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RESUMO

Maytenus ilicifolia ou espinheira-santa (ES) ¢ amplamente difundida como antiulcerogéni-
ca, analgésica, anti-séptica, cicatrizante e anti-inflamatoria. No entanto, as comprovagdes
cientificas sdo direcionadas ao efeito antiulcerogénico. Desta forma, este estudo avaliou o
efeito do uso topico do extrato etandlico de folhas de ES no reparo de feridas cutaneas, com 3
e 7 dias de tratamento. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica (062/2016) e quatro
feridas foram realizadas no dorso de 64 camundongos BALB/C. Os tratamentos foram: (vase-
lina/lanolina) para o grupo controle (CO) e pomada com ES nas concentragdes de 2% (ES
2%), 4% (ES4%) e 6% (ES6%). Avaliagdes morfologicas e bioquimicas foram realizadas
para verificar a evolugdo do fechamento e a resoluc¢do do processo inflamatorio. Os resultados
foram apresentados como média e erro padrdo, ANOVA, two-way e pos-teste Bonferroni,
com p <0.05. Todas as concentragdes melhoraram o fechamento da ferida, exceto ES 2% no
quinto dia. Considerando diferenca estatistica entre os tratamentos e o grupo CO, Com 3 dias
de tratamento foi observado aumento do numero de mastécitos em ES 4% e ES 6% e reducéo
na atividade de neutrofilos. A atividade de macréfagos foi reduzida em ES 2% e ES 4%. A
hemoglobina, o colageno total e colageno soluvel foram aumentados em ES 4%. A pro-
MMP2 e a MMP?2 foram observadas apenas em feridas de 3 dias. A pro-MMP9 e MMP9 fo-
ram aumentadas em ES 4% e ES 6% com 3 dias de tratamento. No sétimo dia, foi observado
aumento do numero de mastocitos em 6% ES, aumento sobre a atividade de neutréfilos em
todos os tratamentos e atividade de macrofago aumentada em ES 4%. Neste periodo foi ob-
servado também redug@o na dosagem de hemoglobina em ES 4% e ES 6%. Com 7 dias,o
colageno soluvel foi maior no grupo ES 4%. Nao houve diferenga sobre o colageno do tipo I e
[T em 3 e 7 dias. Em conclusdo, a pomada contendo 4% de M. ilicifolia pode ser considerada
mais eficaz, sendo capaz de otimizar o reparo em feridas cutaneas. Esta concentragdo apresen-
tou um efeito anti-inflamatério (redugdo da atividade de neutrdfilos e macréfagos), além de
aumentaram a deposi¢do de colageno e pro-MMP9 e MMP9. O aumento de colageno reforca
a resisténcia da matriz, além de promover a migragdo e proliferacdo de células essenciais para

a resolugdo da ferida, processo que conta também com a participacdo das MMPs.

Palavras-Chave: espinheira-santa, cicatrizagdo, pele, MMP9, colageno



ABSTRACT

Maytenus ilicifolia, commonly known as espinheira-santa (ES), is widely usedas analges-
ic, antiseptic, curative, anti-inflammatory and antiulcerogenic, being the last one the most
highlighted characteristic by scientific studies. The current analysis evaluated the effect of
topical use of the ethanol extract from the leaves of ES in the repair of cutaneous wounds,
after 3 and 7 days, being approved by the Ethics Committee (062/2016) of the Federal Uni-
versity of Uberlandia. Four wounds were performed in back of 64 BALB/c mice, being fur-
ther treated with vaseline/lanolin in the control group and an ointment with 2% (ES 2%), 4%
(ES 4%) and 6% (ES6%).Morphological and biochemical evaluations were performed to veri-
fy the evolution of the closure and a resolution of the inflammatory process. The results were
used as standard error, ANOVA, two-way and Bonferroni post-test, with p <0.05. All concen-
trations improved or wound closure except ES 2% on the fifth day. In 3 days of treatment, an
increase in the number of mast cells in ES 4% and ES 6% and reduction in neutrophil activity.
Macrophages activity was reduced in ES 2% and ES 4%. Hemoglobin, total collagen and so-
luble collagen increased in ES 4%. Pro-MMP2 and MMP2 were observed only on 3-day
wounds. Pro-MMP9 and MMP9 were increased in ES4% and ES6% with 3 days of treatment.
On the seventh day, there was an increase in the number of mast cells in ES 6%, increase on
the activity of neutrophils in all treatments and macrophage activity increased in ES 4%. In
this period, it was also observed a reduction in the hemoglobin dosage in ES 4% and ES 6%.
At 7 days, the soluble collagen was higher in the ES 4% group. There was no difference in
type I and III collagen in 3 and 7 days. In conclusion, the ointment containing 4% of M. ilici-
folia can be considered more effective, being able to optimize the repair in cutaneous wounds.
This concentration had an anti-inflammatory effect (reduced neutrophil and macrophage ac-
tivity), and increased collagen deposition and pro-MMP9 and MMP9. Collagen increase rein-
forces the matrix resistance, besides promoting a migration and proliferation of cells essential

for a wound healing, which also count on with the participation of MMPs

Key words: espinheira-santa, skin, MMP9, collagen
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo e constitui 15% do peso corporal total. E responsavel por
fungdes vitais ao organismo, servindo como barreira protetora contra agentes externos tais
como microrganismos, substancias quimicas e lesdes mecanicas. Além disso, ¢ responsavel
pela termorregulagdo, secrecdo, prote¢do imunoldgica e impede a perda excessiva de agua
(GARTNER et al., 1999; KANITAKIS, 2001). Por estabelecer a primeira interface entre o
organismo e o ambiente externo, a pele € um 6rgdo suscetivel a frequentes lesdes provocadas
por patogenos, traumas e radiagdo ultravioleta (UV), além de ser também um local comum
para o aparecimento de tumores (MACLEOD; HAVRAN, 2011). Apds uma injaria, o resta-
belecimento da integridade do tecido, ocorre pela cicatrizagdo, um processo complexo (GUQO;
DIPIETRO, 2010) que consiste em uma sequéncia de quatro fases que ocorrem de forma so-
breposta e integrada: hemostasia, inflamacgdo, prolifera¢do e remodelamento/maturagdo
(BROUGHTO; JANIS; ATTINGER, 2006, GREAVES et al., 2013). Neste processo, o reparo
resulta na interag@o entre plaquetas, células (neutréfilos, mondcitos/ macrédfagos, fibroblastos,
células endoteliais, queratinocitos) e componentes da matriz extracelular (MEC) (RAGHOW,
1994; MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004).

Somando-se a importancia do reparo da pele lesionada, diversos estudos tém buscado al-
ternativas para o tratamento a partir de intervengdes terapéuticas com o uso de compostos
vegetais. Estes apresentam vantagens como baixo custo, poucos relatos sobre hipersensibili-
dade e efeitos colaterais, além de serem mais acessiveis a populag@o, devido a grande biodi-
versidade da flora brasileira (LEACH, 2004; RAINA et al., 2008). Desta forma, o estudo so-
bre os principios bioativos tem possibilitado a identificagdo, caracterizagdo e aplicacdo em
doengas cutaneas, feridas, cortes e queimaduras (KUMAR et al., 2007, FERREIRA et al.,
2008). A propriedade cicatrizante vem sendo associada a uma diversidade de espécies como
para mostarda selvagem (Cleome viscosa) (UPADHYAY et al., 2014) canfora (Blumea bal-
samifera) (PANG et al., 2014), salvia (Salvia miltiorrhiza) (ZHANG et al .,

2014), brahmi (Bacopa monnieri) (MURTHY et al., 2013), uva (Vitis Vinifera) (NAYAK et
al., 2010), noni (Morinda citrifolia) (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2009) e roma
(Punica granatum) (NAYAK et al., 2013).

Entre as plantas com efeito medicinal, Maytenus ilicifolia popularmente conhecida como
“espinheira-santa” (ES) ¢ amplamente difundida como antiulcerogénica, analgésica, anti-
séptica, cicatrizante e anti-inflamatéria (COIMBRA; AS SILVA, 1958; CARLINI, GARTEN,
1988: COULAUD-CUNHA: OLIVEIRA: WAISSMANN, 2004; JORGE et al., 2004; CAR-
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VALHO et al., 2008). No entanto, estas propriedades farmacologicas sdo direcionadas a com-
provagdo cientifica sobre o seu efeito antiulcerogénico, ndo avaliando o processo de cicatriza-
¢do cutaneo. Desta forma, torna-se necessario avaliar o efeito da M. ilicifolia no tratamento de

feridas cutaneas como uma alternativa terapéutica a fim de otimizar o reparo tecidual.

2. JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais foi, durante muito tempo, o principal recurso terapéutico utili-
zado como tratamento na saide das pessoas e de suas familias (BADKE et al., 2011). Muitas
propriedades terapéuticas das plantas s@o descritas pela populagdo e utilizadas como fonte
etnofarmacologica para estudos cientificos posteriores. A importancia desse estudo deve-se ao
fato de que essas propriedades medicinais propiciam o desenvolvimento e elaboragdo de va-
rios medicamentos, sejam eles obtidos a partir de molécula protétipo; isolamento ou como uso
fitoterapico (NOLDIN; ISAIAS; FILHO, 2006). Nos ultimos anos, o uso de produtos naturais
para agdes terapéuticas tem sido incentivado pelo Ministério da Satude brasileiro com o obje-
tivo de promover a inser¢do de praticas complementares no sistema oficial de saide. Sendo
reforcado pela implementacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) (BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas ¢ Complementares
(PNPIC) (BRASIL, 2006b), ambas de 2006. Estas visam estimular o acesso as praticas com-
plementares e as plantas medicinais, no cuidado com a saude, garantindo a eficacia e seguran-
ca. Outras publica¢des que ressaltam a importancia do estudo sobre plantas medicinais, € a
Relacgio Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS), lan-
cada em 2009, contendo 71 plantas medicinais que devem ser objeto de pesquisa e implemen-
tagdo dos setores e servigos de saude publicos brasileiros (BRASIL, 2009). Além disso, a Re-
solugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 10, de 2010, lista, atualmente, 66 plantas medicinais
com ag¢des comprovadas na saude humana. Dentre estas, varias espécies sendo indicadas para
a cicatrizagdo, o que implica em grande avango da saude publica brasileira na valorizagdo e
utilizagdo de novas terapias com a participacdo de plantas medicinais (BRASIL, 2010).

Na cicatrizagdo de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos, composto presente em
M. ilicifolia, tem a propriedade de contribuir na recuperagdo por formar uma camada protetora
sobre a mucosa ou a pele, protegendo e favorecendo a recuperagido natural do tecido (SAN-
TOS; MELLO, 2004). Enquanto a presenga de metabolitos fendlicos, € uma caracteristica
promissora para a atividade anti-inflamatéria e antitlcera de M. ilicifolia, como ja descritos

para, taninos condensados (GONZALEZ et al., 1982) flavonoides (LEITE et al., 2001), e tri-
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terpenos (ITOKAWA et al, 1991; SHIROTA et al, 1994). A atividade anti-inflamatéria asso-
ciada a M. ilicifolia ¢ uma propriedade comum de muitos triterpendides (SAFAVHI; SAI-
LER, 1997; GONZALES et al., 1982; FREIRE et al., 1991; NIKIEMA et al., 2001; COSTA
et al., 2003) assim como, para a presenca de flavonoides (GALATI et al., 1994, PELZER et
al., 1998). A atividade anti-inflamatoria de M. ilicifolia ja foi descrita no potencial de redugdo
na formag¢do de mediadores pro-inflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos, espécies
reativas de oxigénio e 6xido nitrico (ROBAK; GRYGLEWSKI, 1996). Em ensaios in vivo,
extratos hexanicos e de acetato de etila desta planta demonstraram atividade anti-inflamatoria,
avaliada pelo método de indug@o por carragenina e antiinociceptivo, através de modelo expe-
rimental induzido por inje¢do de solugdo de formaldeido. Além de apresentarem reducdo na
gravidade de lesGes gastricas induzidas pelo método de estresse-contencdo frio (JORGE et al,
2004). No entanto, a avaliag@o cientifica da agdo cicatrizante de M. ilicifolia esta voltada prin-
cipalmente para sua atividade anti-ulcerogénica e ndo associada ao uso topico em feridas cu-
taneas. Desta forma, torna-se relevante a avalia¢do da utilizagdo de M. ilicifolia, como uso
topico para cicatrizagdo de feridas cutinea, podendo tornar o processo de reparo cutdneo mais

eficaz.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito do uso topico de uma pomada formulada a partir do extrato etanolico de

folhas (EETF) de M. ilicifolia no tratamento de feridas cutdneas em dois periodos, 3 e 7 dias.
3.2  Objetivos especificos

-Avaliar o efeito do tratamento de M. ilicifolia em dois periodos, apés 3 e 7 dias através da
avaliag@o dos componentes envolvidos no reparo, em especial nas etapas de inflamagio e pro-

liferacéo.

- Caracterizar a MEC de cada tratamento por meio da quantifica¢do de colageno total, colage-

no soluvel e colageno dos tipos I e 11T em 1aminas coradas com Picrosirius Red

-Caracterizar o perfil geral da ferida através da coloragdo por Hematoxilina e Eosina
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- Avaliar a atividade de neutrofilos e macrofagos por ensaios bioquimicos € o nimero de mas-

tocitos em laminas coradas com Azul de Toluidina

-Avaliar a formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) por meio de analise bioquimica

do conteudo de hemoglobina.

-Analisar o comportamento das pro-metaloproteinases 2 € 9 ¢ MMPs 2 e 9 ativas através de

zimografia.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Pele

A pele ¢ constituida por trés camadas de tecido, epiderme, derme e hipoderme ou camada
subcutanea (GUIRRO, 2002). Na epiderme, a camada mais externa sdo encontrados os quera-
tinocitos, melanocitos, células de Langerhans e de Merkel (REHDER et al 2004; SOUTO et
al., 2006; KHAN et al., 2012). Os queratindcitos sdao as células predominantes na epiderme,
constituindo 80% das células desta camada. Os melandcitos correspondem a 13% da popula-
¢do celular e sdo responsaveis pela producdo de melanina, enquanto, as células de Langerhans
sdo responsaveis pelo sistema imune cutdneo representando 4% do numero total. As células
de Merkel sdo receptoras para o tato e correspondem a 3% da populagdo celular epidérmica
(PEYREFITTE; MARTINI, CHIVROT, 1998; HARRIS, 2009). A epiderme apresenta estra-
tos que recebem o nome de acordo com o formato de suas células, sendo classificados da
derme em direcdo ao meio externo (epiderme) como estratos basal, espinhoso, granuloso e

corneo (Figura 1) (LUCAS, 2004).
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Figura 1. Esquema representativo das camadas da epiderme

Modificado de (VISSCHER; NARENDRAN, 2014)

O estrato basal ou germinativo € o mais basal e constituido por uma camada de células que
se multiplica continuadamente. Na medida em que novas células da camada basal sdo forma-
das, elas substituem as produzidas anteriormente “direcionando-as” em sentido a camada mais
externa. Desta forma a camada basal se compromete em renovar os estratos da epiderme for-
mando entdo os estratos epidermais subsequentes (SAMUELSON, 2011). Ao evoluirem em
direcdo a superficie, os queratindcitos sofrem um processo denominado de queratinizagdo ou
corneificagcdo para originar a camada cérnea. Isso porque no citoplasma dos queratinocitos €
sintetizada uma proteina fibrosa de alto peso molecular, resistente e impermeavel denominada
queratina, que desempenha atividade impermeabilizante, promovendo barreira mecanica e
evitando a dessecagdo do organismo (FOSSUM, 2002). Na ultima camada, encontram-se 0s
cornedcitos que sdo células planas. Os corneodcitos sdo conectados entre si, através dos des-
mossomos. Estas jun¢des impedem que ocorra o deslizamento entre as camadas (Figura 1)
(HARRIS, 2005).

A derme constitui a por¢do mais espessa da pele e localiza-se logo abaixo da epiderme.
Esta camada - altamente vascularizada e inervada — tem a vital fun¢io de nutrir a camada epi-
dérmica. A epiderme € avascular e recebe nutrientes através da permeacdo procedentes da
derme por capilaridade (PEYREFITTE; MARTINI; CHIVROT, 1998; HARRIS, 2009). O
principal tipo celular da derme sdo os fibroblastos, essas células possuem prolongamentos

citoplasmaticos, sdo dotados de motilidade e capacidade de adaptagdo. Sendo assim, podem se
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diferenciar em miofibroblastos, células especializadas que se caracterizam por expressar a
mesma proteina contratil presente nas fibras musculares lisas, a o-actina. Os miofibroblastos
exercem um papel importante, especialmente na fase de remodelamento onde ocorre o proces-
so de contragdo da ferida (RITTIE, 2016). Além disso, os fibroblastos desempenham uma
funcdo fundamental na deposi¢do da MEC, por meio da sintese de colageno, elastina e da
substancia fundamental amorfa. A substincia fundamental consiste em uma estrutura gelati-
nosa, incolor e homogénea, onde os elementos dérmicos encontram-se mergulhados. Esta
substancia ¢ formada por complexos de GAGs e proteoglicanos associados a glicoproteinas
estruturais (LUCAS, 2004, CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2008).

A derme ¢ dividida estruturalmente em duas camadas: a camada papilar e a camada reticu-
lar (Figura 2). A camada papilar encontra-se intimamente ligada a epiderme, emitindo proje-
¢Oes chamadas de papilas dérmicas em direcdo a camada epidérmica. Estas papilas, além de
estabelecerem forte unido entre a derme e epiderme, sdo ricas em vasos sanguineos, 0os quais
fornecem os nutrientes necessarios para a epiderme (RITTIE, 2016). Esta é constituida por
tecido conjuntivo frouxo, fibroblastos, colageno tipo I1I e vasos sanguineos de menor espessu-
ra e calibre. Ja a camada reticular, posiciona-se logo abaixo da derme papilar e caracteriza-se
pelo predominio de feixes dérmicos constituidos por colageno tipo I e permeados por colage-
no tipo III, além de vasos sanguineos calibrosos (SOUSA; VARGAS, 2004; FITZPATRICK,
EISEN; WOLF, 2005).

/
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Figura 2. Corte histologico da pele corado com H.E
(modificada de SORREL; CAPLAN, 2004)

O colageno é o componente mais abundante da MEC e confere resisténcia ténsil a pele

(BRINK; STALLING; NICOLL, 2005; CUTTLE; NATAATMADIJA; FRASER, 2004). Na
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pele adulta saudavel seu percentual alcanca 90% de colageno tipo I e 10% colageno tipo 111
(BRINK et al., 2005). Os fibroblastos sdo as células com maior contribui¢do na sintese dos
elementos da MEC (colageno, fibronectina, GAGs, proteoglicanos e acido hialurénico). A
formagdo da MEC ¢ um passo importante, pois fornece um andaime para a adesdo celular e
regula e organiza criticamente o crescimento, movimento e diferencia¢do das células (EC-
KES; NISCHT; KRIEG, 2010; BARKER, 2011). O movimento e diferenciacdo celular estdo
relacionadas com a estimulacdo da adesdo e migragdo das células durante o processo de cica-
trizagdo, assim como com a mediagdo das interagles entre as células, entre as células e a ma-
triz, ou entre as proteinas da MEC (SHULTZ; WYSOCKI, 2009; SHULTZ et al., 2011; A-
GREN; WERTHEN, 2007; RAMAN; SASISEKHARAM , 2005).

4.2 Tipos de cicatrizacio

Uma vez ferido, o tecido passa por um processo de cicatrizagdo, até que ocorra o seu fe-
chamento. Existem trés formas pelas quais uma ferida pode cicatrizar, e isso depende de fato-
res como, quantidade de tecido lesado ou danificado e da presenga ou auséncia de infecg¢do no
local. Desta forma pode ser classificada como ferida ocasionada por primeira, segunda ou
terceira intencio (MARIA DE FATIMA et al., 2008).

Na cicatrizag@o por primeira inten¢do, as bordas do local lesionado sdo aproximadas atra-
vés de sutura, neste caso, ocorre perda minima de tecido, auséncia de infec¢do e uma quanti-
dade minima de edema e tecido de granulacdo. Como exemplo, podemos citar os ferimentos
onde ¢ possivel realizar suturas cirurgicas (MADDEN; AREM; SABISTON, 1991; MARIA
DE FATIMA et al., 2008) (figura 3). De outro modo, quando ndo é possivel a aproximagio
das bordas da ferida, com uma grande perda cutanea, esta ¢ classificada como cicatriza¢do por
segunda ou terceira intengdo. Na presenca de infeccdo e sem a necessidade de assepsia previ-
a, ela é caracterizada como cicatrizagdo por segunda intencio (MADDEN; AREM; SABIS-
TON, 1991; MARIA DE FATIMA et al., 2008). As feridas de segunda intengio se fechardo
por meio de contragdo e epitelizacdo (MADDEN; AREM; SABISTON,1991;, MARIA DE
FATIMA et al , 2008). Quando existir a necessidade de erradicar a infec¢do e suturar a feri-
da, esta € entdo denominada de cicatrizagdo por terceira intengdo. Neste caso, a aproximagao
das margens da ferida (pele e subcutineo) somente ocorre apds o tratamento aberto inicial

(MARIA DE FATIMA et al.;2008).
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Figura 3. Cicatrizagdo de feridas por primeira ¢ segunda intengio
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4.3 Reparo tecidual

O reparo tecidual € dividido em 4 etapas. Essa divisdo foi criada por razdes praticas e fins
didaticos, pois a divisdo em si tem um carater arbitrario. As etapas acontecem de forma sub-
sequente e sobrepostas e sdo denominadas de: hemostasia (0O-muitas horas apos a injuria),
inflamagdo (1-4 dias), proliferac¢do (4 -12 dias) e remodelamento (8 dias- 1 ano) (BROUGH-
TON; JANIS;, ATTINGER, 2006; GURTNER et al., 2008, REINKE; SORG, 2012; WU,
CHEN, 2014) (figura 4). Eventos celulares e bioquimicos especificos ocorrem em cada etapa
e a duragdo dessas fases pode variar conforme a localizac¢do e a extensdo da lesdo ou doenga
que acomete o tecido (figura 5) (WOO et al, 1999, LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY,
2004;: MIDWOOD; WILLIAMS: SCHWARZBAUER., 2004; LUO; CHEN, 2005; SHAR-
MA; MAFFULLIL, 2006).
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Fases da cicatrizacdo de feridas
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Figura 4. Fases da cicatrizag@o e a deposi¢do dos componentes da MEC durante o reparo

(Adaptado de BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006)
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Figura 5: Etapas da cicatrizacio de feridas cutineas. (A) Uma vez que a pele € lesionada, elementos sangui-
neos ¢ aminas vasoativas extravasam dos vasos sanguineos situados na derme danificada. A permeabilidade
vascular ¢ temporariamente aumentada, permitindo que neutréfilos (células polimorfonucleares - PMN), plaque-
tas ¢ proteinas do plasma infiltrem na regido da ferida. Em seguida acontece vasoconstricdo em resposta a fatores

liberados por essas células. (B) Quando plaquetas se agregam com fibrina ¢é formado um codgulo rico em fibrina,
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que ¢ depositada na ferida apds sua conversio do fibrinogénio. (C) As plaquetas liberam diversos fatores, como
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ¢ o fator de crescimento transformante beta (TGF-£) que
atracm PMNs para ferida, dando inicio a etapa de inflamacdo. (D) Em seguida, os macrdfagos substituem as
PMNs, ¢ tornam-se a principal célula inflamatdria presente na lesdo. Esses dois tipos celulares juntos removem
os restos celulares da ferida, liberam fatores de crescimento e inicia-se a reorganizar da MEC. (E) A fase prolife-
rativa comega com os fibroblastos, estas células, sdo recrutadas para ferida pelos fatores de crescimento libera-
dos pelas células inflamatdrias, iniciando a sintese de colageno. (F) A sintese de coldgeno ¢ reduzida apds apro-
ximadamente trés semanas. No entanto, a reorganizagdo do coldgeno pode ocorrer por meses ¢ até anos apos a

lesdo na fase de remodelamento do reparo (Adaptado de BEANES et al., 2003).

4.3.1 Hemostasia

A hemostasia € o primeiro evento do processo de cicatrizagcdo de feridas e comecga logo
apos o aparecimento de uma lesdo (YUSSOF et al., 2012). Inicialmente, ocorre a contragdo
dos vasos danificados, induzido por fatores vasoconstritores, tais como serotonina, tromboxa-
no A2 e adrenalina, assim como a adesdo, agregacdo e ativagdo plaquetaria, no local da lesdo
(WU; CHEN, 2014). As plaquetas sdo agentes moduladores iniciais que atuam sobre o pro-
cesso de cicatrizagdo (DIELGELMANN; EVANS, 2004). O processo de adesdo, agregagdo e
ativag@o plaquetaria ocorre apOs o extravasamento sanguineo proveniente da injuria, quando
as plaquetas entram em contato com elementos da MEC, como colageno, proveniente dos
vasos sanguineo (WU; CHEN, 2014). Quando as plaquetas sdo ativadas, a sua superficie tor-
na-se um local de ativag@o da protrombina, levando a sua conversdo em trombina pela agdo
catalitica da tromboplastina. A trombina é um fator chave da coagulag¢do que catalisa a trans-
formacdo de fibrinogénio sérico em monomeros de fibrina, e este ultimo se polimeriza pela
acdo do fator XIII, formando assim um codgulo (BRASS, 2003; KIERZENBAUM, 2004,
HOFFMAN et al., 2006; REINKE; SORG, 2012). O coagulo, além de reter a perda de sangue
também ajuda a preencher o local da ferida, servindo também como uma matriz provisoria,
garantindo um leito para que ocorra a migragdo e diferenciacio de células diferenciadas (WU
CHEN, 2014).

A fibrina € a molécula principal presente na MEC temporaria, que também contém muito
acido hialuronico e fibronectina do plasma, os quais sdo acumulados na ferida durante as pri-
meiras 24 horas apos a lesdo (REINKE; SORG, 2012). A polimeriza¢do de moléculas de fi-
bronectina resulta em uma propriedade adesiva que permite a interagdo com numerosos recep-
tores celulares de integrina, estimulando a migracdo e adesdo de fibroblastos, queratindcitos e

células endoteliais (LAURENS; KOOLWIJK; MAAT, 2006).
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Apods 5 a 10 minutos da vasoconstri¢do, os vasos sanguineos sio dilatados e inicia-se a
migracdo de leucocitos para dentro da matriz provisoéria (REINKE; SORG, 2012). As plaque-
tas presentes no tampao plaquetario rico em fibrina que compdem a matriz provisoria liberam
uma diversidade de mediadores quimicos provenientes dos granulos alfa. Neste processo des-
tacam-se os fatores PDGF e TGF-B, que neste instante tem como fun¢do, atrair neutrofilos e
mondcitos, enquanto o EGF (fator de crescimento epidérmico) ¢ mais ativo na fase prolifera-
tiva (BARRIENTOS et al., 2008). Mediante a liberagdo de mediadores quimicos (PDGF e
TGF- B) e recrutamento de células inflamatérias (neutréfilos e macrofagos) inicia-se a respos-

ta inflamatoria (DIEGELMANN; EVANS, 2004; YANG et al ,2011).

4.3.2 Inflamacéo

A fase inflamatoria € caracterizada pelo surgimento dos sinais cardinais que apresentam
alguns sintomas caracteristicos, tais como, vermelhiddo, calor no local da lesdo, inchago, dor
ao redor do local ferido e perda de fungido (BUSTI et al., 2005). Esta resposta tem inicio ime-
diatamente em que ocorre a les@o, e seu principal objetivo € promover a assepsia do local
(remogdo do agente nocivo, debridamento de corpos apoptdticos e tecidos mortos) e preparar
o tecido para as etapas posteriores do reparo. As primeiras células inflamatérias a migrarem
para o local da lesdo sdo os neutrdfilos. Estas células sdo recrutadas a partir da circulagdo san-
guinea, entdo, sofrem diapedese e migram para o local injuriado em resposta a quimiocinas,
complemento e subprodutos da degradacdo bacteriana (REINKE; SORG, 2012; SINNO;
PRAKASH, 2013).

No processo de diapedese, os neutrofilos precisam atravessar os vasos locais. Para isso, as
células endoteliais, em resposta a citocinas como IL-1 (Interleucina-1) e TNF-a (fator de ne-
crose tumoral-a) passam a expressar (ICAM-1) moléculas de adesdo celular, (VCAM1) molé-
cula de adesdo de célula vascular e (SELE) E-selectina. Estas moléculas sdo importantes por
mediarem a aderéncia de neutrdfilos com a parede dos vasos sanguineos (VESTWEBER,;
2015). A IL-1 e TNF-a sdo secretados por macrofagos e pelo proprio endotélio, sendo que a
IL-1 também € expressa por queratinocitos (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-
VASSEYV, 2014). Apos estas modificagdes no endotélio, e por consequéncia da adesdo celular
e a exposi¢do a quimiocinas, o citoesqueleto dos neutrofilos é modificado, impulsionando o
extravasamento destas células para o local injuriado (VESTWEBER; 2015).

Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa contra infecgdes. Estas células realizam a

fagocitose a fim de remover patdégenos e detritos celulares (YUSSOF et al., 2012; WU;
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CHEN; 2014; WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013). Neutréfilos atuam com a liberagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) e liberagdo de proteases no local
lesionado (elastase, colagenase e catepsina G) (WITTE; BARBUL, 2002; YONEDA; COU-
CHMAN, 2003; TAYLOR et al, 2004). Estas células podem intensificar o processo inflama-
torio, devido a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-1 e TNF-o (WU; CHEN,
2014). Cerca de 2-5 dias ap0s a diapedese, os neutrofilos sofrem apoptose e sdo gradualmente
substituidas por mondcitos (YUSSOF et al., 2012; WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013;
WU; CHEN, 2014).

Assim como os neutréfilos, os mondcitos migram dos capilares sanguineos em direcdo a
MEC por estimulo quimiotatico. Ja neste ambiente, passam por uma transformacgdo, sendo
agora denominados como macrofagos. As modificagdes necessarias para que estas células
sejam consideradas macréfagos sdo influenciadas por mediadores inflamatérios, como TGF-
B (fator de necrose tumoral-f) e produtos de degradag@o de fibrina e fibronectina, proveniente
da matriz "temporaria” (GUQO; DIPIETRO, 2010). Os macréfagos participam da fagocitose e
eliminacdo de bactérias e/ou remog¢do de células e tecidos mortos, através da secre¢do de
MMPs da matriz, como, colagenase, elastase (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; EMING
et al., 2007; EMING et al, 2009; GUO; DIPIETRO, 2010; YUSSOF et al., 2012). Dentre os
fatores de crescimento produzidos por macréfagos estio o EGF, FGF (fator de crescimento
dos fibroblastos), PDGF, TGF-p e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) (KIERS-
ZENBAUM, 2004). O EGF e FGF tém como uma das fun¢des, promoverem a quimiotaxia e
proliferacdo de fibroblastos, sendo que FGF também atua positivamente na migragdo e proli-
feracdo de queratinocitos, e TGF-f na deposi¢do de componentes da matriz pelos fibroblastos.
O VEGF e o FGF s@o potentes fatores angiogénicos (SINGER; CLARK, 1999; KIERSZEN-
BAUM. 2004; GURTNER et al., 2008; TOWNSEND et al., 2012). Os macrofagos também
participam do processo de remodelamento da MEC através de secrecdo das proteases e seus
inibidores, tais como MMPs de matriz e inibidores de metaloproteinases (TIMPs) (KOH; DI-
PIETRO, 2011; STERNLICHT; WERB, 2001; VEROLLET et al., 2011).

A auséncia de neutrofilos e redugdo de macréfagos no local da ferida indica o fim da etapa
inflamatoria e o inicio da fase proliferativa (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Portanto, a
remoc¢do de neutrdfilos € pré-requisito para feridas avangar para a fase proliferativa. Esta re-
mogdo ¢ feita, principalmente, pelos macrofagos por induzirem a apoptose dos neutrdfilos
(MESZAROS; REICHNER; ALBINA, 2000). Além disso, a fagocitose dos neutrofilos € um
fenomeno para induzir a mudanga do fenotipo dos macrofagos do tipo M1 que € pro-

inflamatoria para um fenotipo reparativo, o M2 (FADOK et al., 1998).
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Diante da importancia dos neutrofilos e macrofagos, marcadores como MPO e NAG sédo
utilizados para mensurar a atividade destas células durante o processo de cicatrizagdo. A mie-
loperoxidase (MPQO) ¢ uma proteina cationica, principal constituinte dos granulos azurdfilos
dos neutrdfilos, com peso molecular de 144 kD. Apresenta dois dimeros idénticos ligados por
uma ponte de bissulfeto, sendo que cada dimero € composto de uma subunidade de cadeia
leve e uma pesada, com grupos heme funcionalmente idénticos. Esta enzima ¢ liberada apos
ativagdo por diferentes agonistas, contribuindo para a defesa imune inata do organismo (AR-
NHOLD, 2004; HANSSON; OLSSON; NAUSSEF, 2006; LAU; BALDUS, 2006). A N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) ¢ utilizada para detectar o acumulo/ativa¢do de macrofa-
gos teciduais. E uma enzima lisossdmica hidrolitica de alto peso molecular (~140 kDa) pre-

sente em altos niveis em lisossomos de macrofagos ativados (BELO et al., 2004).

4.3.3 Proliferacio

A terceira etapa do processo de reparo recebe o nome de proliferacdo que se inicia ao redor
do quarto dia apos a lesdo, atingindo um pico proliferativo em 2-3 semanas e seu decréscimo
em 4-6 semanas (RITTIE, 2016). Neste instante, o processo de reconstrugio do tecido danifi-
cado ¢ intensificado e caracterizado pela sintese de matriz pelos fibroblastos (GUO; DIPIE-
TRO, 2010; RITTIE, 2016). Ocorre um aumento no numero de células no leito da ferida, de-
vido ao processo de migragdo e proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e queratinoci-
tos (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

A proliferacdo pode ser subdividida em dois eventos importantes: (a) re-epitelizagdo e (b)

formac@o do tecido de granulagio

(a) Re-epitelizagio

A re-epitelizagdo consiste na reconstituigdo dos estratos que compde a epiderme. Esta eta-
pa objetiva primordialmente concretizar o fechamento da ferida de modo a reestabelecer a
fungdo vital de barreira protetora (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Um processo que com-
preende o desprendimento celular do estrato basal, a migracdo destas células para a area da
ferida e a proliferacdo e diferenciacdo em queratinocitos (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
Os mediadores que estimulam a migracdo e proliferacdo das células epiteliais sdo fatores de
crescimento como EGF, KGF e TGF-o. Somente as células que se encontram diretamente

sobre a membrana basal, sdo dotadas da capacidade de proliferagdo (REINKE; SORG, 2012).
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As diversas camadas que constituem o epitélio, como ja mencionado, recebem o nome de
queratinocitos. As células-tronco do estrato basal se desprendem da membrana basal, se dife-
renciam em queratindcitos ativos que migram para formar os estratos subsequentes
(OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). O processo de desprendimento
das células do estrato basal da membrana basal ¢ desempenhado por enzimas conhecidas co-
mo MMPs 2 e 9. Estas MMPs degradam o colageno tipo IV da membrana basal e o colageno
tipo VII que cria fibrilas de ancoragem do epitélio com a membrana basal (OLCZYK;,
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014). Ha também a participacdo de outras MMPs,
como a MMP-1 (colagenase intersticial) que suporta a migragdo de queratindcitos por uma
rede de colagenos do tipos I e III, enquanto a estromelisina-1 e a estromelisina-2 garantem a
migracdo destas células por uma rede de fibronectina, lamininas e GAGs (OLCZYK;,
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014).

Existem trés fontes para o fornecimento de queratindcitos que repde os estratos da epi-
derme: a partir da borda da ferida, dos anexos cutaneos como os foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas que contém células-tronco epidermais e do estrato basal que € rico em células
troco da epiderme (LAU et al.,2009). Primeiramente, cerca de algumas horas -1 dia, os quera-
tinocitos presentes nas bordas da ferida sdo ativados por fatores de crescimento epidérmico e
migram para o centro da ferida (LAU et al.,2009). A partir do segundo ou terceiro dia, apos a
lesdo, comecam a migrar queratindcitos provenientes do estrato basal, e dos anexos cutaneos.
Este processo garante, além da migragdo, um aumento do nimero de células para cobrir a
ferida (LAU; PAUS et al.,2009). O processo de re-epitelizagdo ¢ influenciado por uma diver-
sidade de sinais relacionados com a ferida, como, oxido nitrico, sintetizado principalmente
por macréofagos (WITTE; BARBUL, 2002), citocinas e fatores de crescimento, incluindo o
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de queratindcitos (KGF), fator
de crescimento semelhante a insulina tipo (IGF-1) e fator de crescimento nervoso (NGF),
provenientes de varios tipos celulares presentes no local da ferida (BARRIENTOS et al,,

2008).

(b)  Formagdo do tecido de granulagio

O tecido de granulagdo ¢ composto por colageno recém-sintetizado e vasos sanguineos

recém-formados, o que confere a esse tecido, uma aparéncia vermelha e heterogénea. A

formacdo do tecido de granulagdo ¢ depende de dois eventos: fibroblasia e angiogénese.



30

A fibroplasia

Durante a fibroblasia, ocorre a migragdo e proliferagdo de fibroblastos e consequentemente
a sintese de novos componentes da MEC (SINGER; CLARK,1999).0s fibroblastos s@o célu-
las fusiformes e possuem nucleo eliptico (KIERSZENBAUM, 2004) e, em geral, constituem
o maior numero de células do tecido conjuntivo, além de sintetizarem grande parte da matriz
extracelular que o compde (GRAY, et al, 1995). Os fibroblastos iniciam o processo de migra-
¢do cerca 48-72 horas a partir do momento em que a les@o aparece (BUSTI et al., 2005).

O processo de migragdo e proliferagdo dos fibroblastos ocorre a partir das margens livres
da ferida e de células mesenquimais residentes na derme (SINGER; CLARK,1999), as quais
se diferenciam em fibroblastos, apos serem influenciadas pela participagdo de citocinas e
fatores de crescimento derivados de plaquetas, neutrdfilos e macrofagos (CAPLAN ,2004;
GUO; DIPIETRO, 2010, SORRELL; LI; WANG,2011). Por outro lado, os principais estimu-
los quimioatraentes e mitogénicos para os fibroblastos, sio o EGF e o PDGF (BROUGH-
TON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A MEC temporaria produzida durante a hemostasia com predominio de fibrina e fibronec-
tina ¢ agora substituida, dando origem ao tecido de granulagio (MIDWOOD; WILLIAMS,
SCWARZBAUER, 2004). As moléculas de acido hialurénico, caracteristica da MEC proviso-
ria, s30 GAGs com uma alta capacidade de associagdo a agua, o que garante a caracteristica
viscosa e espagada. Desta forma, criam uma estrutura tecidual inicial que permite que mais
células que se aproximem e penetrem na area da ferida (KO'ZMA et al.,1998). Cerca de trés
dias apds a lesdo, a concentra¢do do acido hialurénico dentro da area da ferida ¢ reduzido ra-
pidamente (HINZ, 2007). O tecido de granulagdo contém uma grande quantidade de fibro-
blastos, granulocitos, macrofagos, vasos sanguineos, (SCHULTZ; WYSOCKIW, 2009), além
de componentes da MEC como colageno do tipo I e III, elastina, proteoglicanos, glicosami-
noglicanos e proteinas ndo colagenas. Os componentes da MEC sdo sintetizados principal-
mente por fibroblastos que tem sua atividade regulada por PDGF e TGF-p. Todos estes ele-
mentos juntos t€ém como finalidade recuperar parcialmente a estrutura e funcdo da pele ferida.

A formagdo deste tecido ocorre antes do término da angiogénese e substitui temporaria-
mente a derme (KO'ZMA et al.,1998; TOMASEK et al., 2002; WIPFF; RKIN; MEISTER et
al., 2007, SCHULTZ; WYSOCKIW, 2009). O termo "granulag¢do" surgiu devido ao aspecto
granulado caracteristico da estrutura de tecido conjuntivo recém-formado "entrelagado" por

muitos capilares (NOWAL; OLEJEK, 2004) que aparece durante a fase de proliferacdo ao
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mesmo tempo que comega a surgir os primeiros indicios caracteristicos da etapa remodela-
mento (NAUTA; GURTNER; LONGAKER, 2011) .

O tecido de granulagdo € entdo formado a fim de substituir temporariamente a derme até
que o processo de maturacdo possa reestruturar esta camada, na fase de remodelamento
(KO'ZMA et al.,1998). Este tecido possui um metabolismo mais rapido, em comparagdo com
a derme, o que indica que as células presentes possuem uma alta demanda energética. Isto
porque neste tecido, a migragdo celular, divisdo e biossintese de proteina sdo intensificadas

(KO'ZMA et al.,1998).

Angiogénese

Angiogénese ¢ o processo de criagdo de novos vasos sanguineos (ARNOLD; WEST, 1991;
LI; ZHANG: KIRSNER, 2003; BAUER; BAUER; VELAZQUEZ, 2005; BUSTI et al., 2005:
DULMOVITS; HERMAN, 2012) Este processo ¢ importante, por restaurar a circulagdo no
local danificado, impedindo o desenvolvimento de necrose isquémica, a0 mesmo tempo esti-
mula o processo de reparo nos tecidos. A angiogénese assim como os processos do reparo, €
influenciada por fatores locais, como baixa tensdo de oxigénio, pH reduzido e/ou concentra-
¢do elevada de acido latico (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000; GURTNER et al., 2008)
Além disso, existe a participagdo de mediadores soluveis, tais como bFGF, TGF-3, TNF-q,
VEGF, angiogenina e angiotropina, que sido advindos de células epiteliais, fibroblastos, célu-
las endoteliais e macrofagos e apresenta uma forte atividade pro-angiogénica (BUSTI et al .,
2005; SINNO; PRAKAS, 2013).

O primeiro passo formagdo de novos vasos € a ligacdo dos fatores e seus receptores nas
células endoteliais de vasos existentes. Essa ligagdo promove uma cascata de sinalizagdo in-
tracelular. As células endoteliais ativadas segregam enzimas proteoliticas que rompem a 1a-
mina basal (SORG; KRUEGER; VOLLMAR, 2007) permitindo a proliferacdo e migracdo de
células endoteliais para o leito da ferida. As células endoteliais contam com a liberagdo de
MMPs de matriz, promovendo a lise do tecido circundante e diregdo a proliferagdo endotelial.
Os ramos recém formados formam pequenos canais tubulares que se interligam uns aos ou-

tros, dando origem a vasos de maior calibre (SORG; KRUEGER; VOLLMAR, 2007).
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44 MMP2 e MMP9

As Metaloproteases de matriz (MMPs) constituem uma familia de proteases dependentes
de Zn2 + e Ca2 +. A familia das MMPs incluem cerca de 25 proteinas, as quais podem ser
classificadas como: colagenases (MMP-1, 8 e 13), gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas
(MMP- 3, 7 e 10), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo membrana (MMP-14, 15, 16, 17 ¢
24) e outras MMPs secretadas por vertebrados (STERNLICHT; WERB, 2001; VISSE; NA-
GASE, 2003). As MMPs sd3o conhecidas, por participarem em diversos eventos biologicos
por influenciarem o comportamento celular através de diversas a¢des tais como, como cliva-
gem de proteinas que fazem a adesdo célula—célula, liberacdo de moléculas bioativas na su-
perficie celular ou por clivagem de moléculas presentes na superficie celular, as quais trans-
mitem sinais no ambiente extracelular (DE SOUZA ARAUJO et al., 2011).

As MMPs sdo sintetizadas e posteriormente secretadas como pro-MMP inativa, na maioria
das vezes (NAGASE, WOESSNER, 1999). Apesar de uma pequena variagdo entre as diferen-
tes classifica¢cdes de MMP, estas apresentam certa homologia, diferindo-se uma em relag@o as
outras de acordo com suas especificidades com o substrato e controle transcricional (VISSE;
NAGASE, 2003; HANNAS, 2007). Todas as MMPs apresentam de trés a cinco dominios. O
pré-dominio tem como fun¢do, manter a enzima como zimogénio inativo até que seja removi-
do por protedlise, o dominio catalitico apresenta o Zn no sitio ativo. Existe ainda, odominio
hemopexina/vitronectina que promove a interagdo entre enzimas e as TIMPS, além da associ-
acdo a receptores celulares e um dominio rico em cisteina. MMP 2 e MMP9 sdo gelatinases e
neste caso apresentam o dominio da fibronectina, necessario para a ligagdo e quebra do cola-

geno (Figura 6) (VISSE; NAGASE,2003; HANNAS, 2007).
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Figura 6. Estrutura das MMP 2 e 9 (Gelatinases). A MMP 2 ¢ 9 possuem um pré-dominio, um pré-
dominio contendo cisteina, uma regido de articulagdo, um dominio catalitico com sitio de ligagdo ao
zinco ¢ o dominio de fibronectina, com forte afinidade a gelatina

(NAGASE et al., 2006; HANNAS, 2007)

As MMPs 2 e 9, gelatinase A e B, respectivamente sdo dois membros semelhantes da fami-
lia MMPs que degradam coladgeno desnaturado ou gelatinas (VISSIE; NAGASE, 2003). A
presenca de MMP2 e MMP9 em feridas levantou evidencia de que estas gelatinases poderiam
estar associadas com o processo de cicatrizagdo (SALO et al., 1994). Durante o reparo, na
fase inflamatoria, que ocorre apos o extravasamento de componentes do plasma, como fibrina
e células de defesa ¢ também observado altos niveis de MMP-9 (SOUZA; LINE, 2002). No
processo inflamatorio, o nivel elevado de MMP-9 ¢ resultado da presenga destas enzimas nos
granulos de macrofagos e neutréfilos que € liberada no local da lesdo (WANG et al ,2002). A
atividade das MMPs pode ser controlada por outras MMPs e sua expressdo € controlada por
parte de moléculas endogenas, como citocinas inflamatdrias ou fatores de crescimento (SOU-
ZA; LINE, 2002).

Os fibroblastos presentes na pele sdo as principais células responsaveis pela sintese de
MMP-2 (KOIVUKANGAS et al., 1994). Além disso, recentes trabalhos tém demonstrado que
as MMPs, particularmente a MMP-2 e MMP-9, apresentam um papel fundamental durante o
processo de angiogénese. Justificado porque, a invasdo de células endoteliais é um evento
essencial durante a formagdo de novos vasos e que depende da degrada¢do da membrana ba-
sal. Desta forma, estas MMPs estdo envolvidas nos casos de angiogénese fisioldgica como no
desenvolvimento placentario e angiogénese patologica como no desenvolvimento de tumores
solidos, além de participarem no processo de reparo tecidual (FU et al., 2005).

As MMPs desempenham também papel fundamental no processo de re-epitelizagdo. A mi-
gracdo de queratindcitos durante a cicatrizagdo de feridas depende da liberagdo dos hemides-
mossomos de queratindcitos epidérmicos basais. Este rompimento que ocorre pela acdo das
MMPs na degradag@o dos colagenos dos tipos IV e VII, interrompem o seu contato com a
membrana basal, permitindo assim a migragdo através da matriz da ferida (figura 7) (CA-

LEY; MARTINS;O’TOOLE, 2016).
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Figura 7. Estrutura molecular do hemidesmossomo

Fonte: Hist. Texto e Atlas , Ross, M.H e Pawlina, W. 5 ed. 2008

4.5 Maytenus ilicifolia

M. ilicifolia Mart é conhecida popularmente como “espinheira-santa”, “cancerosa’,
“cancorosa-de-sete-espinhos” e “maiteno” (figura 8) (LORENZI;, MATOS, 2002; BRAN-
DAO et al., 2006). Pertence a familia Celastraceae que é constituida por 55 géneros e 850
espécies encontradas nas regides tropicas e subtropicas do mundo (MOSSI et al., 2004). M.
ilicifolia é encontrada principalmente na regido sul do Brasil, nos estados do Mato Grosso do
Sul e S3o Paulo. E caracteristica de interior de mata nativa e mata ciliar, onde o solo é rico em
matéria organica e bem drenada. Encontrada também nos paises vizinhos, Paraguai, Uruguai e

Leste da Argentina (CORREA JUNIOR, MING; SCHEFFER, 1994; RADOMSKI, 1998).

Figura 8. Espinheira santa (Maytenus ilicifolia)
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(A) Folhas de M. ilicifolia com a caracteristica espinhosa que denominou a planta como espinhei-
ra-santa ¢ (http://www safarigarden.com.br/muda-de-cspinheira-santa-maytenus-ilicifolia)
(B) Folhas ¢ frutos de M. ilicifolia (https://blog plantei.com.br/2016/06/03/0s-beneficios-da-

espinheira-santa/)

M. ilicifolia é descrita entre as plantas medicinais aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (ANVISA), fazendo parte de um pequeno grupo de 34 plantas isentas da ne-
cessidade de testes de eficacia e de toxicidade para o registro e comercializagdo como fitote-
rapicos (BRASIL, 2004). M. ilicilofia é bastante conhecida devido a suas atividades terapéuti-
cas e o primeiro relato escrito conhecido sobre o seu uso medicinal ¢ da década de 20 (CU-

NHA, 2003).

4.5.1 Conhecimento popular e cientifico

Na medicina popular, Maytenus ilicifolia apresenta acdo tOnicas, analgésicas, anti-
sépticas, cicatrizantes, diuréticas, laxantivas e cicatrizante (COIMBRA, 1958). Tais ativida-
des medicinais sdo utilizadas como conhecimento etnofarmacolégico para a avaliagdo dos
beneficios de M. ilicifolia em diversos modelos cientificos, por exemplo, para atividade anti-
inflamatoria, antidiarréria, antiulcerogénico e cicatrizante. Na medicina popular, a forma mais
utilizada, ¢ a extrag@o aquosa, talvez, devido a maior acessibilidade. No entanto, o que pode-
mos observar ¢ que diferentes tipos de extracdo e partes da planta podem apresentar proprie-
dades biologicas similar. E o que acontece para o tratamento de tlcera gastrica, onde mais de
um tipo de extragdo apresenta resultados positivos para uma determinada enfermidade (MA-
CAUBASET et al., 1988; TABACH; OLIVEIRA, 2003; SILVA et al., 2005).

A infusdo (extra¢do aquosa) das folhas de M. ilicifolia, apresenta um alto efeito protetor
contra ulcera gastrica induzida em ratos por indometacina, reserpina ou por estresse provoca-
do por contengdo (MACAUBASET al., 1988). O extrato seco hidroalcodlico também apre-
senta esta atividade na redugdo de tlceras estomacais e aumento do volume e pH do suco gas-
trico (TABACH; OLIVEIRA, 2003) assim como observado para a administra¢do do extrato
hidroalcoolico de M. ilicifolia experimento de inducdo de estresse (TABACH; OLIVEIRA,
2003). O efeito medicinal sobre a proteg¢do gastrica também foi descrita para ensaios de ad-
ministragdes a partir das extragdes em metanol e acetato de etila (SILVA et al., 2005).

A atividade anti-inflamatoria de M. ilicifolia foi positiva ao analisar a redug@o na forma-

¢do de mediadores pro-inflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos, EROs e e oxido
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nitrico (ROBAK; GRYLEWSKI, 1996). Em outros ensaios, conduzidos pelo método de indu-
¢do de carragenina e tratados com extratos hexanicos e de acetato de etila foi possivel obser-
var a atividade anti-inflamatéria e antinociceptivo através de modelo induzido por injecdo de
solugdo de formaldeido. Além disso, estes dois tipos de extragdo, também neste estudo, de-
monstraram uma reducdo na gravidade de lesdes gastricas induzidas pelo método de estresse e
contengdo a frio (JORGE et al., 2004).

O extrato etandlico das folhas de M. ilicifolia possui ainda uma ou mais substancias po-
tentes com capacidade de relaxar o endotélio que parece estar associado a produgdo de oxido
nitrico, ativacdo da guanilato-ciclase e abertura do canal de potassio (RATTMANN et al,,
2006). Pistore e colaboradores (2015), em um estudo recente, demonstraram o efeito do uso
topico com M. ilicifolia em feridas em pele. Apds quatorze dias de tratamento, foi possivel
observar um aumento de foliculos pilosos em relagdo ao controle indicando uma reconstitui-

¢éo eficiente na derme cutanea.

4.5.2 Fitoquimica

Diversas metodologias utilizam-se de tipos especificos de cromatografia para a extragdo,
isolamento e purificagdo de extratos brutos e partigdes. A partir disso, catequina e epicatequi-
na foram identificadas em extratos aquosos de folhas de M. ilicifolia (SANTOS; MELLO,
2004; PESSUTO, 2006). Taninos condensados foram caracterizados (XAVIER; D’ANGELO,
1996) em fra¢des de acetona/dlcool, acetato de etila e aquosa (PESSUTO, 2006). Enquanto
nas folhas de M. ilicifolia foi também identificado uma diversidade de flavondides (XAVIER;
D’ANGELOQ, 1996; LEITE et al., 2001; TIBERTI et al., 2006) e glicosideos (ZHU; SHA-
RAPIEN; ZHANG, 1998). Entre os componentes descritos, os flavonodides, catequinas e epi-
catequinas, sdo tipos de polifenois e possuem uma alta capacidade antioxidante.

A ag¢lo antioxidante usualmente empregada para a avaliagcdo do reparo tecidual (CHAI-
NANI-WU, 2003; JAGETIA; RAJANIKANT, 2004; KAPOOR; HOWARD; HALL, 2004;
PANCHATCHARAM et al., 2006). Durante o reparo, a presenca de EROs desempenham um
papel fundamental na producido de VEGF, um fator pré-angiogénico (ROY et al., 2003) como
também na defesa contra a invasdo de patogenos (INOUE; ASAMI; INOUE, 2008). Por outro
lado, o excesso da produgdo destes radicais sdo um dos fatores responsaveis pelo atraso da
cicatrizagdo de ferida, assim, deve-se ter um equilibrio entre a produg@o e eliminagdo destes
radicais pelos antioxidantes (FITZMAURICE; SIVAMANI; ISSEROFF, 2011). Desta forma

sdo crescentes os estudos pré-clinicos que avaliam o uso de terapias a base de componentes
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antioxidantes naturais como B-glucano (FITZMAURICE; SIVAMANI, ISSEROFF, 2011),
curcumina (CHAINANI-WU, 2003; JAGETIA; RAJANIKANT, 2004; PANCHATCHA-
RAM et al., 2006;) , galato de epigalocatequina (KAPOOR et al., 2004), proantocianidinas
(KHANNA et al., 2002) prépolis (GREGORY et al., 2002; MCLENNAN et al., 2008) e mel
(JULL; RODGERS; WALKER, 2008; VAL, SUSANNA; STEPHEN, 2009) no reparo de
feridas.

Sobre os taninos, compostos também encontrados em M. ilicifolia, acredita-se que suas ati-
vidades farmacologicas sdo devido as trés caracteristicas gerais que sdo comuns a este com-
posto: (1) formagdo de complexos com ions metalicos, como ferro, manganés, vanadio, cobre,
aluminio, calcio,entre outros; 2) atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres; 3)
capacidade de formar complexos com outras moléculas, incluindo macromoléculas como pro-
teinas e polissacarideos (HASLAM, 1996). Na cicatriza¢do de feridas, queimaduras e infla-
magdes, os taninos ajudam na recuperag@o por formar uma camada protetora sobre a mucosa
ou a pele, protegendo e favorecendo a recuperacdo natural do tecido (SANTOS; MELLO,
2004). A presenga de taninos na espécie vegetal pode explicar seu uso popular como antimi-

crobiano, anti-inflamatério, cicatrizante, antiulcerogénico (SANTOS; MELLO, 2004).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

O experimento foi aprovado pelo comité de ética animal da Universidade Federal de U-
berlandia (UFU) com o numero de protocolo 062/16 (Anexo 1). Apds a aprovagdo, sessenta e
quatro camundongos, machos, da linhagem Balb/C, foram obtidos do Cebea e transferidos
para o Depositario de Animais da Area de Ciéncias Fisiologicas- UFU. Os animais passaram
por um processo de adaptagdo até obterem um peso de aproximadamente 27 g e 9 semanas.
Antes da cirurgia, os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno 30 x 19 x 12
cm, com quatro animais em cada caixa, e mantidos, em gabinetes com controle de temperatu-
ra, ciclo claro/escuro de 12 h e livre acesso a dgua e ragdo. Apds o procedimento cirurgico
para realizar as feridas, os animais foram mantidos em caixas individuais com a mesma di-

mensao, a fim de evitar interferéncias externas que possam comprometer os resultados.
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5.2 Obtencio da pomada

M. ilicifolia utilizada neste trabalho foi coletada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA), Campinas-SP (UNICAMP) com as seguintes
coordenadas 22° 45' 0" S 47° 9' 0" W. Para o preparo do extrato por maceragdo foi utilizado
600 g de folhas secas e moidas para 4L de uma solugdo de alcool etilico a 70% v/v. Apos seis
dias de macerag@o, a mistura foi filtrada e o alcool evaporado em um rotaevaporador. A agua
residual foi removida por liofilizagdo. O extrato foi concentrado em rotaevaporador a 40 °C e
a agua residual congelada e liofilizada por 72h. O produto resultante foi pulverizado em um
almofariz com pistilo. A pomada contendo 2%,4% e 6% do extrato de folhas de M. ilicifolia

foram a pasta base de vaselina 30% /lanolina 70%.

5.3 Inducio da ferida

Para a realizag@o das incisdes cirurgicas, os animais foram anestesiados com 10mg/kg —
xilazina e 100mg/kg — cetamina via intraperitoneal e tricotomizados na regido dorsal. A as-
sepsia do local foi realizada com éalcool 70% e em seguida o punch (instrumento cirurgico) foi
utilizado para delimitar a drea de 5 mm da retirada da pele até o aprofundamento da fascia

muscular em quatro locais (figura 9).

4 lesoes dorsais
(5 mm de didametro)

Figura 9. Indugfo de feridas na regidao dorsal com um punch de 5 mm

Ap0s a cirurgia, os animais foram colocados em caixas individuais € em seus olhos foi

administrado uma gota de solugdo salina 0,9 % a fim de evitar a desidratacdo. Os animais
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foram mantidos sob fonte de luz amarela para aquecé-los até que se recuperassem do efeito

anestésico.

5.4 Tratamento

Antes do tratamento, foi padronizado em um ensaio piloto a quantidade de 100 mg de po-
mada para cobrir toda a area da ferida. Esta quantidade foi pesada e padronizada quanto ao
equivalente em mL de uma seringa para facilitar a aplica¢do sob a ferida. Apds cerca de 30
minutos-1 hora da a cirurgia, o tratamento foi iniciado com uma aplicagdo didria no mesmo

horario que o tratamento foi iniciado (Figura 10).

Figura 10. Tratamento com veiculo (lanolina 30%/ vaselina70%)

Nos animais dos grupos controle, foi aplicado o tratamento apenas com o veiculo (vaseli-
na 30%/ lanolina 70%). Os demais grupos foram tratados com uma pomada contendo as con-
centragdes de 2%,4% e 6% do extrato de folhas de M. ilicifolia. O processo de cicatrizagdo
foi avaliado em dois tempos, 3 e 7 dias, apos tratamento diario. Cada tratamento apresentou
dois grupos, ou seja, 8 animais tratados e eutanasiados com 3 dias e um outro grupo com 8
animais, tratados e sacrificados apds 7 dias da indugdo da ferida. Sendo assim, os grupos fo-

ram organizados da seguinte forma:

Grupo Controle (ani-)

mais com lesdes cirurgi-

tratad il sl -Grupo tratado por 3 dias (n:8)
o4 © TIAIA08 COm SOTHERo > -Grupo tratado por 7 dias (n:8)

veiculo da pomada (vase-

lina/lanolina).
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Grupo Extrato 2% (a-
nimais com lesdes cirur-
gica e tratados com a
pomada contendo 2% do
extrato de M. ilicifolia:

> -Grupo tratado por 3 dias (n:8)
-Grupo tratado por 7 dias (n:8)

J

Grupo Extrato 4% (a-
nimais com lesdes cirur-
gica e tratados com a
pomada contendo 4% do
extrato de M. ilicifolia.

S -Grupo tratado por 3 dias (n:8)
-Grupo tratado por 7 dias (n:8)

Grupo Extrato 6% (a-
nimais com lesdes cirur-
gica e tratados com a
pomada contendo 6% do
extrato de M. ilicifolia.

\ -Grupo tratado por 3 dias (n:8)
-Grupo tratado por 7 dias (n:8)

Uma das feridas foi direcionada ao processamento histologico e uma para a atividade de
NAG (atividade de macrofagos). Outras duas feridas restantes foram divididas ao meio, ob-
tendo-se entdo 4 metades de uma ferida, as quais foram direcionadas para as demais avalia-
¢Oes, dosagem de hemoglobina, colageno soluvel, atividade de MPO ( atividade de neutrofilos

e zimografia.

5.5 Fechamento da ferida e coleta das amostras

O acompanhamento do fechamento da ferida foi realizado em 0, 3, 5 e 7 dias com o auxi-

lio de um paquimetro digital (figura 11).
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Figura 11. Medida dos didmetros com paquimetro digital

A medida da area foi realizada apos a mensurar os didmetros maiores e menores da ferida.

A area foi calculada da seguinte férmula:

(diAmetro menor/2) * (diametro maior/2) * valor de PI: 3,14

Apos a obtencdo do valor da area nos dias 0,3,5 e 7, a porcentagem de fechamento foi calcu-

lada a partir da seguinte férmula:

Fechamento da ferida em %: ((area da ferida no dia atual- area da ferida no dia ze-

ro)/area da ferida no dia zero) *100

Apoés o tratamento, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico com
Tiopental (100 mg/ Kg). A pele da regido da ferida foi coletada ao final do tratamento com o
auxilio de um punch de 5 mm. Uma das feridas de cada animal foi imediatamente fixada em
solugdo Metacarn, seguidos do processamento histologico. Enquanto as outras trés feridas
destinadas a bioquimica foram identificadas e alocado em Ultrafreezer a -80 até o momento

das analises.

5.6 Avaliacao morfologica

Ap0s a fixagdo em Metacarn, as amostras foram incluidas em parafina conforme protocolo
utilizado no setor de histologia da UFU. Foram obtidos cortes longitudinais com Sum de es-
pessura, em micrétomo rotativo (MICROM/HM-315). Para visualiza¢do geral do tecido os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (H.E.). A quantificacdo de mastdcitos e de

colageno total e I III foi realizado em 1aminas coradas com Azul de Toluidina (AT) 0,25 %
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em tampao Macllvaine pH 4,0, Picrossirius Red e Tricomico de Gomori (T.G). Para todas as
avaliagOes, exceto para a quantificagdo de colageno em polarizagdo (colageno dos tipos I e
II), foram obtidos imagens de 10 areas aleatdrias no micréscopio do tipo Leica Microsystems
Inc. (Wetzlar, Alemanha) com a objetiva de 40x em camera acoplada. A diferenciacdo e quan-
tificagcdo de colageno do tipo I e III foram realizadas em 10 areas aleatorias utilizando-se uma
objetiva de 20x, capturadas na camera Nikon eclipse Ti, camera opticam com filtro de polari-
zacdo. Todas as imagens e quantifica¢des foram mensuradas através do programa Image J e as

médias dos 10 campos avaliados, foram utilizadas para a estatistica.

5.7 Conteudo de hemoglobina

O método de Drabkin foi utilizado para a dosagem de hemoglobina em amostras de ferida.
Para esta avaliagdo foi utilizado uma amostra correspondente a metade de uma ferida, que foi
inicialmente pesada e em seguida, homogeneizada com o auxilio do Ultra-turrax em 2,0mL de
um reagente cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de Dosagem
de Hemoglobina Labtest), por 10 segundos em tubos de ensaio. Apds a homogeneizagao,
500uLl. das amostras foram centrifugadas por 40 minutos, a 10.000g a 4°C e filtrados em fil-
tros de 0,22 um (Millipore). Uma aliquota de 200uL de cada amostra foi adicionada em placa
de 96 pocos, em duplicata, para leitura em espectrofotométrica com comprimento de onda de
540nm (E max, Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de hemoglobina
de cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrdo conhecida (Labtest) e os resulta-
dos expressos em concentragdo de hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso da fe-

rida.

5.8 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Uma das caracteristicas importantes no processo inflamatério € a presenga de células, co-
mo neutrdfilos e macrofagos. O acumulo de neutrofilos pode ser detectado utilizando-se a
enzima mieloperoxidase (MPO) como um marcador quantitativo da atividade deste tipo celu-
lar. A anélise da atividade da MPO foi realizada através da técnica de Bradley (BRADLEY;
PRIEBAT; CHRISTENSEN, 1982). Uma das feridas, foi pesada e homogeneizada em 2,0mL
de tampéo fosfato de sodio, 80 mM em pH=6 por 15 segundos. Em seguida, foram transferi-
dos 300uL. da amostra para eppendorf e acrescentados 600ul. de HTAB (Brometo de Hexade-

ciltrimetilamonio — Sigma) 0,75% p/v diluido em tampao fosfato pH 6. As amostras foram
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sonicadas por 10 segundos e, logo apos, centrifugadas a 5000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante (200uL) foi utilizado no ensaio enzimatico. A reagdo seguiu a seguinte ordem:
100uL. de peroxido de hidrogénio 0,003%; 100uL de TMB (3,3, 5,5~ tetrametilbenzidine -
Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulfoxido — Merck) colocados ao mesmo tempo,
por 1 minuto cronometrado. Para interromper a reag@o, foram adicionados 100uL. de H2SO4
(acido sulfurico — Merck) a 4M. Em seguida, adicionou-se 200uL a placa de 96 pogos e a lei-
tura espectrofotométrica foi feita em comprimento de onda de 450nm (E max, Molecular de-
vices, Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram expressos em indice de MPO (Absorbancia

em D.0O./g de peso umido da ferida).

5.9 Atividade da N- Acetil- B- D- Glicosaminidase (NAG)

A N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) € uma enzima lisossdmica produzida por macrofa-
gos ativados. Esta técnica baseia-se na hidrolise do p-nitofenil-N-acetil-B-D-glicosamina
(substrato) pelo N-acetil-B-D-glicosaminidase, liberando p-nitrofenol. A enzima NAG foi
utilizada como um indice da atividade destas c€lulas no sitio inflamatorio, pela técnica de
Bailey, (1988). A amostra correspondente a metade de uma ferida, foi homogeneizada por 40
segundos em 2,0mL de solugdo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado).
Posteriormente, o homogenato foi centrifugado em 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e adicionado 150 pL deste em 150 ul. de tamp@o citrato/fosfato.
Para o ensaio, foi adicionados 100uL/pogo, das amostras diluidas (em duplicata) a placa de
ELISA de 96 pogos. Em seguida, adicionados 100uL. do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-3-D-
glicosaminidase-Sigma), diluido em tampao citrato/fosfato, pH 4,5, incubadas a 37°C durante
30 minutos. Foram adicionados 100uL. de tampao glicina 0,2M, pH 10,6 nas amostras € na
curva. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento
de onda de 400nm(E max, Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA). A atividade de NAG na
amostra da amostra foi calculada a partir de uma curva padrao de p-nitrofenol avaliada parale-
lamente. Os resultados das leituras foram expressos em nmol.mL-1/mg de peso imido do im-

plante.

5.10 Dosagem de colageno soluvel

A quantidade de colageno soluvel total nas amostras foi avaliada por um ensaio colorimé-

trico, pela reacdo do Picrosirius Red (P.R). Metade de uma ferida foi homogeneizada com
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tampao (salina 0.1% Triton X-100) (30 segundos) e posteriormente centrifugadas a 6000g,
por 10 minutos, a 4°C. Foram utilizados, S0uLl. do sobrenadante e 50ul. do reagente P.R. As
amostras foram incubados com P.R. por 30 minutos em temperatura ambiente (25°C). O com-
plexo colageno-picrosirius red foi separado por centrifugagdo a 10,000g, durante 10 minutos a
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, retirando o méximo de liquido possivel, ver-
tendo-se o tubo sobre papel absorvente. O sedimento foi lavado com 500 puL de puro (PA) e
livre de metanol, delicadamente na parede do tubo para ndo remover o pellet, e entdo, todo
etanol foi removido, vertendo-se com cuidado em papel absorvente. Foi adicionado ao sedi-
mento, em ImL de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A absorbancia foi quantificada a 540 nm
em um leitor de microplacas (E max, Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA) onde foram
transferidos 200 ul das amostras, em duplicata. A quantidade de colageno em cada amostra
foi determinada através da comparac¢do de uma curva padrdo utilizando-se padrdo de colageno

(Merk) e os resultados expressos em pg de colageno por mg de peso da ferida.

5.11 Dosagem de proteinas totais

As amostras correspondentes a metade de uma ferida foram lavadas 3-4 vezes em salina,
homogeneizadas em 500 ul. do tampdo de zimografia com Ultra-turrax, incubadas por 24
horas a -4° C. Para a extragdo 1 L de tampdo para zimografia foi preparado com os seguintes
reagentes: 1,6 g de acido cacodilico; 8,755 g de NaCL, 100 uL de sestoque de ZnCl2; 2,218 g
de CaCl2 e 100 uL de solugdo estoque de Triton 100X. Para a soluc¢do estoque de ZnCL2 fo-
ram diluidos 1,36 g de ZnClI2 em 1 litro de 4gua e para solug@o estoque de Triton 100X, 2 mL
de Triton 100X foram homogeneizados em 100 mL de dgua. Apds a homogeneizagao e extra-
¢do por 24 horas, as amostras foram centrifugadas em 13.000 rpm durante 10 minutos, a -4°
C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a quantificagdo de proteinas pelo método de
Bradford (1976). A solu¢do de Bradford foi previamente preparada a partir de 100mg de azul
de coomassie G-250 em 50 mL de élcool etilico 100% e 100 mL de acido fosforico. Apos a
diluicdo o volume foi completado para 1000mL com &agua destilada. A Albumina de Soro
Bovino (BSA) foi utilizada na curva padrdo com as seguintes concentragdes (0; 0,1; 0,25;
0,35; 0,5; 0,7; 1; 1,4). Cinco microlitros (5 uL) da amostra ou BSA (para a curva) foi aplica-
da na microplaca de 96 pogos e em seguida adicionado 250 uL. de reagente de Bradford. A

leitura foi realizada com a absorbancia de 595 nm (E max, Molecular devices, Sunnyvale,

CA, USA).
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5.12 Zimografia

Para a avaliagdo da atividade das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), as amostras foram
previamente homogeneizadas 500 uL. de tampdo de zimografia. O gel de separagdo contendo
8% de acrilamida e 0,4% de gelatina foi preparado com os seguintes componentes, agua desti-
lada, gelatina 0,4%, 1,5 M Tris HCI pH 8,8, acrilamida/bis acrilamida, SDS 10%, APS 10% e
TEMED. Apos a completar a polimerizacdo, o gel de empilhamento foi preparado com agua
destilada, 1,5M Tris HCI pH 6,8, acrilamida/bis acrilamida, SDS 10%, APS 10% e TEMED.
Ap6s a dosagem de proteinas pelo método de Bradford, 40 ug de proteinas foram aplicadas no
gel com o tampdo de amostra. Finalizando a eletroforese, o gel foi lavado com tampao triton
X100 25% e incubadas overnight a 37 °C com o tampao de incubag@o com inibidor de protea-
se (2 uL de inibidor/ 50 mL de tampao). O gel foi corado com Comassie Blue por 2 horas e
descorado com solug@o descorante (metanol/agua/acido acético). Para esta avaliag@o, foi utili-
zado um total de 3 animais por grupo em duplicata. O gel foi escaneado e a atividade das

MMPs 2 e 9 avaliadas por densitometria de bandas.

5.13 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo, seguido pelo teste estatis-
tico ANOVA, two-way e poOs-teste Bonferroni para multiplas comparagdes. A diferenga signi-
ficativa foi considerando com um p< 0,05. A avaliag@o estatistica e os graficos foram realiza-

dos no programa Prism 5.

6. RESULTADOS

6.1 Fechamento da Ferida

As areas em % sobre o fechamento das feridas, nos dias 3, 5 e 7 foram obtidas com o auxi-
lio de um paquimetro digital e os resultados estdo apresentados nas figuras 12 e 13. O perfil
histologico das feridas em laminas coradas com H.E ¢ apresentado na figura 14. Em todos os
tempos, o tratamento com M. ilicifolia, em diferentes concentragdes, apresentou melhor fe-
chamento das lesdes exceto para ES 2% com 5 dias de tratamento, quando comparada ao con-
trole (CO). A pomada foi mais eficaz apds 3 dias, justificado por maior diferenca estatistica

neste periodo entre os tratamentos ES 2% (**), ES 4% (***) e ES 6% (***) e o controle
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(CO). Os grupos ES 4% (*) e ES 6% (**) permaneceram com maior porcentagem de fecha-
mento no quinto dia de tratamento (figura 12). Assim como no sétimo dia, em que todas as
concentragdes, ES 2% (*), ES 4% (*) e ES 6% (*) foram melhores em rela¢do ao grupo con-
trole (CO). (figura 12). O grupo ES 6% demonstrou maior diferenga significativa que os gru-
po ES 2% e ES 4% no dia 3 e ES 4 % (*) com 7 dias de tratamento. O fechamento das feridas
entre 0 momento da incisdo até o terceiro dia e no periodo final, entre os dias 5 e 7 foi acele-

rado no grupo tratados (***) em relagdo ao controle (**) (figura 12).
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Figura 12. Grafico do fechamento de feridas nos dias 0, 3, 5 e 7 dias de tratamento. (a) representa
diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle (CO) ¢ (b) ¢ (¢) quando comparado respec-
tivamente com os grupos ES 2% e ES 4%. O extrato etanolico das folhas de M. ilicifolia mostrou-se
eficaz no processo de reparo para todos os tempos ¢ dosagens avaliados, com excec¢do do tratamento
ES 2% apds 5 dias de lesdo, considerando p< 0,05. Os (*) representam melhor fechamento das feridas

em cada grupo separadamente (CO,ES 2%,ES 4% ou ES 6%) ao longo dos tempos (0,3,5 ¢ 7 dias)
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ES 2% ES 4% ES 6%
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Figura 13. Fechamento de feridas em animais dos grupos CO, ES 2%, ES 4% e ES 6%. A ima-
gem representa o fechamento das feridas logo apos a lesdo (0) € apos 3 dias (T3) ¢ 7 dias (T7) de tra-
tamento para grupos CO, ES 2%.ES 4% ¢ ES 6%. O fechamento apds 5 dias (T5) ndo foi fotografado

devido a dificuldade na imobilizagdo do animal sem a utilizagdo de anestésico

7 dias de tratamento

Figura 14. Fotomicrografias coradas com Hematoxilina e Eosina de feridas. A primeira imagem

(objetiva de 10 x) demonstra a morfologia da pele saudavel de camundongos BALB/C. Subjacente a
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esta imagem, ¢ demonstrada a histologia da pele ferida (objetiva de 40x) com 3 ¢ 7 dias de tratamento

no grupo controle (CO) e tratamentos (ES 2%,ES 4% ¢ ES 6%)

Nas laminas coradas com H.E foram observadas alteragdes morfoldgicas caracteristicas do
reparo em 3 e 7 dias de tratamento da lesdo (figura 14).Com 3 dias de tratamento, houve de-
posi¢do inicial de colageno, cujo tecido de granulagdo apresentou-se ainda desorganizado. O
tecido de granulagdo ¢ bastante evidente, onde ¢ possivel observar no grupo ES 6% com 7
dias de tratamento, uma grande “massa” de células e elementos da matriz. No grupo controle,
bem como nos grupos tratados, 7 dias ndo foram suficientes para recompor totalmente as ca-
madas da derme. Nota-se que ainda € possivel observar uma descontinuidade (local lesionado)

da camada de células epiteliais.

6.2 Quantificacao de mastocitos

A quantificagdo de mastocitos foi realizada em laminas coradas com A.T. A média de
mastocitos por campo referente a cada tempo e tratamento € apresentada nas figuras 15 e 16.
Com 3 dias de tratamento, foi observado um aumento de mastocitos nos grupos de animais
tratados com a pomada na concentragdo de 6% (**) e 4% (*) de M. ilicifolia quando compa-
rado ao grupo controle (CO). Com 7 dias de tratamento, o aumento foi observado apenas no
grupo ES 6% (**). O grupo ES 6% apresentou aumento do nimero de mastécitos (*) em rela-
¢do a pele saudavel (ponto inicial do gréafico). Por outro lado, a redugdo no nimero de masto-

citos entre 3 e 7 dias foi observado no grupo ES 2% (*).
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Figura 15. Quantificacio de mastocitos em laminas coradas com Azul de Toluidina. O grafico
representa o numero de mastocitos nos tempos 0,3 ¢ 7 dias de tratamento da ferida. (a) refere-se ao
aumento do nimero de mastdcitos quando comparado ao grupo controle (CO), considerando p< 0,05.
Os asteriscos (*) entre o tempos zero e 3 dias, apresentam diferenga estatistica entre a pele saudavel e
tratamento. Enquanto (*) entre 3 e 7 dias representa uma diferenga encontrada no mesmo tratamento

(ES 4% ou controle) neste intervalo de tempo

Tratados por 7 dias
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Figura 16. Fotomicrografias de pele coradas com Azul de Toluidina de feridas. A primeira ima-
gem (maior) representa a histologia de uma pele saudavel. A area delimitada representa o local (tecido
conjuntivo) onde os mastocitos foram quantificados em laminas dos grupos controle (CO) ¢ tratados

(ES 2%, ES 4% ¢ ES 6%) ap6s 3 ¢ 7 dias

6.3 Atividade de neutrofilos

A atividade de neutrofilos foi avaliada através da ag@o enzimatica de MPO, dos quais o
resultado € apresentado na figura 17. Com 3 dias de tratamento, os grupos ES 4% (**) e ES
6% (*) apresentaram uma redug@o sobre a atividade de MPO em relag@o ao controle (CO).
Enquanto o grupo ES 2% apresentou um aumento na atividade de MPO em relagdo aos trata-
mentos ES 4% (**) e ES 6% (**). No sétimo dia de tratamento, a atividade de MPO manteve-
se aumentada no grupo ES 2%, com atividade superior ao encontrado para o grupo controle
(CO) (***) e ES 6% (*). Os grupos ES 4% (*) e ES 6% (****) também apresentaram maior
atividade de MPO quando comparado ao grupo controle (CO) com 7 dias de tratamento. Apos
a incisdo cutdnea, todos os grupos apresentaram aumento da atividade da MPO quando com-
parado a pele saudavel (ponto inicial). Em seguida, estes valores foram reduzidos entre 3 e 7
dias de tratamento (figura 17).
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Figura 17. Atividade de MPO. (a) representa diferenga estatistica quando comparado ao grupo con-
trole (CO) ¢ (¢) ¢ (d) quando comparado respectivamente com os grupos ES 4% ¢ ES 6%, consideran-
do o valor de p< 0,05. Os (*) indicam que houve um aumento (pico), sobre a atividade de neutrofilos
em todos os grupos apods 3 dias quando comparado a pele saudavel (ponto inicial). O aumento da ati-

vidade de neutrofilos foi reduzidos posteriormente, entre o dias 3 ¢ 7 (¥)
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6.4 Atividade de macrofagos

A atividade de macrofagos no local lesionado foi inferida através do ensaio bioquimico
sobre a atividade da enzima NAG. Com 3 dias de tratamento, a atividade de NAG nos grupos
ES 2% (*) e ES 4% (***) foram inferiores a atividade no grupo controle (CO). O Grupo ES
4% apresentou também redugdo da atividade de NAG em relagdo aos tratamentos ES 2%
(***) e ES 6% (***) (figura 18). Em amostras de ferida com 7 dias de tratamento, a ativida-
de de NAG esteve aumentada no grupo ES 2% (*) em relag¢do ao grupo controle (CO). Apods
3 dias de tratamento, a atividade de NAG foi menor no grupo ES 4% (***) em relacdo a pele

saudavel com aumento entre os dias 3 e 7 dias (***),
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Figura 18. Atividade de NAG. (a) indica diferenga significativa
quando comparado ao grupo controle (CO) ¢ (b) ¢ (d) quando comparado respectivamente com
ES 2% ¢ ES 6%, considerando p< 0,05. Os (*) entre o ponto inicial ¢ 3 dias indicam diferenga signi-
ficativa entre o grupo ¢ a pele saudavel, enquanto o (*) apos o terceiro dia, representa uma diferenga

sobre a atividade de macrofagos entre os periodos de tratamento, 3 ¢ 7 dias.

6.5 Dosagem de hemoglobina

O processo de angiogénese foi avaliado a partir da dosagem de hemoglobina e est4 apresen-
tado na figura 19. Houve um aumento na dosagem de hemoglobina no grupo ES 4%, em re-
lagdo aos grupos controle (****) e ES 6% (*) no terceiro dia de tratamento, em seguida, o

conteudo de hemoglobina foi reduzido (figura 19).
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Figura 19. (A) Dosagem de hemoglobina . (a) referente a diferenga significativa quando comparado
ao grupo controle (CO), (b) diferenga quando comparado ao grupo ES2% ¢ (d) quando comparado a
ES 6%, considerando p<0,05. O (*) entre o ponto inicial ¢ 3 dias representa diferenga estatistica entre
a pele saudavel ¢ o grupo ES 2% no terceiro dia de tratamento, enquanto o (*) entre 3 ¢ 7 dias, indica

uma diferenga na dosagem de hemoglobina entre este periodo

6.6 Deposicao de colageno total

A avaliacdo sobre a densidade de colageno depositado sobre a matriz extracelular foi ava-
liado a partir de 1aminas coradas com Picrosirius Red (figura 20 e 21). As fibras de colageno
foram quantificadas com o Software Image J e os resultados obtidos estdo apresentados nas
figuras 20 e 21. No terceiro dia, o grupo ES 4% apresentou uma deposi¢do inicial de colage-
no aumentada (*) quando comparado a densidade de colageno/area ocupado no grupo contro-
le. A pele saudavel (ponto inicial) apresentou uma maior propor¢do de colageno quando com-
parado ao terceiro dia apos a indugdo da ferida. Isso porque, apos o dano tecidual, uma grande
quantidade de colageno ¢ clivado e removido. Foma-se entdo um leito de sustentagdo na feri-
da para a migracdo de fibroblastos e retomada na deposi¢do de colageno que ocorre de forma
gradativa. Apos 7 dias de tratamento, todos os grupos, exceto o grupo controle intensificou a

producido de colageno (figura 20 e 21).
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Figura 20. Quantificaciio de colageno total por densidade de area (um) em ldminas coradas com
Picosirius Red. (a) indica diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle (CO), conside-
rando p< 0,05. (*) antes do dia 3 representa diferenga estatistica entre a pele saudavel (ponto inicial) e
terceiro dia apos a ferida. (*) apos o terceiro dia indica diferenga estatistica sobre a sintese de colageno

entre 3 ¢ 7 dias de tratamento.
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7 diasde tratameanto

Figura 21. Fotomicrografias em coloraciio de Picrosirius Red demonstrando a deposiciio de
Colageno total em ferida A primeira imagem (maior) representa um corte histoldgico de uma amos-
tra de pele saudavel. O local delimitado representa a localizagdo onde foi adquirida a captura das ima-

gens ¢ quantificacdo de colageno.
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6.7 Colageno Soltivel

A dosagem de colageno soluvel foi realizada com o método de Picrosirius Red e o resulta-
do ¢ representado na figura 22. A partir dos dados apresentados para colageno soluvel, € pos-
sivel observar que todos os grupos com 3 dias de tratamento de feridas, apresentaram uma
maior propor¢do de colageno soluvel em relagdo a pele saudavel (ponto inicial). No terceiro
dia de tratamento, o grupo ES 4% apresentou maiores valores para colageno soluvel em rela-
¢do ao grupo controle (*) e ES 6% (*). Apds 7 dias de tratamento, o grupo ES 4% manteve o
nivel de colageno soluvel aumentado, maiores que os valores encontrados neste periodo para
o grupo controle (*) e ES 2% (*). Entre os dias 3 e 7 de tratamento, ndo houve um aumento
consideravel de colageno soltivel em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 22. Dosagem de colageno soluvel (a) representa aumento na dosagem de colageno soluvel
quando comparado ao grupo controle, ¢ (b) ¢ (c) quando comparado respectivamente com 0s grupos
ES 2% ¢ ES 6%, considerando p<0,05. (*) representam diferenga estatistica na dosagem de colageno

soliivel entre os tratamentos ¢ a pele saudavel (ponto inicial)

6.8 Colageno 1 e 111

As laminas coradas com Picrosirius Red e utilizadas para a quantificagdo de colageno total,
foram também avaliadas quanto a propor¢do de colageno do tipo I e Il em microscopio com
filtro de polarizagdo. Os resultados para a diferenciagdo destes tipos de colageno estdo de-

monstrados nas figuras 23A, 23 B e 24.
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Figura 23 . (A) quantificaciio de colageno do tipo I em feridas. (B), quantificacio do colageno
do tipo III e feridas. Nao houve diferenga significativa entre o controle e os grupos tratados em ne-

nhum dos tempos avaliados, 3 ¢ 7 dias
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3 dias de tratamento

7 dias de tratamento
Figura 24. Fotomicrografias de pele obtidas com a objetiva de 20 x em filtro de polarizacio em
coloracdo de Picrosirius Red. A primeira imagem demonstra uma fotomicrorafia de ferida com
7 dias de tratamento sobre a objetiva de 10x. E demonstrado o colageno dos tipos I (vermelho) e

III (verde) e sua sobreposicio (amarelo)
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6.9 Pro MMP9 ¢ MMP9

Com 7 dias de tratamento, foi observado um aumento na marcag@o para pro-MMP9 nos
grupos ES 4% (**) e ES 6% (**) quando comparado ao grupo controle (CO) (figura 25).
Houve também aumento na pro MMP9 nos grupos ES 4% (*), ES 6% (*) em relagdo ao grupo
ES 2%, com 7 dias de tratamento. Os grupos ES 4% (*) e ES 6% (*) apresentaram aumento
na marcagao da pro MMP9 entre os dias 3 e 7 de tratamento enquanto ES 2% apresentou uma
redugdo neste periodo (figura 25). Assim com para pro MMP9, a MMP9 foi aumentada nos
grupos ES 4% (*) e ES 6% (*) entre 3 e 7 dias de tratamento. No sétimo dia estes mesmos
grupos, ES 4% (*) e ES 6% (**) apresentaram maior valor para MMP9 quando comparado ao
grupo controle T7. Os valores de MMP9 encontrados nos grupos ES 4% (*) e ES 6% (*)
também foram maior que no grupo tratado com 2 % de M. ilicifolia no sétimo dia de trata-

mento (figura 25).
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Figura 25. (A) Gel de zimografia para atividade da pro MMP9 e MMP9 com 3 de tratamento;
(B) Gel de zimografia para atividade da pro MMP9 ¢ MMP9 com 3 de tratamento; (C) . Densi-

tometria da atividade da Pro MMP9 com 3 e 7 dias de tratamento e (D) Densitometria da ativi-
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dade da MMP9 com 3 e 7dias de tratamento. (a7) representa diferenga estatistica quando compara-
do ao grupo controle de 3 dias ¢ (b7) indica uma diferenga em relagdo a ES 2% tratados por 7 dias
(T7). As barras ¢ (*) representam diferenga estatistica em um mesmo

tratamento entre os dias 3 ¢ 7 dias.

6.10 pro MMP2 e MMP2

A pro MMP 2 e MMP2 foi observada somente em amostras obtidas com 3 dias de tratamen-
to. A pro-MMP2 foi reduzida nos grupos ES 4% (*) e ES 6% (*) quando comparado ao grupo
ES 2%. A redug¢do na MMP-2 foi observada apenas no grupo ES 6% (*) em relacdo a densi-

dade encontrada em ES 2% (figura 26).
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Figura 26. (A) Gel de zimografia para atividade da pro MMP2 e MMP2 com 3 de tratamento ¢
(B) Densitometria sobre a atividade da Pro MMP9 e MMP9 com 3 dias de tratamento. (b*) signi-
fica redugdo na pro-MMP2 quando comparado ao grupo ES 2% ¢ (b#) redugdo na MMP9 quando

comparado ao grupo ES 2%
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7. DISCUSSAO

A cicatrizag@o de feridas envolve um processo complexo que tem como finalidade restau-
rar a integridade estrutural e/ou funcional do tecido danificado (SEIFERT; MADEN, 2014).
Durante o reparo, ocorrem quatro etapas que sdo continuas e complementares: hemostasia,
inflamagdo, proliferagdo e maturacdo (GONCALVES et al, 2010; SEIFERT; MADEN,
2014). Neste estudo, foram utilizados modelos de cicatriza¢do de feridas por segunda intengao
para avaliar o efeito da pomada formulada a partir do extrato etanolico de folhas de M. ilicifo-
lia nos componentes envolvidos no reparo.

Antes que as células inflamatorias se estabelecam no local da ferida, os mastocitos exer-
cem a sua participagdo. Mastocitos sdo células importantes no processo de cicatrizagdo, pois
liberam granulos contendo enzimas, histamina, quimases € outras aminas ativas responsaveis
pelos sinais caracteristicos da inflamag¢do no local danificado (ARNOLD; WEST, 1991). Den-
tre os fatores derivados de mastocitos, as quimases e as aminas ativas contribuem para o au-
mento de neutrédfilos no sitio da lesdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004; OSKERITZI-
AN,2012). Aminas ativas tornam os vasos proximos ao local danificado mais permeavel a
passagem de células mononucleares, como os neutrofilos (DIEGELMANN; EVANS, 2004,
NATHAN, 2006). Em relag@o as quimases, foi observado que a injecdo de indutores de qui-
mase humana conduz a acumulagdo de neutréfilos em tecido cutdneo e, portanto atuam no
recrutamento destas células (OSKERITZIAN,2012).

A atividade de neutréfilos esteve aumentada no terceiro dia de tratamento em feridas em
comparagdo a pele saudavel. No entanto, uma menor atividade de MPO foi observada nos
grupos ES 4% e ES 6% em relagdo ao grupo controle (CO) apos 3 dias. Os grupos ES 4% e
ES 6% que apresentaram aumento na atividade de MPO foram os mesmos que apresentaram
também aumento de mastocitos no mesmo periodo (3 dias). Neste periodo, a redugdo de mas-
tocitos pode estar associada a liberagdo antecipada de quimases e aminas (DIEGELMANN;
EVANS, 2004; OSKERITZIAN,2012) o que poderia promover uma maior atividade de neu-
trofilos na ferida com 7 dias. Em todos os grupos, houve uma redugido de neutrofilos entre os
dias 3 e 7, o que era esperado, ja que o processo inflamatério esta presente, até aproximada-
mente o sexto dia apos a lesio (BROUGHTON et al 2006). Entre o terceiro e sétimo dia, o
numero de mastocitos nos grupos ES 2% e ES 6% ndo foram significativamente reduzidos.
Esta evidencia pode ser devido ao fato de que, estas células desempenham seu papel ndo ape-

nas na etapa inflamatoria, mas também na etapa proliferativa.
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Quimases exercem atividade mitogénica para fibroblastos e com efeito minimo sobre os
queratinocitos, contribuindo assim, principalmente no reparo dérmico (OSKERITZIAN,
2012). Por outro lado, mediante sua atividade profibrogénica (mitogénese de fibroblastos e
sintese de colageno), quando presentes de forma descontrolada, podem também conduzir a
um estado de fibrose e a formagao de cicatriz hipertrofica (DIPIETRO, 2010). Os nossos re-
sultados demonstram que apesar do aumento de mastocitos no grupo ES 4% apos 3 dias de
tratamento, houve redug@o destas células até o sétimo dia. Isso permite com que estas células
exercam a sua atividade de forma moderada e adequada na resolugdo do processo de cicatri-
zacgdo. Além disso, quimases, derivada de mastdcitos também convertem precursores de TGF-
b e MMP-9 para a sua forma ativa fazendo com que a presenca destas células seja fundamen-
tal na degradagdo da MEC e no remodelamento de tecidos (OSKERITZIAN, 2012). A MMP9
¢ uma protease com atividade fundamental na liberagdo de queratinocitos para a migragio e
re-epitelizacdo. Nos grupos ES 4% e ES 6%, o maior conteudo de mastocitos no terceiro dia,
pode estar contribuido na conversdo da pro-MMP9 em MMP9, onde ambas encontraram-se
aumentadas no sétimo dia de tratamento.

A melhora no fechamento nos grupos ES 4% e ES 6% podem ser justificadas pela ativida-
de dos compostos presente em M. ilicifolia. Esta planta apresenta em sua composi¢do, tani-
nos, utilizado na cicatrizagdo de feridas, queimaduras e inflamag¢des na recuperagdo por for-
mar uma camada protetora sobre a mucosa ou a pele, protegendo e favorecendo a recuperagdo
natural do tecido (SANTOS; MELLO, 2004). A presenca de taninos justifica o seu uso popu-
lar como antimicrobiano, anti-inflamatério, cicatrizante, antiulcerogénico (SANTOS; MEL-
LO, 2003). Pistore e colaboradores (2015) foi o tnico trabalho encontrado até o momento,
que avaliou o efeito do tratamento com M. ilicifolia apos 14 dia de tratamento. No entanto,
este estudo, apresentou resultados apenas morfoldgicos. Neste periodo, foi observado aumen-
to de foliculos pilosos e reducdo na espessura da epiderme o que foi associado com uma me-
lhor reorganizacdo das camadas da epiderme retomando os niveis essenciais semelhante ao
encontrado na pele saudavel (PISTORE et al., 2015). Nao ha, até o momento, descri¢des na
literatura sobre o efeito de M. ilicifolia nas etapas iniciais do processo de reparo como descri-
to em nosso trabalho.

Embora a literatura descreva a atividade anti-inflamatoria para M. ilicifolia, ndo ha estu-
dos cientificos sobre a atividade de neutréfilos (MPO) e macrofagos (NAG). A atividade an-
ti-inflamatoria para M. ilicifolia € descrita por outros modelos e analises experimentais, tais
como pela reducdo na formagdo de mediadores pro-inflamatérios como prostaglandinas, leu-

cotrienos, EROs e 6xido nitrico (ROBAK; GRYGLEWSKI, 1996) e pelo método de indugdo
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de carragenina para efeito anti-inflamatério e anti-nociceptivo em modelo induzido por inje-
¢do de solucdo de formaldeido (JORGE et al.,2004).

A pomada formulada a partir de 4% do extrato de M. ilicifolia pode ser considerada anti-
inflamatoria, pois reduziu em primeiro instante, apos 3 dias os niveis de neutrofilos e macro-
fagos em comparag@o ao grupo controle e ES 2%. O grupo ES 6% foi capaz de reduzir a ati-
vidade de neutrofilos em relagdo ao controle, embora ndo tenha apresentado uma redugdo
sobre a atividade de macrofagos quando comparado ao controle (CO) no terceiro dia. Este
resultado ¢ interessante, uma vez que temos no grupo ES 6% uma menor atividade de neutro-
filos em 3 dias acompanhado de niveis adequados de macrofagos. Por outro lado, a redugéo
observada no terceiro dia para o grupo ES 4% pode ser justificado pela migragio tardia ou
acelerado destas células, uma vez que a migragdo macrofagos para a ferida se faz entre 48-72,
quando tem inicio a fagocitose de neutrofilos (HESS, 2000; MESZAROS; REICHNER; AL-
BINA, 2000; HART, 2002). Além da fagocitose de neutrofilos, os macrofagos também libe-
ram fatores fundamentais para as proximas etapas do reparo, principalmente a etapa prolifera-
tiva, por liberarem fatores de crescimento como EGF, FGF, PDGF, TGF-a ¢ VEGF (KIER-
ZENBAUM, 2004).

A redugdo de neutrofilos e macrofagos no local da ferida indica o fim da etapa inflamatoria
e o inicio da fase proliferativa (DIEGELMANN; EVANS, 2004). A etapa de proliferagdo ¢
caracterizada por diversas atividades, incluindo a migrag@o de fibroblastos, sintese de colage-
no, angiogénese e formacdo do tecido de granulagdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004; VEL-
NAR et al., 2009). As MMPs 2 e 9 desempenham um papel fundamental nesta etapa.O au-
mento da pro MMP-9 e MMP9 no sétimo dia de tratamento, nos grupos ES 4% e ES 6% po-
dem contribuir para o melhor processo de re-epitelizagdo. Uma vez que o processo de migra-
¢do de queratinocito (etapa de proliferagdo) necessita da liberagdo dos hemidesmossomos de
queratinocitos epidérmicos basais que € promovido pelas MMPs. Este rompimento ocasiona
a separacdo destas células com a membrana basal e permite a migragdo através da matriz da
ferida (LARJAVA et al., 1996; HAKKINEN; UITTO; LARJAVA, 2000). Sobre suas locali-
zagdes, MMP-2 ¢ caracteristica da etapa inflamatoria e o aumento da sua expressdo ¢ locali-
zado no preenchimento da ferida neste periodo (CALEY et al., 2015). Por este motivo, foi
observada apenas em amostras obtidas apds 3 dias de tratamento. Enquanto, a MMP-9 por ser
umas das MMPs mais importantes no processo de re-epitelizagdo, ¢ expressa nas bordas de
contato dos queratindcitos migradores durante o fechamento da ferida. A importancia da
MMP-9 na cicatrizagdo de feridas € ainda reforcada pela observagdo de que animais knockout

para MMPO exibem um fechamento de ferida retardado (HATTORI et al., 2009).
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A angiogénese, assim como a re-epitelizagdo ¢ um processo caracteristico da etapa prolife-
rativa e garante um passo critico na regeneragdo de tecidos. Tanto a MMP-2 como a MMP-9
desempenham um papel na regulagdo da angiogénese através da ativag@o de citocinas proan-
giogénicas, incluindo TNF-a e VEGF e geracdo de péptidos antiangiogénicos (por exemplo,
endostatina do colagénio do tipo XVII, expressa na membrana basal) (KATO et al., 2001,
HELJASVAARA et al., 2005). Apesar de ser essencial para o reparo, como re-epitelizagdo,
angiogénese e remodelamento, o aumento de MMPs ou inflamag¢do podem conduzir a cronifi-
cagdo da feridas e resultar na incapacidade de remodelamento final (CALEY et al., 2015).

A angiogénese ocorre na etapa proliferativa que tem inicio aproximadamente no quarto
dia apos a ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). O grupo ES 4% apresentou
aumento no conteudo de hemoglobina no terceiro dia, que foi reduzida entre o dias 3 e 7 de
tratamento. No sétimo dia, todos os tratamentos ES 2%, ES 4% e ES 6% apresentaram uma
reducdo no contetdo de hemoglobina. Este resultado sugere que, o processo proliferativo pos-
sa ter iniciado recentemente no grupo ES 4% e que nos demais grupos, o aumento do conteu-
do possa ter estado presente entre os dias avaliados 3 e 7 dias (periodo ndo avaliado), pois no
sétimo ja estariam reduzidos, o que € caracteristico da fase tardia da etapa proliferativa
(NAUTA; GURTNER; LONGAKER 2011).

No evento de fibroplasia, os fibroblastos, células fundamentais para o processo, sdo forma-
das principalmente de células mesenquimais nio diferenciadas, residentes na derme, que, sob
a influéncia de citocinas e fatores de crescimento, liberadas de plaquetas, neutrofilos e macro-
fagos, sofre uma transformag@o em fibroblastos (SORRELL; CAPLAN, 2004, GUQO; DIPIE-
TRO, 2010; LI; WANG, 2011). Os fibroblastos s3o as células com maior contribui¢do na sin-
tese dos elementos da MEC (colageno, fibronectina, GAGs, proteoglicanos e acido hialuroni-
co). A formagdo da MEC ¢ um passo importante, pois fornece um andaime para a adesdo ce-
lular e regula e organiza criticamente o crescimento, movimento e diferenciagdo das células
(ECKES; NISCHT, KRIEG, 2010; BARKER, 2011). O movimento e diferenciacdo celular
estdo relacionados com a estimulacdo da adesdo e migracdo das células durante o processo de
cicatrizagdo, assim como com a mediagdo das interagles entre as c€lulas, entre as células e a
matriz, ou entre as proteinas da MEC (RAMAN; SASISEKHARAM, 2005; AGREN; WER-
TH’EN, 2007; SHULTZ; WYSOCKI, 2009; SHULTZ et al., 2011). O conteudo de colageno
no tecido de granulagdo aumenta até a terceira semana, a partir do momento em que a ferida
apareceu, o que ¢ acompanhado por uma redugdo gradual da quantidade de fibroblastos até o
momento em que desaparecem no processo de apoptose (HINZ, 2007). Os componentes da

MEC servem também como um reservatorio e um modulador de citocinas e agdo dos fatores
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de crescimento, regulando assim a atividade do reparo de ferida (RAGHOW, 1994; TAKE-
HARA, 2000; DIEGELMANN; EVANS, 2004;: BROUGHTON: JANIS; ATTINGER, 2006:
BARRIENTOS et al., 2008). O aumento do colageno depositado na MEC foi observado nos
grupos ES 2%,4% e 6% em relagdo ao controle ap6s 7 dias de tratamento, o que proporciona
integridade e resisténcia a este tecido. Além de contribuir para uma melhora migracgdo celular
que desempenha papel essencial especialmente nas fases proliferativa e de remodelacdo a fim
de restabelecer o tecido danificado (GREENHALGH, 1998; BAUM; ARPEY, 2005).

Ap6s a proliferagdo, ocorre a etapa de remodelamento que tem inicio apos 7 dia da ferida.
Nesta etapa, ocorre a mudanga do colageno constituinte e a sua disposi¢do que passa a ser
mais orientada. O colageno tipo III, inicialmente mais abundante que o tipo I, vai sendo de-
gradado mais ativamente com o decorrer do tempo, enquanto que o colageno I vai tendo sua
producdo aumentada pelos fibroblastos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; ISAAC
et al., 2010) O colageno tipo I também ¢ vital durante o periodo de maturagdo (BROUGH-
TON; JANIS; ATTINGER, 2006). No entanto, como o processo de remodelacdo ocorre apos
o sétimo dia, até o sétimo dia, ndo foi possivel observar uma diferenga na deposi¢do do cola-

geno 1 e 11l na avaliagdo por polarizagido.

8. CONCLUSAO

A pomada formulada a partir das concentragdes de 4% e 6% do extrato etanolico de folhas
de M. ilicifolia foram mais eficientes na otimizag@o do reparo em feridas cutdneas. Estas con-
centragdes apresentaram um efeito anti-inflamatério, reduzindo a atividade principalmente de
neutrofilos, sendo ES 4% capaz de reduzir também a atividade de macréfagos, ambos apos 3
dias. Diante de todos os resultados, podemos destacar que, embora todas as concentragdes
tenham sido eficientes em promover um maior fechamento sobre as feridas, ES 4% pode ser
considerado a dose mais promissora. O processo de angiogénese pode ter sido acelerado no
grupo ES 4%, ja que este apresentou, apos 3 dias um aumento na dosagem de hemoglobina,
sendo posteriormente reduzido. Todos os tratamentos aumentaram também a deposi¢do de
colageno, importante para a reconstru¢io da estrutura da derme e migracdo de células essen-
ciais para o restabelecimento do tecido danificado. O aumento de MMP9 nos grupos ES 4% e
ES 6% podem estar associados a um avango no sentido da etapa proliferativa, uma vez que
sdo fundamentais para o processo de queratiniza¢do importantes para o fechamento da cama-

da epidérmica.
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FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido de 03 de junho de 2016.
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