularization of ischemic tissues!°.
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Eugenol (Eu, 4-allyl-2-methoxyphenol) and its related compounds are -effective
antioxidants that can prevent free radical-mediated diseases such as cancer, inflammatory
conditions (type 2 diabetes and cardiovascular disease), neurodegenerative disorders, and
periodontal changes''. They can act as scavengers or free radical generators depending on
their nature and concentration. This dual effect can influence cell viability and anti-
inflammatory activity to varying degrees!?. The aim of this study is to evaluate the effects of
gum arabic and/or eugenol on inflammatory angiogenesis model induced by a subcutaneous

silica inoculum.

METHODS

The research project was submitted to the Ethics Committee of the Federal University
of Ceara (UFC) and started after approval (CEUA n°® 9407070619). 96 Wistar rats were used
and distributed into 16 groups containing six animals each. Control groups (I, IL, III, IV, IX, X,
XI, and XII) received 0.2 mL of sterile distilled water (DW) subcutaneously in the dorsum
region. The experimental groups (V, VI, VII, VIII, XIII, XTIV, XV, and XVI) were subjected to
an inoculation of 0.2 mL of 50 mg/mL silica solution subcutaneously in the dorsum region

(Table 1).

Table 1. Experimental study design.

SUBSTANCE TREATMENT TIME
7 DAYS 14 DAYS
No inoculum With No inoculum | With inoculum
inoculum

Distilled water I \Y IX X1
Gum arabic + eugenol II VI X XIV
Gum arabic 111 VII XI XV
Eugenol v VIII XII XVI

All animals were previously submitted to intraperitoneal anesthesia, shaving, and

asepsis at the inoculum site (Figure 1).

Figure 1 — A. Inoculation of 0.2 mL of silica on the animal's back. B. Small bubble formed

after silica inoculation.
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Source: Prepared by the authors.

Silica
Particles of crystalline silica silicon dioxide (400 mesh) (di Luca Distribuidora-
Comercio de Minérios) were suspended in a solution of distilled water at a concentration of

50 mg/mL after sterilization (121.3 °C, 103 .4 kPa for 90 min)*3.

Gum arabic PA (APA Comércio de produtos médicos hospitalares e laboratoriais LTDA)

The treatment was used at a dose of 500 mg/100g of weight. The sample was diluted
in distilled water at 5 mL/kg of weight and heated to 60 degrees and centrifuged. It was then

administered by gavage'*.

Eugenol

The eugenol was administered by gavage at a dose of 10mg/100g weight per day'®> and
carefully diluted in distilled water considering its volatility (it is an essential oil). The supplier
was QUINARI Laboratory (city of Ponta Grossa/Parand). The chemical analysis and purity

analysis was performed in the organic chemistry laboratory of Professor Telma Leda (UFC).

Microscopic histological evaluation

Microscopic evaluation identified foreign body granuloma, lymphocytic infiltrate,
macrophage, giant cells, plasma cells and proliferation of fibrinoid tissue. Scores were
determined (qualitative analysis) and found to correlate with their absence and presence.

These variables were placed on a 0 / + / ++ scale according to the intensity of the findings!'®.
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An inflammatory infiltrate was considered when 50 leukocytes or more were detected in each
area'’. Quantitative analysis was performed by counting the findings in 10 fields at 400x

magnification (Figure 2).

Figure 2. Histological section of the skin and subcutaneous tissue of a rat stained with
hematoxylin-eosin. This shows silica particles surrounded by vessels in the subcutaneous

tissue as well as via an inflammatory infiltrate consisting of lymphocytes. There is

Source: Prepared by the authors.

Quantification of Angiogenesis

Images were captured by stereoscopic microscopy and evaluated by an angiogenesis
quantification system (SAMM -version 1.00-2005) to quantify angiogenesis's. The program
offers the recognition and automatic segmentation of vessels, separating them from the other
components of the image. There was manual segmentation if the user found the automatic
procedure to be inadequate. The system next provides the density of new vessels formed in

relation to the segmented area (Figure 3).
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Figure 3. Morphometric Analysis System (SAMM).
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Source: Prepared by the authors.

Statistical analysis

Data were tabulated in the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software,
version 20.0 for Windows, in which mean and standard deviation were calculated, submitted
to the Shapiro-Wilk normality test, and associated with times and substances through Mann-
Whitney or Kruskal-Wallis/Dunn test (non-parametric data). The level of significance was set
at P <0.05.

Analysis of variance for two classification factors was also used to assess the effects of
treatments (factor 1: distilled water (DW), gum arabic (GA), eugenol (EU) and GA+EU) and
time (factor 2: day 7 and day 14) on microvascular density. This analysis was complemented
by Bonferroni's multiple comparisons test to verify differences between treatment groups at
each time point as well as between the two times within each group. The data correspond to

the mean and standard deviation of measurements made in six animals in each group.
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RESULTS

An experimental new model was successfully created. The formation of subcutaneous
and palpable nodules can be observed at the end of the experiment.

The slides were evaluated with 400x magnification over five fields. The main
histopathological features were formation of foreign body granuloma, lymphocytic infiltrate,
macrophage, giant cells, plasma cells, and proliferation of fibrous tissue. Four variables were
evaluated in all groups. There was no difference between the histological findings between the
groups even at different treatment days. Only the lymphocytic infiltrate had an accentuated
presence (in all groups). All other characteristics presented a slight presence regardless of the
type of treatment.

In accordance with the angiogenesis process analysis, the groups that received gum
arabic had a decrease in microvascular density in relation with the control group (distilled
water) —both those treated for seven days and those treated for 14 days, but this did not occur
in a statistically significant way. There was a reduction in vascular density in animals that
received only eugenol for 7 days, but this was not statistically significant. Microvascular
density increased in a statistically significant way in groups treated for 14 days. There was an
increase in microvascular density in groups treated for 7 days with gum arabic + eugenol;
there was a decrease in microvascular density in groups treated for 14 days. Neither change

was statistically significant (Table 2).

Table 2 — Quantification of angiogenesis through vascular density (#m?).

Substance
Distilled water Gum Eugenol Gum p-Value?
arabic arabic +
Eugenol
Time
7 days 0.11+£0.04 0.09+0.02 008+0.03 0.13+0.04 0.271
14 days 0.10+£0.01 0.08+0.03 0.14+0.02* 0.09+0.03 0.015
p-Value® 0.486 0413 0.004 0.190

*p < 0.05 versus other groups; Kruskal-Wallis/Dunn Test; Mann-Whitney Test; mean + SD

Considering the analysis of two factors, animals that received only eugenol for seven
days showed a reduction in microvascular density. This reduction was statistically significant

if this density is compared with the final microvascular density of the group treated with
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eugenol + gum arabic for 7 days. Animals treated for 14 days only with eugenol had an
increase in microvascular density (stimulation of angiogenesis). This increase occurred with
statistical significance in relation to the group treated for seven days. In comparison with
animals treated with eugenol, animals treated only with GA and those treated with GA + EU
for 14 days showed a statistically significant reduction in microvascular density. However,
this statistical significance did not occur when comparing the microvascular density of
animals treated for seven days with GA + EU and those treated for seven days only with GA.
There was no statistically significant difference when comparing the microvascular density of

animals treated for 14 days with those treated with these respective substances (Figure 4).

Figure 4. Microvascular density measured in the treated groups distilled water (DW), gum
arabic (GA), eugenol (EU), and the association of the two substances (GA+EU) on days 7
(D7) and 14 (D14).
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The symbols *(P<0.05), **(P<0.01) denote statistically significant differences between the two groups marked
on the same day while the symbol ++(P<0.01) indicates a statistically significant difference upon comparing day
7 in the same group (Bonferroni multiple comparisons test).

DISCUSSION

Our study developed a model for studying inflammatory angiogenesis. A silica
inoculum was performed in the subcutaneous tissue of Wistar rats to test the effects of
eugenol, gum arabic, and distilled water in the inflammatory reaction. The study of
inflammatory angiogenesis induced by a silica inoculum in the subcutaneous tissue of rats and
is a new and reproducible model for evaluating angiogenesis and inflammation. The
experimental approach used here created a model simulating a clinical condition of

granulomatous inflammatory reaction resulting from the presence of a foreign body (silica).
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The persistence of the harmful agent that induced inflammation upregulates the
inflammatory response. A better understanding of the molecular and cellular pathways that
links angiogenesis and inflammation would be useful in developing treatment conditions in
which both processes are involved. The rationale for the construction and study of a silica-
induced granuloma model was based on epidemiological studies that relate the incidence of

granulomas related to occupational exposures to inorganic particles!®:2.

Silica (silicon dioxide) is very common in sand, glass, granite, mica, gravel, cement,
bricks, and asbestos. It is a very common contaminant of wounds’. Reports on silica
granulomas have already been published in the elbow biopsies as confirmed by polarized light
and X-ray microanalysis including after traffic accidents?!, head trauma from a windshield 30
years prior?, and in children with asymptomatic placoid lesions on the face’.

Other models aiming to create a silica granuloma have already been tested as a model
of an inhaled carbon nanotube-induced granulomatous disease to simulate similarities with the
pathophysiology of sarcoidosis*?. This model had clinical efficacy but was difficult to
implement. The subcutaneous silica inoculum is a low cost and fully reproducible model. The
procedure was fast and reproducible and reduces the chances of complications such as
surgical site infections.

Angiogenesis was quantified via photographs (by SAMM)®, and the microvascular
density of the granuloma area was measured. Gum arabic reduced angiogenesis versus
controls, but did not present a statistically significant difference. Our data agree with those
found in the literature*. There was inhibition of the levels of angiogenic transcription factors
(angiogenin 1, angiogenin 3, and angiogenin 4) within four days with the use of gum arabic.
This favored the reduction of vascular proliferation (angiogenesis).

We used photographs (using SAMM) to show a reduction in microvascular density in the
area of the granuloma in the groups treated with eugenol for 7 days (reduction in
angiogenesis), but this was not statistically significant. However, there was a statistically
significant stimulation of vascular density in the groups treated for 14 days (stimulation of
angiogenesis). This seems contradictory although we know that eugenol and its compounds
can act as scavengers (antioxidant substance) or generators (pro-oxidant substance) of free
radicals (oxidative stress). This influences cell viability and anti-inflammatory activity to
varying degrees!'?.

The macrophages contribute to the production of proinflammatory cytokines and nitric

oxide, which are important for cellular and vascular events during the onset and progression
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of the inflammatory process. Studies have shown that eugenol can modulate macrophage
functions and negatively regulate inflammation?.

Yeh et al®. demonstrated that eugenol inhibits the inducible expression of macrophage
nitric oxide synthase (iNOS) in response to LPS culminating in the reduction of NO levels.
Eugenol also reduced TNF-a and IL-1 3 as well as NF-xB, ERK1/2 and p38 MAPK24
signaling pathways.

In macrophages, cytokines and lipopolysaccharides induce nitric synthase (iNOS) and
COX-2. Both INOS and COX-2 are responsible for producing large pro-inflammatory
mediators such as nitric oxide and prostaglandins in the inflammatory site. Eugenol showed
an anti-inflammatory effect similar to the effects of the COX antagonist (indomethacin) and
the selective COX-2 antagonist (celecoxib)?.

The antinociceptive effects of ortho-eugenol mediated by the adrenergic system as well as
the anti-inflammatory activity based on regulation of pro-inflammatory cytokines and
phosphorylation of NF-kB and p38 became obvious upon pre-treatment with ortho-eugenol.
There were reduced writhing events and reduced lick times in the writhing and glutamate tests,
respectively. The reaction time to thermal stimulus increased significantly in the hot plate test
after administration of ortho-eugenol. In anti-inflammatory tests, ortho-eugenol inhibited
acetic acid-induced vascular permeability and leukocyte migration, thus reducing TNF-a and
IL-1P due to its suppression of phosphorylated forms of NF-xB and p38 in the peritonitis
test?’.

Our results corroborate these findings because we noticed an inhibition of
microvascular density (anti-inflammatory/anti-angiogenic effect) when comparing the animals
that received eugenol for 7 days with their respective control (not statistically significant).
There was higher microvascular density (inflammatory/angiogenic stimulus) versus the
granulomas of animals that received eugenol for 14 days. These results, although antagonistic
as we have seen previously, have already been described. That is, eugenol and its compounds
can act as scavengers (antioxidant substance) or generators (pro-oxidant substance) of free
radicals (oxidative stress). We could have used longer experiments, but the time required for
angiogenic stimulation is certainly within 14 days as shown via statistical analysis.

Eugenol has beneficial activities for cells, but it can also be toxic depending on the
type of cell to which it is exposed and the concentration used. Thus, eugenol toxicity was
observed in human dental pulp fibroblasts with DNA damage. Eugenol could induce
genotoxicity of mouse peritoneal macrophages, but it also has antigenotoxic potential

depending on the treatment protocol. These may be interlinked with its effect on drug
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metabolism. Therefore, eugenol can modulate inflammatory and oxidative processes, but of
course, it must be used safely?*.

Although toxicity has been studied in vivo, little or no information is available on human
subjects. The pro-oxidant effect of eugenol mediates its toxicity attributed to protein
inactivation due to the binding of eugenol to lysine residues. Its cytotoxicity is probably due
to its active metabolic reactions that react with DNA, thus forming adducts that can destroy
nuclear genetic material. However, the World Health Organization (WHO) declared eugenol
as a non-mutant molecule and is generally recognized as safe®®.

Oral ingestion of eugenol by Wistar rats in different doses over a 15-day period may cause
some changes in blood chemistry. Furthermore, eugenol increases the levels of aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, and total bilirubin, but these effects are not dose-
dependent®. Thus, there is a limit not only on the dose, but also on the time to obtain a
therapeutic or toxic effect of any drug.

Although there are many studies articles on the cytotoxic properties of eugenol, the
controversial results in the literature make it difficult to interpret efficacy and safety much less
extend to clinical trials. However, the ability of eugenol to induce oxidative stress
(inflammation), as observed, seems to be related to its cytotoxicity and antitumor effects'>.

Problems related to the degree of purity of the compound, its evaporation during the
experiments, and the various methods used to quantify these data (different models and
animals can present divergent results and interpretations) can all partially explain these

controversial results.

There are no reports in the literature about the association of gum arabic with eugenol.
We found an increase in microvascular density in the groups treated for 7 days with gum
arabic and eugenol. There was a reduction in microvascular density in the groups treated for

14 days. However, neither of these changes were statistically significant.

New inflamatory model was successfully created. Eugenol reduced angiogenesis in the
groups treated for 7 days but not in a statistically significant way. Angiogenesis was
stimulated in groups treated for 14 days. Although gum arabic did not inhibit angiogenesis
with statistical significance, there was no increase in vascular density in animals treated only
with GA. Then, gum arabic had a potential inhibitory effect on this inflammatory
angiogenesis model. There was no difference between the findings of inflammatory cells
regardless of the substance or time of treatment. Gum arabic had a potential inhibitory effect

on this inflammatory angiogenesis model.
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ANEXO A - PUREZA EUGENOL
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Hit#:2 Entry:77352 Library:NIST14.lib

SES9 FormulaC16H300 CAS:56219-04-6 MolWeight:238 RetIndex:1808

CompName:cis-9-Hexadecenal $8 9-Hexadecenal, (Z)- $$ (7)-9-Hexadecenal $$ Z-9-Hexadecenal $$ (97)-9-Hexadecenal # $$
100+

T ! 1 1 ) ) ) r ml ! T Al 1 1 1 ) 1 1 T ) T T T ) 1 1 1 ) T ! l L\l
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

l' l$l$l$l

135 220
149 163 179 194 209 | 23

Hit#:3 Entry:163563 Library:NIST14.1ib
SER9 Formula:C22H4002 CAS:7370-49-2 MolWeight:336 RetIndex:2580
CompName:cis-13,16-Docasadienoic acid

’ ! T ) ) 1 ) ) ) r ) T Al ! T Al ) 1 1 ) 1 1 T ) Al T T ) ) 1 1 ) T ! T T
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

100-

336
196 210 224 238 265 279 201 320 |
L}

I' l$l$l$

Hit#:4 Entry:101006 Library:NIST14.lib
SES9 Formula:C18H340 CAS:0-00-0 MolWeight:266 RetIndex:2069
CompName:Z.7-3.13-Octadecadien-1-ol $$ (3Z,137)-3,13-Octadecadien-1-ol # $$

1
I ’ ! T I ) ) ) T Al ! T Al ) 1 1 ) ) 1 l ) Al ! T ) ) 1 1 ) T ! l T
10 30 50 70 90 110 130 150 170 1 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

100-

21 a5 266
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lI I$I$I$

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Hit#:5 Entry:101004 Library:NIST14.lib
SE89 Formula C18H340 CAS:0-00-0 MolWeight:266 Retlndex:2069
CompName: E E-3,13-Octadecadien-1-ol $$ (3E,13E)-3,13-Octadecadien-1-ol # $$

266

88888

298 222 237 48 26l
T

| :
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 21

0 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490
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<< Target >>

Line#:5 R.Time:14.765(Scar#:2154) MassPeaks:355

RawMode: Averaged 14.760-14.77(0(2153-2155) BasePeak:67.05(56488)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100
80
60
40+
“H G177 209 235 282279 300 336 363 301 430 470 491
DAL A e e g o A g A e A A At e A A A A At A g e A A 2
10 60 110 160 210 260 310 360 410 460 510 560 610 660 710 7 810 860

Hit#:1 Entry:31069 Library:NIST14s.lib
SE91 Formula C21H3804 CAS:3443-82-1 MolWeight:354 Retlndex:2713
CompName:9.12-Octadecadienoic acid (Z.Z)-, 2-hydroxy- 1-(hydroxymethyl)ethyl ester $$ Linolein, 2-mono- $3$ .beta.-Monolinokein $$ 2-Hydrox y- 1-(hydr

100
80
« 262 ":F\)\c
= 149
4 478 207 234 280 305325 354

LI S R I I R B I

0 560 610 660 710 760 810 = 860

LML I R R I R R R L S R I I I R I A )

10 60 110 160 210 260 310 360 410 460 5i
Hit#:2 Entry:177731 Library:NIST14.1ib
SE90 FormulaC21H3804 CAS:2277-28-3 MolWeight:354 Retlndex:2697
CompName:9,12-Octadecadienoic acid (Z.Z)-, 2,3-dihydroxypropyl ester $$ Linolein, 1-mono- $3$ .alpha.-Glyceryl linoleate $$ Glycerol 1-monolinolate $$ 1

100+
-y:’Y\:z

OH

164 234 | 280
| | 207 336334

410 460 510 560 610 660 710 760 810 860

10 60 110 160 210 260 310 360
Hit#:3 Entry:242258 Library:NIST14.1ib
SE90 Formula:C57H9806 CAS:537-40-6 MolWeight:878 Retindex:6173
CompName: Trilinokein $$ 9,12-Octadecadienoic acid (Z.Z)-, 1.2,3-propanetriyl ester $$ 2,3-Bis[(97.,127))-9,12-octade cadienoylox y|propyl (97.127)-9.12-0
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760 810 860

5
321 a47 499 5 20

LI B R I I B I I I I N R I A R y

10 60 110 160 210 260 310 360 410 460 510 560 610 660 710
Hit#:4 Entry:89026 Library:NIST14.lib

SE:89 FormulxC17H320 CAS:64566-18-3 MolWeight:252 Retlndex:1907

CompName:(R)-(-)-14-Methyl-8-hexadecyn-1-0l $$ 14-Methyl-8-hexadecyn-1-ol # $$

123

35
'],‘ L 166195 223 252

LALMAL LI I R I R I LA I S I I I I I I I I A

10 60 110 160 210 260 310 360 410 460 = SI10 560 610 660 710 760 810 860
Hit#:5 Entry:113262 Library:NIST14.lib

SE:89 FormulzC18H3202 CAS:80060-76-0 MolWeight:280 Retlndex:0

CompName:(Z)-18-Octadec-9-enolide $$ Oxacyclononadec-10-en-2-one, (10Z) $$ Oxacyclononadec-10-en-2-one, (Z)- $$ (Z)-Oxacyclononadec-10-en-2-
100 -

123 2

33 2625
188 162181 210 237 26221
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ANEXO B — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE Comissiio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada "GOMA ARABICA E EUGENOL NA ANGIOGENESE INFLAMATORIA EM MODELO DE INOCULO DE
SILICA SUBCUTANEOQ EM RATAS WISTAR", protocolada sob o CEUA n® 9407070619 (o cetise, sob a responsabllidade de Conceigao
Aparecida Dornelas e equipe; Barbara de Aradjo Uma Dutra; Concelgcdo Aparecida Dornelas - que envolve a produgdo,
manutengdo efou utilizagio de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
clentffica ou ensino - estd de acordo com o5 preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Naclonal de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e fol
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animals da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 08/08/2019.

We certify that the proposal "ARABIC GUM AND EUGENOL IN ANGIOGENESE INFLAMMATORY IN MODEL OF INACCLE OF
SUBCUTANEQUS SILICA ON WISTAR RATS", utilizing 96 Heterogenics rats (96 females), protocol number CEUA 9407070619 o
ooris4), under the responsibllity of Conceicao Aparecida Dornelas and team; Birbara de Aradjo Lima Dutra; Concelgdo Aparecida
Domelas - which Involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - Is In accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules Issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-UFC) In the
meeting of 08/08/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncla da Proposta: de 03/2019 a 12/2019 Area: Departamento de Patologla E Medicina Legal
Origem: Blotério Central da UFC

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas Idade: 10al8semanas N: 96
Linhagem: Wistar Peso:  1002110g

Local do experimento: Sala de Manuselo de animais do DPML

Fortaleza, 08 de agosto de 2019

Moede Yo Bk 5'}:mm

Prof. Dr. Alexandre Havt Bind& Profa. Dra. Camila Ferreira Roncarl
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animals
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceard

Rue Coronel Nures de Medo, 1127, Rodolfo Tesfls - Fortalesa/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (£S) 3365-8331
Horfirke de aterdiments: Segunds a Sexta, das 090 ks L2h @ das 13030 &s LEh - e-mal: cousgiuic e
CEUA N 9407000519
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