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RESUMO

Ulcera por pressdo (UP) é uma lesdo comum entre idosos e individuos com
mobilidade fisica prejudicada. Ela afeta a qualidade de vida dos individuos e gera
custos consideraveis, uma vez que estd se tornando um problema mundial
crescente, devido ao envelhecimento da populacéo. Ciclos de isquemia e reperfusao
tém sido identificados como fatores causais primarios, mas existem outros fatores
que influenciam a intensidade dos danos. Atualmente, ndo existe um método eficaz
e de baixo custo para tratar esta condicdo. O uso clinico da fumaca de Artemisia
vulgaris (FAV) para o tratamento de lesbes na pele de diversas origens esta descrito
na literatura. Entretanto € pouco documentado e atualmente nada foi descrito em
modelos experimentais de ulcera por pressdo a respeito da sua atividade
cicatrizante, bem como o seu efeito toxico. Dessa forma objetivou-se investigar o
perfil toxicologico e o efeito cicatrizante da aplicacao tdpica da fumaca de Artemisia
vulgaris em modelo de Ulcera por pressdo em camundongos. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica (89/2011). Foi utilizado um modelo n&o-invasivo de
UP em camundongos Swiss machos, que consiste em 4 ciclos de isquemia e
reperfusdo através da colocacdo de dois iméds na superficie da pele dorsal. Cinco
grupos experimentais foram testados: (1): com Ulcera e sem tratamento, (2): com
Ulcera e FAV topico, (3): com ulcera, FAV tépica e filme de poliuretano, (4): com
Ulcera e tratado com hidrogel e filme de poliuretano e (5) sem dulcera, e sem
tratamento. A andlise foi realizada nos dias 5, 7, 14 e 21 ap0s a inducéo da Ulcera.
Foram avaliados parametros macroscopicos de cicatrizacdo através da escala
EWAT (Experimental Wound Assessment Tool — Instrumento de avaliacao de ferida
experimental), area da ferida e porcentagem de contracdo. Nos parametros
microscopicos foram avaliados: a analise histopatoldgica, a espessura da camada de
colageno e densidade de colageno na derme, a contagem de fibroblastos e fibrécitos
e a medicao da espessura da epiderme. Avaliagdo da imunomarcacao para NOSi e
nitrotirosina e ensaio de malondialdeido (MDA) foi realizado para investigar o stress
oxidativo. Testes toxicolégicos com parametros hematoldgicos, bioquimicos,
histopatolégicos e comportamentais foram realizados em animais tratados com FAV.
Resultados: a FAV ndo mostrou toxicidade nos parametros avaliados. Em todos os
resultados a FAV + filme transparente foi melhor do que a FAV. EWAT macroscopica

e escores inflamatérios mostraram diferencas significativas entre o grupo tratado,



FAV + filme de poliuretano e grupo controle (p <0,01). Area contracdo da ferida foi
aumentada em no grupo FAV grupo + filme de poliuretano, por 99,62% (84,65% vs,
controle), bem como a contagem de fibroblastos (112,7 £ 7,9 vs 80,0 + 6,4; controle,
p < 0,01) e densidade de colageno (33,9% + 6,6 vs 20,9 * 8,6%, controle, p <0,01).
FAV + filme de poliuretano aumentou a espessura da epiderme (113,2 £ 18,1 vs 52,1
+ 8,9, controle p <0,01) e também a contagem do numero de vasos sanguineo no
tecido conjuntivo (142,3 + 15,1 vs 68, 5 + 8,6; controle, p <0,01). O numero de
células marcadas para NOSi e nitrotirosina, foi reduzido no grupo FAV + filme de
poliuretano (601,5 £ 94,0 vs 95,7 + 2005,0, controle, NOSi e 666,0 £ 1424 vs 1877,2
+ 133, 8; controle, nitrotirosina, p <0,01). O MDA também foi reduzido pelo
tratamento com FAV + filme de poliuretano (0,08 = 0,03 vs 0,3 £+ 0,05; controle, p
<0,05). Concluimos que a aplicacdo topica da FAV nao produziu efeito toxico e
acelerou a cicatrizagéo de feridas possivelmente por propriedades antioxidantes. O
uso do filme de poliuretano intensificou a agcdo da FAV.

Palavras-chave: Cicatrizacéo. Ulcera por Press&o. Artemisia.



ABSTRACT

Pressure ulcer (PU) is a common injury among elderly and subjects with impaired
physical mobility. It affects the quality of life of individuals and generates considerable
costs, since it is becoming a worldwide growing problem due to the aging of the
population. Cycles of ischemia and reperfusion from pressure have been identified as
primary causal factor but other factors influence the intensity of damage. Currently,
there is no effective and inexpensive method to treat this condition. For this reason,
we aimed to check whether the traditional indication of smoke from Artemisia vulgaris
(SAV) really contributes to the wound healing process of the PU. This work was
approved by Ethics Committee (89/2011). It was used a non-invasive model of PU in
mice which consists of 4 cycles of ischemia and reperfusion by the placement of two
magnets on the dorsal skin surface of mice. Five experimental groups were tested:
negative control, with ulcer and without treatment; positive control, with ulcer and
treated with hydrogel and transparent film; treated group 1, with ulcer and topical
SAV, treated group 2, with ulcer and topical SAV and transparent film, and a group
without ulcer and without treatment. The analysis was conducted on days 5, 7, 14
and 21 after ulcer induction. Macroscopic parameters of healing were assessed
through the EWAT (Experimental Wound Assessment Tool). Wound area,
percentage of contraction, histopathological analysis, collagen layer thickness and
collagen density in the dermis, counting of fibroblasts and fibrocytes, measurement of
epidermis thickness were also assessed. Evaluation of the immunostaining for iINOS
and nitrotyrosine and malondialdehyde assay (MDA) was performed to investigate
oxidative stress. Toxicological tests were conducted in treated animals and SAV
showed no toxic effect. In all the results SAV+film treatment was better than SAV.
Results: Macroscopic EWAT and inflammatory scores showed significant differences
between SAV+film treated group and control group (p<0,01). Wound contraction area
was enhanced in SAV+film group by 99,62% (vs 84,65%, control) as well as
fibroblast count (112,7 + 7,9 vs 80,0 + 6,4; control, p<0,01) and collagen density
(33,9% £ 6,6 vs 20,9% = 8,6; control, p<0,01). Epidermal width was increased by
SAV+Hilm (113,2 £ 18,1 vs 52,1 = 8,9; control p<0.01) and also the blood vessel
counting in the conjunctive tissue (142,3 £ 15,1 vs 68,5 + 8,6; control, p<0.01). The
counting of INOS and nitrotyrosine immunostained cells showed a reduction by
SAV+film (601,5 + 94,0 vs 2005,0 + 95,7; control, iINOS and 666,0 + 142,4 vs 1877,2



+ 133,8; control, nitrotyrosine, p<0.01). MDA assay showed also a reduction by
SAV+film treatment (0,08 + 0,03 vs 0,3 + 0,05; control, p<0.05). In conclusion, SAV
topical application promoted wound healing by anti-oxidant properties and by
modulating the inflammatory process. The effect of SAV was enhanced when the
wound area was covered by the transparent film after smoke application. In addition,
this method showed no toxic effect and may be an effective and low cost alternative

for PU healing treatment.

Keywords: Wound healing. Pressure Ulcer. Artemisia.
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1 INTRODUCAO

1.1Ulcera por Presséo

1.1.1 Definigdo

De acordo com EPUAP e NPUAP (2009) a ulcera por pressédo (UP) é
definida como uma leséo localizada na pele e/ou tecido subjacente geralmente sobre
uma proeminéncia 6ssea, resultante da pressdo, ou a pressdo associada com o
cisalhamento. Outros fatores contribuintes, também conhecidos como fatores de
complicacdo, podem ser considerados desencadeadores deste surgimento.

Contudo, a relevancia dos mesmos ainda nao foi totalmente elucidada.

1.1.2 Epidemiologia

A presenca de UP constitui uma condicdo grave, comum em idosos e
pessoas com restricbes de mobilidade, acarretando perda de produtividade
econbmica, interferindo seriamente na qualidade de vida do paciente, gerando
desconforto, dor, risco para infeccées graves e 6bito (BOUTEN et al., 2003; BREM,;
LYDER, 2004; NIEDERHAUSER et al., 2012).

A prevaléncia de UP nos Estados Unidos da América (EUA) foi estimada
entre 10% a 18% em cuidados agudos, 2,3% a 28% em cuidados de longa duracéao,
e de 0% a 29% no atendimento domiciliar. J& a incidéncia, varia de 2,3% a 23,9%
em cuidados de longa duracao, de 0,4% a 38% em cuidados intensivos, de 0% a
17% na assisténcia domiciliar e de 0% a 6% em cuidados de reabilitacdo. Estima-se
gue nos Estados Unidos de 2007 a 2009 foram gastos 1,99 bilhdes de délares no
tratamento deste tipo de ferida, somente no ambito hospitalar. Entre 1990 e 2001,
dos 27 milhdes de 6bitos nos Estados Unidos, 114.380 (0,4%) foram induzidos por
Ulceras de presséo, sendo em 21.365 destes casos registrados, a ulcera 0 motivo
principal dessas mortes (CATANIA et al., 2007; DORNER; POSTHAUER; THOMAS,
2009; REED et al., 2011; REDELINGS; LEE; SORVILLO, 2005).
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1.1.3 Etiopatogenia

Ciclos de isquemia por presséao e reperfusdo tém sido identificados como
principal fator causal (fig.1). Porém existem outros fatores auxiliares que influenciam
na intensidade do dano, sendo eles: a presenca de cisalhamento e friccdo, umidade,
idade, nutricdo, estado psicossocial, perda sensorial, mobilidade, temperatura
corporal elevada, tolerancia tecidual a pressdo, pressao arterial diastolica baixa,
tabagismo, fluxo de liquido intersticial, contraturas, espasticidade, diabetes mellitus,
doenca vascular periférica, alguns medicamentos, raca, mobilidade, a intensidade da
pressdo e a duracdo da pressdo (HASHIMOTO; KUROSE; KAWAMATA, 2008;
KOKATE et al., 1995; PIEPER, 2007).

Inserido no referido ciclo de isquemia e reperfuséo, o tempo € um fator a
ser considerado, visto que o periodo em que o tecido € submetido a pressao
apresenta uma relacdo inversa com a intensidade. A alta intensidade de pressao
num curto espaco de tempo ou baixa intensidade durante um longo periodo acarreta

o surgimento da Ulcera por pressdo (KOSIAK, 1961; PIEPER, 2007).

Figura 1 - Formacéao da Ulcera por pressao

Pressdo externa

Proeminéncia
ossea

p—

Tecidos

moles =

/ 2 |
Ulcera por pressdo
Superficie de suporte
ex.: colchdo

Fonte: Nucleus Medical Media (2013).
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1.1.4 Fisiopatologia

Quando um capilar € submetido a uma pressédo externa maior que 32
mmHg, pode-se desencadear oclusdo e trombose vascular. Neste processo, 0
liquido intersticial que amortece a tensé@o entre as células se desloca para outras
areas, e as células entram em contato direto umas com as outras, provocando
rompimento de suas membranas. As células que permanecem integras, devido a
falta de oxigénio e nutrientes, usam metabolismo anaerdbico, produzindo lactato e,
consequentemente, desenvolvendo acidose tecidual. Com a acidez tecidual, ocorre
hiperemia local, ativagdo de proteases intracelulares, culminando em mais morte
celular (KOSIAK, 1961; KROUSKORP et al., 1978; REDDY; COCHRAN, 1981).

Quando a compressao é removida, a pressao do liquido intersticial ainda
se mantém baixa, causando o rompimento capilar na area afetada devido a
reperfusdo. Quanto ao sistema linfatico, devido a sua alta sensibilidade a anodxia,
danifica-se, tornando-se ineficaz na remocédo de produtos toxicos intracelulares e
intersticiais que se acumulam no local, danificando as células que resistiram a
isquemia. Concomitante ao processo descrito anteriormente, o fluxo sanguineo da
reperfusdo aumenta o infiltrado inflamatorio leucocitario, com predominio inicial de
neutréfilos e, posteriormente, os mondcitos se diferenciando em macréfagos. Estes
secretam elevados niveis de enzimas proteoliticas e também radicais livres e
agentes oxidantes como o anion superéxido (O.7), radicais hidroxil (HO,
peroxinitrito (ONOQ™) e peréxido de hidrogénio (H.0.), que em grande quantidade
sdo citotoxicos para as células, por esgotamento dos mecanismos intrinsecos
antioxidantes. Dessa forma, somados aos danos desenvolvidos na isquemia, a
reperfusdo gera ainda mais destruicdo tecidual, através tanto de necrose quanto
apoptose (BARRICK; CAMPBELL; OWEN, 1999; CALS-GRIERSON; ORMEROD,
2004; FANTONE; WARD, 1982; JIANG et al., 2011; KOSIAK, 1961; KROUSKOP et
al., 1978; REDDY; COCHRAN, 198; TSUJI et al., 2005).

Além de destruicdo tecidual, os radicais livres sdo especialmente
prejudiciais ao tecido de granulacao interferindo assim na cicatrizacdo (TRABUCCHI
et al., 2002).

A tensdo de compressdo no musculo é trés vezes maior que a interface
epiderme e superficie de contato e 2,4 maior que a tensdo do tecido adiposo.

Somado a este fator, devido a alta sensibilidade do tecido muscular a falta de
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oxigénio, as altera¢des iniciam-se primeiro no musculo, avancando, em seguida,
para a pele. A area de isquemia, e posterior necrose, é maior na interface osso-
musculo que na superficie epitelial, ou seja, o que é visivel constitui apenas a ponta
do iceberg (fig.2). O resultado é uma lesdo nos tecidos subjacentes, a qual néo é
visualizada por ser profunda e muitas vezes bem maior que a lesdo superficial
(BOUTEN et al., 2003; LINDER-GANZ et al., 2007; PIEPER, 2007).

Figura 2 - Danos teciduais na Ulcera por pressao

PRESSAO

Fonte: Nucleus Medical Media (2013).

1.1.5 Cicatrizacao

Apés cessar a acdo dos fatores desencadeantes da UP, o organismo
tenta reaver a homeostasia anterior ao dano, através da recuperacéo da integridade
e funcdo da pele. Para isso, é requerido dele um processo intrincado denominado
cicatrizacdo, onde dentro desse processo existem muitos mecanismos ainda
desconhecidos (GURTNER et al., 2008).

A cicatrizacdo é um processo dinamico e complexo, envolvendo
interacbes entre a matriz extracelular, mecanismos celulares e moleculares.
Desencadeia: proliferacdo celular, modelacdo do coagulo sanguineo, deposi¢do e
remodelamento de matriz extracelular, migracdo e/ou diferenciagdo celular,
formacao de novos vasos sanguineos, e apoptose celular na fase final em células
gue desempenharam o seu papel nas fases iniciais (DAUER et al., 2005).0s eventos

da cicatrizacdo iniciam-se imediatamente ap0s o dano, e sdo divididos em trés
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principais fases, sendo elas: inflamatdria, proliferativa e de remodelamento (LI et al.,
2007).

1.1.5.1 Fase Inflamatéria

A fase inflamatoria ocorre imediatamente ap6s o dano, com duragédo de
aproximadamente 24 a 48 h apés a lesdo. Inicia-se com o rompimento e/ou dano
aos vasos sanguineos, possibilitando uma passagem passiva de plasma, plaquetas
e uma pequena quantidade de neutréfilos para o local da ferida. Com o
extravasamento de constituintes sanguineos, da-se a formacédo do coagulo, também
denominado matriz provisoria. Este é constituido por uma malha de fibrina com
ligacbes cruzadas, derivadas da trombina clivada pelo fibrinogénio; somado a uma
pequena quantidade de fibronectina plasmética, vitronectina e trombospondina.
Também fazem parte do coagulo: plaquetas, neutrofilos e bactérias. Esta matriz
provisoria (fig.3) inicial facilita a migragédo celular nas fases posteriores do processo
cicatricial (GILLITZER; GOEBELER, 2001; GURTNER et al., 2008; MARTIN, 1997).

Figura 3 - Fase inflamatdria do processo de cicatrizagcédo

FASE INFLAMATORIA

Fonte: Singer; Clark (1999).

Durante o extravasamento, as plaquetas entram em contato com o
coldgeno exposto e outros elementos da matriz extracelular, liberando fator de

crescimento derivado das plaquetas (PDGF); fator de crescimento transformante beta
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(TGF-B); peptideo ativador do tecido conjuntivo Il (CTAP-IIl), que se converte em
peptideo ativador de neutréfilos-2 (NAP-2; CXCL7) pelos neutréfilos ligados ao
trombo (DIEGELMANN; EVANS, 2004; GILLITZER; GOEBELER, 2001).

A primeira linha na quimiotaxia de neutrdfilos é exercida através de baixas
concentragbes de NAP-2 (CXCL7), atuando noreceptor-2 de quimiocina CXC
(CXCR2), que associado com o oncogene-alfa relacionadoa crescimento (GRO-q;
CXCL1) liberados por celulas endoteliais e periquitos. A proteina epitelial ativadora
de neutrdfilo - ENA-78 (CXCL5) intensifica o processo de diapedese neutrofilica, e
posteriormente de células mononucleares para a matriz provisoria da ferida, agindo
também no receptor CXCR2. Ja a interleucina oito (IL-8) se liga ao receptor CXCR1
nos neutréfilos, induzindo a migracao dentro da lesédo, fazendo com que os neutrdfilos
migrem para regifes mais profundas da ferida. Com relacdo aos produtos bacterianos
como lipopolissacarideos (LPS), N-formil metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e N-
acetilmuramil-L-alanil-disoglutamina(MDP),eles aceleram a locomoc¢ao de neutrofilos.
O recrutamento de neutrofilos e de mondcitos é reforcado pelo Cbha, produzido
através das vias classica e alternativa da cascata do complemento (GILLITZER;
GOEBELER, 2001).

Em resumo, a migracdo de neutrofilos € determinada pelos receptores de
CXC: CXCR1 e CXCR2. Onde CXCR1 é estimulado por IL-8 e altas concentracfes
de NAP-2 (CXCL7). E o NAP-2 (CXCL7), em baixas concentracfes se liga ao
receptor CXCR2, onde esta interacdo pode ser particularmente importante em vasos
sanguineos obstruidos, que s@o observados, principalmente, nas fases iniciais da
Ulcera por pressdo (EDSBERG, 2007; GILLITZER; GOEBELER, 2001).

Em relacdo a diapedese neutrofilica, as moléculas de adesé&o, P-selectina

e E-selectinas endoteliais, bem como as moléculas de adeséo intercelular, ICAM-1 e
ICAM-2, sao cruciais na diapedese. Elas interagem com as integrinas presentes na
superficie dos neutrofilos, incluindo CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1),
CD11c/CD18 (gpl150, 95), e CD11d/CD18, fazendo com que os neutréfilos migrem
para o leito da ferida (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).

Até 24h os neutrofilos representam aproximadamente 50% de todas as
células do leito da ferida. Tem como funcao principal a destruicdo de microrganismo
e o debridamento do tecido desvitalizado. Para executar estas tarefas, os neutrofilos
liberam uma grande variedade de substancias antimicrobianas altamente ativas

como, as espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species), peptideos
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catibnicos, eicosanodides e proteases, elastase neutrofilica (NE), mieloperoxidase,
catepsina G, proteinase 3 (PR3), ativador do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA).
Eles também produzem uma série de citocinas, incluindo as IL-1, IL-8, GM-CSF,
TNF-a e IL-1Ra. Onde as citocinas IL-1 e TNF-a induzem NF-kB, e fatores de
crescimento como o TGF-a e TGF-f3 (fig.3), que amplificamos sinais proliferativos da
ferida. Produzidos inicalmente pelos neutréfilose plaquetas, ativam os fibroblastos e
queratindcitos locais. Além disso, as citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, além
de induzir liberacdo de IL-8, também podem suprimir a expressdo CXCR2 em
neutroéfilos, controlando assim o grau de infiltrado neutrofilico no leito da ferida
(EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; GILLITZER; GOEBELER, 2001; HENG, 2011,
MCCOLL et al., 1992).

Os neutrofilos também podem até mesmo liberar “armadilhas
extracelulares neutrofilicas” (NETs - neutrophilic extracellular traps), que s&o
estruturas compostas de histonas e DNA. Estas estruturas s&o liberadas pelos
neutréfilos ao morrerem, como Ultima tatica para aprisionar e neutralizar as bactérias
guando em grande quantidade. Possibilitando a morte destes microrganismos
invasores por outros leucécitos (BRINKMANN et al., 2004; MENEGAZZI; DECLEVA,
DRI, 2012). Ap6s terem cumprido suas func¢des biolégicas, os neutrofilos que ja ndo
s80 mais necessarios, entram em apoptose (MENEGAZZI; DECLEVA; DRI, 2012).

Embora os neutréfilos proporcionem uma protecdo contra infeccdo, em
grande quantidade sua atuacao é prejudicial a cicatrizacdo. Um infiltrado neutrofilico
intenso, libera grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS), e enzimas proteoliticas, tais produtos estdo associados
a condicOes patoldgicas, como Ulceras por pressdo, que permanecem presas a um
estado de inflamacdo cronica, ndo progredindo a reepitelizagdo (DIEGELMANN;
EVANS, 2004).

Além do controlar a inflamacdo os neutrofilos tém outras funcbes
regulatérias benéficas para a cicatrizagdo de feridas. Onde através das citocinas,
guimiocinas e enzimas, proporcionam a reparticdo de codgulos de fibrina e de
degradacdo da matriz extracelular, promovem a angiogénese, migracdo e
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos, adesdo de queratinécitos na camada
dérmica e inducdo de expressdo de genes de anticorpos antimicrobianos
nosqueratinocitos. Porém essas func¢des citadas podem ser exercidas por outras

células, e nesse caso os neutrofilos assumem um papel coadjuvante no processo de
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cicatrizagdo, quando n&o houver grande quantidade de micro-organismos
infecciosos no leito da ferida (DIEGELMANN; EVANS, 2004; DOVI; HE; DIPIETRO,
2003; THEILGAARD-MONCH et al., 2004).

Contudo atualmente, a visdo sobre a funcédo dos neutrdéfilos tem mudado,
e estes, ttm emergido como um importante componente na regulagdo da resposta
imune inata e adaptativa. Em contraste com a visdo tradicional de células efetoras
de curta duracdo, atualmente as evidéncias indicam que semelhante aos
macrofagos, os neutréfilos também podem se diferenciar em dois fenotipos, os
neutrdfilos tipo N1 e os tipo N2. O fenétipo N1 esta associado com o aumento da
atividade citotoxica, maior capacidade de gerar peroxido de hidrogénio, e expressao
do fator de necrose tumoral (TNF), molécula de adesdao intercelular 1 (ICAM-1) e,
menor expressdo de arginase. Com a polarizacdo para o fenotipo N2 realizada,
principalmente, pelo fator de crescimento TGF-B, esses neutrofilos N2 sdo capazes
de expressar niveis elevados de arginase, e assim como 0s macrofagos M2,
também se tornam menos citotéxicos, liberando fatores de crescimento como o
VEGF que promove a angiogénese (FRIDLENDER et al., 2009; MANTOVANI et al,
2011).

Os neutrdfilos também estao envolvidos na resolucao da fase inflamatdéria
através de diferentes mecanismos, incluindo quimiocinas e/ou citocinas anti-
inflamatorias e a formacdo de mediadores lipidicos (tais como lipoxinas, resolvinas e
protectinas). Esses mediadores lipidicos diminuem a infiltracdo de neutrofilos e
aumentam a captacdo de neutréfilos apoptéticos por macrofagos. Eles também
amplificam a expressao do receptor CCR5 por neutrofilos apoptéticos, que, por sua
vez, promove o sequestro de quimiocina CCL3 e CCL5 (MANTOVANI et al, 2011).
Tudo que se conhece sobre os fendtipos dos neutréfilos estdo relacionados ao
cancer, mas de acordo com Schafer e Werner (2008) quase a totalidade dos
mecanismos celulares e moleculares que sdo ativos no cancer também estao ativos
na ferida.

Apoés 24 horas da lesdo, os mastdcitos sdo atraidos e acumulam-se na
ferida. Por acdo da quimiocina MCP-1, os mastécitos aumentam cinco vezes em
namero de células durante a cicatrizacdo de feridas, esse aumento € resultado do
recrutamento e néo de proliferacédo (GILLITZER; GOEBELER, 2001).

Também exercem efeitos biolégicos através da liberagdode histamina,

uma amina vasoativa, como também por liberacdo de interleucinas como IL-6, IL-8,
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IL-4. A IL-4 liberada pelos mastdcitos estimula a proliferacdo de fibroblastos, e
liberacdo de fatores de crescimento, como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). O VEGF por sua vez estimula a expressdo demetaloproteinase de matriz 9
(MMP-9). Também niveis elevados de IL-4 podem regular negativamente a
expressdo das quimiocinas, MCP-1 e IL-8, limitando a reacdo inflamatoria (NG,
2010; OSKERITZIAN, 2012; GILLITZER; GOEBELER, 2001).

Outras funcbes dos mastocitos sao: proporcionar aumento da
permeabilidade vascular através da ativacdo de receptor tipo 2ativado porprotease
(PAR2) por serina endopeptidase, quimase e triptase; aminas como a histamina; e
cininas que séao libertadasnos estagios iniciaisde inflamacdo. A vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade vascular facilitam a diapedese de neutrofilos e o
acumulo de outros mediadores inflamatorios no tecido lesionado (NG, 2010).

Com relacdo aos mondcitos, estes sdo atraidos pelas quimiocinas
RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), 1-309 (CCL1), MCP-1 (CCL2),
MCP-3 (CCL7), fibronectina, elastina, C5a, C3a, fator de crescimento neural (NGF) e
componentes da matriz extracelular (GILLITZER; GOEBELER, 2001; GURTNER et
al., 2008; MAHDAVIAN et al., 2011; SAITO et al., 2008). Além das quimiocinas, 0s
fatores de crescimento PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas) e o
TGF-B também atraem os macréfagos (fig.3) (SINGER; CLARK, 1999), as principais
fontes destas quimiocinas e fatores de crescimentos sdo as plaquetas no coagulo,
0s queratindcitos da borda da ferida, células endoteliais e 0s leucdcitos presentes na
ferida (GILLITZER; GOEBELER, 2001; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007). Dentre
todas as quimiocinas, a MCP-1 tem um papel principal na quimiotaxia dos
monaocitos, sendo produzida, principalmente, pelos queratindcitos adjacentes. A
producdo e liberacdo de MCP-1 tem pico concomitante com o infiltrado de
macrofagos no 2° dia apos a lesdo, confirmando sua importancia na quimiotaxia
(MAHDAVIAN et al., 2011).

Uma vez recrutados os mondcitos, apos a diapedese, modificam-se em
macroéfagos, inicialmente em um fendtipo inflamatorio e debridante M1 (ativagéo
classica). A ativacao classica é estimulada por produtos provenientes de bactérias
como lipopolissacarideo (LPS), além de citocinas pro-inflamatorias como [FN-
y(interferon gama) e TNF-a. Este fenotipo classico esta presente,
predominantemente, na fase inflamatéria da cicatrizacdo, sua funcdo &,

basicamente, antimicrobiana e debridante. Os macréfagos tipo M1 liberam enzimas



35

proteoliticas que degradam a matriz extracelular, facilitando a migracdo no tecido
lesionado. Os mediadores inflamatoérios induzem a liberacdo de TNF-a, 6xido nitrico
(NO), enzimas proteoliticas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS). As interleucinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1 e IL-12 liberadas pelos
macréfagos, estimulam os neutréfilos a entrarem em apoptose. E quando os
macréfagos fagocitam esses neutrdfilos, sua polarizacdo se modifica para M2, que é
ativacdo alternativa (LASKIN et al., 2011; MAHDAVIAN et al., 2011; KOH;
DIPIETRO, 2011; ENFIELD; LEIBOVICH, 2011; STOUT, 2010).

As principais fungbes dos macrofagos na ferida sdo como célula
apresentadora de antigenos, fagocitose e fonte importante de citocinas e fatores de
crescimento, produzindo inflamacéao e reparo tecidual (EMING; KRIEG; DAVIDSON,
2007; GILLITZER; GOEBELER, 2001).

Outro estimulo para a migracdo de macréfagos é a trombina. A trombina
induz a vasodilatacdo responsavel por extravasamento plasmatico e edema;
aumenta a expressdo de moléculas de adesdao endotelial; além de estimular a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como CCL2 (MCP-1), IL-6 e IL-8 por células
endoteliais. As citocinas por sua vez induzem a quimiotaxia de
mondcitos,intensificando a liberacdo de citocinas inflamatérias por mondcitos do
sangue periférico, comol IL-6, IFN-y, IL-1 e TNF-a. E as citocinas pro-inflamatorias
induzem a diferenciacdo de mondécitos em macrofagos M1 (MILLS et al., 2000;
MAHDAVIAN et al., 2011; ENFIELD; LEIBOVICH, 2011).

Posteriormente, quando os macréfagos fagocitam os neutrofilos, e
também por influéncia de citocinas anti-inflamatorias como a IL-4, IL-10 e IL-13, os
macréfagos mudam sua polarizagdo de M1 para macrofagos reparadores tipo M2.
Com a mudanca do fenoétipo para M2, inicia-se a resolucdo dainflamacdao, através da
diminuicdo da expressdo de IL-12 e TNF-a, assim como aumento na producgdo
decitocinas anti-inflamatérias como IL-10, e fatores de crescimento como TGF-3 e
VEGF, promovendo a formagdo de tecido de granulagdo e angiogénege
(MAHDAVIAN et al., 2011; ENFIELD; LEIBOVICH, 2011).

Além das citocinas anti-inflamatérias, a mudanca de fendtipo para
macrofagos M2, também s&o estimulados por lipidios bioativos como 15d-PGJ2,
lipoxinas, resolvina, fatores de crescimento como TGF-f e VEGF, assim como
ativacdo de receptores de adenosina Aza € TLR (receptores do tipo Toll) (KOH;
DIPIETRO, 2011; RAMANATHAN et al., 2009; MACEDO et al., 2007).
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A diversidade de fungbes exercida pela ativagéo alternativa faz com que
sejam classificados em subgrupos denominados: M2a, ativados por citocinas IL-4 e
IL-13; M2b ativados por complexos imune em combinacdo com IL-1B ou LPS; M2c
ativados por IL-10, TGF-B ou glicocorticoides; e M2d ativado por agonista TRL
associado com adenosina, e Ultimo subgrupo € especialmente importante na
cicatrizacdo (LASKIN et al., 2011; ENFIELD; LEIBOVICH, 2011).

As atividades dos macréfagos M1 sdo equilibradas com a dos
M2.Primeiramente, a fase inflamatoria de fagocitose e debridamento e
posteriormente com a fase reparadora. O equilibrio entre os fenétipos é que mantem
0 processo cicatricial de forma fisiolégica, com cada fenétipo agindo na fase
adequada da cicatrizacdo (LASKIN et al., 2011).

A permanéncia predominante de macréfagos M1, além da primeira fase
de inflamacéo, esta implicada na leséo tecidual crénica. Os macrofagos M1 liberam
grande quantidade de enzimas proteoliticas, mediadores lipidicos como
prostaglandinas e leucotrienos, assim como citocinas pro-inflamatérias, ROS e RNS.
Os radicais livres geram leséo tecidual através de danos em lipidios, proteinas e
DNA, levando a necrose e apoptose.Além disso, 0 estresse oxidativo induz a
transcricdo de NF-kB (fator nuclear Kappa B) e de AP-1 (proteina adaptadora), que
amplificam a resposta inflamatoéria e o dano tecidual (LASKIN et al., 2011).

A gquantidade de macréfagos aumenta durante a fase de inflamagéo, com
pico durante a fase de formacédo de tecido de granulacdo e declina na fase de
remodelamento (MARTIN; LEIBOVICH, 2005). Entre 48 e 72 h apo0s a lesdo, os
macrofagos comecam a dominar a populacdo de células no local da lesdo. Estas
células sdo, predominantemente, de um fendtipo pré-inflamatério (M1) e secretam
citocinas e quimiocinas que promovem o recrutamento adicional de leucécitos para o
local da lesdo. Quando os macréfagos removem os neutrofilos apoptéticos, atraves
defagocitose, isto pode conduzir a uma mudanca em direcdo a um fendtipo de
macréfagos reparadores (M2). Nesse momento ocorre a resolugdo da fase
inflamatoria da cicatrizagdo de feridas, iniciando assim, a fase proliferativa (BROWN
et al., 2012).
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1.1.5.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa ocorre de 2 a 10 dias apds e lesdo (GURTNER et al.,
2008). Os principais eventos na fase proliferativa séo: a criagdo de uma barreira de
permeabilidade, reepitelizagéo; o fornecimentoadequado de sangue por formacéo de
Novos vasos, angiogénese; e aumento no numero de fibroblastos, fibroplasia, para
reforcar o tecido dérmico lesado através de sintese de colageno, colagénese; e a
aproximacédo das extremidades da ferida realizada por acdo dos miofibroblastos,
contracao da ferida (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; WITTE; BARBUL, 1997).

A reepitelizacéo inicia-se horas apés o dano, onde em 12 horas ocorre
uma série de eventos com 0 queratindcito como: o achatamento e alongamento,
desenvolvimento de projecdes semelhantes a pseudopode denominadas
lamelipodios, perda das interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, a
retracdo dos tonofilamentos intracelulares, e a formacao de filamentos de actina na
borda do citoplasma. Em 24h os queratindcitos respondem a um defeito da
epiderme, migrando a partir dos bordos livres da ferida, as células tronco presente
nos foliculos pilosos também auxiliam no processo de reepitelizagdo (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999).

Figura 4 - Fase proliferativa do processo de cicatrizagédo

FASE PROLIFERATIVA

Fonte: Singer; Clark (1999).
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A proliferagdo de queratindcitos ocorre provavelmente devido a perca do
contato entre as células, formando uma camada de células estratificada que migra
em direcdo ao centro da ferida. (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Durante a cicatrizagdo o0s queratinécitosdas bordas da ferida sofrem
alteracdes fenotipicas marcantes como: dissolu¢cdo dos desmossomas intercelulares;
expressdo de integrinas, principalmente, receptor de fibronectina a5p1, receptores
de fibronectina/tenascina av36, receptores de vitronectina av5, e receptores de
colageno a2B1; contragdo dos filamentos de actinomiosina intracelular promovendo
migracao, sob o codgulo da ferida e na derme subjacente (SINGER; CLARK, 1999;
MARTIN, 1997).

A dissolucdo das ligagbes hemidesmossoma entre a epiderme e a
membrana basal, possibilita 0 movimento lateral das células epidérmicas. Também
durante a migracdo, os queratinécitosproduzem MMP-9 para degradar o colageno
tipo IV e lamininas na membrana basal, permitindo sua locomocéo para a ferida. No
leito da ferida os queratinécitos que entram em contato com o colageno, por agao
dos receptores de integrina sdo estimulados a liberar MMP-1, que age degradando o
colageno fibrilar tipo I, assim como também pode degradar o tipo Il e 11l (fig.4). Com
a disseccédo da ulcera, os queratinécitos separando a crosta desidratado a partir do
tecido viavel, facilitando a interacdo dos receptores de integrina de superficie
expressos e a matriz proviséria, que guia a direcdo de migracdo dessas células no
leito da ferida, (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; VAALAMO et al., 1997; MARTIN, 1997).

Um a dois dias ap6és a lesdo, células epidérmicas na margem da ferida
comecam a proliferar ativamente atras das células que migram (SINGER; CLARK,
1999)

A formacdo da zona da membrana basal intacta entre a epiderme e a
derme € de fundamental importancia para a integridade da pele e desempenho de
suas funcdes. Essa zona € uma estrutura de aderéncia, que, na parte superior, liga-
se aos queratindcitos basais através de um complexo de filamentos de ancoragem
hemidesmossoma e na porc¢ao inferior adere a derme subjacente por meio de fibrilas
de ancoragem. Essa zona € formada entre 7 e 9 dias ap0s a reepitelizacdo. A
importancia da zona da membrana basal € evidenciada por um grupo de doencas
envolvendo mutacdes de genes responsaveis pela arquitetura da pele como é o
caso dedoencas como epidermélise bolhosa e o pénfigo (LI; CHEN; KIRSNER,
2007).
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Uma vez que a superficie da ferida foi recoberta por uma camada de
queratinécitos, a migracdo epidérmica para de ocorrer e uma nova epiderme
estratificada com lamina basal subjacente é restabelecida a partir da margem da
ferida. Células suprabasais cessamde expressar integrinas, passando a realizar a
diferenciacdo normal de células da epiderme intacta. Esse sinal de "parar" nos
queratinécitos €, provavelmente, por inibicdo devido ao contato mecanico entre as
células. Os queratindcitos deixam de produzir MMPs e novas adesbes do
hemidesmossoma para a lamina basal sdo restabelecidas (MARTIN, 1997).

Todo o processo de reepitelizacdo € influenciado fortemente por fatores
de crescimento como o EGF (Fator de Crescimento Epidérmico), TGF-a e KGF (fator
de crescimento de queratinécitos), além do HB-EGF (fator de crescimento
semelhante ao EGF ligado a heparina), TGF-$1, FGF-2, PDGF. Além disso, TGF-31
e citocinas proé-inflamatérias, como: IL-1, IL-6 e o TNF-a, parecem estimular a
expressao de algumas das subunidades de integrinas de forma a facilitar a migragao
de queratinécitos para recobrir a ferida (BARRIENTOS et al., 2008; MARTIN, 1997).

A angiogénese inicia-se de 1 a 2 dias apdés o dano tecidual e torna-se
bem evidente apds o 4° dia da lesao. Inicialmente a partir de 1 a 2 dias ap6s o dano
tecidual, brotos angiogénicos de capilares sanguineos da borda da ferida invadem a
matriz provisoria e, através da migracao celular, formam os novos vasos. (TELLER,;
WHITE, 2009; TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

Essa nova vascularizacdo se torna bem evidente no quarto dia e,
juntamente com os fibroblastos e os macrofagos presentes na matriz provisoéria,
formam o tecido de granulacdo. O nome granulacéo se da pelo aspecto granular do
tecido quando cortado e visualizado a olho nu. Tem como principal caracteristica
elevada quantidade de componentes celulares (REINKE; SORG, 2012; TONNESEN,;
FENG; CLARK, 2000).

Os macrofagos sdo uma fonte continua de citoquinas necessarias para
estimular a fibroplasia e angiogénese. Onde os fibroblastos sintetizam uma nova
matriz extracelular, necessaria para suportar o crescimento interno das células. A
angiogenese refere-se a formacdo de novos 0sS vasos sanguineos, que sao
responsaveis pelo transporte de oxigénio e nutrientes necessarios para sustentar o
metabolismo celular (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).
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Os eventos angiogénicos sdo comandados pelos fatores de crescimento;
FGF, bFGF (fator de crescimento fibroblastico basico, também denominado FGF2),
VEGF, TGF-B, angiopoietina, triptanos de mastdcitos, assim como a matriz
extracelular através de receptores de integrinas (TONNESEN; FENG; CLARK,
2000). Além dos fatores de crescimento, o oxido nitrico (NO) também participa da
angiogénese através da inibicdo de trombospondina 1 (TSP1) via fosforilagdo da
ERK por agdo do GMPc (KOTTAKIS et al., 2011; RIDNOUR et al., 2005). Ademais o
lactato aumentado, reduz o pH e a tensdo de oxigénio, contribuindo para uma
redugéo de NAD+, um inibidor da angiogénese (TELLER; WHITE, 2009).

Quando se inicia a deposicéo de colageno pelos fibroblastos o nimero de
vasos que haviam sido formados diminui, por acao apoptética nas células endoteliais
(TELLER; WHITE, 2009; TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

A sintese de colageno pelos fibroblastos comeca horas apos a lesdo, mas
s6 se tornam significativas cerca de uma semana ap6s o dano. Esta nova matriz é
necessaria para apoiar o crescimento interno das células do leito da ferida e
influencia significativamente na resisténcia da cicatriz (MONACO; LAWRENCE,
2003; TELLER; WHITE, 2009; SINGER; CLARK, 1999).

Os fatores de crescimento PDGF e TGF-3, em conjunto com as moléculas
da matriz extracelular, estimulam os fibroblastos do tecido em torno da ferida a
proliferar e expressar receptores de integrina para migrar em direcao ao interior da
ferida (SINGER; CLARK, 1999).

O TGF- B liberado/produzido pelas plaguetas, macréfagos e linfécitos T é
o fator de crescimento principal para a colagénese. Age de trés formas, favorecendo
a deposicdo de colageno: em primeiro lugar, aumenta a transcricdo dos genes para
0 colageno, proteoglicanos e fibronectina, aumentando assim a producao total de
proteinas da matriz; diminui a secrecao de proteases responsaveis pela degradacao
da matriz; eestimula inibidores teciduais de metaloproteases - 1 (TIMP-1)
(DIEGELMANN; EVANS, 2004; PILCHER et al., 1998).

Apds migrar para dentro da ferida, os fibroblastos comecam a secretar
colageno, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e acido hialurdnico. Essa
substituicdo a matriz provisoria pela matriz extracelular ocorre em resposta ao TGF-
B1. (SINGER; CLARK, 1999; REINKE; SORG, 2012).

A sintese de coldgenos continua a uma taxa méxima durante 2 a 4

semanas, e em seguida comeca a diminuir O colageno constitui mais de 50% da
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proteina em tecido cicatricial, e a sua producéo é essencial para o processo de cura.
Na cicatrizacdo o colageno tipo Il é predominante, diferente da pele normal que tem
de 10 a 20% de colageno tipo Il e o colageno do tipo | em torno de 80% a 90%
(MONACO; LAWRENCE, 2003; TELLER; WHITE, 2009).

Quando a cicatriz ocorre de forma fisiolégica, o colageno fornece
integridade, forca e estrutura. Mas se muito colageno é depositado no local da
ferida, a estrutura anatémica normal € perdida, a funcdo € comprometida, formando
fibrose. Inversamente, se uma quantidade insuficiente de colageno é depositado, a
resisténcia da ferida torna-se baixa e pode entreabrir-se (DIEGELMANN; EVANS,
2004; SINGER; CLARK, 1999).

Uma vez que a matriz colagénica foi depositada na ferida, os fibroblastos
cessam suas atividades sintetizadoras e se diferenciam em miofibroblastos para
realizar a contracdo da ferida. Por fim entram em apoptose por um mecanismo ainda
desconhecido (SINGER; CLARK, 1999; REINKE; SORG, 2012).

O trabalho do reepitelizacdo é facilitado pela contracdo que diminui o
tamanho da leséo por aproximar os bordos da ferida, representa 40% da reducao do
tamanho da ferida (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; MARTIN, 1997).

Ocorre devido a interacdo dos miofibroblastos com a matriz de colageno
através de receptores de integrina, interagindo com a fibronectina e as ligacdes
cruzadas entre os feixes de colageno (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; MARTIN, 1997,
SINGER; CLARK, 1999).

O pico de contracao ocorre duas semanas apos a lesao e todo o processo
é realizado através da estimulacdo dos miofibroblastos por fatores de crescimento
como: TGF-B1 ou TGF-B2 e PGDF (SINGER; CLARK, 1999; MONTESANO; ORCI,
1988). Outros mediadores também contribuem para a contragdo do miofibroblastos
como: 5-hidroxitriptamina, angiotensina, vasopressina, bradicinina, epinefrina e
norepinefrina (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Apés exercer a atividade de contracdo da ferida os miofibroblastos entram

em apoptose por um mecanismo ainda desconhecido (REINKE; SORG, 2012).

1.1.5.3 Fase de remodelamento

Durante as fases iniciais de cicatrizacdo o coladgeno do tipo Il é

sintetizado pelos fibroblastos nos tecidos de granulacdo. Essa sintese € iniciada em
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pequenas quantidades a partir de 48 a 72 horas, aumentando entre 5 e 7 dias, e
atinge seu pico maximo de producéo entre 2 e 3 semanas apos a lesédo (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007).

O tecido restante é entdo composto principalmente de proteinas da matriz
extracelular, essencialmente, o colageno do tipo lll, esta matriz formada sera
remodelada pela metaloproteinasproduzida pelas célulasepidérmicas, células
endoteliais, fibroblastos e os macrofagos remanescentes na cicatriz. O colageno tipo
llisera substituido por colageno do tipo | na matriz extracelular cicatricial (TELLER,;
WHITE, 2009; MONACO; LAWRENCE, 2003; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER,;
CLARK, 1999).

Na fase de remodelamento ocorre aapoptosedos fibroblastos e
miofibroblastos, células endoteliais e macrofagos (RODERO; KHOSROTEHRANI,
2010). E o evento mais longo da cicatrizag&o, iniciando cerca de uma semana apos
a lesdo, predomina por volta do 21° dia apods a lesdo e se estende por 12 ou 18
meses (REINKE; SORG, 2012; MONACO; LAWRENCE, 2003; TELLER; WHITE,
2009). Durante este periodo de tempo, a matriz de colagenoé submetida
continuamente a reabsorcdo e deposicdo para remodelar e fortalecer a ferida. O
tecido de granulacdo rico em colageno tipo Il é substituido por uma cicatriz
contendo predominantimente colageno tipo | (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010;
LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Gradualmente o tecido vai voltando ao fenotipo anterior
a lesdo, com predominéancia de colageno tipo | (TELLER; WHITE, 2009; LI; CHEN;
KIRSNER, 2007).

Apd6s uma semana, a resisténcia da matriz é de 3%do tecidoantes da
lesdo. Com Trés semanas, a resisténcia do tecido aumenta para 30%, no terceiro
més para 40%, até atingir um maximo de 70% a 80% da sua resisténcia original. A
organizacdo e a resisténcia do colageno da cicatriz nunca mais atingirdo as
caracteristicas anteriores a lesdo (REINKE; SORG, 2012; TELLER; WHITE, 2009;
LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999).

O conteudo ea organizacdo do tecido conjuntivo ndo lesado é composto
por 80% a 90% decolageno do tipo | e de 10% a 20% de colageno do tipo Ill. Em
contraste, a matriz de colageno no inicio da cicatrizacédo é de 30% de colageno do
tipo 1ll, quanto maior for & proporgéo de colageno tipo Il mais fraca é a ferida. Além
do mais, as fibras no leito da ferida sdo mais glicosiladas e finas que o tecido intacto
(TELLER; WHITE, 2009).
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O processo de mudancga do tecido inicia-se com endopeptidases que
clivam e degradam as fibrilas de colageno tipo Ill, ao mesmo tempo em que ocorre
mais deposicdo de colageno tipo |, que aumenta a espessura, a organizacdo e a
forca tensil na cicatriz. A lisil-oxidase (LOX) promove a reticulacdo entre
fibrilas.Desta forma, a proporgcéo de colageno tipo | e o tipo Ill vaise aproximando a
do tecido conjuntivo anterior ao dano, bem como a quantidade de agua e
proteoglicanos vao diminuindo (REINKE; SORG, 2012; TELLER; WHITE, 2009).

O processo de conversao da derme € conseguido através de uma sintese
altamente controlada de colageno novo e lise do colageno velho, principalmente
efetuada pela acdo de MMPs (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

As MMPs constituem uma familia de pelo menos 25 enzimas, das quais
24 sdo encontradas em mamiferos. Elas estdo incluidas na familia de enzimas
metzincina que € composta, além das matrixinas (MMPS), as serralisinas, astacinas,
adamalisinas também conhecida como ADAM (um acrénimo de a Disintegrin and
Metalloproteinase Domain) (GILL; PARKS, 2008; REINKE; SORG, 2012). Sé&o
endopeptidases que utilizam fons de Zn ?* ou Ca®* em seu sitio ativo.

Além da MEC (matriz extracelular) as MMPs clivam uma vasta gama de
substratos extracelulares bioativos, e regulam a atividade de tais proteinas. As
funcdes estabelecidas para MMPs incluem a liberacdo de fatores de crescimento a
partir da membrana celular ou MEC, clivagem dos receptores do fator de
crescimento a partir da superficie da célula, o desprendimento de moléculas de
adesado celular e ativacdo de outras MMPs (GILL; PARKS, 2008). Elas sé&o
produzidas e secretadas por macréfagos, células epidérmicase células endoteliais,
bem como fibroblastos. Cada célula produz proteinases diferentes com funcdes
diferentes (REINKE; SORG, 2012; SINGER; CLARK, 1999).

A colagenase-1 (MMP-1), colagenase-2 (MMP-8) e colagenase 3 (MMP-
13) sdo as enzimas encontradas apenas em mamiferos, com a capacidade para
clivar a tripla hélice do colageno fibrilar tipo I, II, lll, V e XI. Embora todas as trés
colagenases tenham a capacidade de clivar colageno fibrilar, elas também agem em
outros componentes da matriz extracelular (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007;
ARMSTRONG; JUDE, 2002).

MMP-1 (colagenase intersticial ou fibroblastos ou colagenase-1) € a
principal colagenase, capaz de degradar colagenos fibrilares do tipo I, Il, lll.Mas

parece ter atividade preferencial para o colageno tipo Ill, degrada o colageno de um
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sitio especifico do dominio N-terminal. MMP-1 é produzida por varios tipos de
células, como: fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais, macréfagos,
hepatdcitos, condrocitos e osteoblastos. Seu pico de producéo € por volta do décimo
dia pds-lesdo (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007; ARMSTRONG:; JUDE, 2002).

A MMP-8 (colagenase-2) degrada o coldgeno tipo I, tipo Il (o colageno
predominante da cartilagem), com afinidade maior para o colageno tipo |. Degradam
também proteinas como a serpinas, bradicinina, angiotensina | e substancia P.
MMP-8 € sintetizado por leucécitos polimorfonucleares (PMN), durante a sua
maturacdo na medula Ossea, em fase miel6cito, armazenados nos granulos
intracelulares especificos, na forma de pro-MMP-8, e secretados em resposta a
estimulos externos. Pro-MMP-8 é rapidamente liberado da desgranulacdo de PMN,
através do mecanismo de interruptor de cisteina para induzir a forma ativa da
enzima. Atingeseu pico méaximo em 4 dias e persiste durante cerca de 1 semana.
(AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007; ARMSTRONG; JUDE, 2002).

MMP-13 (colagenase-3) cliva o colageno do tipo Il de forma mais eficaz
do que os colagenos tipo | e Ill, com uma atividademais forte do que MMP-1 e MMP-
8 (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).

Além de colagenos fibrilares e gelatina, a MMP-13 degrada também o
colageno tipo 1V, IX, X e XIV, tenascina C, fibronectina, laminina, proteina do nucleo
do agrecano, fibrilina-1 e inibidores de serina protease. MMP-13 latente € ativado por
estromelisina-1 (MMP-3), estromelisina-2 (MMP-10), gelatinase A (MMP-2), MT1-
MMP (MMP-14), MT2-MMP (MMP- 15), tripsina, plasmina. Sua atividade é inibida
pelos inibidores tecidual de metaloproteinases, TIMP-1 e TIMP-3 (inibidores
teciduais de metaloproteinases 1 e 3), e menos intensamente por TIMP-2
(AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).

Embora a MMP-1, MMP-8 e MMP-13 tenham diferentes afinidades para
os tipos de colageno |, Il e lll, as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) clivam outros tipos
de colageno (IV, V, VIl e X), elastina e coldgeno desnaturado (ARMSTRONG; JUDE,
2002).

Gelatinases MMP-2 e MMP-9 incorporam trés moédulos de fibronectina e
colageno tipo Il. Possuem um dominio de ligacdo ao coladgeno compacto edegradam
coldgeno tipo 1V, V, VII, X, Xl, XIV, gelatina, elastina, proteina nudcleo do
proteoglicano, proteina basica de mielina, fibronectina, fibrilina-1 e os precursores de
TNF-a e IL-18 (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).
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MMP-2 é segregada por fibroblastos e a MMP-9, molecularmente maior, é
produzida predominantemente pelos leucécitos e também por queratindcitos. MMP-2
e MMP-9 mantem-se em niveis elevados mesmo apds o fechamento da ferida, o que
sugere que estas metaloproteinases de matriz provavelmente desempenham um
papel importante na remodelacdo da matriz tecidual (ARMSTRONG; JUDE, 2002).
MMP-2 (gelatinase A) cliva o colageno tipo IV e algumas glicoproteinas da MEC né&o
colagénica. TNF-a e TNF- estimulam e IFN-y inibe a producdo de MMP-2. A MMP-2
€ expressa por varios tipos celulares, incluindo fibroblastos, ceratinécitos, células
endoteliais, condrécitos, osteoblastos e mondcitos (AMALINEI; CARUNTU; BALAN,
2007).

MMP-9 (gelatinase-B) cliva telopeptideo N-terminal de colageno tipo I, em
um meio acido, com um papel na remodelacdo da MEC colagénica. A MMP-9 é
produzida pelos macréfagos, leucdcitos polimorfonucleares, osteoclastos,
queratindcitos e trofoblastos invasores (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).

Estromelisinas (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11 e MMP-12)
desempenham um papel variado na degradacdo da matriz extracelular. Esta classe
de metaloproteinases de matriz tem sido associada com a degradacdo do colageno
tipo IV, V, IX e X, elastina; fibronectina, proteoglicanos entre outros (ARMSTRONG,;
JUDE, 2002; AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).

A expressdao das MMPs é rigorosamente controlada nos niveis de
transcricdo, secrecdo, ativacao e inibicdo dessas enzimas, em que pro-enzimas e
formas ativas de MMPs sdo controladas pela ligacdo estequiométrica de inibidores
especificos, produzidos localmente no tecido (AMALINEI; CARUNTU; BALAN, 2007).

Entre os inibidores enddégenos de MMPs estdo os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs — tissue inhibitors of metalloproteinases), dos quais
existem quatro membros da familia, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Os TIMPs
inibem as MMPs atraves da interacdo do dominio N-terminal da molécula de TIMP,
coordenar o sitio catalitico Zn?* e se ligando ao sitio ativo de uma forma semelhante
a um substrato de MMP, neutralizando-o. Outras proteinas e mecanismos podem
inibir a atividade da metaloproteinase, incluem a2-macroglobulina, um inibidor
primario das metaloproteinases em fluidos corporais, tais como fluido sinovial, e
RECK (proteina indutora de reverséo rica em cisteina com dominios Kazal), a Unica
proteina inibidora de MMP conhecida que € ligada a membrana. A modificacdo do
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perfil de espécies reativas de oxigénio no meio também pode inibir a atividade das
MMPs (GILL; PARKS, 2008).

O equilibrio entre as atividades das MMPs e dos inibidores de tecido de
metaloproteinases sadoimportantes para a fase de reparacdo e de remodelacdoda
ferida. Esse equilibrio é conseguido através de mediadores que comandam o
processo, como: TGF-B, PDGF, e IL-1 (REINKE; SORG, 2012; MONACO;
LAWRENCE, 2003; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999).

Além dos fatores oxidantes, o aumento de citocinas pré-inflamatérias e
radicais livres de oxigénio podem diminuir a sintese das TIMPs e aumentar a

producédo de MMPs, fazendo que a ferida se cronifigue (ARMSTRONG; JUDE, 2002)

1.1.6 Classificacao da ulcera por presséao (estagiamento)

De acordo com estudos de reviséo realizados por Stausberg e Kierfer
(2009) existem 31 classificacfes diferentes para a UP. A mais utilizada atualmente é
o NPUAP/EPUAP (2009). Com quatro estagios/categorias basicos e dois estagios
adicionais aceitos somente pela NPUAP, essa classificagdo leva em conta o grau de
comprometimento tecidual (Quad. 1 e 2).

Quadro 1 — Classificacédo da Ulcera por pressio aceitas pela NPUAP e EPUAP

b Pele sem leséo

JL

Estagio/Categoria I: Eritema néo branqueavel

Pele intacta com rubor ndo branqueavel numa é&rea localizada,
normalmente sobre uma proeminéncia éssea. Em pele de
pigmentacdo escura pode ndo ser visivel o branqueamento; a sua
cor pode ser diferente da pele em redor. A area pode estar
dolorosa, dura, mole, mais quente ou mais fria comparativamente
ao tecido adjacente. O estagio | pode ser dificil de identificar em
individuos com tons de pele escuros. Pode ser indicativo de
pessoas “em risco”.

vt STAGE 1
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STAGE 2

Estagio/Categoria ll: perda parcial da espessura da pele

Perda parcial da espessura da derme, que se apresenta como uma
ferida superficial (rasa) com leito vermelho — rosa sem esfacelo.
Pode também apresentar-se como flictena fechada ou aberta,
preenchida por liquido seroso ou sero-sanguinolento. Apresenta-se
como uma Ulcera brilhante ou seca, sem crosta ou equimose*.

Esta categoria ndo deve ser usada para descrever fissuras da

pele, queimaduras por abrasdo, dermatite associada a
incontinéncia, maceracao ou escoriacdes.

*Equimose € indicador de lesdo profunda.

STAGE 3

Estagio/Categoria lll: Perda total da espessura da pele

Perda total da espessura tecidual. Pode ser visivel o tecido
adiposo subcutaneo, mas nao estdo expostos 0s 0ssos, tenddes
ou musculos. Pode estar presente algum tecido desvitalizado
(fiborina Umida), mas ndo oculta a profundidade dos tecidos
lesados. Pode incluir lesdo cavitaria e encapsulamento. A
profundidade de uma Ulcera de -categoria Il varia com a
localizagdo anatémica. A asa do nariz, orelhas, regido occipital e
maléolos ndo tém tecido subcutédneo (adiposo) e uma Ulcera de
categoria lll pode ser superficial. Em contrapartida, em zonas com
tecido adiposo abundante podem desenvolver-se Ulceras de
pressdo de categoria Ill extremamente profundas. O osso/tendao
nao sao visiveis ou diretamente palpaveis.

STAGE 4

Estagio/ Categoria IV: Perda total da espessura dos tecidos
Perda total da espessura dos tecidos com exposicao 0ssea, dos
tenddes ou musculos. Pode estar presente tecido desvitalizado
(fiborina Umida) e ou tecido necrético. Frequentemente sao
cavitadas e fistulizadas. A profundidade de uma Ulcera de presséo
de categoria IV varia com a localizagdo anatémica. A asa do nariz,
orelhas, regido occipital e maléolos ndo tém tecido subcuténeo
(adiposo) e estas Ulceras podem ser superficiais. Uma Ulcera de
categoria IV pode atingir masculo e/ou estruturas de suporte (i.e.
fascia, tenddo ou cépsula articular) tornando a osteomielite e a
osteite provavel de acontecer. Existe osso/musculo exposto visivel
ou diretamente palpavel.

Fonte: European Pressure Ulcer Advisory Panel and National Pressure Ulcer Advisory Panel —

EPUAP & NPUAP (2009).

Quadro 2 — Estagios/Categorias adicionais, aceitas pela NPUAP

UNSTAGEABLE

InclassificAveis/Ndo estageaveis: Perda total da espessura da
pele ou de tecidos — profundidade indeterminada

Perda total da espessura dos tecidos, na qual a profundidade atual
da Ulcera esta bloqueada pela presenca de tecido necrético
(amarelo, acastanhado, cinzento, verde ou castanho) e/ou escara
(tecido necrético amarelo escuro, castanho ou preto) no leito da
ferida. Até que seja removido tecido necroético suficiente para expor
a base da ferida, a verdadeira profundidade n&do pode ser
determinada; é, no entanto uma Ulcera de categoria lll ou IV. Uma
escara estavel (seca, aderente, intacta e sem eritema ou flutuacdo)
nos calcéneos, serve como penso biolégico natural e ndo deve ser
removida.
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Suspeita de leséo nos tecidos profundos

Area vermelha escura ou puarpura localizada em pele intacta e
descorada ou flictena preenchida com sangue, provocadas por
danos no tecido mole subjacente pela pressdo e ou forcas de
torcdo. A area pode estar rodeada por tecido mais doloroso, firme,
mole, umido, quente ou frio comparativamente ao tecido adjacente.
A lesédo dos tecidos profundos pode ser dificil de identificar em
individuos com tons de pele escuros. A evolucao pode incluir uma
flictena de espessura fina sobre o leito de uma ferida escura. A
ferida pode evoluir adicionalmente ficando coberta por uma fina
camada de tecido necrotico (escara). A sua evolugdo pode ser
e rapida expondo outras camadas de tecido adicionais mesmo com o
tratamento adequado.

Fonte: European Pressure Ulcer Advisory Panel and National Pressure Ulcer Advisory Panel —
EPUAP & NPUAP (2009).

1.1.7 Tratamento

O tratamento de Ulcera por pressao € feito através da avaliacdo diariada
pele, especialmente em locais susceptiveis ao desenvolvimento de uma nova lesédo
como a regido isquiatica, sacral, trocantérica, e areasde calcanhar. Medicdoe
documentacdo da evolucdo decada feridacom periodicidade minimo de
umasemanal. Desbridamentode todo o tecidondo viavel, podendo ser: cirurgico,
autolitico, enzimatico, mecéanico ou larvas de moscas nao contaminadas (BREM,;
LYDER, 2004; EPUAP/NPUAP, 2009).

E de grande importancia para a cicatrizacdo a preparacdodo leito de
feridas de forma eficaz e segura, comestabelecimento de um ambientede Umido
adequada e limpo livre de debris e infeccdo. Para esta finalidade existem no
mercado varios produtos e curativos apropriados para cada caso e com Varias
finalidades. Suplementacgao nutricionalpara todos oS pacientes
desnutridos/subnutridos. Alivio de pressao e/ou dos outros fatores contribuintes para
o desenvolvimento de UP, estes mesmo também ndo permitem um ambiente
propicio para que haja a cicatrizacdo. Eliminar ou neutralizar toda forma dedrenagem
ou celulite. Além deterapias biol6gicas,para todos os pacientescom feridasque nao
se consolidam rapidamenteapds o tratamento inicial, tendo como exemplo deste tipo
de terapia a PDGF-BB (Platelet-derived growth factor-BB), o GM-CSF (fator
estimulante de col6nias de granulocitos e macrofagos) e a matriz de regeneracao
dérmica, entre outros meios disponiveis (BREM; LYDER, 2004; ICHIOKA, 2008).

Com relacdo a diversidade de curativos existentes, eles foram
categorizados porfuncdo e devidomuitosexercerem mais deumafuncéo, elesforam

agrupadoscom base no seuprincipal objetivo, onde temos os de absorcéo
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deexsudatocomo asespumas, os de debridamento como colagenase, hidratante no
caso dos hidrocoldides, antimicrobianos tendo como exemplo a prata e a
iodopovidona, e outros que ndo se encaixam em nenhuma das classificacdes
anteriores. Ja as terapias adjuvantes foram definidas comoas modalidades
guendoabordam diretamenteos fatoresadjacentes nem os principais do tratamento
local, séo exemplos deste tipo de tratamento a terapia de vacuo, a corrente elétrica,
o laser, ultrassom, terapia eletromagnética e fototerapia com luz monocromatica
(REDDY et al., 2008).

Entre outros tratamentos promissores em estudo podemos citar
acidohipocloroso a 0,01%, o raio UVC e a timosina 34 (TB4) isolada ou em
associacado a sulfadiazina de prata (CREW et al., 2012; NUSSBAUM et al., 2013;
TREADWELL et al., 2012; SUMAN et al., 2012).

1.1.8 Avaliagao das intervencgdes

Existem varios instrumentos de avaliacdo e acompanhamento da
cicatrizacdo, entre os quais se citam: Photographic Wound Assessment Tool (PWAT)
Sessing Scale (SS), Sussman Wound Healing Tool (SWHT), Wound Healing Scale
(WHS), Leg Ulcer Measurement Tool (LUMT), Barber Measuring Tool (BMT),
ASEPSIS, Granulometer, DESIGN, Pressure Ulcer Scale for Healing (PUSH) e
Pressure Sore Status Tool (PSST), todos seguem um principio comum que é gerar
escores para itens relacionados as caracteristica da ferida em evolucdo a ser
analisada (HOUGHTON et al., 2000; PILLEN et al., 2009).

O PUSH é o mais usado e em segundo lugar ficando o PSST, ambos séo
ideais para o acompanhamento clinico por serem especificos para UP, além de
terem sido validados através de artigos publicados (EPUAP e NPUAP, 2009; PILLEN
et al., 2009).

Porém nenhum deles ou qualquer outro instrumento de avaliacdo e
acompanhamento séo capazes de contemplar o detalhamento que a pesquisa
experimental requer, dessa forma necessitando de um instrumento voltado a esse
propésito, foi desenvolvida para este trabalho a EWAT (Experimental Wound
Assessment Tool — Instrumento de avaliagéo de ferida experimental), com o objetivo

de avaliar a cicatrizagdo no modelo experimental proposto.
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1.2 Modelos experimentais de Ulcera por pressao

De acordo com Salcido, Popescu e Ahn (2007) existem varios modelos
experimentais de Ulcera por pressao utilizando animais como porco, coelho, rato e
camundongos. A grande maioria dos estudos mais recentes envolve modelos que
submetem o tecido a mais de um ciclo de isquemia e reperfusdo e variam nos
meétodos de obtencéo desses ciclos.

O modelo de presséo por peso usado por Hashimoto, Kurose e Kawamata
(2008), em ratos wistar, consiste na utilizacdo de lingotes de chumbo (25 mm de
comprimento por 20 mm de largura e 60 ou 120 mm de altura, compreendendo a 50
e 100 mmHg de presséao, respectivamente) onde cada peso possui uma base plana
e lisa e no topo um medidor de nivel para indicar o plano horizontal. Nesse modelo é
feito uma incisdo cirdrgica na pele onde é inserida uma placa de aco esterilizada na
cavidade peritoneal, com finalidade de contencdo, mantendo a pressdo somente na
parede abdominal, protegendo as visceras. Na incisdo cirargica € colocada uma
gaze embebida em solucdo salina, para protecdo da éarea. Acima da placa
subcutanea é colocado um peso com um apoio de quatro hastes nos quatro cantos
para evitar sua queda, protegendo o animal. E feito um unico ciclo de
isquemia/reperfusao (fig.5).

Figura 5 — Modelo de compressao com peso

™ =

Fonte: Hashimoto, Kurose e Kawamata (2008).
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Outro modelo empregado também por Hashimoto, Kurose e Kawamata
(2008) consiste na pressdo magnética. Uma incisdo transversal € feita na parte
inferior do abdémen, onde é inserido um im& de neodimio desinfetado nas medidas
de 25x20x2 mm, com campo magnético de 2,000 Gauss, com cerca de 7,5¢. Entédo
outro ima também de neodimio de 25 x 20 x 5 mm com campo magnético de 3,000
Gauss com cerca de 18,89 € colocado sobre a pele, de modo que os dois ima se
atraiam. A parede abdominal do rato é comprimida por estes dois objetos. E feito um

ciclo de isquemia/reperfusao utilizando trés diferentes graus de pressao (fig.6).

Figura 6 — Modelo de pressao magnética

Fonte: Hashimoto, Kurose e Kawamata (2008).

Tsuji et al. (2005) desenvolveram o modelo utilizando uma camara de
compressdo para visualizar em confocal a microcirculagédo da area da ulcera por
pressdo, além de permitir visualizacdo também exercia pressdo. A camara
constituida por um involucro de plastico (diametro interno = 8,0 mm), uma ponta de
pressao (diametro externo = 7,5 milimetros), e trés parafusos de fixacdo para a parte
anterior. A area de compresséo da ponta € uma seccao transversal circular de 2 mm
de didametro. A camara de dobras cutaneas é inserido, com o animal sob anestesia.
A pele dorsal é puxada para cima e fixada de modo a formar uma dobra de pele.
Uma area quadrada de uma camada de pele (cerca de 7 mm de um lado) é
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removida, e a camada remanescente, coberta com uma tampa de vidro incorporada
em um dos quadros da camara. A duracao total da compactacéo é de 8 horas, com
pressdo de 500 mmHg, com quatro ciclos de 2 horas de compressao e 1 hora de
liberacdo em cada ciclo, com agua, alimentacdo a vontade e movimentacao livre

(fig.7).

Figura 7 — Modelo de camara de compressao

Fonte: Tsuiji et al. (2005).

Dentre os modelos pesquisados e avaliados optamos por um que utiliza
presséo exercida por dois imas externos. Nesse modelo com camundongos, Stadler
et al. (2004) usa dois imas colocados na pele do dorso do animal, gerando uma
pressdo de 50mmHg, onde um unico ciclo de isquemia/reperfusao (I/R) é constituido
por um periodo de imas posicionados com duracdo de 12h seguido por uma
liberacdo ou periodo de repouso de 12h, onde o ciclo completo totaliza 24h. Trés
ciclos de I/R sdo necessarios para iniciar uma Ulcera por pressdo. Esse modelo

permite uma maior sobrevida do animal, pois ndo o submete a nenhum tipo de
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intervencao cirargica, nem contencgdo, além de ser de mais facil execucao e permitir

gue os animais permanecam livrem para executarem suas atividades (fig.8).

Figura 8 — Modelo nao invasivo de Ulcera por pressao

Fonte: Stadler et al. (2004).

1.3Artemisia vulgaris

1.3.4 Caracteristicas botanicas

A Artemisia vulgaris L. ou simplesmente artemisia como é conhecida, é

uma espécie botanico da familia das Asteraceae, subfamilia Asteroideae tribo



54

Anthemideae, € uma erva daninha perene que cresce selvagem e abundante em
zonas temperadas e frias do mundo (HAYAT et al., 2009; LEE, 1998).

S D) h o t W

Fonte: Interactive Agricultural Ecological Atlas of Russia and Neighboring Countries (2009).

)

1.3.2 Etnofarmacologia

O conhecimento popular no Ocidente atribui a planta propriedade anti-
convulsivas, analgésica, antiespasmaodicae anti-parasitaria. Est4 indicada para dor
reumatica, dispepsia, astenia, epilepsia, distarbios e célicas menstruais, hepatite,
febre, anemia. Seu uso externo esta descrito no tratamento de Ulceras por pressao
por seu efeito cicatrizante (TERRA et al., 2007).

Ela é usada para cha e pratos de arroz na Asia e como uma erva culinaria
para aves e suinos em culturas ocidentais, mas também é usada como um recurso
de medicina popular. Na medicina oriental, artemisia tem sido utilizada como um
agente analgésico e em conjunto com a terapia de acupuntura (HAYAT et al., 2009;
LEE, 1998).

Na Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é usada para o tratamento de

Ulcera gastrica, nduseas e diarreia, nas crises convulsivas e sangramentos nasais,
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também como anti-hipertensivo e anti-inflamatorio. Esta indicada no tratamento da
irregularidade menstrual, amenorreia e demais problemas menstruais, coélicas,
inducdo do parto e aborto, gonorreia, leucorreia. O suco das folhas é utilizado
topicamente como cicatrizante, enquanto a decoccado das folhas e flores é
considerada como expectorante, as folhas sdo consideradas carminativa e
emenagoga, além de servir como substrato para confec¢do de bastdo de moxa para
moxabustao (ABAD et al., 2012; KIM, 2008; CARDINI; WEIXIN, 1998).

1.3.3 Caracterizacéao fitoquimica

A artemisia é composta de 1,8-cineol, a-tujona, canfora e isoborneol,
elemol, limoneno, a-eudesmol e patulenol, lactonas, acido 3,5-di-O-cafeoilquinico e
acido 1,5-di-O-cafeoilquinico, a-felandreno, A3-careno, canfeno, trans-isoelemicina,
y-elemeno e liratol, flavandides estrogénicos, B-cariofileno e B-cubebeno, &cidos
eudesmano, a e B-pinenos, B-tujona, d&-limoneno, 1,8-cineol, linalol, citral, 8-metoxi-
7,8 metilenodioxicumarina, monoterpenos, artemisil, poliacetilenos, fernenol, a-
amirina e seu acetato, 6xido de cariofileno, ésteres de acidos graxos contendo fitil,
esqualeno, estigmasterol e sitosterol, sabineno, trans-carveol. (RAGASA et al., 2008;
MENESES et al., 2009).

De acordo com Lee (1998) sdo identificados vinte flavondides: tricina,
jaceosidina, eupafolina, crisoeriol, diosmetina, homoeriodictiol, isoramnetina,
apigenina, eriodictiol, luteolina, Iluteolina-7-glucosideo, canferol-3-glucosideo,
kaempferol-7-glucosideo, canferol-3-ramnosideo, canferol-3-rutinosideo, quercetina

3-glucosideo, quercetina 3-galactosideos, quercetrina, rutina e vitexina.

1.3.4 Propriedades farmacoldgicas

Atualmente confirmaram-se alguns usos populares da Artemisia, como no
tratamento de hepatite, dismenorréia, age em fungos e bactérias, repelente de
insetos. Tém sido discutidos os efeitos notaveis como antioxidante, analgeésico,
hepatoprotetor, anti-hiperglicemiante, na fertilizacdo, e efeito no sistema
cardiovascular e imune (TERRA et al., 2007).

Estudo realizado por Temraz e El-Tantawoy (2008) comprovam efeito

antioxidante da Artemisia, in vitro através do teste DPPH, com resultado bem
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semelhante ao padrdo rutina, e in vivo que resultou num aumento significativo no
nivel de glutationa no sangue, da atividade da superdxido dismutase e teor de acido
ascorbico do soro quando comparados com o0s controles correspondentes. Os
resultados obtidos no estudo indicaram que o extrato aquoso de Artemisia vulgaris é
uma potencial fonte de antioxidantes naturais.

Dentre as propriedade exibidas pela artemisina, Krishna et al. (2008)
destacam o tratamento da malaria resistente, propriedades anti-cancerigenas,
antiviral para hepatite B e C, assim como virus da herpes, influenza A e HIV. Os
mesmo autores citam que a artemisina € eficiente no tratamentode
esquistossomose.

Efferth et al. (2008) conclui em seu trabalho que além do uso ja
documentado, tem atuacdo em células cancerosas, doencas virais como hepatite B
e C, citomegalovirus, herpes simples tipo 1, Epstein — Bar, inibindo a replicacdo dos
virus e no caso do HIV-1 esta inibi¢cao foi somente parcial em duas cepas.

1.3.5 Fumaca de artemisia

A fumaca da Artemisia é utilizada na medicina tradicional chinesa no
método de fumigacdo. De acordo com Auteroche e Auteroche (1996), é um método,
dentre as varias técnicas da moxabustdo existentes, e consiste em produzir vapores
e/ou fumaca para aplicacdo terapéutica (fig. 10). Para a aplicacdo desta forma
terapéutica é utilizada a moxa, que é feita a partir da parte aérea da planta Artemisia

vulgaris (fig.9).

Figura 10 - Fumigacdo com moxa de Artemisia vulgaris

Fonte: Best Health Option (2013).
Legenda: Figura ilustrativa mostrando as formas de aplicacdo da fumaca de moxa de Artemisia
vulgaris, (A) Aplicacdo de fumaca de moxa bastéo e (B) aplicacdo de fumaca de moxa palito.
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Existem quatro métodos de fumigacdo, dentre eles a fumigacdo com
bastdo de Artemisia, que consiste em cortar o bastdo em aproximadamente uma
polegada, fazendo um furo central de modo que o cilindro figue vazado. Acende-se
uma extremidade e coloca a outra no ponto a ser tratado de modo que a fumaca
desca pelo furo central impregnando o ponto (AUTEROCHE; AUTEROCHE, 1996).

De acordo com Wheeler, Coppock e Chen (2009) a fumaca da moxa se
se mostrou inofensiva no quesito de substéncias volateis seguras para o ser
humano, e concluem o estudo dizendo ndo haver preocupacéo decorrente do uso
continuo da moxa como uma modalidade terapéutica.

Os autores classicos da MTC referem que o bastdo de Artemisia contém
principios estimulantes, porém desconhecidos, que, quando projetado com 0s gases
da combustéo, penetram na pele (MORANT, 1990). Ja Cao et al. (2008) referem que
0s Oleos essenciais volateis da moxa penetram facilmente na pele.

Existem poucos trabalhos na literatura demonstrando o efeito da fumaca
de Artemisia e seu uso em geral, porém alguns trabalhos evidenciam a sua atividade
anti-tumoral, anti-inflamatéria e anti-microbiana, todos in vitro. Nao até a data
trabalhos evidenciando sua atividade anti-inflamatoria e cicatrizante in vivo.

Sakagami et al (2005) descrevem propriedades antitumorais da fumaca
de Artemisia. Esses autores demonstraram que a fumaca da moxa é ligeiramente
mais citotoxica em linhagens de células tumorais humanas (carcinoma escamoso
oral HSC-2, HSC-3, leucemia promielocitica HL-6) do que em células normais orais
(fibroblasto gengival HGF, polpa de células HPC, fibroblasto de ligamento
periodontal HPLF), induzindo a fragmentacédo internucleossémica do DNA, ativando
as caspases 3, 8,9 e modificando a expresséo de proteinas relacionadas a apoptose
(Bcl-2, Bad, Bax) em células HL-60. Mostraram também que a fumaca da moxa gera
radicais tipo semiquinonas em condic¢des alcalinas e elimina O2(-), radical hidroxila,
oxigénio simples e NO, porém nédo apresentou nenhuma atividade contra HIV.

Matsumoto et al. (2005) concluiram que a fumaca da moxa inibe a
expressdo de NOSI, além de ter atividade de eliminacéo de radicais livres, sugerindo
uma possivel acédo anti-inflamatoria.

Hitosugi et al. (2001) realizaram experimento tanto com o extrato aquoso
da moxa quanto com a fumaca e concluiram que o extrato reduziu os efeitos letais
da infeccdo por E. coli em ratos e possuem atividade sequestradora de radicais

02(-). Ja a fumaca da moxa além da atividade sequestradora de radicias livre, induz
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a citotoxicidade em promielécitos leucémicos HL-60 por fragmentagcdo do DNA
internucleossdmico, e atividade citotéxica contra células tumorais orais (HSC-2,
HSG), sem atividade anti-HIV. Hitosugi et al (2002) verificaram que a fumaca de
moxa induz a fragmentacdo internucleossémica do DNA de células promielocitica
leucémicas humana HL-60, através de atividade antioxidativa, que néo foi verificada
em outras linhagens de células.

Hatsukari et al (2002) mostraram que houve toxicidade em seis linhagens
de células tumorais (duas do carcinoma epidermoéide oral, uma de tumor de glandula
salivar, um de melanoma e duas de leucemia) e ndo proporcionou efeito protetor
contra a agao do virus HIV.

Sarath et al. (2007) concluiram que tanto o extrato aquoso como o da
fumaca da artemisia, usada na moxabustéo, inibiram o crescimento de células de
cancer de mama de maneira dose-dependente. A inducdo de apoptose foi associada
com a ativacéo das caspases 3, 8 e 9, a despolarizacdo do potencial de membrana
mitocondrial e diminuicdo da expressdo de BCL-2. Além disso, a fumaca da
artemisia mostrou efeito sinérgico citotéxico com doxorrubicina.

Outros autores descrevem um efeito relaxante sobre o corpo. Zhao et al.
(2011) revelaram que os voluntarios saudaveis expostos a fumaca de moxa tiveram
reducdes na frequéncia cardiaca, e efeito calmante sobre o sistema nervoso central.

Estudo realizado por Braithwaite, Van Vuuren e Viljoen (2008) mostrou
que o processo de combustdo de algumas plantas, entre elas a Artemisia afra,
produz atividade antimicrobiana eficiente, validando o uso desde método tradicional

de tratamento entre os africanos.

1.3.6 Caracterizacao fitoquimica da fumaca de Artemisia

Em um trabalho de revisédo Cili et al (2011) descrevem que a fumaca de
moxa consiste principalmente de componentes volateis do 6leo da folha de artemisia
e seus produtos oxidantes, bem como produtos de combustdo de outros
componentes. Estes compostos podem ser divididos em duas categorias:
componentes volateis, também conhecidos como componentes de facil volatilizagao
com um baixo ponto de ebulicdo; e os componentes com alto peso molecular,

componentes de dificil volatilizacdo e com um ponto de ebulicédo elevado.
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Os componentes volateis encontrados foram: 1,8-eucaliptol, absintol,
borneol, terpineol, carveol, betacariofileno, germacreno, Oxido de cariofileno,
espatulenol, acido hexadecandico, fitol, limoneno e tujona. Foram encontradas
também outras substancias volateis que ndo provém diretamente da Artemisia, mas
que estdo presentes na moxa: naftalina, agua de amadnia, butiramida, &cido acético,
ciclo-hexeno, &cido tetrénico, 2-hexanol S, 3-metil-butiramida, hexil-amina, é&cido
propidnico, acetamida, brom-azetidina, metil-oxole e beta-lactam, &cido 4-
metoxibenzeno fenole hexadecandico. Com relacdo as substancias pesadas foram
encontrados: compostos de hidrocarbonetos, tais como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos; nitreto, como metilanilina, acetazolamida e acetofenona; e os 0xidos,
como fenol e xilenol. Também foram encontrados compostos da serralha (Sonchus
oleraceus) Oleo de alcatrdo de arvores de folha larga, creosoto, carbolineum e
mistura do 6leo de bagaco de cipreste (CILI et al., 2011).

Wheeler, Coppock e Chen (2009) num estudo de caracterizacdo quimicas
de componentes potencialmente prejudiciais da fumaca de moxa, concluiram que as
substancias, possivelmente prejudiciais aos humanos, na fumaca de moxa de
artemisia estdo bem abaixodos niveis aceitaveis pela OMS (Organiza¢do Mundial de
Saude), desta forma a ndo causar danos a saude. Estdo descritas as seguintes
substancias: alcatrdo; monoxido de carbono; carbonilas: formaldeido, acetaldeido,
acetona, acroleina, propionaldeido, crotonaldeido, metiletilcetona, butiraldeido;
fendlicos: hidroquinona, resorcinol, catecol, fenol, mp-Cresol, o-Cresol; compostos
volateis: 1,3-butadieno, isopreno, acrilonitrila, benzeno, tolueno, estireno. Compostos
semi-volateis: piridina, quinolina; amonia; hidrocarbonetos aromaticos policiclicos:
Benzo (a) antraceno, Benzo (a) pireno; cianeto de hidrogénio; aminas aromaticas: 1-

naftilamina, 2-naftilamina, 3-aminobifenil, 4-Aminobifenil.

1.4 Justificativa

Mesmo com o desenvolvimento tecnolégico atual, ainda ndo temos um
meio seguro de prevencdo e tratamento totalmente eficaz e de baixo custo para
Ulcera por pressdo. E um problema que atinge principalmenteidosos e pessoas com
problemas de locomog¢&o como acamadas ou cadeirantes. Gera transtornos para 0s

pacientes e familiares, nas politicas publicas, aléem do mais grave que sdo os Obitos
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decorrentes desta lesdo (BOUTEN et al. 2003; BREM; LYDER, 2004,
NIEDERHAUSER et al., 2012).

O uso clinico da fumaca de Artemisia vulgaris para o tratamento de lesdes na
pele € comum em varios povos, tanto do Ocidente como do Oriente e esta descrito
na literatura. Entretanto uso em Ulcera por presséao € pouco documentada (ABAD et
al., 2012; CILI et al., 2011; CARDINI; WEIXIN, 1998). E nada ainda foi descrito em
modelos experimentais de Ulcera por pressdo a respeito da sua atividade
cicatrizante, bem como o seu efeito toxico. Dessa forma, torna-se valido um estudo
para avaliar o seu efeito cicatrizante em Ulcera por pressdo em modelo experimental,
associando a verificagdo da sua toxicidade, no sentido de avaliar sua seguranga

para uso topico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Investigar o perfil toxicolégico e o efeito cicatrizante da aplicagéo topica da

fumaca de Artemisia vulgaris L. em modelo de Ulcera por pressdao em camundongos.

2.20bjetivos especificos

a) Realizar testes toxicolégicos bioquimicos, hematoldgicos, histopatolégicos
e comportamentais da aplicacdo topica da fumaca de Artemisia vulgaris
em camundongos submetidos ao modelo de Ulcera por presséao;

b) Avaliar o efeito da aplicacdo topica da fumaca de Artemisia vulgaris sobre
a cicatrizacdo de Ulceras por pressdo em camundongos:

- Avaliar parametros macroscoépicos de cicatrizacdo por meio da escala EWAT
(Experimental Wound Assessment Tool), tamanho da area da ferida e
percentual de contracdo da area da Ulcera;

- Analisar a fibroplasia e parametros histopatologicos de infiltrado inflamatério,
hemorragia, fibrose e reepitelizacdo em cortes histologicos;

- Investigar a colagénese, reepitelizacdo e neoangiogénese em cortes
histoldgicos;

- Avaliar o potencial anti-oxidante;

- Analisar a expressao de NOSi e nitrotirosina no leito da ferida.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1Bastao de Artemisia

Foi usado um pequeno cilindro com lumen interno, denominado moxa
palito, feito de folhas secas de Artemisia vulgaris L., que séo trituradas e peneiradas
e posteriormente prensadas para formar um cilindro de 25mm de comprimento por
7mm de didmetro total e com um orificio central de 2mm de didametro (Dong Bang
Acupuncture INC., Chungnam, Coréia do Sul) (fig. 11A).

Como anteparo foi utilizado uma base de sustentacdo para moxa palito
com anel de borracha (Dong Bang Acupuncture INC., Chungnam, Coréia do Sul) (fig.
11B), que consiste em um anel de borracha de 30 mm de diametro, onde na parte
superior contem uma placa metalica com diametro de 28 mm e um orificio central da
placa com 7mm, a altura do anteparo é de 12mm, de modo a acomodar a moxa
palito (fig. 11C).

Figura 11 - Moxa palito e base de sustentagcao
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Fonte: IBVMedical (2013).
Legenda: Dimensdes da base de sustentacdo para moxa palito (A), base de sustentacdo (B) e moxa
montada em base de sustentacédo (C).

3.2 Filme transparente de poliuretano

O filme transparente de poliuretano usado foi o Curativo Bioclusive®
(Johnson&Johnson do Brasil, SP, Brasil) (Fig.12), que como todo filme de
poliuretano transparente fino, permite a vaporizacdo do exsudato para evitar a
maceracao do tecido epitelial nas bordas da ferida, mantendo um meio umido ideal

para a cicatrizacdo. Fornece também uma barreira de protecdo contra bactérias e
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virus e permite a visualizagdo do processo de cicatrizacdo sem a necessidade de
exposicdo da ferida. Indicado para tratamento da pele com vermelhiddo ou bolhas,
feridas fechadas limpas, feridas abertas limpas em granulacdo sem exsudacédo, para
a protecdo ao redor de estomas, fixacdo de cateteres curtos e longos e como

cobertura secundéria para outros produtos.

Figura 12 - Filme transparente de poliuretano

UL U

Fonte: Cirdrgica S&o Paulo (2013).

3.3 Hidrogel com alginato

Foi usado do hidrogel com alginato, Nu-Gel® (Systagenix, Gargrave,
North Yorkshire, Reino Unido) (Fig.13), que é um gel amorfo, transparente,
hidroativo, contendo propilenoglicol alginato de sédio, que tem como propriedade a
hidratacéo delicada e eficaz do tecido necrético. Feito para criar um ambiente mido
ideal para a granulacéo e reepitelizacado do tecido lesionado, onde a presenca de
alginato de sédio aumenta sua absorcdo e a consisténcia, desse modo também
aumenta o tempo de permanéncia do hidrogel na ferida, de 24h do hidrogel simples,
para até 72h. De acordo com Rolstad e Ovington (2007) o hidrogel é indicado para
ferida seca ou com exsudacdo minima, ndo infectada com ou sem granulagéo, tem
como principal cracteristica doar umidade a ferida, por isso € comumente usado para
facilitar o debridamento de necrose presente no leito da feridal. O hidrogel com

alginato foi escolhido por ser indicado as caracteristicas das feridas, no modelo
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experimental escolhido de Ulcera por pressdo em camundongos, onde foi observado
tecido necrotico seco tipo esfacelo ou escara e auséncia sinais de infeccao.

Figura 13 — Hidrogel com alginato
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Fonte: Systagenix (2013).

3.4 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos pesando entre 25-30g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara — UFC.

Os animais foram mantidos em uma sala climatizada com exaustdo de
gases em gaiola de polipropileno, autoclavaveis nas medidas de 30x20x13cm ou
41x34x16cm. Com tampas em arame de ferro com tratamento de zincagem nas
medidas aproximadas de 30x20 cm ou 41x34cm. Nas caixas menores foram
acomodados no maximo cinco animais por gaiola e nas maiores no maximo 20
animais por caixa. Foram acomodados em salas com o horério controlado 12/12ciclo
claro/escuro a 25 ° C+ 2°C, umidade relativa do ar de 55% + 10%, com alimentos e
agua ad libitum.

3.5 Local de realizagao do estudo
Este trabalho foi realizado na estrutura fisica do Laboratorio de

Farmacologia da Inflamag&o e do Céancer - LAFICA, situado no Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina, que possui projetos
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financiados pelo CNPqg que contemplam a referida linha de pesquisa. O LAFICA
também conta com biotério adequado onde foi realizado parte dos procedimentos do
trabalho, com exaustor apropriado para a retirada do excesso de fumaca que fica no
ar apos a aplicacdo da moxa. Além disso, possui estante apropriada para a
permanéncia de animais com fluxo laminar e temperatura controlada e os demais
equipamentos necessarios a realizacao dos experimentos.

A etapa de confeccdo de laminas histolégicas, analise histopatologica e
fotomicrografias foram realizadas no Nucleo de Estudos em Microscopia e

Processamento de imagens (NEMPI) do Departamento de Morfologia da UFC.

3.6 Aspectos Eticos

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes
de uso de animais experimentais, normatizados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias em Animais de Laboratoério - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(SBCAL-COBEA) e Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sendo aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa animal (CEPA) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia — UFC, com processo n° 89/2011. Todos
os esforcos foram empregados para reduzir o nimero de animais, 0 estresse, 0
sofrimento e dor dos camundongos. Todos os procedimentos que envolveram
imobilizacdo para aplicacdo de tratamento houve anestesia, Para a eutanasia dos
animais foram anestesiados com dose maxima de cetamina 5% 200mg/kg e xilazina
2% 16mg/kg i.p.(dose maxima). Uma vez anestesiados, foram submetidos a
eutanasia com overdose de hidrato de cloral 10% na dose de 1,5ml/100g de peso
(3x a dose de anestesia), de forma a evitar respiragéo ofegante, espasmo muscular
e vocalizacdo. Somente apds eutanasiados foram submetidos ao procedimento

cirargico de retirada de 6rgaos e tecidos para analise.

3.7 Modelo de inducéo da ulcera por pressdo (modelo de ulcera por

isquemia/reperfusédo nao invasiva)

O modelo escolhido para este estudo foi o de Stadler et al. (2004),
modificado, por ser menos invasivo e gerar menos transtornos aos animais. Esse

modelo consiste na geracdo de ciclos de isquemia-reperfusdo pelo posicionamento
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de dois iméas na pele do dorso de camundongos. O procedimento gera uma pressao
de 50 mmHg entre os dois imas, onde um unico ciclo de isquemia/reperfusao (I/R) é
constituido por um periodo de imés posicionados com duracdo de 12h seguido por
uma liberacdo ou periodo de repouso de 12h, o ciclo completo totaliza 24h. Quatro
ciclos de I/R séo necessarios para iniciar uma Ulcera por pressao.

Os imas usados sdo placas ceramicas magnéticas ferritine, isotrépico
(Imatec Produtos Magnéticos, Pedreira, Sdo Paulo, Brasil) com medidas de 12 mm
de diametro por 5 mm de espessura, com peso médio de 2,49 e 1 Gauss de campo
magnético.

Através de experimentos prévios do modelo realizados no labaoratorio,
houve a necessidade de modificacdo do protocolo proposto inicialmente por Stadler
et al.(2004). Foram formadas Ulceras mais caracteristicas quando os camundongos
Swiss foram expostos a 4 ciclos de I/R, ao invés de 3 ciclos do modelo original,
provavelmente devido a diferenca de espécies de animais usados, onde o original
foram utilizados camundongo BALB/c.

Apos a tricotomia do dorso do animal, os animais foram anestesiados com
cetamina 5% e xilazina 2% (dose minima) i.p., respectivamente. Depois de
anestesiados realizou-se a limpeza da pele com alcool isopropilico 70%. Para o
posicionamento dos imas, a pele é suavemente puxada para cima e os dois imas
sao posicionados. Bem posicionados exercem compressao na pele (fig. 14).

Para inducdo da UP os animais foram previamente anestesiados com
cetamina 5% e xilazina 2% nas doses de 50mg/Kg e 10mg/Kg i.p (dose minima)e em
seguida colocados os imas externos, durante o periodo de inducao de UP, nos ciclos
de I/R, foram mantidos separados individualmente em gaiolas (gaiola em
polipropileno, autoclavavel nas medidas de 30x20x13cm com tampas em arame de
ferro com tratamento de zincagem nas medidas aproximadas de 30x20 cm) com
divisérias de madeira. Durante a fase de tratamento foram separados por grupos de
estudos, onde as mesmas gaiolas foram usadas nas mesmas condigbes ambientais,

porém acomodando 5 animais em cada gaiola.



67

Figura 14 - Representacdo do posicionamento dos imas para o ciclo de isquemia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os animais ndo sao imobilizados, anestesiados ou qualquer outra
restricdo durante o periodo de I/R. Depois de colocados os imés, dentro de alguns
minutos 0s camundongos retornam as atividades normais, sendo permitido alimento
e agua ad libitum, os animais toleram o peso adicional sem dificuldades.

Para um melhor controle da inducédo e manutencdo do posicionamento
dos imas, os animais sdo mantidos separados uns dos outros, por divisérias de

madeira, dentro das gaiolas (fig.15).

Figura 15 - Animais durante a fase de isquemia

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Os camundongos sdo mantidos separados na gaiola por uma diviséria de madeira, para a
melhor manutencao dos imas posicionados.
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3.8 Aplicacédo da fumaca de artemisia

A fumaca de Artemisia vulgaris L foi aplicada na UP através da moxa
palito vazada, onde uma das pontas é acesa e a outra colocada no suporte para
moxa. A fumaca densa descia pelo orificio central da moxa e se condensava dentro
do suporte (fig.16A) formando uma fina camada de substancia pastosa e viscosa na
superficie da ferida (fig.16B), o suporte foi posicionado de modo a cobrir a ferida e
concentrar esta fumaca densa na UP (fig.16C). Durante a aplicacdo do tratamento
os camundongos foram anestesiados com cetamina 5% e xilazina 2% i.p (dose
minima), aplicada em todos os animais do estudo, mesmo nos que ndo receberam o

tratamento.

Figura 16 — Aplicacao da fumaca de moxa de artemisia

-

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Moxa palito montada sobre base de sustentacdo e acesa. Fumaca densa precipitando (A),
camada de material pastoso e viscoso formado apés a aplicacdo da fumaca de artemisia (B) e
aplicacdo na regiao da Ulcera onde a fumaca densa se concentra na ferida formando a fina camada
de material pastoso (B).

3.9 Desenho e protocolo experimental

A Ulcera por presséo foi induzida como descrito acima. No 5° dia 0s grupos
foram submetidos aos esquemas de tratamento (ver adiante). O sacrificio para a
retirada da pele do dorso, no local da leséo foi feito nos dias 5, 7, 14, 21 apés o
inicio de inducéo da ulcera. Em cada animal formou-se 2 feridas.
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Foi retirada a area da lesdo ou da cicatriz com uma margem de pele integra
(aproximadamente 2 mm), sendo que uma parte da pele retirada foi congelada a -
70°C para posterior realizacdo de ensaio bioquimico e outra parte foi fixada em
formaldeido 10% tamponado pH 7,4, apos 24hcolocado em alcool 70% até ser

parafinizado para a realizagdo de cortes histolégicos de 4um de espessura.

3.10 Grupos experimentais

Os camundongos foram separados nos seguintes grupos:

a) Grupo Controle: Grupo onde a ulcera foi induzida, mas o animal ndo
recebeu nenhum tratamento;

b) Grupo Artemisia: Neste grupo, com a inducdo da Ulcera, a partir do 5°
dia os camundongos receberam 1 aplicacdo diaria com fumaca da
artemisia (ver quadro 3), direcionada ao leito da ferida de modo a
impregna-la com auxilio de um aplicador com anel de borracha, especial
para este procedimento. O tempo de aplicacéo foi de aproximadamente 7
minutos, tempo médio de consumacdo da moxa palito, mas ndo o
bastante para consumir toda a moxa, de modo a néo alterar a temperatura
da ferida por mais de 2°C. Apés a aplicacao do tratamento o ferimento foi
mantido sem cobertura. Em conformidade com a tradicdo do uso da
fumaca de Artemisia na MTC foi escolhida a aplicacdo diaria,

c) Grupo Artemisia e filme de poliuretano: Apos a Ulcera formada, a partir
do 5° dia os animais receberam tratamento em dias alternados com
fumaca da Artemisia, de forma semelhante ao grupo Artemisia. Porém no
fim do procedimento, foi colocado filme de poliuretano como cobertura,
sendo substituida em dias alternados, mimetizando outra forma de
tratamento na MTC,;

d) Grupo Hidrogel e filme de poliuretano: Neste grupo com a formacéao da
Ulcera, a partir do 5° dia os animais receberam tratamento com hidrogel
como cobertura primaria e filme de poliuretano como cobertura
secundaria, que eram trocadas a cada 72h conforme instru¢cdes do
fabricante. Esse tratamento é o mais indicado para o tipo de ferida que se

formou de acordo com Rolstad e Ovington (2007).
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Quadro 3 - Detalhamento do fluxograma do desenho experimental

Dia 1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Inducéo da X X X X
Glcera

Aplicacéo da X X X X X X X X X X X X X X X X X
Artemisia

Aplicagéo da X X X X X X X X X
artemisia e

trocado

filme de

poliuretano

Aplicacéo do X X X X X X
hidrogel e

troca do

filme de

poliuretano

Fotografia X X X X
Retirada do X X X X
tecido para

analise

Eutanasias X X X X

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.11 Anadlise toxicolégica da aplicacado topica da fumaca de artemisia

3.11.1 Protocolo experimental

A indugcdo da UP foi realizada de acordo com protocolos descritos
anteriormente, onde a aplicacdo da fumaca de Artemisia, assim como 0 anestésico
(cetamina 50mg/Kg e xilazina 10mg/Kg i.p),foram realizados em todos os animais do
estudo, independente do grupo ao qual pertenciam. O periodo de tratamento foi de
31 dias de aplicacdo da fumaca de artemisia nos animais, que foram distribuidos em

3 grupos:

a) Grupo ferida sem tratamento (FS): Neste grupo é induzida a ulcera,
porém nao foi aplicada nenhuma forma de tratamento;

b) Grupo ferida tratada (FT): Este grupo teve inducdo da Uulcera e
aplicacao da fumaca de Artemisia;

c) Grupo pele integra tratada (IT): Nao foi induzida Ulcera, mas foi
realizada a aplicacdo da fumaca de Artemisia na pele integra.
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Apés os 31 dias da aplicagdo dos tratamentos todos os animais foram
anestesiados com cetamina 5% e xilazina 2% (dose maxima) para retirar 0 sangue
pelo plexo orbital e apos a retirada, com os animais ainda anestesiados, foram
eutanasiados com overdose de hidrato de cloral. Com o animal morto foram colhidas
a pele, o rim, o figado e o bacgo para analise histopatologica.

Para obtencdo do plasma, o sangue foi coletado por puncéo retro-orbital,
nos animais anestesiados, colhido aproximadamente 800ul de sangue total por
animal. As amostras foram acondicionadas em microtubos plasticos de 2ml contendo
heparina saturada na concentragdo de 0,2 ml/ml de sangue. Para o hemograma foi
utilizado EDTA tri-potassico 1% na concentracdo de 0,1 ml/ ml de sangue, sendo
colhido em média 600ul de sangue total. Realizada homogeneizacdo e posterior
centrifugacéo a 2.500rpm/15 minutos, a 25° C, obtendo-se plasma livre de hemalise,
onde o soro, sobrenadantes, foi recolhido em tubo pléstico com capacidade de 2ml e
acondicionado em freezer a -70°C até a realizacdo dos testes.

O experimento foi dividido em duas partes, devido a pouca quantidade de
sangue disponivel para a realizacdo dos testes laboratoriais. No primeiro momento
foram utilizados 8 animais por grupo, totalizando 24 animais na primeira parte do
experimento. Na segunda, como foi constituida da mesma quantidade de animais
por grupo, o total geral, juntando os dois momentos correspondeu a 48 animais.

Na primeira etapa foram retirados os 6rgaos dos animais e colhido sangue
para realizar o0s testes bioquimicos de ureia, creatinina, AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase). Na segunda etapa foi colhido
somente 0 sangue para completar a quantidade de testes necessarios para a

avaliacdo toxicoldgica.

3.11.2 Testes toxicologicos
Os testes toxicolégicos utilizados neste trabalho foram baseados nos
testes empregados por Kodippili et al. (2011) e alguns testes indicados pela OECD

(1981).

3.11.2.1 Observacao diaria dos animais
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Os animais foram cuidadosamente observados durante o tratamento
quanto a mortalidade, sinais evidentes de toxicidade (salivagdo, diarreia,
amarelamento da pele e pelos, perda de pelo, alteracfes posturais, e mudanca de
comportamento), estresse (erecdo do pelo), e comportamento aversivo
(agressividade de morder e arranhar; lamber as patas, cauda e pénis, limpeza

intensa, vocalizacao).

3.11.2.2 Andlise dos eletrdlitos: Cloro, potassio e sédio séricos

A andlise foi realizada utilizando 10uL de soro da amostra pelo
equipamento automatico Konelab 60(Wiener lab, Rosario, Argentina) que utiliza
potenciometria direta. Através da medida da f.e.m. (forca eletromotriz) de uma célula
galvanica que contém um eletrodo indicador ou eletrodo de trabalho (eletrodo
seletivo) e um eletrodo de referéncia, medindo a variagdo do potencial do eletrodo
indicador em relacdo ao eletrodo de referéncia em funcédo do volume do titulante
adicionado na solucédo, quantificando os eletrolitos em questdo. O célculo do
resultado foi realizado automaticamente pelo equipamento em mEg/L para o Cl, K e
Na.

3.11.2.3 Dosagem de célcio sérico

A quantificacao foi realizada pela aspiracéo de 2 pyL de soro da amostra
pelo equipamento automatico Konelab 60(Wiener lab, Rosario, Argentina) que
determinou a quantidade de calcio com o kit Ca-Color Arsenazo Il AA (Wiener lab,
Rosario, Argentina), através de método colorimétrico direto, onde o calcio reage com
o arsenazol lll presente no reagente A (arsenazol Ill 100mg e 8-hidroxiquinolina
sulfanato 1,4 g/L em tamp&o Tris 100mM, pH 8,5) produzindo um complexo de cor
azul que se mede em fotocolorimetro a 650nm, o célculo do resultado é realizado

automaticamente pelo aparelho em mg/dL.

3.11.2.4 Quantificacé@o do fosforo sérico

A dosagem foi realizada mediante aspiragao de 20uL de soro da amostra

pelo equipamento automatico Konelab 60(Wiener lab, Rosario, Argentina) que
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determinou a quantidade de fésforo, através do método UV para a determinacdo de
fésforo inorganico no soro com uso do kit Fosfatemia UV AA (Wiener lab, Rosario,
Argentina). Onde o fosforo inorganico reage em meio acido com o molibdato
presente do reagente A (solucdo de molibdato de aménio 2 mmol/l e macido
sulfarico a 1%) para dar um complexo fosfomolibdico que foi medido
espectrofotometricamente a 340 nm. O célculo do resultado foi realizado

automaticamente pelo aparelho em mg/dL.

3.11.2.5 Andlise da albumina sérica

A quantificacdo sérica da albumina foi realizada através da adicao de
20uL de soro da amostra pelo proprio equipamento automatico Konelab 60(Wiener
lab, Rosario, Argentina). A albumina foi medida pelo método colorimétrico com uso
do kit Albumina AA (Wiener lab, Rosario, Argentina). Onde a albumina reagiu
especificamente, sem separacdo prévia, com a forma aniénica da a 3,3'5,5'-
tetrabromo cresolsulfonftaleina (BCF) presente no reagente A(solu¢do de BCF 0,3
mmol/l, tampao acetato0,1 mol/l y polioxietileno lauril éter 0,9 g/l). O aumento de
absorbancia a 625 nm em referéncia do Branco de reagente foi proporcional a
quantidade de albumina presente na amostra e o célculo do resultado foi realizado

automaticamente pelo aparelho em g/dL.

3.11.2.6 Andlise de bilirrubina total sérica

A determinacdo da bilirrubina total foi realizada pelo método DPD por
fotocolorimetria, com adi¢cao de 10uL de soro pelo proprio equipamento automatico
Konelab 60(Wiener lab, Rosario, Argentina) que mediu a bilirrubina total através do
kit Bilirrubina Total AA liquida (Wiener lab, Rosario, Argentina). Onde a bilirrubina
indireta, unida a albumina, é liberada por um tensoativo do reagente B (solugéo
aguosa contendo 90 mmol/l de acido cloridrico e tensoativo). Com a bilirrubina total
(conjugada e livre), esta reage com o salde diclorofenildiazonio (DPD), presente no
Reagente A (frascos contendo sal de diclorofenildiazonio), produzindo um
azocomposto cor vermelho em solucdo acida. Através de fotocolorimetro com filtro
verde (520-550 nm) levando o aparelho a zero com o reagente C (reagente para

Branco de Amostra: solucdo aquosa contendo acido cloridrico 90 mmol/l e
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tensoativo) obtém-se o resultado e o calculo deste resultado foi realizado
automaticamente pelo aparelho em mg/dL.

3.11.2.7 Dosagem de y(gama)-glutamil transferase sérica

A dosagem foi realizada pela aspiragdo de 20uL de soro da amostra pelo
equipamento automatico Konelab 60.

(Wiener lab, Rosario, Argentina) que determinou a quantidade de calcio,
atravées de meétodo Szasz modificado para a determinacdo de gama-glutamil
transferase em soro, com uso do kit y-G-test cinética AA liquida (Wiener lab,
Rosario, Argentina). Onde a y-glutamil transferase € uma carboxipeptidase que
catalisa reacdo com L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina (reagente A),
em L-y-glutamilglicilglicina e 5-amino-2-nitrobenzoato, que foi medido em
espectrofotdbmetro a 405nm, o calculo do resultado foi realizado automaticamente

pelo aparelho em U/L.

3.11.2.8 Analise da PCR — proteina C reativa sérica

A quantificacdo da PCR foi realizada mediante o método
imunoturbidimétrico com latex, onde 10uL foi obtido da amostra pelo equipamento
automatico Konelab 60(Wiener lab, Rosario, Argentina), realizando todas as fases do
processo de forma automatica, incluindo calibracédo, diluicdes e homogeneizacdes
com uso do kit PCR Ultrasensible Turbitest AA (Wiener lab, Rosario, Argentina). A
PCR presente na amostra foi capaz de aglutinar as particulas de latex recobertas
com anticorpo anti-PCR, onde a turbidez causada pela aglutinagédo das particulas de
latex € proporcional a concentracdo de PCR na amostra possibilitando o
equipamento medir através de espectrofotometria a 570nm para quantificacdo da

PCR, o calculo do resultado foi realizado automaticamente pelo aparelho em mg/L.
3.11.2.9 Dosagem da glicemia sérica
A quantificagao sérica de glicemia foi realizada através da adigdo de 30uL

de soro da amostra pelo proprio equipamento automatico Konelab 60 (Wiener lab,

Rosario, Argentina). A glicemia foi medida pelo método colorimétrico com uso do kit
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Glicemia enzimatica AA (Wiener lab, Rosario, Argentina). Onde ocorre a seguinte
reacao:

glicose + O + HxQ G%P4cido glucdnico + H,0, 2 H,0; + 4-AF + 4-
hidroxibenzoatoﬂ’poloragéo vermelha. 505 nm para quantificacdo da glicemia, o

calculo do resultado foi realizado automaticamente pelo aparelho em mg/dL.
3.11.2.10 Quantificagdo do ALT e AST séricos

Para quantificacdo sérica da aspartato aminotransferase (AST) foi
utilizado o kit (labtest Diagnostica S.A., Belo Horizonte, Brasil). AST catalisa
especificamente a transferéncia do grupo amina do &cido aspartico para o
cetoglutarato com formacédo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é
oxidada a NAD. A reducdo da absorbancia em 340nm, consequente a oxidacao da
coenzima NADH, é monitorada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a
atividade da AST na amostra. Para a determinacdo nos niveis de AST foram
realizados os seguintes procedimentos Em um tubo rotulado Calibrador, foi pipetado
0,800 mL da mistura Reagente 1 + Reagente 3. Adicionado 0,100 mL de amostra ou
calibrador de enzimas, homogeneizada e incubada em banho-maria a 37 + 0,2 °C
por 5 minutos. Apds essa incubacao, esperou-se até 30 minutos para iniciar a
medicao cinética com a adi¢cdo do reagente 2. Ajustado o zero do fotbmetro em 340
nm com agua destilada ou deionizada, foi adicionado 0,200 mL do Reagente 2,
homogeneizado e transferido imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 + 0,2
°C. Esperar 1 minuto.

Apés todo o protocolo de preparacdo das amostras, estas foram
colocadas no analisador semiautomatico Labquest (labtest Diagnostica S.A., Belo
Horizonte, Brasil), que determinou o AST presente na amostra a 340nm, e o calculo
do resultado foi realizado automaticamente pelo aparelho em UJ/L.

Para determinacdo sérica dos niveis da alanina aminotransferase (AST)
foi utilizado o kit (labtest Diagndstica S.A., Belo Horizonte, Brasil).

Os niveis de ALT catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina
da alanina para o cetoglutarato, com formacédo de glutamato e piruvato, onde o
piruvato é reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto
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que, a coenzima NADH é oxidada a NAD. A reducdo da absorbancia em 340 nm,
consequente a oxidagcdo da coenzima NADH, é monitorada fotometricamente, sendo
diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra.

Para a determinacdo nos niveis de ALT foram colocados em um tubos
rotulados Calibrador 0,800 mL da mistura Reagente 1 + Reagente 3, adicionado
0,100 mL de amostra ou calibrador de enzimas, homogeneizado e incubado em
banho-maria a 37 + 0,2 °C por 5 minutos. Apés essa incubac¢do, aguardaram-se 30
minutos para iniciar a medicdo cinética com a adicdo do reagente 2. Onde foi
ajustado o zero do fotbmetro em 340 nm com agua destilada ou deionizada.
Adicionado 0,200 mL do Reagente 2, homogeneizar e transferir imediatamente para
a cubeta termostatizada a 37 + 0,2 °C. Esperar 1 minuto.

Apbés o procedimento as amostra foram colocadas no analisador
semiautoméatico Labquest (labtest Diagnéstica S.A., Belo Horizonte, Brasil), que
determinou o ALT presente na amostra a 340nm, sendo o calculo do resultado

realizado automaticamente pelo aparelho em U/L.

3.11.2.11 Determinacdo dos niveis séricos de ureia e creatinina

A ureia é hidrolisada pela urease a ions aménia e CO2, esses ions
reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio, sob a acédo catalisadora
do nitroprussiato de sddio, para formar azul de indofenol. A formacdo de cor é
proporcional a quantidade de ureia na amostra.

Para a determinacdo da quantidade de ureia na amostra, foi utilizado o kit
Ureia CE (labtest Diagnéstica S.A., Belo Horizonte, Brasil), Realizando o seguinte
procedimento Para a dosagem de ureia sérica, foi diluida a amostra 1:50 (0,1 mL de
urina + 4,9 mL de agua destilada ou deionizada). Multiplicar o resultado obtido por

50. Tomou-se 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra | - o0lmL | -----
Padrdo (n°2) | = - | - 0,01 mL
Urease tamponada 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 5 minutos.
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Oxidante de uso 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 5 minutos.

Apés todo o protocolo de preparacdo das amostras, estas foram
colocadas no analisador semiautomatico Labquest (labtest Diagnostica S.A., Belo
Horizonte, Brasil), Determinando-se as absorbancias do teste e padrdo em 600 nm
(580 a 610 nm), acertando o zero com o0 branco, e o calculo do resultado foi
realizado automaticamente pelo aparelho em mg/dL.

Para dosar a creatinina sérica utilizou-se o0 método que se baseou na
observacdo de que a reacdo da creatinina com o picrato alcalino € muito rapida,
enguanto a reacao do picrato com os cromogénios € mais lenta. A medida da reacéo
nos primeiros minutos permite a determinagdo da creatinina. A creatinina e outros
componentes do soro reagem com a solucdo de picrato em meio alcalino, onde a
creatinina mais acido picrico produz Picrato de creatinina, formando um complexo de
cor vermelha que € medido fotometricamente.

Misturar 4 volumes de NaOH (n° 1) com 1 volume de Acido Picrico (n° 2)
estavel 15 dias entre 2 - 8 °C. O CO2 atmosférico altera significativamente a
estabilidade do NaOH (N° 1) e do Picrato Alcalino, quando os reagentes sao
mantidos em recipientes abertos. A modificacdo da estabilidade € influenciada pelo
tempo de exposicdo e condicdes ambientais. Sugerimos manter na bandeja do
analisador somente o volume suficiente para a realizacdo de uma corrida analitica
ou usar as informacdes do controle da qualidade como indicador da necessidade de
realizar nova calibracao.

Ajustar o fotdbmetro a zero em 510 nm com agua destilada. Adicionar 0,1
mL de padrdo plasma 1,0 mL do Picrato Alcalino. Misturar e aspirado pelo analisador
semiautomatico Labquest (labtest Diagndstica S.A., Belo Horizonte, Brasil), e o

calculo do resultado foi realizado automaticamente pelo aparelho em mg/dL.
3.11.2.12 Analise do hemograma
Para andlise do hemograma utilizou-se um contador automatizado

Sysmex KX21N (TOA Medical Electronics, Kobe, Japan) que realizou a contagem

total de células. A contagem diferencial foi realizada em laminas de esfregaco
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sanguineo coradas com o corante rapido instant prov® (Newprov, Parand, Brasil)
composto por ciclohexadieno a 0,1%, azobenzeno sulfénicos a 0,1% e fenotiazinas a
0,1%, seguindo as instru¢des do fabricante. Com este processo foi possivel realizar
a contagem diferencia/ e analise de atipiascelulares. A contagem foi feita por campo,
realizando movimentos ziguezague ao longo do esfregaco de sangue, até totalizar
100 leucocitos. O resultado foi expresso em porcentagem de cada tipo de leucdcito

contado.

3.11.2.13 Analise histopatologica do figado, rins, baco e pele

ApoOs eutanasia dos animais, foram retirados rim, figado, baco e a area da
cicatriz ou pele integra tratada, foram colocados em formaldeido 10% tamponado pH
7,4, apbs 24hcolocado em é&lcool 70% até ser parafinizados para a realizacdo de
cortes histolégicos de 4um de espessura, e a posterior coloracdo das laminas
através do método HE.

As laminas foram examinadas por um investigador que era cego ao
tratamento, avaliado sinais de possivel toxicidade do tratamento aplicado nos
tecidos estudados.

No rim foi analisada a presenca de infiltrado inflamatorio, alteracbes
tubulo-intersticiais, existéncia de cilindros hialinos nos tubulos distais e fibrose
intersticial. No figado foi observadas alteracbes na arquitetura histolégica da veia
central, ramo da veia porta, ramo da artéria hepatica e ducto biliar; degeneracéo
balonizante; infiltrado inflamatorio; células apoptoticas, presenca de hemossiderina,
lipidose e fibrose. No baco foi analisado infiltrado inflamatorio, atrofia, hemossiderina
(exceto no macrofago), fibrose, vacuolizacdo de histiocitos, hiperplasia, células
apoptoticas, lipidose e fibrose. Na pele foi observado edema, hemorragia e

congestéo dos vasos, infiltrado inflamatodrio e células necréticas/apoptoticas.

3.12 Avaliacéo do efeito cicatrizante da fumaca de Artemisia vulgaris na ulcera

por pressao

O efeito cicatrizante da aplicacao topica da fumaca de Artemisia vulgaris

na Ulcera por pressdo foi avaliado através de parametros macroscépicos e
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microscopicos. Em adicéo foi verificado o ensaio de MDA e imuno-histoquimica para

deteccdo de NOSi e nitrotirosina.

3.12.1 Analise Macroscépica

3.12.1.1 EWAT (Experimental Wound Assessment Tool)

Vendo a auséncia de um instrumento que fosse voltado a analise da
cicatrizacdo em modelos experimentais, resolveu-se desenvolver um método para
esta finalidade, com o nome EWAT (Experimental Wound Assessment Tool —
Instrumento de avaliacédo de ferida experimental), tendo como referéncia o Pressure
Ulcer Scale for Healing (PUSH), o Pressure Sore Status Tool (PSST) e Photographic
Wound Assessment Tool (PWAT).

A escala foi composta por parametros: area, parametros inflamatérios e

parametros de debridamento como mostra o quadro 4.

Quadro 4 — Escores constituintes da escala Experimental Wound Assessment Tool —
EWAT

0-0

1-<0,01 cm?
2-0,01t00,1 cm?
3-0,1t00,2 cm?
4-0,3t00,6 cm
5-0,7t01,0cm
6-1,1t02,0cm
7-2,1t03,0cm
8-3,1t04,0cm
9-4,11t08,0cm
10-8,1to0 12,0 cm?

1. AREA (cm?)

N N NN NN

11 —> 12 cm?
2 EXUDATE AMOUNT (1) - {:Ofr]]te
(QUANTIDADE DE > n?o erate
EXSUDATO)

3 — heavy

0 — none
3.EXUDATE TYPE % : ts)leor?)?z;n uineous
(TIPO DE EXSUDATO) 3 9

— serous )

4 - purulent PARAMETROS

0 = Normal for animal INFLAMATORIOS
8.SKIN COLOR 1 = Bright red (avaliagdo do efeito anti-
SURROUNDING _ ) infl L6 I

2 = White or gray pallor or inflamatério)
WOUND .

hypopigmented

(COR DA PELE AQ 3 = Dark red or purple
REDOR DA FERIDA) - purp
4 = Black or hyperpigmented

4. TISSUE TYPE 0 — epithelial tissue
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(TIPO DE TECIDO) 2 — granulation tissue
3 —slough
4 — eschar

0 — none visible
1 — white/gray/yellow non adherent

slough
_?_.\I(\IPEEROTIC TISSUE 2 — white/gray/yellow firmly adherent
slough
&nggﬁgg:mo 3 —adherent, soft, black or brown
eschar A
4 — firmly adherent, hard, black or PARAMETROS DE
brown eschar NECROSE (avaliacdo da

0 — None visible acédo debridante)

6.NECROTIC TISSUE 1 - < 25% of wound bed covered
AMOUNT 2 — 25% to 50% of wound bed covered
(QUANTIDADE DE 3 —>50% and < 75% of wound bed
TECIDO NECROTICO) covered

4 — 75% to 100% of wound bed covered

7.GRANULATION 0 — epithelial tissue
TISSUE 1-50% to 100%
(TECIDO DE 2 — <50% of wound
GRANULACAO) 4 — obscured by necrosis

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.12.1.2 Determinagédo da area da ulcera através de planimetria

Para a determinacdo da area em cm?, os animais foram fotografados nos
dias 5, 7, 14 e 21, com Céamera Digital Cyber-shot DSC-W610 14.1 Megapixels
(Sony Corporation, Toéquio, Japdo). Em angulo de 90° da ferida, a distancia de 10 cm
da objetiva da maquina fotografica, e ao lado do animal foi colocado papel
milimetrado (1 cm?) como referéncia na determinacgéo da area da ferida com auxilio
do programa ImageJ 1.46r(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA),
gue proporciona a area em pixel e dividindo-se a area da ferida em pixel e a area do

papel milimetrado, obteve-se a area da ferida em cm?.
3.12.1.3 Contracéo da area da leséo

A contracdo da ferida é um importante fator contribuidor para o processo de
cicatrizacdo, poisconsiste na aproximacdo das extremidades da ferida (WITTE;
BARBUL, 1997).

A contragdo da éarea foi calculada como percentual do tamanho inicial da
ferida de cada animal dos grupos nos dia 5 (inicial e equivalente a 100%), 7, 14 e 21,

utilizando fotografia da lesdo. Através da equacéo descrita por Shenoy et al (2011):
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Contracio da ferida % [areainicial da ferida — area daferida no dia especifico
ontracio da ferida% = |

X100
area inicial da ferida

3.12.2 Analise histopatoldgica

As laminas foram coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE),
obtidas de ulceras nos dias 5, 7, 14 e 21, e foram analisados mediante microscopio
leica (Leica, Wetzlar, Germany), em toda a area da ferida ou cicatriz. A analise foi
realizada de forma semi-quantitativa, conforme a intensidade dos parametros
observados, de acordo com os escores: infiltrado inflamatério (0: normal sem
infiltrado; 1: infiltrado leve; 2: infiltrado moderado; 3: infiltrado intenso); hemorragia
(o: ausente; 1: discreta; 2: moderada; 3: intensa); fibrose (0: ausente; 1: leve; 2:
moderada; 3: intensa), de acordo com Vidisnk et al. (2006). A analise foi realizada

por um investigador que era cego ao tratamento.
3.12.3 Avaliagéo da fibroplasia

A contagem de fibroblastos e fibrécitos foram realizadas em laminas
coradas com o método HE, proveniente das Ulceras no 5° 7°, 14° e 21° dia, nas
laminas coradas foram contados o numero de fibroblastos e fibrocitos.

Os fibroblastos (FB) foram caracterizados por células nucleos claros,
grandes e ovoéides de nucléolo evidente e cromatina fina indicando intensa
transcricdo de informagéo genética. Ja os fibrocitos (FC) por nucleos com cromatina
densa, com baixa ou nenhuma transcricdo de informacéo genética, alongados e

escuros (fig.17).

Figura 17 - JFotomicrografia evidenciando fibroblastos (FB) e fibrécitos (FC)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Hematoxilina e eosina (1000x).
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Foram contados 10 campos por lamina em um aumento de 1000x, na
derme na parte mais superficial possivel. A andlise foi realizada por um investigador
gue era cego ao tratamento, com a utilizacdo de microscoépio Leica DM2000 (Leica,

Wetzlar, Germany).

3.12.4 Avaliagao da colagénese

3.12.4.1 Medida da derme

De acordo com Parapuram et al. (2011) a espessura da derme € uma
forma segura de estimar a producdo de colageno. Dessa forma foram avaliadas
fotomicrografias no aumento de 100X da area de cicatrizacdo das laminas do 14° e
21° dias, capturadas pelo microscopio Leica DM2000 com camera Leica DFC 295
(Leica, Wetzlar, Germany). A espessura da derme foi mensurada através do
programa LAS - Leica Application Suite (Leica, Wetzlar, Germany). Os resultados
foram expressos como média * erro padréo da média (EPM) de 10 mensuracdes da

derme, em no minimo 5 laminas por grupo (fig 18).

Figura 18 - Fotomicrografia representativa da medida da camada de colageno na

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Coloragéo por Tricromio de Mallory, evidenciando o colageno pela cor azul. 100x.
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3.12.4.2 Quantificacdo do percentual de coldgeno

Para a avaliacdo da densidade de coldgeno na derme foi usado um
protocolo adaptado de Andrade et al. (2011), onde foram feitas fotomicrografias no
aumento de 100x com auxilio do microscopio Leica DM2000 com camera Leica DFC
295 (Leica, Wetzlar, Germany). ApoOs isto as fotomicrografias foram editadas no
programa Photoshop, versédo 12.1 (Adobe Systems; Mountain View, CA) foi usada a
opcao “magnetic lasso tool” para selecionar as demais camadas (estruturas anexas
da pele, musculo, camada cérnea, epiderme, tecido adiposo) preenchendo essa
selecdo com a cor branca utilizando a ferramenta “brush tool”, mantendo somente a
camada de colageno na derme em seu formato original (fig 19).Com a imagem
isolada da derme foi quantificada a distribuicdo da cor azul, que se refere a
deposicao do colageno, através do programa ImageJ 1.46r (National Institute Health,
Bethesda, Maryland, USA)com o plugin “Colour Deconvolution”, que decompde a
imagem nas trés cores do Tricromio de Mallory (“Azan-Mallory”), no caso somente a
imagem azul formada foi selecionada, as demais foram descartadas. Em seguida foi
utiizada a ferramenta “Threshold”, que marca as areas em azul. O programa
guantificou o percentual do numero total de pixels azuis selecionados da
fotomicrografia. Os resultados foram expressos como média +desvio padrdo da

porcentagem dos pixels dessas fotos de no minimo 5 laminas por grupo.

Figura 19 - Fotomicrografia representativa da avaliagdo da densidade de coldgeno

na derme na area da cicatrizacédo da ferida.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Imagem original (A); imagem apos edicdo pelo programa Photoshop (B). Coloracéo por

Tricromio de Mallory, evidenciando o colageno pela cor azul. 100x.
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3.12.5 Avaliacao da espessura da epiderme

A morfometria da espessura da epiderme foi realizada nas laminas
coradas com tricromio de Mallory, a partir de feridas dos dias 14 e 21, nas feridas
cicatrizadas, onde foram realizadas fotomicrografias das laminas, utilizado o
microscépio Leica DM2000 com camera Leica DFC 295 (Leica, Wetzlar, Germany) e
do programa LAS - Leica Application Suite (Leica, Wetzlar, Germany).

Para realizar a mensuracdo da espessura da epiderme a fotomicrografia
foi feito no centro da cicatriz com aumento de 200x. Realizou-se 20 medidas em
cada foto, da propria epiderme, referente a area da cicatriz (fig 20). Apds obter as 20
medidas, foi calculada a média para cada lamina para comparac¢ao dos grupos, com

no minimo 5 laminas avaliadas por grupo.

Figura 20 - Fotomicrografia representativa da medida da epiderme na éarea da

cicatrizacédo da ferida.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Coloragéo por Tricromio de Mallory. 200x.




85

3.12.6 Contagem do numero de vasos na area da lesao

Foram analisadas as laminas coradas com Tricrémio de Mallory, a partir
de feridas nos dias 7, 14 e 21 dias. A contagem do numero de vasos foi realizada
atraves de trés fotomicrografias no aumento de 100x para cada lamina, no minimo 5
laminas por grupo (fig. 11), utilizando o microscépio Leica DM2000 com camera
Leica DFC 295 (Leica, Wetzlar, Germany) e o programa LAS - Leica Application
Suite (Leica, Wetzlar, Germany). Foram considerados 0s vasos sanguineos

presentes entre o paniculus carnosus até a epiderme/superficie da leséo (fig. 21).

Figura 21 - Fotomicrografia representativa da contagem do numero de vasos na

derme na area da leséo.

S

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Os circulos em amarelo representam os vasos sanguineos identificados. Coloragao por
Tricrdmio de Mallory. 400x.

3.12.7 Avaliacdo do estresse tecidual por espécies reativas de nitrogénio e

oxigénio

3.12.7.1 Andlise por imuno-histoquimica para expressao de NOSi e nitrotirosina
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Para a realizacdo da imuno-histoquimica, os animais foram sacrificados
nos dias 5, 7, 14 e 21 apos o inicio de inducdo da UP, no 5° dia seis horas apds o
tratamento. ApOs sacrificio dos animais por overdose de anestésico, foram usados
cortes histolégicos das lesdes ulcerosas. Os cortes histolégicos foram colocados em
laminas especiais as quais sao recobertas com poli-L-lisina ou gelatina.

Inicialmente, as laminas foram deixadas em estufa a 66-88°C durante 3
horas. Apés este tempo, estas foram desparafinizadas e hidratadas em xilol, alcool e
agua, respectivamente. Logo em seguida, as laminas foram mergulhadas em
tampao citrato 10mM pH 6,0 e aquecidas em micro-ondas a 95°C por 15 min. Apos o
esfriamento das mesmas, foi feita o bloqueio da peroxidase endégena com perdxido
de hidrogénio a 3% durante 15 min. Apos lavagem com PBS as laminas foram
incubadas com o anticorpo primario anti-NOSi feito em coelho (Santa Cruz
Biotecnology, CA, USA) ou anti-nitrotirosina feito em coelho (Upstate, New York,
USA) em camara Umida, a 4°C por toda a noite.

Decorrido este tempo, fez-se 3 lavagens das laminas em PBS por 5
minutos para depois serem incubadas com o anticorpo secundario biotonilado anti-
IgG de coelho feito em cabra (Santa Cruz Biotecnology, CA, USA) durante 30 min
em temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a lavagem, como no passo
anterior e entdo se faz a incubagdo com um reagente enzimatico AB (Streptavidina,
reagente A — Avidina; reagente B — peroxidase horse hadish biotinilada, Santa Cruz
Biotecnology, CA, USA) por 30 minutos. Ap6s mais uma lavagem, incuba-se com
uma solucdo contendo cromégeno diaminobenzidina (DAB liquido + Sistema
Chromogen Substrato, Dako North American, Carpinteria, CA, USA) por dois
minutos e enxaguado em agua destilada por 2 vezes durante 5 minutos cada, para
em seguida, fazer uma contracoloragdo com hematoxilina de Mayer. Os cortes foram
desidratados e montados em meio de montagem rapida (Entellan, Merck, Germany).

ApoOs as laminas confeccionadas, células que expressaram NOSi e
nitrotirosina foram visualizadas em microscépio e contadas em 10 campos/lamina
com aumento de 1000x, na parte mais superficial da derme. A analise foi realizada

por um investigador que era cego ao tratamento.
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3.12.7.2 Determinacao da peroxidacao lipidica — Ensaio de malondialdeido (MDA)

Os animais foram sacrificados nos dias 5, 7, 14 e 21 apds o inicio de
inducdo da UP, no 5° dia seis horas apés o tratamento. Apos sacrificio dos animais
por overdose de hidrato cloral, a UP foi retirada e congelada em freezer a 70°C
negativos e depois macerada em tampdes adequados. O homogenato foi
centrifugado e o sobrenadante, utilizado para a realizacéo do teste bioquimico.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela mensuracdo do
malondialdeido produzido, utilizando o teste de concentragdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), através dos métodos descritos em Fraga,
Leibovitz, Toppel (1988), Mihara e Uchiyama (1978). Realizado a homogeneizacao
de 10% de tecido em KCI 0,15M, retirado 250uL desse homogenato e colocado em
tubo de ensaio. Adicionado 1,5mL de &cido fosforico (HsPO4) 1% + 500uL de
solucdo de &cido tiobarbittrico 0,6%. Apds isso colocaram-se os tubos de ensaio
com as misturas em banho-maria a 100°C por 45 minutos. Depois resfriado em agua
corrente, ja resfriado adicionam-se 2mL de n-butanol, agitado em instrumento
misturador (Vortex) por 1 minuto, centrifugar a 1200rpm/15min. Retirada a fase
butandlica e realizada a leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de
520nm (A;) e 535nm(A;). Onde o valor de MDA foi calculado automaticamente pelo

aparelho, subtraindo A, por A;, expressos em nanomoles/g de tecido.

3.13 Anédlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM ou média +DP no
percentual de pixel do teste de densidade do colageno, hemoglobina, concentracao
de hemoglobina globular média e contagem diferencial dos leucécitos. Para
comparacdes entre os grupos foram utilizados: Analise de Variancia (ANOVA) e
teste de Bonferroni, Teste t para analise do percentual de contracéo da area.

Nas analises dos escores histopatolégicas e dos escores EWAT os dados
obtidos foram expressos como mediana e o teste estatistico aplicado foi o de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s para dados nao-paramétricos. Em todas as

situacdes, foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da toxicidade do uso da fumaca de Artemisia vulgaris no modelo

experimental de Ulceras por pressdo em camundongos

4.1.1 Efeito da aplicacédo da fumaca de Artemisia vulgaris sobre o

comportamento e mortalidade dos animais

Com relagcdo a mortalidade, durante a observagdo diaria dos animais foi
registrada a perda de 8 animais no total de animais utilizados nos experimentos. No
grupo ferida sem tratamento houve a morte de um animal por causa desconhecida;
no grupo de pele integra tratada houve perda de 2 animais por excesso de
anestésico ou erro na aplicacdo e 1 perda por causa nao determinada. No grupo
com ferida tratada, houve perda de 2 animais por excesso de anestésico ou erro na
aplicacao e perda de 2 animais por causas ndo determinadas.

Com relacao a observacao do estado geral 2 animais apresentaram pelos
ericados na Ultima semana de experimento, sendo 1 animal do grupo ferida néao
tratada e 1 animal do grupo ferida tratada.

Com relacdo a observacdo do comportamento, 2 animais mostraram
comportamento agressivo, sendo um do grupo ferida sem tratamento e o outro do
grupo ferida com tratamento. Entretanto, esse comportamento ja havia sido
observado antes do inicio do tratamento. Outros comportamentos relevantes néo

foram detectados.

4.1.2 Avaliacdo das dosagens dos eletrolitos

Foram avaliados os eletrélitos séricos como calcio, cloro, fésforo, potassio
e sodio. Essa analise foi feita em todos os grupos do estudo toxicoloégico, porém nao
foi encontrada diferenca significativa entre os grupos do estudo, ficando os mesmo

em niveis semelhantes (fig. 22).
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Figura 22 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre as dosagens de eletrélitos

no modelo experimental de Ulceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém nao recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da Ulcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de Artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaga de Artemisia. Em todos os grupos foi colhido o
sangue para a analise de eletrolitos como: célcio (painel A), cloro (painel B), fosforo (painel C),
potassio (painel D) e sddio (painel E). Os resultados estdo apresentados como a média + EPM da
concentracdo das dosagens dos eletrélitos em grupos de no minimo 7 animais. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.

4.1.3 Analise da quantificagdo de ureia, creatinina, AST e ALT no modelo de
Glcera por pressdo em camundongos.

Para as analises realizadas, avaliando as dosagens de ureia e a
creatinina (fig 23A e 23B), AST e ALT (fig 23C e 23D) em nenhum desses

marcadores foram observados diferenca significativa entre os grupos
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Figura 23 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os testes de ureia,
creatinina, Alanina transaminase (ALT), Aspartato transaminase (AST) no modelo

experimental de Ulceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém ndo recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da Ulcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de Artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de Artemisia. Em todos os grupos foi colhido o
sangue para a analise de ureia (painel A), creatinina (painel B), Alanina transaminase (AST) (painel
C), Aspartato transaminase (ALT) (painel D). Os resultados estdo apresentados como a média +
EPMda concentragdo das dosagens bioquimicas em grupos de no minimo 7 animais. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.
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4.1.4 Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris na dosagem de albumina,
bilirrubina total y(gama)-glutamil transferase no modelo experimental de Glcera

por pressdo em camundongos

Ainda, para a avaliacdo da hepatotoxicidade, foi realizada a dosagem de
albumina, bilirrubina e (gama)-glutamil transferase.

No estudo a concentracdo de albumina ndo pode ser realizada os testes
estatisticos, pois somente trés animais apresentaram niveis superiores a 2,0g/dL,
todos os demais animais mostraram resultados inferiores a 2,0g/dL e dessa forma
nao foram detectados pela técnica de analise (resultados ndo mostrados).

A bilirrubina total teve um aumento discreto no grupo de animais com pele
integra tratada com fumaca de artemisia, porém nao foi verificada uma diferenca
significativa entre os grupos analisados (fig. 24).

A y(gama)-glutamil transferase nédo foi detectada no estudo em nenhum

dos animais analisados neste teste (resultados ndo mostrados).

Figura 24 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre as dosagens de bilirrubina

total no modelo experimental de Ulceras por pressdao em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a ulcera, porém néo recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da uUlcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de Artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de Artemisia. Em todos os grupos foi colhido o
sangue para a analise de bilirrubina total. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM da
concentracao de bilirrubina sérica em grupos de 7 animais. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.
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4.1.5 Analise das dosagens de PCR e glicemia no modelo de Ulcera por

pressao em camundongos

Na dosagem da PCR foi observado que todos 0s grupos apresentaram o0s
mesmos niveis, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos (fig 25).

O teste da glicemia apesar ndo revelar diferencas estatisticas entre os
grupos, mostrou um leve aumento entre os animais do grupo, ferida sem tratamento
(fig 26).

Figura 25 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre as dosagens de PCR
(proteina C reativa) no modelo experimental de Ulceras por pressdo em

camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém nao recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve indugdo da Ulcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de Artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumacga de Artemisia. Em todos os grupos foi colhido o
sangue para a andlise da concentracao de PCR no sangue. Os resultados estdo apresentados como
a média + EPM da concentracdo da PCR sérica de no minimo 7 animais por grupo. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 26 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a dosagem de glicemia no

modelo experimental de Glceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a ulcera, porém ndo recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da uUlcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de Artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de Artemisia. Em todos os grupos foi colhido o
sangue para a andlise da glicemia. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM da
concentracdo de glicose sérica em grupos de no minimo 7 animais. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.

4.1.6 Avaliagdo do hemograma nos camundongos submetidos ao modelo de
Ulcera por presséo

Nenhum dos dados que compdem o hemograma apresentou diferenca
significativa entre os grupos estudados neste teste de toxicidade, todos os grupos
mostraram padrbes semelhantes no eritrograma (fig. 27), contagem do numero total
de plaquetas (fig. 28) e no leucograma (fig. 29). Porém foi verificado somente um
leve aumento no numero de plaguetas e dos leucécitos nos grupos tratados com

artemisia, mas esses dados nao foram estatisticamente diferentes.
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Figura 27 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os parametros do

eritrograma no modelo experimental de Ulceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém néo recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da uUlcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de artemisia. (A) hemacias; (B) hematdcrito; (C)
VCM (volume corpuscular médio); (D) HCM (hemoglobina corpuscular média); (E) hemoglobina e
CHCM (concentracdo de hemoglobina globular média). Os resultados estdo apresentados como a
média = DP para o HCT, nos demais resultados foram expressos como média + EPM dos parametros
do eritrograma de no minimo 7 animais. Porém nenhuma diferenca significativa entre os grupos foi
verificada. ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 28 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a contagem total de

plaguetas no modelo experimental de Ulceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: O grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém ndo recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da uUlcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de artemisia. PLT (plaquetas). Os resultados
estdo apresentados como a média £+ EPM do numero de plaguetas em grupos de no minimo 7
animais. Porém nenhuma diferenga significativa entre os grupos foi verificada. ANOVA seguido de
Bonferroni.
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Figura 29 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os parametros do

leucograma no modelo experimental de Ulceras por pressdao em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém nao recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da Ulcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de Artemisia. (A) leucdcitos; (B) linfécitos,
neutrofilos, eosindfilos, mondcitos. Os resultados estdo apresentados como a média + DP para os
linfécitos, neutrdéfilos, eosindéfilos e mondcitos. Os resultados de leucécitos foram expressos como
meédia £+ EPM do nimero de leucdcitos e das porcentagens de cada tipo de leucécito. Porém nenhum
mostrou diferenca significativa entre os grupos. ANOVA seguido de Bonferroni.

4.1.7 Analise histoldgica dos rins, figado, baco e pele

Quanto as analises histopatolégicas do rim e do figado néo foi detectado
nenhuma alteracdo morfolégica entres os grupos estudados.

Na analise do baco, a polpa vermelha apresentou-se com seus elementos
caracteristicos, como as hemacias, linfécitos, megacariocitos e macrofagos com
coloragdo amarronzada devido a presenca de hemossiderina. Na polpa branca, os
foliculos linfoides apresentaram-se delimitados, com tamanhos variados e alguns
com centro germinativo ativo. Observou-se em trés animais (de um total de 6) do

grupo ferida tratada com fumaca de artemisia, uma reducdo aparente da polpa
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branca. Nesses animais ndo foi observadas a presenca de células apoptéticas ou
necroticas.

A anadlise morfologica da pele ndo mostrou diferencas entre 0os grupos do
estudo toxicologico, nem quando comparados 0s grupos do estudo toxicoldgicos aos
grupos de tratamento na avaliacao da eficacia de aplicacdo da fumaca de artemisia.

Nao foi verificada a presenca de células em apoptose, presenca de
necrose focal, fiborose ou quaisquer outras alteracdes significativas na analise

histopatolégica do figado, rim, baco (figura 30) e da pele.

Figura 30 — Fotomicrografia dos rins, figado e baco mostrando os aspectos

histopatolégicos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: No grupo FS (ferida sem tratamento) foi induzida a Ulcera, porém nao recebeu nenhuma
forma de intervencdo; o grupo IT (integra tratada) ndo teve inducdo da Ulcera, mas foi realizado
tratamento durante 31 dias com fumaca de artemisia; e o grupo FT (ferida tratada) foi induzida a
Ulcera e foi feito tratamento por 31 dias com fumaca de Artemisia. Hematoxilina e eosina. Bago 40x e
400x, Figado 100x e 400x, Rim 100x e 400x.
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4.2 Avaliacdo da fumaca de Artemisia vulgaris no processo cicatricial no
modelo de Ulcera por pressdo em camundongos

4.2.1 Avaliacdo dos escores EWAT - EWAT total no modelo experimental de

Glcera por pressdo em camundongos

Todos os escores da Escala EWAT foram somados de modo a quantificar
a cicatrizacdo de forma geral, avaliando conjuntamente a area, 0s parametros
inflamatorios e de debridamento. Os animais foram avaliados no dia 5, 7, 14 e 21 da
inducdo da ferida, nos grupos: Artemisia que recebeu tratamento somente da
fumaca de Artemisia vulgaris diariamente, artemisia e filme de poliuretano que
recebeu além do tratamento da fumaca Artemisia vulgaris uma pelicula de filme de
poliuretano recobrindo a ferida tratada, com aplicacdo de ambos em dias alternados,
hidrogel e filme de poliuretano neste grupo foi aplicada o hidrogel como curativo
primario logo em cima da ferida e como curativo secundario o filme de poliuretano.

No 7° dia pés-inducdo da UP todos os tratamentos demonstraram
diferencas estatisticas dos escores EWAT quando comparados ao grupo controle.
Nos dias seguintes de avaliagdo somente o grupo artemisia recoberto com filme de
poliuretano demonstrou diferenca estatistica (p<0,05) com relacdo ao controle,
mostrando uma aceleracdo da cicatrizacdo. No dia 21, foi observada uma diferenca
significativa (p<0,05) inclusive entre esse grupo e o grupo Hidrogel e filme de

poliuretano (tab.1 e fig 31).

4.2.2 Analise dos escores EWAT - itens dos parametros inflamatérios e

debridante no modelo experimental de Ulceras por pressao

Os parametros inflamatorios, subgrupo da tabela EWAT, onde séao
agrupados os itens que indicam inflamacé&o na ferida, juntos mostra, de forma geral e
macroscopica, a inflamagéo presente na ferida.

No dia 7 todos 0s grupos experimentais mostraram uma diferengca, em
relacdo ao controle, na diminuicdo das manifestacdes inflamatérias presentes na
ferida. No 14° dia os grupos tratado com artemisia e artemisia e filme de poliuretano

mostraram diferencas estatisticas (p<0,05) em relacdo ao controle, sendo que o
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grupo artemisia e filme de poliuretano ainda mostrou diferenga estatistica quando
comparado ao grupo hidrogel e filme de poliuretano. No 21° dia somente o grupo
tratado com Artemisia e filme de poliuretano demonstrou diferenca significativa
(p<0.05) comparada ao controle e ao grupo hidrogel e filme de poliuretano. Sendo
assim, foi observado que somente o grupo Artemisia e filme de poliuretano
mostraram diferenca estatistica em comparacao ao grupo controle (p<0,05) desde o
dia 7 e se estendendo a todos o demais dias até o fim do experimento (tab. 2 e fig
31).

Os parametros de debridamento (subgrupo da tabela EWAT) onde sé&o
agrupados os itens de tipo de tecido presente na ferida, tipo e quantidade de
necrose, quantidade de tecido de granulacdo, onde os escores gerados indicam
sobre a capacidade debridante do produto usado.

Os resultados mostram que apenas 0 grupo tratado artemisia e filme de
poliuretano mostrou capacidade debridante no dia 14 (p<0,05) e superior ao hidrogel
gue é um debridante autolitico classico, no dia 21, nos demais dias ndo apresentou
esta propriedade (tab. 3 e fig. 31).

Figura 31 - Fotografias das feridas dos grupos em dias diferentes

Artemisia e filme Hidrogel e filme de
de poliuretano poliuretano

Controle Artemisia
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Dia 14

Dia 21

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Fotografias representativas de cada grupo nos dia 5, 7, 14 e 21 dias. As fotos foram
retiradas a uma distancia de 10 cm entre a objetiva da maquina fotografica e a ferida.

Tabela 1 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os aspectos macroscépicos

(escores EWAT, somatoria total) no modelo experimental de Ulcera por pressdo em

camundongos

Grupo Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle 21 (16 — 25) 20,5(16-23) 14(0-19) 6 (0-18)
Artemisia 21 (15 - 26) 15,5(0-18)*  6,5(0-19) 4(0-17)
Artemisia + 20 (16 — 25) 15 (0 - 18)® 0(0-17)? 0(0-4)%
Filme de

poliuretano

Hidrogel + 20 (16 — 26) 20 (14 - 26)* 9(0-16) 7 (0-13)
Filme de

poliuretano

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os numeros representam a médiana da somatéria total dos escores EWAT, com valores
méximos e minimos. Foram avaliadas no minimo 10 feridas por grupo, ou seja, no minimo 5
camundongos por grupo.? p<0,05 comparado ao grupo controle(feridas que ndo receberam nenhum
tratamento); b p<0,05 comparado ao grupo tratado com hidrogel e filme de poliuretano (teste de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn’s).

Tabela 2 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os aspectos macroscépicos
(escores EWAT, somatéria dos itens que compde os parametros inflamatoérios) no

modelo experimental de Ulcera por pressao

Grupo Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle 6(2-9) 7(4-8) 4(0-7) 0,5(0-4)
Artemisia 5(2-28) 2(0-5)?* 1(0-5)? 0(0-2)
Artemisia + 5(3-8) 2 (0 - 4)? 0(0—24)* 0(0—-1)*

Filme de
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poliuretano

Hidrogel + 52-7) 2(0-5)* 2(0-7) 1(0-5)
Filme de

poliuretano

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os numeros representam a médiana da somatoria dos itens que compdem parametros
inflamatdrios da escala (EWAT), com valores maximos e minimos. Foram avaliadas no minimo 10
feridas por grupo, ou seja, no minimo 5 camundongos Eor grupo.® p<0,05 comparado ao grupo
controle(feridas que ndo receberam nenhum tratamento); ~ p<0,05comparado ao grupo tratado com
hidrogel e filme de poliuretano (teste de Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn’s).

Tabela 3 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre 0s aspectos macroscopicos
(escores EWAT, somatoria dos itens que compde os parametros de debridamento)

no modelo experimental de UGlcera por pressao

Grupo Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle 11 (9-13) 10 (9-12) 7(0-13) 2(0-10)
Artemisia 10 (9-13) 9(0-13) 3(0-13) 2(0-12)
Artemisia + 11 (9-13) 9(0-12) 0 (0-10)° 0(0-2)
Filme de

poliuretano

Hidrogel + 10 (9 - 13)? 8,5(7—14) 4(0-9) 2(0-198)
Filme de

poliuretano

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os numeros representam a mediana da somatéria dos itens que comp8dem parametros de
debridamento da escala (EWAT), que sdo compostos por itens de identificacdo do tipo de tecido
presente (necrético ou granulacao) e a quantidade em relacéo a area total da ferida, indicando uma
possivel acdo debridante do produto utilizado. Os nimeros entre parénteses indicam os valores
maximos e minimos. Foram avaliados no minimo 10 feridas por grupo, ou seja no minimo 5
camundongos por grupo.? p<0,05 comparado ao grupo controle(feridas que ndo receberam nenhum
tratamento); b p<0,05comparado ao grupo tratado com hidrogel e filme de poliuretano (teste de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn’s).

4.2.3 Analise do tamanho da ferida area e percentagem de contracéo da ferida

no modelo experimental de Ulcera por pressdao em camundongos

A avaliacdo do tamanho da area da ulcera no dia 5 foi muito homogénea.
Porém, a partir do 7° dia todos o0s grupos experimentais mostraram diferenca
estatistica com relacdo ao grupo controle (p<0,05), que foi mais acentuado no grupo
da artemisia e filme de poliuretano, e este grupo, durante os outros dias, mostrou um
resultado melhor no quesito de reepitelizagédo do tecido ulcerado, com diferencas
estatisticas (p<0,05) em relacéo ao controle (fig 32).

O percentual de contragcéo da ferida mostra a relacdo do fechamento de

cada ferida em relacdo ao seu tamanho inicial. O grupo controle e o tratamento com
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artemisia mostraram resultados semelhantes até o 14° dia (média - 71,25% vs
72,04%). Concomitantemente, os grupos tratados com artemisia e filme de
poliuretano e hidrogel e filme de poliuretano mostraram um percentual maior do que
aos demais grupos até o 14° dia porém esse resultado ndo mostrou diferenca
significativa. J& no 21° dia o grupo artemisia e filme de poliuretano mostrou um
percentual de contracdo maior que todos os outros grupos, sendo diferente
estaticamente do grupo controle (p<0,05) (média - 98,31% vs 84,64%). (fig.33).

Figura 32 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a &rea da ferida (cm?) no

modelo experimental de Ulceras por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumacga de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado). O tamanho da
area da ferida foi avaliado nos dias 5, 7, 14 e 21 ap6s o primeiro dia de inducdo da ulcera por
pressao, de no minimo 10 feridas por grupo. Os resultados estédo apresentados como a média + EPM.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 comparado ao grupo controle (C) (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 33 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre percentagem de contracao

da ferida no modelo experimental de Ulcera por pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado). Foi avaliada a
area de contragdo das feridas nos dias 5, 7, 14 e 21 apds o primeiro dia de indu¢do da Ulcera por
pressao, de no minimo 10 feridas por grupo. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM.
* p<0,05 em comparacéo ao grupo controle (Teste T).

4.2.4 Avaliacdo histopatologica no modelo de dudlcera por pressdo em

camundongos

O padrdo do infitrado inflamatério mostrou a principio, uma
predominancia de polimorfonucleares no 5° e 7° dias em todos os grupos. Passando
a um infiltrado misto, tanto de polimorfonucleares como mononuclear ao mesmo
tempo presente na ferida, no 14° em todos os grupos. No ultimo dia do experimento,
21° dia, os grupos tratados com fumacga de artemisia e com fumaca de artemisia e
filme de poliuretano ndo apresentaram infiltrado inflamatorio, j& no grupo controle 3
feridas mostraram infiltrado polimorfonucleares, 1 ferida com infiltrado mononuclear
e 1 mista, e no grupo hidrogel e filme de poliuretano foi visto 2 feridas com infiltrado

de polimorfonucleares no 21° dia.
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Com relacdo aos escores desse infiltrado, somente no 21° dia foi
verificado uma diferenca significativa entre os animais do grupo controle e os grupos
tratados com fumaca de artemisia (p< 0,05).0 mesmo resultado foi visto quando
comparado o controle com o grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano
(p<0,05) (tab. 4 e fig. 34).

Os escores de hemorragia mostraram uma diferenga significativa nos
grupos de aplicacdo de fumaca de artemisia (p<0,05) e o grupo de aplicacdo de
fumaca de artemisia e filme de poliuretano (p<0,01), quando comparados ao
controle no 14° dia. No 21° dia os grupos tratados com fumaca de artemisia e
fumaca de artemisia e filme de poliuretano ndo apresentaram mais hemorragia,

porém nesse dia ndo apresentaram significancia estatistica (tab. 5 e fig. 34).

Figura 34 — Fotomicrografia da pele mostrando os aspectos histopatol6gicos

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Coloragcdo por hematoxilina e eosina 100x. H+F (hidrogel e filme de poliuretano), A+F
(Artemisia e filme), A (artemisia) e CONT (controle).
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Figura 35 - Ampliacdo da fotomicrografia mostrando aspectos histopatolégicos do

grupo controle

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Ampliagdo das fotomicrografias do grupo controle no 5° dia, 7° dia, 14° dia e 21° dia ap0s a
inducéo da Ulcera por presséo, mostrando os detalhes histopotoldégicos em cada fase. Coloragdo por
hematoxilina e eosina 100x. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 4 — Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os escores histopatologicos

de infiltrado de celular inflamatério no modelo experimental de Ulcera por pressédo em

camundongos

Grupo Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle 3(3-3) 3(3-3) 15(1-3) 1(1-2)
Artemisia 3(2-3) 3(2-3) 1(1-3) 0(0-0)*
Artemisia + 3(3-3) 3(2-3) 1(0-3) 0(0-0)*
Filme de

poliuretano

Hidrogel + 3(2-3) 3(1-3) 1(1-3) 0(0-2)
Filme de

poliuretano

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os numeros representam a mediana da somatoéria total dos escores de infiltrado celular
inflamatoério, onde os com valores maximos e minimos. Foram avaliados no minimo 4 feridas por
grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (feridas que ndo receberam nenhum tratamento) (teste
de Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn’s).

Tabela 5 — Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre os escores histopatolégicos

de hemorragia no modelo experimental de Ulcera por pressdo em camundongos

Grupo Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle 1(0-1) 1(0-1) 1(1-2) 0(0-1)
Artemisia 2(0-2) 0,5(0-1) 0(-1)* 0(0-0)
Artemisia + 1(0-1) 0(0-0) 0 (0-0)* 0(0-0)
Filme de

poliuretano

Hidrogel + 1(0-1) 05(0-1) 0,5(0-1) 0(-0)
Filme de

poliuretano

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os numeros representam a médiana da ssomatéria total dos escores de hemorragia, onde
0s com valores maximos e minimos. Foram avaliados no minimo 4 feridas por grupo. *p<0,05,
**p<0,01 comparado ao grupo controle (feridas que ndo receberam nenhum tratamento) (teste de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn’s).

4.2.5 Avaliacéo da fibroplasia no modelo experimental de Ulceras por pressao

em camundongos

O numero de fibrécitos atingiu um pico no dia 14, diminuindo no 21° dia.

Neste estudo foi visto nenhuma alteracdo significativa no numero de fibrocitos entre
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0S grupos, apesar de que no dia 21 ter havido um aumento na quantidade desta
célula no grupo artemisia e filme de poliuretano, mas sem diferenca estatistica.

Ja a contagem de fibroblastos mostrou somente um aumento discreto no
dia 7 com pico no dia 14. O tratamento com fumaca de artemisia, no dia 14 (fig 36),
aumentou o numero de fibroblastos de modo significativo quando comparado ao
controle (p<0,01) assim como o tratamento com fumaca de artemisia e filme de
poliuretano também aumentou o numero dessas células, de modo significativo no

21° dia (p<0,001) quando comparado ao controle (fig 36 e fig 37).

Figura 36 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre o nimero de fibroblastos e
fibrécitos presentes no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo experimental de

Ulceras por pressdo em camundongos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumacga de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado) e um grupo de
animais sem Ulcera e sem tratamento (N). Foi contado o niumero de fibroblastos e fibrécitos de cada
ferida nos dias 5, 7, 14 e 21 ap0s o primeiro dia de inducao da Ulcera por pressdo de no minimo 7
feridas por grupo. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM. ** p<0,01, *** p<0,001
comparado ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 37 - Fotomicrografias da cicatriz evidenciando a presenga de fibroblastos e

fibrocitosna derme

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Pele integra na regido do dorso de camundongos que néo foi induzida Ulcera nem tratado
(A), animal com inducg&o de Ulcer4 sem tratamento (B), indug&o de Ulcera tratado com artemisia(C),
inducdo da Ulcera e tratamento com artemisia e filme de poliuretano (D) e indugdo de Ulcera e
tratamento com hidrogel e filme de poliuretano (E).Todas as laminas sao de Ulceras no 21° apés
inducéo com o modelo ndo invasivo. Hematoxilina & Eosina — 400x.
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4.2.6 Analise da colagénese no modelo de Ulcera por pressédo em
camundongos

Foi verificado no dia 14 um aumento significativo na quantidade de
colageno em todos os grupos experimentais em relacdo ao controle, sendo que nos
grupos artemisia e filme de poliuretano e hidrogel e filme de poliuretano este
aumento foi mais intenso (p<0,01) que o grupo artemisia (p<0,05) (fig. 38A e fig 39).

No dia 21, nos grupos artemisia e hidrogel, a quantidade de colageno
permaneceu elevada, porém este aumento ndo foi significativo. Somente o grupo
artemisia e filme de poliuretano permaneceu com o aumento significativo na camada
de coldgeno em relacdo ao controle. Os demais grupos tratados, fumaca de
artemisia e o hidrogel e filme de poliuretano, apresentaram diferenca significativa
somente em relacdo ao grupo normal (p<0,05) e (p< 0,01) respectivamente.

Em relacdo a densidade do coldgeno no 21° dia o grupo fumaca de
artemisia e filme de poliuretano mostrou diferenca significativa em relacdo ao

controle (p<0,01), nos demais grupo nao foi verificada diferenca estatistica (fig 38B).
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Figura 38 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a sintese de colageno no

leito da ferida ou na cicatriz, no modelo experimental de Ulcera por pressao em

camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foi medida a espessura do colageno na derme (painel A) e a densidade do colageno,
através da percentagem de pixels de coloragdo azul do tricromio de Mallory (painel B) em
fotomicrografias. Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo
fumaca de artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano
(A+F; com Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme (H+F; com Ulcera e tratado) e um grupo de animais
sem Ulcera e sem tratamento (N), nos dias 14 e 21 (painel A) e no dia 21 (painel B) ap6s o primeiro
dia de inducao da Ulcera por pressdo. Foram avaliados no minimo 5 feridas por grupo. Os resultados
estdo apresentados como a média £+ EPM. * p<0,05, ** p<0,01, comparado ao controle (ANOVA
seguido de Bonferroni) (painel A). # p<0,05, ## P<0,01 e ###p<0,001 comparado ao grupo N (Teste t
de Student), e como média + o DP. ** p<0,01 (painel B).
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Figura 39 - Fotomicrografia mostrando a camada de colageno na derme

Al 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Fotomicrografia da pele do dorso de camundongos: grupo normal - sem inducdo de Ulcera
nem tratado (A), grupo controle - com inducdo de Ulcer4d sem tratamento (B), grupo artemisia -
inducdo de Ulcera tratado com artemisia (C), grupo artemisia e filme de poliuretano - inducdo da
Ulcera e tratamento com artemisia e filme de poliuretano (D) e grupo hidroel e filme de poliuretano -
inducéo de Ulcera e tratamento com hidrogel e filme de poliuretano (E). Todas as laminas sdo de
Ulceras no 21° ap6s indugdo com o modelo néo invasivo. Tricrdmio de Mallory — 100x.

4.2.7 Avaliacdo da espessura da epiderme no modelo de Ulcera por pressdo em
camundongos

Foi observado um aumento na espessura da epiderme da cicatriz no dia

14 em todos os grupos do estudo e no dia 21 ocorreu uma diminuicdo dos valores
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encontrados na mensuragcdo da espessura da epiderme, fato este verificado em
todos os grupos estudados.

Em relacdo ao dia 14, os animais tratados com Artemisia e Artemisia e
filme de poliuretano, mostraram diferenca estatistica tanto com o grupo controle
(p<0,05) como no grupo de animais normais sem indugdo e sem tratamento
(p<0,001). Os animais do grupo tratado com hidrogel e filme de poliuretano
mostraram diferenca significativa somente quando comparados aos animais do
grupo normal (p<0,01).

No dia 21 ocorreu uma reducdo geral na espessura da epiderme em
todos os grupos, porém as mensuracdes dos animais do grupo hidrogel e filme de
poliuretano mostraram diferenca significativa tanto com relagcdo aos animais do
grupo controle (p<0,05) como os animais do grupo normal (p<0,01). Ja nos animais
do grupo artemisia e filme de poliuretano, houve diferenca estatistica somente em
relacdo aos do grupo normal (p<0,05) (fig 40 e fig 41).

Figura 40 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a espessura da epiderme

no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo experimental de Ulcera por pressdo em

camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram realizadas 10 medidas do tamanho da camada celular da epiderme em
fotomicrografias com aumento de 400X na regido da cicatriz. Foram avaliados os grupos controle (C;
com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de
artemisia e filme de poliuretano (A+F; com Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano
(H+F; com licera e tratado) e um grupo de animais sem Ulcera e sem tratamento (N). As feridas
foram avaliadas nos dias 14 e 21ap6s o primeiro dia de inducao da Ulcera por pressao de, no minimo,
5 feridas por grupo. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM. * p<0,05, comparado ao
controle. ## P<0,01 e ###p<0,001 comparado ao grupo normal (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 41 — Fotomicrografias mostrando a espessura da epiderme

14 DIAS 21 DIAS

NORMAL

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Pele do dorso de camundongos com inducédo de Ulcera sem tratamento (C), indugcédo de
Ulcera tratado com artemisia (A), inducdo da Ulcera e tratamento com artemisia e filme de poliuretano
(A+F), inducao de Ulcera e tratamento com hidrogel e filme de poliuretano (H+F) e sem indugdo de
Ulcera nem tratado (normal). Todas as laminas sao de Ulceras no 14° e 21° ap6s inducado da Ulcera.
Tricrdmio de Mallory — 200x.

4.2.8 Quantificagdo do numero de vasos no leito da ferida ou na cicatriz, no

modelo experimental de Ulcera por pressdo em camundongos

As feridas foram avaliadas nos dias 7, 14 e 21 dias apds o inicio da

inducéo das ulceras. Foi verificado no grupo controle uma diminui¢ao significativa no
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namero de vasos no dia 7, 14 (p<0,05) e 21 (p<0,01), em relagcdo aos animais
normais, com pele integra sem inducéo de ulcera (fig. 42).

Foi observado que no dia 7 o tratamento com artemisia e filme de
poliuretano aumentou de forma significativa o nimero de vasos (p<0,05) em relacéo
ao controle, o tratamento com artemisia também aumentou o numero de vasos,
poréem nao de forma significativa. No 14° dia, que corresponde ao periodo
proliferativo, tanto o tratamento com artemisia como o artemisia e filme de
poliuretano demonstraram uma maior contagem de vasos comparado ao grupo
tratado com hidrogel e também ao grupo controle (p<0,05; p<0,01, respectivamente)
(fig 42). Esses dados sugerem um aumento no suprimento sanguineo no tecido dos
animais tratados.

No dia 21 somente o grupo tratado com artemisia e filme de poliuretano
mostrou uma maior contagem do numero de vasos na derme, tendo um aumento

significativo em relac&o ao grupo controle (p<0,01).

Figura 42 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre o nimero de vasos
sanguineos e éarea dos vasos no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo

experimental de Ulcera por pressdao em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com ulcera e tratado) e um grupo de
animais sem Ulcera e sem tratamento (N). Os vasos foram quantificados em 3 campos, com aumento
de 400X na regiao da derme no leito da ferida ou na regido da cicatriz nos dias 7, 14 e 21 apés o
primeiro dia de indugéo da Ulcera por pressao de, no minimo, 5 feridas por grupo. Os resultados estéo
apresentados como a média + EPM. * p<0,05, ** p<0,01, comparado ao controle (ANOVA seguido de
Bonferroni). # p<0,05, ## P<0,01 comparado ao grupo N (Teste t de Student).
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4.2.9 Avaliagcaoda imunoexpressao de NOSi e de nitrotirosina no leito da ferida
ou na cicatriz, no modelo experimental de Uulcera por pressdo em

camundongos

A expressédo da NOSi no grupo com ulcera e sem tratamento (controle)
teve um aumento gradativo até o pico maximo no dia 14 (p<0,001), em compara¢ao
com o grupo normal (animais sem lesdo). Nesse dia tanto a artemisia como a
artemisia e filme de poliuretano foram capazes de diminuir a expressdo dessa
enzima de forma significativa (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) quando
comparadas ao grupo controle do dia. Dentre os tratamentos o grupo que recebeu
Artemisia e filme de poliuretano demonstrou o maximo de inibicdo da expresséo de
NOSi (p<0,001) quando comparado ao controle, sendo inclusive diferente
estatisticamente do grupo tratado com hidrogel e filme de poliuretano (p<0,001) e do
grupo tratado somente com artemisia (p<0,05; figs 43 e 44).

A nitrotirosina reflete a acdo dos radicais livres de nitrogénio onde se
observa um aumento gradual no grupo controle de forma semelhante a expressao
de NOSI, tendo o pico significativo (p<0,01) no dia 14 quando comparado ao grupo
normal (sem ferida). Porém no dia 5 todos os grupos artemisia, e artemisia e filme
de poliuretano mostraram uma menor marcacao para nitrotirosina (p<0,01 e p<0,05,
respectivamente) e também nodia 14 que € o pico de marcacdo no grupo controle.
Sendo que nesse dia apenas o grupo artemisia e filme de poliuretano demonstrou
uma diminuicdo significativa da marcacgédo para nitrotirosina quando comparado ao
grupo controle (p<0,01). Além disso, no dia 7 houve uma diferenca estatistica entre
0s grupos Artemisia e filme de poliuretano e hidrogel (p<0,05) (fig 44). O 21° dia
mostra uma diminuicdo da marcacao de nitrotirosina no grupo controle ndo havendo

diferencas estatisticas entre esse grupo e os grupos tratados (figs 43, 44 e 45).
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Figura 43 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a imunoexpressao de NOSiI
no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo experimental de Ulceras por pressdo em

camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado) e um grupo de
animais sem Ulcera e sem tratamento (N). As células marcadas para NOSi foram contadas em 10
campos com aumento de 1000X na regido da derme no leito da ferida ou na regido da cicatriz. Foi
avaliada a quantidade de células marcadas nos dias 5, 7, 14 e 21 ap6s o primeiro dia de inducdo da
Ulcera por pressdo de, no minimo, 4 feridas por grupo. Os resultados estdo apresentados como a
média £+ EPM. * p<0,05, *** p<0,001 comparado ao grupo controle 14 dias; ###p<0,001 comparado ao
grupo normal (N), 888 p<0,001 comparado ao grupo H+F e +p<0,05 comparado ao grupo artemisia
(A) (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 44 — Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre a imunoexpressao de
nitrotirosina no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo experimental de Ulceras por

pressdo em camundongos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme (A+F; com Ulcera e tratado);
grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado) e um grupo de animais sem Ulcera e
sem tratamento (N). Foram contadas as células marcadas para nitrotirosina em 10 campos com
aumento de 1000X na regido da derme no leito da ferida ou na regido da cicatriz. Foi avaliada a
guantidade de células marcadas nos dias 5, 7, 14 e 21 ap0s o primeiro dia de indugdo da Ulcera por
pressdo. Foram avaliados no minimo 4 feridas por grupo por grupo. Os resultados estdo
apresentados como a média + EPM. * p<0,05, ** p<0,01 comparado ao grupo Controle (C), ##p<0,01
comparado ao grupo normal (N) e 8 p<0,05 comparado ao grupo H+F(ANOVA seguido de
Bonferroni).
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Figura 45 — Fotomicrografia da imunoexpresséo de NOSi e nitrotirosina em pele do

dorso de camundongo submetidos ao modelo de Ulcera por pressao
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Pele do dorso de camundongos sem inducdo de Ulcera e sem tratamento, com marcacao
para NOSi (A) e nitrotirosina (B); inducéo de Ulcera e sem tratamento, marcacdo para NOSI(C) e
nitrotirosina (D); inducdo da Ulcera e tratamento com artemisia com marcacdo para NOSi (E) e
nitrotirosina (F); inducdo de Ulcera e tratado com artemisia e filme de poliuretano com marcagao para
NOSi (G) e nitrotirosina (H);indugédo de Ulcera e tratado com hidrogel e filme de poliuretano com
marcacao para NOSi (l) e sem inducao de Ulcera nem tratado com marcacao para nitrotirosina (J).
Todas as laminas sao de Ulceras no 21° apos inducdo com o modelo ndo invasivo. 400x.
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4.2.10 Quantificacdo do MDA no leito da ferida no modelo experimental de

Glcera por pressdo em camundongos

O MDA reflete a peroxidacgéo lipidica advinda da agdo dos ROS, no tecido
estudado. A figura 46 mostra que existe um aumento da produgcéo de MDA ao longo
dos dias avaliados, sendo o pico de producdo significativo o 14° dia (p<0,05),
comparando-se o grupo de animais sem feridas (normal - pele intacta) e o grupo
com ferida ndo tratado (controle). Com relacdo aos grupos tratados, artemisia e
artemisia e filme de poliuretano, mostram uma diminuicdo no MDA ja no 5° dia
permanecendo baixo também nos dias 7 e 14.

No dia 5 os grupos tratados com artemisia e artemisia e filme de
poliuretano foram significativamente diferentes tanto do grupo controle como do
grupo tratado com hidrogel e filme de poliuretano (p<0,001). J& no dia 7 os grupos
tratados também apresentaram diferenca significativa com o grupo controle (p<0,05)
e com o grupo hidrogel e filme de poliuretano (p<0,01). No dia 14 os grupos tratados
com artemisia e artemisia e filme de poliuretano apresentaram diferencas
estatisticas com o grupo controle (p<0,001 e p<0,05, respectivamente) e ambos
também apresentaram diminuicdo na quantificacdo do MDA em relacdo ao
tratamento com hidrogel e filme de poliuretano (p<0,001).

Em relacdo ao 21° dia ndo foi observado diferenca significativa entre os
grupos estudados, apesar do grupo artemisia ter apresentado uma menor dosagem
de MDA quando comparado aos demais (fig 46).



Figura 46 - Efeito da fumaca de Artemisia vulgaris sobre o teste TBARS que

quantifica o malondialdeido (MDA) no leito da ferida ou na cicatriz, no modelo

experimental de Ulcera por pressdo em camundongos

0.64

MDA (ppm)

0.24

S — i

*kk khkk

0.0-EE . “

Hit#
*

NORMALC A A+FH+F C A A+FH+

C A A+FH+F

5 dias 7 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.

14 dias

C A A+FH+F

21 dias

120

Legenda: Foram avaliados os grupos controle (C; com Ulcera e sem tratamento); grupo fumaca de
artemisia (A; com Ulcera e tratado); grupo fumaca de artemisia e filme de poliuretano (A+F; com
Ulcera e tratado); grupo hidrogel e filme de poliuretano (H+F; com Ulcera e tratado) e um grupo de
animais sem Ulcera e sem tratamento (N). O MDA que é o subproduto da peroxidacao lipidica, de
forma a avaliar a capacidade antioxidante da fumaca de artemisia foi quantificado nos dias 5, 7, 14 e
21 apos o primeiro dia de inducdo da Ulcera por pressdo. Foram avaliados no minimo 4 feridas por
grupo por grupo. Os resultados estdo apresentados como a média £+ EPM. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 comparado ao grupo controle de cada dia, ##p<0,01, ###p<0,001 comparado ao grupo H+F
(ANOVA seguido de Bonferroni) e +p<0,05 comparado ao grupo N (Teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

A Ulcera por pressdao € uma lesdo comum entre pessoas doentes,
hospitalizadas ou nao, atingindo principalmente individuos com mobilidade fisica
prejudicada e idosos. Vem se tornando um problema crescente no mundo inteiro
devido, principalmente, ao envelhecimento da populacéo. Pode levar a complicagbes
graves, gerando demandas crescentes aos sistemas de salde publica que se
encontram saturados. A Ulcera por pressédo € tida como um indicador de qualidade
dos servicos de saude (DHARMARAJAN; AHMED, 2003).

Devido a cicatrizacdo demorada esse tipo de lesdo acarreta um alto custo
para a sociedade e prejudica a qualidade de vida de milhdes de pessoas em todo o
mundo. Atualmente a atencdo tem se voltado para a investigacdo de estratérgias
terapéuticas de cicatrizagdo eficientes e de baixo custo. Dessa forma, as terapias
tradicionais com uso de plantas medicinais, praticadas ha séculos, estdo sendo
cientificamente investigadas por seu potencial no tratamento de feridas (KRISHNAN,
2006).

Sao documentados os efeitos cicatrizantes de diversos componentes
presentes nas plantas como os triterpenos, alcaldides e flavonéides. Podendo ser
citado o asiaticosideo da Centella asiatica; B-sitosterol, a cemanano e glicoproteina
do gel de Aloe vera; acido oleandlico da Anredra diffusa; a quercetina, canferol e
isoramnetina do Hippophae rhamnoides; proantocianidinas e resveratrol da Vitis
vinifera; glicosideos iridéides acilados da Scrophularia nodosa; acidos fendlicos da
Chromolaena odorata; (+)-epi-a-bisabolol da Peperomia galioides; acidos fukinolico e
cimicifugico de Cimicifuga sps. Os polissacarideos também s&o, em parte,
responsaveis pelo processo de cicatrizacdo de feridas, como os arabinogalactanos
da raiz de Angélica acutiloba, heteroglicanos acidos das folhas de Panax ginseng, e
polissacarideos gerais das folhas de Plantago major. Mais recentemente a
curcumina de Curcuma longa, tem se destacado como promissor agente cicatrizante
por bloqueio da PhK/NF-kB e por proporcionar uma cicatrizacao livre de cicatrizes
(AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2009; HENG, 2011).

A artemisia € usada como planta medicinal ha muito tempo tanto pela
cultura oriental como a ocidental, sendo diversas as indica¢des de seu uso, podendo
ser topico ou oral. Dentre os diversos usos desta planta encontra-se o de
cicatrizacao de feridas (SURESH et al., 2011).
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Erel et al. (2012) verificaram que tanto o extrato etandlico, como o Gleo
essencial de Artemisia vulgaris, mostraram propriedades anti-oxidantes com um
maior efeito para o estrato etandlico. Com relacdo a acdo antimicrobiana, o Oleo
essencial de artemisia teve atividade superior a ceftazidima contra Staphylococcus
aureus,Streptococcus epidermidis e Enterococcus faecalis. O extrato metandlico
mostrou uma atividade proxima a da ceftazidima contra P. Aeruginosa e uma acao
inferior contra E. Coli. Ramezani et al. (2004), testando atividade de vérias espécies
de Artemisia, verificou que todas tinham acéo antibacteriana para duas espécies de
bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus.

A artemisia, em varias de suas espécies, é indicada tradicionalmente para
malaria, problemas de pele e feridas ulcerativas em diversas culturas, onde se utiliza
principalmente a infusdo das folhas aplicadas diretamente a afeccdo (ABAD et al.,
2012; RAMEZANI et al., 2004, BISWAS; MUKHERJEE, 2003).

A espécie vem sendo muito estudada como uma alternativa barata e
segura para doencas como malaria, cancer, esquistossomose e antiviral contra o
citomegalovirus humano e de outros membros da familia Herpes viridae (virus
herpes simplex tipo 1 e Epstein-Barr), virus da hepatite B, hepatite C e virus da
diarreia viral bovina e febre amarela. Além de efeito anestésico (EFFERTH et al.,
2008; MENESES et al., 2009; PIRES et al., 2009; SINGH; LAI, 2004).

No presente trabalho foi utilizada a fumaca de moxa palito obtida a partir
da parte aérea da planta Artemisia vulgaris como forma de tratamento, tanto a
simples aplicagdo da fumaca, deixando a Ulcera descoberta, como a aplicagdo
seguida da cobertura com filme de poliuretano de forma a conservar o condensado
no local da ferida. Durante a condensacéo da fumaca formava-se uma cera oleosa
na superficie da ferida. O uso desta técnica de aplicacdo da artemisia é transmitido
comumente de forma oral na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), porém alguns
poucos trabalhos escritos mostram esse procedimento (ZHANG et al., 2012; CILI et
al., 2011).

A fumacga de plantas medicinais é utilizada pela humanidade desde
tempos imemoriais, tendo seus primeiros registros em tabuas mesopotamica de
argila datada de 2600 a.C e no Rig Veda indiano escrito por volta de 1700 a 1100
a.C. Estes registros descrevem diversos usos dessa fumigacdo de plantas
medicinais e arométicas, que vao desde a desinfeccdo do ambiente até indicacéo

como forma de tratamento para diversos tipos de doenca. Ainda hoje € usada
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tradicionalemente em 50 paises dos 5 continentes. Com mais de 265 espécies ainda
em uso para fumigagdo da fumacga, a familia das Asteraceae € que concentra o
maior numero de especies utilizadas (10.6%) (MOHAGHEGHZADEH et al., 2006;
NAUTIYAL; CHAUHAN; NENE, 2007).

Na medicina chinesa, até hoje a fumigacdo com fumaca de moxa de
artemisia isoladamente ou em combinagdo com acupuntura pode ser empregado
para o tratamento de doencas infecciosas do tracto respiratério superior, doencas
infecciosa da pele, como infeccGes de Ulcera por pressdo e infeccdes traumaticas
das maos e pés, com bons indices de cicatrizacdo, além de minimizar a inflamacéo
local. Também pode acelerar a absorcdo de liquidos e ajudar a cicatrizar lesbes de
herpes zoster, diminuindo a neuralgia pés-herpética. A Artemisia vulgaris mostra
propriedade antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa, a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Alcaligenes spp, além de inibir adenovirus, rinovirus, virus
herpes, virus influenza e virus da parotidite (CILI et al., 2011; XI; YUAN, 2003).

Antes de avaliar o potencial terapéutico de uma planta € muito
importante realizar primeiramente o0s testes toxicoldgicos, para investigar uma
possivel propriedade toxica que inviabilize a utilizacdo do fitoterapico. Dessa forma,
foi avaliada, a possivel toxicidade da aplicacdo tépica da fumaca de Artemisia
vulgaris por moxa palito.

Em todas as avaliagdes: comportamentais, histopatolégicos (renal,
hepatico, esplénico e dérmicos) e hematoldgico, a fumaca de artemisia ndo mostrou
nenhuma alteragéo significativa dos parametros avaliados. Apesar de ter sido
verificado uma discreta reducdo da polpa branca de trés animais tratados, néo
houve repercusséo na contagem do numero de linfécitos do hemograma, mostrando
que esta alteracdo ndo teve consequéncias no quadro geral no animal. De acordo
com Suttie (2006) a reducéo da polpa branca do bagco € uma mudanca comum em
roedores, principalmente em animais velhos, mas pode esta relacionada a
tratamentos com substancias que induzem a reducdo de peso nos animais.

Os dados encontrados neste estudo foram semelhantes aos de estudos
realizados com varias dosagens de extratos brutos de Artemisia vulgaris e de extrato
etandlico de Artemisia annua, com a realizacdo de testes toxicoldégicos como:
comportamentais, hemograma, bioquimica do sangue (ALT, AST, ureia, creatinina,
testosterona, colesterol, glicemia) e avaliacdo histopatolégica de O6rgdos como
figado, baco, pulméo, rins e coracdo, sem evidéncias de toxicidade (KODIPPILI et
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al., 2011; ETENG et al., 2012). Outros estudos verificaram o efeito hepatoprotetor de
diversas espécies de artemisia, incluindo a Artemisia vulgaris, e esse efeito foi
atribuido a atividade no metabolismo dos lipideos, propriedades anti-oxidante e
imunomoduladora, podendo ser indicada para o tratamento de varias doencas do
figado (LEE et al., 2011; AMAT et al., 2010; ADEWUSI; AFOLAYAN, 2010; GILANI
et al., 2005; ANIYA et al., 2000).

Mukinda e Syce (2007), ao avaliar a toxicidade do extrato aquoso de
Artemisia afra, concluiram que esta espécie ndo é toxica quando administrada oral
de forma aguda. Na avaliacdo de toxicidade crbnica mostrou um baixo potencial e,
em doses elevadas, pode ter um efeito hepatoprotetor.

A toxicidade da maioria das espécies de Artemisia se da por meio de
terpendides, onde a canfora € o mais téxico, seguido por 1,8-cineol, porém essa
toxicidade € mais pronunciada em insetos e outras plantas do que nos seres
humanos. A canfora apresenta um potencial perigo somente quando utilizado de
forma errada ou em altas dosagens acima de 11% (NEGAHBAN;
MOHARRAMIPOUR; SEFIDKON, 2007; WANG et al.,, 2006; BARNEY; HAY;
WESTON, 2005; COMMITTEE ON DRUGS, 1994; HALLIGAN, 1975).

As escalas PUSH e PSST, séo instrumentos de avaliagcédo de cicatrizacao
de Ulceras por pressdao muito utilizadas na clinica. Porém por ser de uso em
humanos nédo contempla aspectos peculiares dos modelos experimentais em
animais de pequeno porte. Foi entdo que resolvemos criar a escala EWAT para esta
finalidade. Através da escala EWAT tem-se uma avaliagcdo macroscopica geral da
cicatrizagédo, pois estes escores levam em consideragdo variaveis diversas como
tamanho da ferida, a presenca de exsudato e suas caracteristicas e quantidades.
Também leva em consideracéo o tipo de tecido do leito da ferida e sua quantidade,
traduzindo em nameros todos esses aspectos.

Utilizando a escala EWAT, no presente estudo, foi observado que nos
dois grupos a aplicagdo topica da fumaca de artemisia resultou em uma cicatrizacédo
acelerada no dia 7. ApoOs isso somente o grupo com aplicacdo de fumaga de
artemisia e filme de poliuretano manteve essa aceleracdo em relacdo aos demais
grupo. Dessa forma, sugerimos que a acdo dos principios ativos da fumaca de
artemisia foi potencializada pela oclusao pelo filme de poliuretano. Esses fatos foram
verificados através dos escores totais da escala EWAT, pela diminuicdo da area da

ferida e pela percentagem de contracdo da ferida. A contracdo da ferida € um
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importante fator contribuidor para o processo de cicatrizacdo, pois consiste na
aproximacéo das extremidades da ferida (WITTE; BARBUL, 1997).

De acordo com Zhai e Maibach (2001) a aplicacdo de produtos
guimicos/farmacos sob condi¢des oclusivas, aumenta a absorcdo de farmacos, com
0 aumento da hidratacdo do estrato coérneo A oclusdo também reduz
progressivamente a eficiéncia do estrato cérneo como barreira, alterando a quimica
dos compartimentos da camada superficial da pele. Ocorre um aumento da umidade
do estrato cérneo, inchaco dos cornedcitos e alteracdo na organizacdo da fase
intercelular lipidica. Outro fator observado é a elevacado da temperatura da superficie
da pele, aumentando o fluxo de sangue, dificultando a evaporacdo de compostos
volateis, servindo como um reservatério de farmaco facilitando sua penetracao.
Inicialmente, a droga penetra a camada cérnea sob condi¢cdes oclusivas. Apos
remocdo do curativo, 0 estrato corneo desidrata, o0 movimento do medicamento
diminui e o estrato corneo se torna um reservatério. Os efeitos da oclusdo séo
complexos e podem produzir alteracbes profundas, como alteracdo lipidica
epidérmica, sintese de DNA, renovacao epidérmica, alteracdes da flora microbiana,
o pH, a morfologia da epiderme, glandulas sudoriparas, células de Langerhans e a
cicatrizacao de feridas.

Outro beneficio da oclusdo é potencializar o debridamento autolitico,
iniciando-se 72 a 96 h apds a oclusdo. O debridamento autolitico € conseguido
através da umidade promovida por curativos oclusivos como filme de poliuretano,
colocados preferencialmente em lesdes que ndo contenham muito tecido necrético
(MORIN; TOMASELLI, 2007; ROLSTAD; OVIGNTON, 2007; DAVID; STEED, 2004).
O mecanismo do debridamento autolitico ndo é totalmente conhecido, porém sabe-
se que os leucdcitos, acumulados na superficie da Ulcera, liberam gréanulos
lisossomais para o fluido. As enzimas derivadas desses granulos em pH acido séao
potencializadas, degradando substratos tais como proteinas, mucopolissacarideos,
glicoproteinas, glicolipidos, DNA e RNA (WITKOWSKI; PARISH, 1991).

As bactérias sdo encontradas na superficie de Ulceras até a reepitelizagéo
final ocorrer, mesmo com auséncia de infeccdo clinica. Provavelmente as enzimas
das bacterias também participem do debridamento autolitico de Ulceras com
umidade por curativos retentivos (WITKOWSKI; PARISH, 1991). As propriedades
autoliticas do curativo oclusivo podem ser potencializadas pelo uso concomitante do
hidrogel que aumenta a hidratacdo do tecido (OVINGTON, 2007).
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Ao avaliar os parametros de debridamento da escala EWAT, verificamos
gue somente a aplicagcdo da fumaca de artemisia com o filme de poliuretano foi
capaz de ter um bom resultado, sendo até superiores ao uso do hidrogel e filme de
poliuretano, que é debridante autolitico classico. Possivelmente, as a¢des protetora
e de retencdo de umidade do filme de poliuretano, foram somadas as propriedades
da fumaga de artemisia fazendo com que a oclusdo pelo filme de poliuretano
potencializasse o debridamento autolitico do tecido.

Desbridamento € definido como a remocédo de tecido hiperqueratotico,
infectado e nado viavel de uma ferida, que quando ocorre de forma adequada €&
essencial, ja que acelera o processo de cicatrizacdo, prevenindo infecdo e
inflamacé&o dos tecidos viaveis (BREM; TOMIC-CANIC, 2007). Existem varios tipos
de debridamento: cirtrgico; mecanico com solucéo salina e gase ou irrigacao salina;
autolitico por meio de enzimas do préprio organismo; enzimatico por produtos
contendo enzimas; e bioldgico por meio de larvas criadas em um ambiente estéril
especialmente para este tipo de procedimento (STEED, 2004).

Com relacdo aos parametros inflamatorios de edema, exsudato e eritema
da escala EWAT, a aplicacdo de fumaca de artemisia, e principalmente quando
acrescida ao uso do filme de poliuretano, também diminui consideravelmente seus
escores. Esse fato foi observado desde o segundo dia de aplicacdo e se estendeu
até o fim do experimento. No ultimo dia, foi mais eficaz até mesmo do que o
tratamento padréo, hidrogel. Estes achados foram semelhante nos parametros
histopatologicos de infiltrado leucocitario, de hemorragia e de fibrose, que
apresentaram diferenca estatistica nos grupos tratados com artemisia. A artemisia
reduziu a manifestagcéo desses eventos na fase final do experimento.

De acordo com Tigno e Gumila (2000), lactonas de sesqueterpenos e
outras substancias presentes na artemisia aumentam a liberacdo de prostaciclina,
atuam na eliminacdo de radicais livres, por meio da tirosina-quinase, inibindo a
liberacdo de metabdlitos do &acido araquidénico. Atuam também na inibicdo de
hemdlise mediada pelo complemento, na agregacdo plaquetaria e na quimiotaxia e
migracdo de leucocitos, 0os quais podem contribuir para a sua capacidade de
prevenir a adesdo de leucécitos durante a reperfusdo nas lesbes de
isquemia/reperfuséo.

Ainda € desconhecido o mecanismo de acdo exato da artemisia, mas

supde-se que seu efeito antiinflamatorio se da através da inibicdo de metabolitos
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inflamatoérios da via dos prostanodides. No modelo de inflamacdo por isquemia e
reperfusao, foi demonstrado uma acdo imunossupressora e diminuicdo da producgao
excessiva de NO durante a fase de reperfusdo. Também foi observada a diminuicéo
da peroxidacdo lipidica e liberacdo de citocinas quimiotaxicas para leucocitos,
impedindo dessa forma danos decorrentes da inflamacdo exacerbada apds
isquemia-reperfusdo. Trabalhos demonstram que a Artemisia princepsinibiu a
degranulacdo de mastécitos e a proliferacdo de células T, como também inibiu a
liberacdo de Oxido nitrico em modelo murino de isquemia-reperfusdo no mesentério,
produzindo efeito inibitério sobre os macréfagos. (TIGNO; GUMILA, 2000; RYU,;
OAK; KIM, 2000; CHANG et al., 2009). A diminuicdo da producdo de NO, através da
diminuicdo da expressdo de NOSI, esta descrita também com uso da fumaca de
artemisia (SAKAGAMI et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2005) e corrobora com o
presente estudo.

No 14° dia houve uma reducdo na expressao de NOSI nos grupos
tratados com fumaca de artemisia, principalmente no que foi usado concomitante o
filme de poliuretano. Da mesma forma, a expressao de nitrotirosina, marcador para
dano tecidual induzido por radicais livres de nitrogénio, foi reduzida. Estes dados
sugerem que a fumaca foi capaz diminuir a expressdo de NOSI, e provavelmente por
esse motivo também pode ter havido uma diminuicdo do excesso de Oxido nitrico
formado por esta enzima, deixando um nivel basal e benéfico para a cicatrizagdo da
Ulcera. Reunindo esses dados com o que existe na literatura, podemos sugerir que a
fumaca de artemisia inibe a expressédo da NOSi, mas provavelmente nédo interfere na
sintese de 6xido nitrico pela NOSe. De acordo com Witte et al. (2000) a supresséo
de NO diminui a sintese de colageno, entretanto a sintese de colageno néao foi
diminuida com a aplicacdo da fumacga de artemisia. Sendo assim provavelmente a
sintese basal de NO foi preservada. Ademais, segundo Shoskes (1998) os
flavondides reduzem consideravelmente os danos em lesdes por isquemia-
reperfuséo por interferir com a atividade da NOSi.

O oxido nitrico € importante para a colagénese. De acordo Schaffer et al.
(1997) a inibicdo de o6xido nitrico ndo afeta a proliferacdo de fibroblastos, mas
diminui a sintese de colageno por essas celulas.O mecanismo de acdo do NO na
sintese de coldgeno pode ser pela ADP-ribosilacdo de proteinas como a GAPDH,
onde o NA(H) é transformado em N-nitroso-NAD(H), produzindo uma proteina mono-

ADP-ribose e uma NAD (H)-simile com a porcdo que perdeu sua capacidade de
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reducdo. A diminuicdo de NAD favorece a expressdo de mRNA de colageno. Outro
mecanismo potencial € o de regulacdo da atividade da proteina quinase C (PKC),
gque é uma proteina que diminui a sintese de colageno, dessa forma inibindo a
atividade da PKC, aumenta a sintese de coldgeno por fibroblastos (WITTE et al.,
2000). Por outro lado, o excesso de oxido nitrico faz com que os fibroblastos entrem
em apoptose devido danos no DNA por estresse oxidativo e nitrosativo, fosforilagéo
e ativacdo da p53 (MCLAUGHLIN; DEMPLE, 2005). Além disto, em
camundongosknockout para NOSI, a cicatrizacdo foi equilibrada pela acdo da eNOS
e do TGF-B1. (MOST et al., 2002).

Com relagdo ao numero de fibroblastos ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos nas fases inicais da cicatrizacdo, porém foi aumentado no grupo
fumaca de artemisia no 14° dia e no grupo fumaca de artemisia e filme de
poliuretano no 21° dia. Em relagcdo a colagénese foi visto um efeito maior no
tratamento com a fumaca de artemisia desde o 14° dia da avaliacdo, onde a taxa de
sintese de colageno pelos fibroblastos foi superior no grupo que utilizou da fumaca
de artemisia e filme de poliuretano, seguida do grupo que utilizou a artemisia sem
cobertura. Esse resultado indica que a acao das substancias proveniente da fumaca
de artemisia, sobre a sintese de colageno, foi reforcada pela oclusdo com o filme de
poliuretano.

Os fibroblastos produzem colageno através da liberacdo de FGF-2, TGF-
B, e IGF pelos macréfagos (BAUM; ARPEY, 2005). Porém, em algumas feridas
crdnicas, principalmente as Ulceras por pressao, mesmo tendo um nimero normal
de fibroblastos, estes se tornam prematuramente senescentes independente da
idade do individuo. Os fibroblastos senescentes perdem a sua capacidade para
produzir o coldgeno e produzir niveis elevados de pro-colagenase e baixos niveis de
inibidor tecidual das metaloproteinases. Um dos possiveis fatores preponderantes
para a senescéncia precoce do fibroblasto € o processo inflamatorio do leito da
ferida. Essa senescéncia, somada a propria inflamacao, contribui para a cronicidade
da ferida (VANDE BERG et al., 1998; VANDE BERG et al., 2005).

Véarios estudos comprovam a eficacia dos produtos naturais em diminuir o
processo inflamatorio e o0 estresse oxidativo. Essas propriedades sdo atribuidas a
alguns componentes chaves presentes na composi¢cdo quimica de algumas plantas.
Annan e Houghton (2008), ao realizar trabalho com extrato aquoso de Gossypium

arboreum L, verificaram que esta planta apresenta agcao anti-oxidante, e esta
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propriedade foi atribuida a presenca de flavondides, dentre seus constituintes. Um
dos fatos observados com a diminuigéo do estresse oxidativo pela agdo do extrato
foi o aumento no nimero de fibroblasto. A protecdo destas células foi relacionada
acao anti-oxidante. Koganov, Dueva, Tsorin (1999) descrevem os fendis como
moduladores sobre o crescimento de fibroblastos, os quais beneficiam o processo de
cicatrizacdo. Outros autores descrevem a acao do extrato etandlico de Calendula
officinalis, uma planta medicinal conhecida por suas propriedades cicatrizantes.
Através do seu efeito sobre a proliferacdo e migracao de fibroblastos, promove a
granulacdo e reepitelizacdo de feridas. Esta acdo é devido a presenca terpendides
anti-inflamatorios, que contribuem para a proliferacdo e migracdo de fibroblastos.
Ambos os efeitos sdo pré-requisitos para a granulacdo e reepitelizacdo da ferida
(FRONZA et al., 2009).

Quanto a avaliacdo do efeito da fumaca de artemisia sobre o estresse
oxidativo, verificamos uma potente atividade antioxidante. Os niveis de
malondialdeido foram reduzidos a partir de seis horas apds a primeira aplicacdo, no
5° dia pos-inducédo, e se estendeu por todos os dias do experimento. Sugerimos
assim, que um ambiente com baixos niveis de radicais livres pode ser importante
para uma diminuicdo da inflamacéo e consequentemente favorece a cicatrizagcao no
modelo experimental.

Em sintese, os ROS e RNS, em niveis baixos e em condicdes fisioldgicas,
regulam moléculas de sinalizacdo de células importantes na manutencdo da
homeostase dos tecidos. Em contraste, ROS e RNS produzido em maiores
guantidades durante respostas inflamatorias agudas séo chave para a destruicao de
agentes patogénicos invasores e materiais estranhos. No entanto, quando ROS e
RNS séo gerados em quantidades excessivas e sem controle, o estresse oxidativo e
nitrosativo pode acontecer, levando a leséo tecidual. Lipidios, proteinas e DNA séo
alvos de modificacdo por ROS/RNS com diversas consequéncias patologicas,
incluindo funcionamento alterado, necrose e apoptose. O estresse oxidativo e 0
nitrosativo, pode também induzir & ativacédo de fatores de transcricdo redox como o
fator nuclear-k B (NF-k B) e ativador de proteina-1 (AP-1), amplificando a resposta
inflamatoria e a leséo tecidual (NIJVELDT et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais os radicais livres danificam as funcdes
celulares nédo sao totalmente compreendidos, mas um dos fatores mais importantes

parece ser a peroxidacao lipidica, a qual resulta em dano da membrana celular. Os
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flavonoides parecem ser os fitocompostos mais poderosos em proporcionar uma
protecdo do organismo contra espécies reativas de oxigénio (NIJVELDT et al.,
2001).

Extratos aquosos e metandlicos de Artemisia vulgaris mostraram acao
antioxidante que auxilia na cicatrizacdo, varrendo tanto radicais livres de oxigénio
como os de nitrogénio, proporcionando uma acao anti-inflamatéria (TEMRAZ; EL-
TANTAWY, 2008). Estas propriedades podem ser explicadas pela presenca de
compostos flavondides em especial os flavonéis, assim como devido a presenca de
tracos de metais como zinco, magnésio e selénio (RAVIPATI et al., 2012;
WOJDYLO, OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007).

O potencial antioxidante e de varredura de radicais livres, tanto de
oxigénio como de nitrogénio, também ja foram demonstrados, onde o efeito anti-
inflamatdrio e outras ag6es medicinais da fumaga de artemisia séo atribuidos a esta
capacidade de diminuir a quantidade desses radicais livres (SAKAGAMI et al., 2005;
HATSUKARI et al., 2002; HITOSUGI et al., 2001). De acordo com Njveldt et al.
(2001), os radicais livres podem estimular a liberacdo de varios mediadores
inflamatérios, contribuindo para uma resposta inflamatéria geral e dano nos tecidos.

Com a ferida aberta o organismo tem dois objetivos principais: livrar-se de
agentes infecciosos e fechar a ferida. Para cumprir o primeiro objetivo de diminuir a
guantidade de microrganismos no leito da ferida, os neutrofilos liberam os radicais
livres no tecido lesionado. O superoxido gerado pelos neutrofilos serve como
estimulo para os fibroblastos entrarem em proliferacdo, e assim sintetizarem o
colageno para preencher o leito da ferida. O preenchimento da area da lesé&o facilita
a migracdo dos queratindcitos, e estes selam a ferida, protegendo contra novas
infeccdes (MCCORD, 2000). Porém, quando o estresse oxidativo é prolongado pode
levar a fibrose, e em altas concentracbes, 0 superoxido pode ser prejudicial as
células epiteliais, incluindo os fibroblastos, devido a agéo citotdxica deste radical livre
de oxigénio (MURRELL; FRANCIS; BROMLEY, 1990).

Os fibroblastos s&o células importantes para a cicatrizacdo, sendo
responsaveis pela sintese, deposicédo e remodelamento do colageno. Diferenciam-se
em miofibroblastos agindo na contracdo da ferida, assim como liberam fatores de
crescimento que irdo repercutir positivamente em outros eventos da cicatrizacao da
Ulcera, como a angiogénese e reepitelizacdo pelos queratinécitos (PORTER, 2007,
SINGER; CLARK, 1999).
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Foi verificado neste trabalho que com a aplicacdo da fumaca de artemisia,
e de modo particular quando esta associada ao filme de poliuretano, houve um
aumento expressivo do numero de vasos sanguineos, proporcionando uma boa
angiogénese desde o 7° dia até o fim do experimento. Esses dados nos levaram a
supor que este aumento no niumero de vasos sanguineos pode ter sido influenciado
tanto por fatores de crescimento como pelo proprio 6xido nitrico agindo de forma
homeostatica.

De acordo com Mendonca et al. (2010), a cicatrizagdo nao pode ocorrer
sem a angiogénese, principalmente em tecidos submetidos a isquemia. Juntamente
com o aumento da permeabilidade vascular, a angiogénese permite que uma
variedade de citocinas e fatores de crescimento atinjam o tecido danificado, além de
fornecer uma ampla variedade de nutrientes e retirar metabdlitos do local da leséo.

Ja foi demonstrado que outra espécie de artemisia também estimulou o
processo de angiogénese. Kaji et al. (1990) verificaram que 0 extrato aquoso de
Artemisia princeps proporcionou um efeito estimulante de proliferagdo de células
endoteliais por aumento a sintese de bFGF (FGF2) em cultura de células de aorta
bovina.

Os principais fatores envolvidos na angiogénese sdo os FGF, VEGF,
TGF-B, angiopoietina, triptanos de mastdcitos, assim como a matriz extracelular
através de receptores de integrinas (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000). Com
relacdo ao FGF2, também denominado bFGF, este fator de crescimento da familia
FGF, tem papel importante, além da angiogénese, também atua na granulacéo,
reepitelizacdo e remodelamento tecidual. Além dos fatores de crescimento, o oxido
nitrico (NO) também participa da angiogénese através da inibicdo de
trombospondina 1 (TSP1) via fosforilacdo da ERK por acdo do GMPc (KOTTAKIS et
al., 2011; RIDNOUR et al., 2005).

Além do aumento no numero de vasos, caracterizando angiogénese, no
14° dia houve um discreto aumento no calibre dos vasos nos grupos tratados com a
fumaca de artemisia. A vasodilatacdo aumenta o aporte de nutrientes e oxigénio,
fatores importantes para a cicatrizacdo. Este achado foi concomitante ao pico de
expressdo da nitrotirosina na imuno-histoquimica, que foi reduzido nos grupo
tratados com a fumaca de artemisia. Sendo assim, entendemos que a acdo do NO,
nos grupos tratados com fumacga de artemisia parece ser homeostatica, gerando

vasodilatacdo sem causar danos no leito da ferida.
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No tecido lesado, a primeira resposta vascular é a vasoconstriccdo que
dura entre 5 a 10 minutos. Apos isto ocorre uma vasodilagdo que persiste até a
cicatrizacdo da ferida (RENDELL et al., 2002). Essa vasodilatacao proporciona uma
boa perfuséo vascular que € importante para a cicatrizacdo, oferecendo nutrientes, e
juntamente com a drenagem linfatica, retira metabolitos e neutraliza patdgenos na
ferida (GOSAIN; DIPIETRO, 2004). De acordo com Warren (1994), o 6xido nitrico,
além de ser um conhecido vasodilatador, também esta envolvido no aumento do
fluxo sanguineo.

No 14° dia os grupos tratados com fumaca de artemisia mostraram uma
espessura maior da epiderme em relacdo aos demais grupos. No 21° dia essa
espessura sofreu uma reducdo, porém continuou maior em relacdo ao controle e
significativamente maior que a pele normal. Em modelo de ferida excecional em
porcos, Staiano-Coico et al. (1993) verificaram que a aplicacdo de KFG (fstor de
crescimento de queratindcitos) proporcionava acantose, aumento da espessura da
epiderme, quando reepitelizadas, porém este fato ndo foi observado com a aplicacéo
de EGF ou de bFGF. Este fato também foi observado em um estudo com uso do bb-
PGDF, um fator de crescimento que vem sendo usado clinicamente para tratamento
de ferida crénica. O tratamento com bb-PGDF produziu um aumento na proliferacéo
de células na camada epitelial, resultando em uma maior espessura da epiderme,
voltando aos niveis de normalidade apds seis semanas (LYNCH et al., 1987).

A epiderme é uma barreira protetora do corpo que medeia interagdes com
0o meio ambiente. A exposicdo continua da pele aos danos e ferimentos, e
possivelmente, as caracteristicas intrinsecas do programa de diferenciacao, exigem
que a epiderme seja continuamente renovada. A renovacdo é assegurada por
células-tronco que residem na camada basal e dao origem a queratinécitos
proliferativos, ou seja, células de amplificacdo em transito. Apds cessar a
proliferacdo, inicia-se a diferenciacdo terminal dos queratindcitos, que migram para
as camadas suprabasais. E por ultimo, essas células se transformam em cornedcitos
gue constituem a camada cornificada que, posteriormente, se desprendem da
superficie da pele (GANDARILLAS, 2000).

Todo o processo é comandado pelos fatores de crescimento EGF, TGF-a
e mais recentemente, o HB-EGF (Fator de crescimento do tipo epidermal e ligante
de heparina) e o KGF. Outros fatores de crescimento podem também regular a

reparacao epidérmica, a exemplo do TGF-B1, FGF-2, PDGF e algumas citocinas
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pro-inflamatérias como a IL-1, IL-6 e o TNF-a, que parecem estimular a expressao
de algumas das subunidades de integrinas facilitando a migracdo de queratindcitos
(MARTIN, 1997; BARRIENTOS et al., 2008).

Na cicatrizacdo, os fibroblastos tornam-se ativados e produzem colageno,
fibronectina, proteoglicanos de sulfato de heparano, a proteina secretada acida rica
em cisteina (SPARC), tenascina, e fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTFG), EGF, FGF-2, TGF-B, PDGF, fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF), que estdo envolvidas na
angiogénese. Citocinas como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a secretadas pelos fibroblastos
induzem a sintese e secrecdo de VEGF ou agem sinergicamente a ele na
angiogénese. Além disso, a mudanca na expressdo de VE-caderina de células
endoteliais humanas por acdo do FGF pode contribuir para a regulacdo da
angiogénese. Os fibroblastos também promovem a reepitelizacdo agindo nos
queratinécitos, assim como é conhecida sua capacidade de se diferenciar em
miofibroblasto e exercer a atividade de contracdo da ferida (BLAKAJ; BUCALA,
2012; NEWMAN et al., 2011; MARTIN; GALISTEO; GUTKIND, 2009; BARRIENTOS
et al., 2008; FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; SALVEN et al.,, 2002;
MARTIN; HARDING; JIANG, 2011; MARTIN; HARDING; JIANG, 1999;
MANSBRIDGE et al., 1999; KOOLWIJK et al., 1996; ELIAS et al., 1989).

De forma semelhante ao fibroblasto, e com um potencial ainda maior, 0s
macrofagos também podem influenciar na angiogénese, colagénese, modelacédo da
matriz extracelular e reepitelizacdo através da inducdo de proliferacdo, migracéo e
ativacdo de células por liberagdo de substédncias como proteases, fatores de
crescimento bFGF, GM-CSF, TGF-q, IGF-1, PDGF, VEGF,TGF-a, HB-EGF TGF-B, e
citocinas como |IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, substancia-P, prostaglandinas,
trombospondina 1. Vale ressaltar que o fenoétipo M2 dos macréfagos e em especial
sua subdivisdo M2d esta ligada de forma especial na cicatrizacdo de feridas, por
liberar mais fatores de crescimento que os do fenétipo M1 (LASKIN et al., 2011,
ENFIELD; LEIBOVICH, 2011; RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010; BARRIENTOS
et al., 2008; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; MARTIN, 1997; SUNDERKOTTER
et al., 1994).

De acordocom Tonnesen, Feng e Clark (2000) macrofagos, fibroblastos e
vasos sanguineos invadem o leito da ferida. Os macréfagos sdo uma fonte continua

de citocinase fatores de crescimento necessarios para estimular a angiogénese
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efibroplasia. Os fibroblastos secretam fatores de crescimentos semelhantes aos
macréfagos, além de sintetizar matriz extracelular, que serve de suporte de
crescimento para células, e para 0s vasos sanguineos, que assim transportam
oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo das células.

Compostos terpendides funcionam como anti-inflamatério por diminuir a
atividade de macréfagos via inibicdo de NF-xB e IkB quinase. Ja os flavondides
inibem a liberacado de citocinas inflamatorias e radicais livres pelos macréfagos tendo
como um dos mecanismos de acdo a via MAPK (proteina cinase ativada por
mitdégeno), inibicdo de ERK, p38 e ativacdo CK2 (caseina quinase 2) (XAGORARI;
ROUSSOS; PAPAPETROPOULQOS, 2002; CASTRILLO et al., 2001; AVIRAM e
FUHRMAN, 1998).

Compostos fendlicos flavonoides e terpendides sdo extensamente
documentados como cicatrizantes e estdo presentes tanto na Artemisia vulgaris,
como na fumaca de moxa de artemisia (CILI et al., 2011; TEMRAZ; EL-TANTAWY,
2008; RAGASA et al., 2008; LEE, 1998; WANG et al.,, 2006; BARNEY; HAY;
WESTON, 2005; COMMITTEE ON DRUGS, 1994; HALLIGAN, 1975; AYYANAR,;
IGNACIMUTHU, 2009; HENG, 2011; RAVIPATI et al., 2012; TEMRAZ; EL-
TANTAWY, 2008; WOJDYLO; OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007). A aceleragéo do
processo cicatricial também foi verificada em outra espécie de artemisia, a Artemisia
aucheri, em seu extrato hidro-alcodlico em modelo de ferida excisional em ratos
(ALLAHTAVAKOLI, et al. 2010).

Os dados do presente estudo sugerem que a aplicacéo tépica da fumaca
de Artemisia vulgaris melhora a cicatrizacédo da Ulcera por presséo e que a cobertura
da ferida com o filme de poliuretano amplifica esse efeito. Fazendo uma sintese do
gue esta descrito na literatura com os resultados do presente estudo, sugere-se que,
possivelmente, a presenca de compostos terpenoides e/ou fendlicos na fumaca
estimulem os fibroblastos de forma direta ou de forma indireta através da acéo sobre
macrofagos, ou simultaneamente em ambos. Esses, por sua vez, estimulam a
migracdo e proliferagdo celular nos eventos de colagénese, angiogénese e
reepitlizacdo, acelerando assim a cicatrizagdo da Ulcera por presséo. Adicionalmente
ndo demonstrou efeitos toxicos e possui um potencial anti-oxidante, inibindo a

marcacgao para nitrotirosina, expressao da NOSi e a peroxidacao lipidica.
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6 CONCLUSOES

a) A aplicacdo topica da fumaga de Artemisia vulgaris ndo induziu toxicidade nos
animais avaliados pelos diversos parametros bioquimicos, hematolégicos,
histopatolégicos e comportamentais avaliados;

b) A fumaca de Artemisia vulgaris acelerou a cicatriza¢do das Ulceras:

- Reduzindo escores inflamatorios macroscopicos e histologicos, de reepitelizacao,
hemorragia e fibrose tecidual;

- Aumentando a fibroplasia, colagénese e angiogénese;

- Induzindo o fechamento precoce da ferida com camada epitelial espessa.

c) O uso do filme de poliuretano intensificou a acdo da fumaca de Artemisia;

d) O efeito antioxidante parece contribuir para o potencial cicatrizante da fumaca de

Artemisia vulgaris.
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