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RESUMO

CASAO, Thalia Del Rosario Loyo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2018. Avaliagao da atividade cicatrizante de pomada a base de extrato de
Croton urucurana Baill. em camundongos knockout IL-10. Orientador: Jodo Paulo
Viana Leite.

Croton urucurana, conhecida como “sangue de dragdo” é utilizada na medicina
popular como anti-inflamatoria e cicatrizante. A composi¢ao quimica de C. urucurana
representa uma fonte de estudos farmacologicos. O objetivo do presente estudo foi
analisar o perfil fitoquimico e atividade cicatrizante do extrato etandlico das cascas de
C. urucurana (ECU) em camundongos Knockout IL-10. Analises por FIA-ESI-IT-MS"
foram realizadas para esclarecer a composicdo quimica de ECU. O extrato foi
empregado na preparagdo das pomadas nas concentragdes de 5% e 10%. Para
avaliacao da atividade cicatrizante foram utilizados camundongos Knockout IL-10
(n=60), e para o controle camundongos selvagens C57 (n=12) divididos em 6 grupos.
Camundongos knouckout IL10: SAL (salina 0,9%), BAS (polietilenoglicol), SS
(sulfadiazina de prata 1%), CR1 (pomada de ECU 5%), CR2 (pomada de ECU 10%);
e camundongos selvagens C57: SALC57 (Salina 0,9%). A area e a taxa de contragéo
da ferida foram calculadas nos dias 0° 7° e 14° do tratamento. Apds a ferida,
fragmentos da pele foram utilizados para analises histopatoldgicas e de citocinas nos
perfis de resposta Th1, Th2 e Th17. Os animais que receberam a aplicagao tépica da
pomada a base de extrato etandlico das cascas de C. urucurana (ECU), num efeito
dose-resposta estimulou a cicatrizagdo em camundongos knockout IL-10. Pomada de
ECU nas concentragdes de 5% e 10% especialmente 5% apresentaram maior taxa de
fechamento da ferida, maior quantidade de células (fibroblastos), mastocitos, vasos
sanguineos e deposigdo de colageno tipo Ill e . Além de isso, demonstraram um
aumento de citocinas no perfil de resposta Th1 (IL-2, IFN-y) e Th2 (IL-4) no dia 7° do
tratamento. Compostos polifendlicos como as proantocianidinas presentes em ECU
podem ser responsaveis pela atividade farmacologica e o mecanismo de agao no

processo da cicatrizagao.
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ABSTRACT

CASAO, Thalia Del Rosario Loyo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Evaluation of the cicatrizant activity of ointment from Croton urucurana
Baill. extracts in the knockout IL-10 mice. Adviser: Jodo Paulo Viana Leite.

Croton urucurana (Euphorbiaceae), known as "dragon’s blood" is used in folk medicine
as anti-inflammatory and healing. The chemical composition of C. urucurana
represents a source of pharmacological studies. The objective of the present study
was to analyze the phytochemical profile and cicatrizant activity of C. urucurana
shellfish extract (ECU) in IL-10 Knockout mice. Analyzes by FIA-ESI-IT-MSn were
performed to clarify the chemical composition of the ECU extract. The extract was used
in the preparation of ointments at concentrations of 5% and 10%. Knockout IL-10 mice
(n = 60) and wild-type C57 mice (n = 12) were divided into 6 groups: IL-10 knouckout
mice: SAL (saline 0.9%), BAS (polyethyleneglycol), SS (1% silver sulfadiazine), CR1
(5% ECU ointment), CR2 (10% ECU ointment); and wild-type C57 mice: SALC57
(Saline 0.9%). The area and rate of wound contraction (10 mm) were calculated on
days 0, 7 and 14 of the treatment. After the wound, skin fragments were used for
histopathological and cytokine analyzes in the Th1, Th2 and Th17 response profiles.
Animals that received topical application of ethanolic extract ointment from C.
urucurana shells (ECU) in a dose-response effect stimulated healing in IL-10 Knockout
mice. Ointment of ECU at concentrations of 5% and 10% especially 5% had a higher
rate of wound closure, a greater number of cells (fibroblasts), mast cells, blood vessels
and deposition of collagens type Il and I. In addition, they demonstrated an increase
in cytokines in the Th1 response profile (IL-2, IFN-y) and Th2 (IL-4) on day 7 of the
treatment. Polyphenolic compounds such as proanthocyanidins present in ECU may
be responsible for the pharmacological activity and mechanism of action in the healing

process.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais desempenham um papel altamente significativo no
desenvolvimento de novos medicamentos (UMAIR et al., 2017). Nos ultimos tempos,
as praticas tradicionais de espécies vegetais tém desviado a atencdo dos
pesquisadores, pois varias substancias encontradas nas plantas tém sido utilizadas
em estudos farmacoldégicos fisioldgicos e bioquimicos (RATES, 2001; UMAIR et al.,
2017). Consequentemente, o conhecimento sobre o uso de plantas medicinais
simbolize um relevante recurso terapéutico para muitas comunidades rurais e grupos
étnicos (MACIEL et al., 2002).

O potencial etnofarmacolégico das areas de Mata Atlantica € uma variavel
econdmica significativa para o desenvolvimento local, e o conhecimento tradicional
associado ao cientifico, tém permitido avaliar a eficacia das plantas medicinais
utilizadas popularmente (GOMEZ et al., 2016). Além disso, para a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos vigente no Brasil, as plantas medicinais devem
ser usadas de forma segura e eficaz seguindo as normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para produtos fitoterapicos. Assim, as plantas
medicinais e fitoterapicos devem contribuir para a acessibilidade aos medicamentos
pela populagado, para o desenvolvimento industrial e tecnoldgico, como também para
0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira, valorizacdo e preservacdo do
conhecimento cultural (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Diversas plantas ditas como
medicinais tém sido utilizadas pela populacdo. No entanto, poucas sao estudadas
cientificamente para averiguar sua agéao farmacoldgica (NEWMAN, 2016). A quimica
do género Croton, da familia Euphorbiaceae, € consideravelmente diversa, fato que
qualifica o grupo como altamente promissor para estudos de prospecgao de
substancias naturais farmacologicamente ativas, sendo por este motivo, alvo de
pesquisas tanto em estudos fitoquimicos como para testes de suas atividades
biolégicas (RANDAU et al., 2004; AGUIAR et al., 2013). A espécie Croton urucurana
Baill, conhecida popularmente como “sangra d’agua” ou “sangue de dragao” devido a
cor de seu latex, € uma arvore do género Croton, que tém sido empregadas na
medicina tradicional e em aplicagdes artisticas (GUPTA et al., 2008; VIEIRA et al.,
2017). Muitos efeitos farmacoldgicos de sangue de dragdo foram descritos na
literatura, dentre estes efeitos estdo a atividade cicatrizante, antidiarréica, anti-



inflamatoria e antibacteriana (GURGUEL et al., 2001). Estas atividades biolégicas
foram demonstradas pelos componentes quimicos isolados do latex, compdstos
fendlicos como as proantocianidinas (catequina e galocaquequina), alcaloides e
diterpenos (CHEN et al., 1994; SALATINO et al., 2007). A maioria dos estudos sobre
a constituicdo quimica das espécies Croton refere-se as folhas, cascas e latex da
planta (SALATINO et al., 2007). Considerando tais evidéncias, Croton urucurana
surge como uma fonte de principios ativos para desenvolver novos medicamentos
fitoterapicos de uso tépico para melhoria do processo de reparo tecidual (LOPES, et
al., 2006; ALVES et al., 2008,).

Muitos esforgos tém sido aplicados para avaliar o processo de cicatrizacao das
feridas, além da compreensao da fisiologia (VELNAR et al., 2009). O processo de
reparo tecidual é complexo e compreende alteragbes vasculares, celulares e
bioquimicos que interagem para que ocorra uma reconstituicdo tecidual completa
(ANDRADE et al., 2014). Diferentes fases foram divididas didaticamente: homeostase,
inflamacao, proliferagao e remodelacado (LANIA et al., 2017). A fase conhecida como
inflamacdo é acompanhada por substancias chamadas de citocinas que podem
aumentar (pro-inflamatorias) ou atenuar (anti-inflamataorias) a resposta inflamatoria no
processo de reparo (OLIVEIRA et al., 2011; DEMIDOVA-RICE et al., 2012). Incluindo
Interleucina IL-1 (a e B) e IL-2, assim como também IFN-y e TNF-a envolvidas na
mediacao de respostas fisioldgicas a lesdes, infecgdes e inflamacao (ROBSON et al.,
2016; SLYEPCHENKO et al., 2016). As citocinas anti-inflamatoérias como IL-4, IL-10 e
IL-13, tipicamente, se opdem aos efeitos das citocinas pré-inflamatérias anteriormente
descritas como a IL-2 e TNF (SLYEPCHENKO et al., 2016). Assim, o sucesso desta
resposta inmunologica esta diretamente associada no processo da cicatrizagao
(TANG et al., 2014).

Porém, o objetivo deste estudo sera avaliar o processo cicatricial na pele de
camundongos knockout para IL-10 tratados com uso tépico de pomada a base de
extrato etandlico das cascas de C. urucurana monitorando a agao de marcadores
celulares, morfologicos e imunoldgicos in vivo. Além de determinar compostos ativos

responsaveis pela atividade cicatrizante da planta.



1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 A FAMILIA Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae apresenta diferentes formas de vida, podendo ser
encontradas em arvores, arbustos, plantas perenes e anuais (WEBSTER, 2014). Esta
familia de angiosperma, distribuida principalmente na regido dos tropicos, estédo
agrupadas em 5 subfamilias: Phyllanthoideae, Oldifieldioideae, Acalyphoideae,
Euphorbioideae e Crotonoideae, contendo mais de 9 mil espécies (WEBSTER, 1994,
MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2017). Os géneros mais representativos sao
Euphorbia (1.500 espécies), Croton (1.300 espécies) e Phyllanthus (400 espécies).
No Brasil, estima-se a ocorréncia de 1.100 espécies de Euphorbiaceae distribuidas
em 72 géneros. A regiao Nordeste apresenta cerca de 50 géneros com 240 espécies,
distribuidos em diferentes tipos de vegetagao, sendo a maioria nas areas da Caatinga
(OLIVEIRA, 2013).

A distribuicdo mundial desta familia expde as espécies a diferentes condigoes
ambientais, favorecendo a produgcdo de uma grande variedade de metabdlitos
secundarios (GOBBO-NETO; 2007). Alguns desses metabdlitos apresentam
propriedades antitumoral, antibacteriana e anti-inflamatoria (WANG et al., 2011).
Como exemplo disso tém representantes de géneros da subfamilia Crotonoideae,
como Aleurites, Croton e Jatropha, que apresentam uma grande variedade de
diterpenos, alcaloides e taninos que sdao comuns em Euphorbiaceae (WEBSTER,
2014). Dessa forma, varias espécies desta familia sdo empregadas na medicina
tradicional ou no tratamento de cancer (SALATINO et al., 2007). Possui destacada
importancia econémica entre as Angiospermas, tendo como principais produtos a
borracha e alguns oOleos empregados mundialmente. Na alimentacdo humana a
mandioca (Manihot esculenta), que apresenta uma importante fonte de carboidratos.
Na medicina popular o “6leo-de-ricino”, extraido das sementes da mamona (Ricinus
communis) que é utilizado como laxante (ORLANDINI e LIMA, 2014).



1.1.2 GENERO Croton

Da familia Euphorbiaceae, o Croton € um dois maiores géneros, com cerca de
1.300 espécies distribuidas pelo planeta (SIMIONATTO et al., 2007). E representado
por arvores, arbustos e ervas difundidos em zonas tropicais e subtropicais ocorrendo
predominantemente nas Ameéricas, sendo algumas espécies também presentes na
Africa, Asia e Oceania (GOVAERTS et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2008;) (Figura 1).
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Figura 1. Relato de incidéncia do género Croton no planeta (MISSOURI
BOTANICAL GARDEN, 2017)

No Brasil, o género Croton é geralmente encontrado nos estados do Rio Grande
do Sul, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e também na Bahia,
vegetando em diferentes tipos de biomas como Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal,
Amazoénia e Caatinga. Em relagao as espécies de Euphorbiaceae nativas do Brasil,
tém maior numero de representantes, com total de 350 espécies, distribuidas em 29
secoes (LORENZI e MATOS, 2002; BERRY et al., 2005). Neste contexto, a Mata
Atlantica apresenta diferentes grupos vegetais ainda pouco estudados, dentre os
quais figura o género Croton (ARRAIS et al., 2014).

Varias espécies do género Croton conhecidas como “sangue de dragao” ou
“sangre de grado” que produzem latex vermelho (MILLER et al., 2000), foram
utilizadas pelas culturas indigenas para o tratamento de feridas infectadas e para
acelerar a cicatrizacao (RISCO et al., 2005). Além disso, varias outras propriedades



terapéuticas do “sangue do dragao” foram relatas (GUPTA et al., 2008), encontram se

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 Especies de Croton spp. conhecidas como “sangue de dragao”.

Nome cientifico Ocorréncia Bioatividades Referéncias
C. draconoides Mull. Bolivia, Brasil, Tratamento de Piacente et al. (1998)
Arg. Guiana Francesa, cancer
Peru.
C. erythrochilus Mull. Peru Cicatrizante Pieters et al. (1993)
Arg
C. ferrugineus Colémbia Cicatrizante Ubillas et al. (1994)
Kunth.
C. gossypiifolius Brasil, Colébmbia, Adstringente, Morton (1975)
Vahl. México, Venezuela antibacteriano
C. lechleri Mull. Arg. Bolivia, Brasil, Anti-inflamatéria, Pieters et al. (1993)
Coldmbia, Equador, cicatrizante Chen et al. (1994)
Peru.
C. palagnostigma Bolivia, Brasil, Antibacteriano, Miller (1999)

Klotsch. Guiana Francesa,

Guyana Peru,

anti-inflamatoria,

cicatrizante

Salatino et al. (2007)

Venezuela.
C. panamensis Mull. Diurético, Hirschhorn (1982)
Arg. . antibacteriano, Kostova (1999)
México.
Antipsicoticos
C. salutaris Casar. Brasil Antibacteriano, Salatino et al. (2007)

anti-inflamatoria

Itokawa et al. (1991)

C. sordidus Benth. Colbmbia, Equador, Antiviral Ubillas et al. (1994)
Peru.
C. urucurana Baill. Bolivia, Brasil, Atividade Peres et al. (1997)
Paraguai antibacteriana

Belize, Costa Rica,
El Salvador,
Guatemala,

Honduras, México,
Nicaragua,

Panama.

C. xalapensis H.B.K.

Ansiolitico

Arevalo et al. (2009)

Adaptado de Gupta et al. (2008); Missouri botanical garden, (2017)

Nas ultimas trés décadas diversas espécies de Croton vém sendo estudadas do

ponto de vista quimico e farmacolégico (AGUIAR et al., 2014). Estudos realizados com
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espécies de Croton tém revelado varios constituintes quimicos como terpendides,
flavonoides e alcaloides, bem como diferentes atividades farmacologicas associadas
a estes constituintes (PALMEIRA JUNIOR et al., 2006). Dentre as substancias
quimicas citadas, destacam-se os terpendides que possuem diversas propriedades
farmacologicas, como antisséptica, anti-inflamatoria, antiespasmadica, antipirética,
expectorante, hipoglicemiante, repelente, anestésica, entre outras (PASSOS et al.,
2009).

Em um estudo sobre edema em ratos, Perdue et al. (1979) relataram, pela
primeira vez, a atividade anti-inflamatéria devido a taspina um alcaldide isolada do
latex de Croton spp. Alcaldides ndo sdao muito comuns em Euphorbiaceae, mas em
algumas espécies de Croton sao notaveis (SALATINO et al., 2007).

Outros compostos que tém assumido papel de destaque nas pesquisas em
produtos naturais sdo os Oleos essenciais. Das espécies de C. zenhtneri e C.
nepetaefoliu o composto fenilpropanoide estragol encontra-se como constituinte
majoritario, sendo responsavel pela atividade antimicrobiana destas plantas (AGUIAR
et al.,, 2014). Estudos anteriores tém relatado os efeitos, antiulcerogénicos,
antidiabéticos e antibacterianos do C. campestris, popularmente conhecido como
"velame-do-campo". Os principais constituintes do 6leo essencial das folhas dessa
espécie sao B-cariofileno e biciclogermacreno que é um sesquiterpeno encontrado em
muitos 6leos essenciais que apresentam atividade antibacteriana (ALMEIDA et al.,
2012).

Outra espécie com potencial terapéutico e notavel importancia econémica deste
género C. cajucara. Esta planta é nativa da regiao amazdnica no norte do Brasil e
popularmente conhecida como “sacaca”, que na lingua dos indios Tupi significa
"bruxaria”. A casca do seu caule é popularmente utilizada para tratar varias doengas
infecciosas causadas por parasitas protozoarios do género Leishmania (MACIEL et
al., 2006; LIMA et al., 2015).

Porém, diversas aplicagbes tém sido descritas para este género, com
destaque no potencial farmacolégico dos componentes isolados das espécies, tendo-

se em vista a diversidade de uso na medicina popular tradicional (GUPTA et al., 2008).



1.1.3 Croton urucurana BAILL

Arvores de C. urucurana podem atingir de 6 a 8 metros de altura, copa aberta e
tronco claro com até 20 cm de didmetro, suas folhas tém a forma de um coracao
(LORENZI e MATOS, 2002) Quando seu tronco ou casca séo cortados ou feridos
libera uma seiva (latex) cor vermelho-sangue, pelo qual € conhecida popularmente

como “sangue de drag&o” ou “sangra d’agua”.

Figura 2. Arvore de Croton urucurana no local da coleta Serra do Brigadeiro, Minas Gerais, Brasil (A)
Latex vermelho sangue (B).

Esta espécie é comumente encontrada no Paraguai, no norte da Argentina, nas
regides sul e centro-oeste brasileiro e no Uruguai (LORENZI, 1992; BABIERI et al.,
2014). C. urucurana produz anualmente grande quantidade de sementes viaveis,
caracterizando uma espécie com uma grande fonte de disseminacéo, sendo propicia
para plantio com a finalidade de revegetar uma area degradada (LORENZI, 2008). E
notoriamente apreciada na medicina popular onde emprega suas propriedades para
o tratamento de canceres, reumatismos, feridas, diarreia, infeccoes e uma série de
patologias (GURGEL et al., 2001).

A partir do extrato metandlico das cascas de C.urucurana estudos
demonstraram a presenga de compostos como acido acetilaleuritélico, catequinas,
sonderianina, além dos esterdides [3-sitosterol, estigmasterol e campesterol (PERES
et al., 1997). Num estudo fitoquimico do latex da C. urucurana revelou a presenga de

saponinas, esterdides, taninos pirogalicos, taninos catéquicos, catequinas, flavonais,



flavonas e alcaloides, dentre os quais foi identificada a taspina (GURGEL, 2000)
(Figura 3). Também foi encontrado do latex, agucares como a fucose, arabinose e
galactose. (MILO et al., 2002).

-
H o
Acido acetil aleuritdlico (AAA) 3-sitosterol Estigmasterol
,CHs
HiCO N, OH
HO N 0N ol
/
0 | OH
OCHy QK
Campesterol Taspina Catequina

Figura 3. Compostos identificados em Croton urucurana. Adaptado de Cordeiro et al. (2016)

O extrato das cascas de C.urucurana apresentou atividade gastroprotetora em
ratos sem causar toxidade (CORDEIRO et al., 2012). Também foi identificado um
potente efeito inibitdrio da diarreia induzida pelo dleo de ricino em ratas (GURGEL et
al., 2002). Além disto, foi demonstrada a atividade antifungica do latex de C. urucurana
frente a fungos causadores de micose da pele, como os dermatéfitos Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum canis e Epidermophyton
floccossum (GURGEL et al., 2005).

Ratos machos pré-tratados com o latex liofilizado de C.urucurana (200 a 400
mg/kg) e posteriormente diluido em agua destilada, foram posteriormente examinados
em relagao a frequéncia de locomogao em campo aberto e em testes do tempo de

sono induzido por pentobarbital. Foi evidenciado que o extrato ndo exerce um efeito



sedativo e nem causa deficiéncias motoras, apresentando um potencial de toxicidade

baixo, associada a disturbios gastrointestinais (RAO et al., 2007).

1.1.4 Croton urucurana NA MEDICINA POPULAR

O uso de plantas medicinais tém demonstrado que elas fazem parte da evolugao
humana e foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelas comunidades e
grupos étnicos (GINDRI et al.,, 2013). As antigas civilizagbes tém suas préprias
referéncias historicas acerca das plantas medicinais (SILVA et al., 2006). Casca,
folhas, raizes e sementes foram utilizadas no tratamento de uma série de males, tais
como diabetes, colesterol alto, problemas gastrointestinais, reumatismo, diarreia,
obesidade e inflamagao (SALATINO et al., 2007). A partir destes relatos, a ciéncia
realiza pesquisas, os quais abordam o conhecimento da medicina popular pelo
levantamento em comunidades tradicionais com relagao ao uso de plantas, pelo qual
subsidia a realizacao de pesquisas farmacoldgicas e fitoquimicas (AMOROSO, 1996).

C. urucurana é uma espécie arborea popularmente utilizada para cicatrizagao de
feridas, no combate da inflamagéo e como analgésico (CORDEIRO et al., 2016). Ficou
popularmente conhecida por possuir na casca uma resina vermelha empregada por
indigenas e raizeros (GUPTA et al., 2008). Preparac¢des de C.urucurana sao usadas
popularmente na forma oral ou toépica. No primeiro caso sdo usadas contra a
disenteria, tratamento de cancer, reumatismo, dor, lesdes, ulceras e diarreia (RAO et
al., 2007). Da mesma forma, preparagdes de chas e infusdes com espécies de Crofon
sao aplicadas no tratamento de tumor, epilepsia, malaria, tuberculose e em uma série
de sintomas gastrointestinais (ABREU et al., 2001; PALMEIRA JUNIOR et al., 2006).
Informagdes obtidas da medicina popular sdo um aspecto muito importante a ser
considerado quando se procura obter substancias ativas em uma planta. Assim, a
espécie C. urucurana pode representar grande importancia na elaboragdo de
medicamentos fitoterapicos (GURGEL et al., 2001; GINDRI et al., 2013; MACHADO
et al., 2015).
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1.1.5 PELE

A pele é o maior 6rgado do corpo humano e sua principal fungao é servir como
uma barreira protetora contra o ambiente externo e perda de agua excessiva (TANG
et al., 2014). E composta por uma camada epitelial superficial chamada epiderme e
uma camada mais profunda de tecido conjuntivo chamado derme (PLOCHOCKI et al.,
2017). A epiderme é constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
As células mais abundantes nesse epitélio sdo os queratindcitos, também
melandcitos, células de Langerhans e as de Merkel (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013). Além disso, é constituida em cinco camadas ou estratos. A partir da camada
mais interna para a superficie encontram-se: o estrato basal, o estrato espinhoso, o
estrato granuloso, o estrato lucido e o estrato cérneo (GUIRRO e GUIRRO, 2004;
ROCHA, 2009). Estes estratos intimamente unidos uns aos outros, fornecem a
barreira epidérmica em resposta a lesdes, importante para evitar infecgdes e feridas
cronicas (GUIRRO & GUIRRO, 2004; ROUPE et al., 2014).

Para sustentar dar forga e elasticidade a pele a derme, localizada logo abaixo da
epiderme, composta de tecido conjuntivo constituida principalmente por fibrilas de
colageno, proteoglicanos e microfibrilas (TAKEHANA et al., 2014). Suas interagdes
celulares sdo complexas com diferentes origens e fungdes. Algumas células desse
tecido, como os fibroblastos, originam-se localmente a partir de uma célula
mesenquimal indiferenciada, que permanecem toda sua vida no tecido conjuntivo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). E rica em diferentes estruturas: vasos sanguineos
que transportam oxigénio e nutrientes, foliculos pilossebaceos, glandulas sudoriparas
e terminagdes nervosas (SAMPAIO, 2008). A derme pode ser dividida em camada
papilar, mais externa, e camada reticular, mais interna(JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013). A combinagcao da derme com a epiderme transforma a pele em um efetivo
obstaculo contra invasao microbiana, desidratacdo e agressdes quimicas, osmaticas,
mecanicas, térmicas e foticas. A epiderme e a derme formam uma dupla capsula ao
longo de todo o organismo. Isso impede tanto a entrada de agressdes do ambiente

como perdas de substancias vitais (SOUZA, 2010).
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1.1.6 CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS

Uma ferida pode ser definida como uma interrupcdo da continuidade tecidual e
funcional de uma estrutura. Assim, a cicatrizacdo de feridas € uma sucessio de
eventos bioquimicos e celulares que visam restaurar a integridade estrutural e
funcional do tecido ferido (FRONZA et al., 2014). O processo de reparagéo da ferida
pode ser dividido em quatro fases: hemostasia, inflamacao, proliferagao (formacao de
tecido de granulacao) e remodelagao tecidual (LANIA et al., 2017). A primeira fase é
conhecida como hemostasia que acontece imediatamente apds o aparecimento da
lesdo e apresenta como principais caracteristicas: a constricdo vascular,
desgranulag&o do tecido e a formagéo de fibrina (GUO e DIPIETRO, 2010). O objetivo
desta fase é evitar a perda de sangue pela produgao do tampao plaquetario (TANG et
al., 2014). Apods evitar o extravasamento de sangue, € iniciada quase
simultaneamente a fase inflamatéria caracterizada pela migracdo de neutréfilos e
linfocitos e, além disso, mondcitos véao infiltrar o tecido conjuntivo até diferenciar em
macrofagos (XING et al., 2015), que posteriormente vao atuar nas diferentes fases do
processo de reparo por meio da liberagao de citocinas e fatores de crescimento (HSU
e MUSTOE, 2010). Nesta fase as citocinas pro-inflamatérias como Interleucinas (IL)
IL-1, IL-6, IL-8 e TNF (fator de necrose tumoral), e as anti-inflamatérias como IL-4, IL-
10, IL-13 e FTC-B (fator transformador de crescimento B) (OLIVEIRA et al., 2011),
serao necessarios para conduzir uma resposta efetiva nos locais de infeccao e lesao,
favorecendo a cicatrizagao apropriada da ferida (RAM et al., 2015). Moléculas como
TGF-B (Fator de crescimento transformante beta), atuam ativando a expressao de
outros fatores de crescimento como VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular)
(PARK et al., 2014), que mediarao processos de migracao, proliferacdo de
queratindcitos e diferenciagao celular, atuardo como potentes fatores angiogénicos
(RAM et al., 2015).

A angiogénese ocorre no inicio da fase proliferativa, e € sucedida pela migragéo
das células mesenquimais hematopoiéticas e é regulado por fatores como SDF-1 a
(fator 1 derivado de células estromais), encarregados de mediar atividade das
integrinas e estimular a formagao de novos vasos (RAM et al., 2015). Nesta fase do
processo cicatricial, ocorre a proliferacdo de células do tecido que sao responsaveis
pela regeneragcdo da pele e, neste momento a reepitelizagdo e a sintese dos
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componentes da matriz como colagenos, glicosaminoglicanos e proteoglicanos sao
fundamentais. Todo este processo requer um alto custo energético dependente de
ATP (BRANCO-NETO et al., 2006; GONCALVES et al., 2014). Na fase proliferativa é
importante a atuacao de ferro (Fe), vitamina C e arginina como cofatores da sintese
de colageno, além de outros fatores como a glutamina e aminoacidos do plasma que
atuam estimulando a proliferagao de fibroblastos e células endoteliais (GAINZA et al.,
2015). Todos esses eventos sao necessarios para a formacédo de tecido de
granulagao, ao mesmo tempo em que favorecem a epitelizagdo (DEMIDOVARICE et
al., 2012).

A fase final da cicatrizacdo de feridas conhecida como remodelacdo, é
responsavel pelo desenvolvimento do novo epitélio e formagao final do tecido
cicatricial (VELNAR et al., 2009). Nesta fase ocorre diminui¢do do numero de capilares
e células especialmente fibroblastos, substituicdo de colageno do tipo Il por colageno
do tipo | aumentando assim, a forga de tensdo da matriz (GUO e DIPIETRO, 2010;
RAM et al., 2015). Outras enzimas como as Metaloproteinases (MMPs), também
desempenham importante papel neste processo, atuando na degradacdo da matriz
extracelular (MEC) e promovendo remodelagéo do tecido neo-formado (ARMSTROM
e JUDE, 2002). Ha evidéncias de que tanto os fatores bioquimicos como o TGF, bem
como estimulos mecanicos, induzem a diferenciacdo de fibroblastos em

miofibroblastos, levando a contracao da ferida (VALERO et al., 2014).

1.1.7 CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO

Muitas citocinas tém sido um foco particular em pesquisas recentes, devido aos
seus papéis importantes na cicatrizacdo de feridas. Juntamente com as citocinas da
resposta inflamatoria, sdo observadas também, a presencga de células auxiliares CD4+
T(Th). Estas desempenham papéis essenciais na regulacdo da inflamacado e
respostas imunes através da diferenciacdo em varias linhagens de células T helper,
incluindo Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 e Tregs (LI et al., 2012). A maioria das fungdes
da célula Th sdo cumpridas através da secregao de varias citocinas, que podem
desempenhar um papel duplo na regulagéo da inflamagao (OLIVEIRA et al., 2011).
Algumas citocinas podem ter a¢des pré-inflamatérias relacionadas a Th1, como IL-1,

IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) que promovem o desenvolvimento e
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progressao da inflamagéo. Estas citocinas também sao importantes na imunidade
celular contra virus e patdgenos intracelulares (MAI et al., 2010; LI et al., 2012).
Citocinas pré-inflamatérias podem ser encarregadas de mediar a migragao de
macrofagos e promover a liberagdo de outras citocinas proé-inflamatérias (HSU e
MUSTOE, 2010; XING et al., 2015). Por outro lado, as células Th2, que secretam IL-
4, 1L-9, IL-10 IL-13 e TGF-B (fator transformador de crescimento 3), sdo mediadores
no processo anti-inflamatério (MAI et al., 2010). Durante este processo, citocinas
como IL-10 e IL-13 inibem as citocinas pro-inflamatdrias, principalmente TNF-a, IL-1
e IL-6, produzidas por macrofagos e mondcitos ativados, estimulando a produgao
endogena de citocinas anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2011; RAM et al., 2015).
Existe uma classe que representam uma linhagem que € independente das células
Th1 e Th2. Um subtipo de células auxiliares T CD4 + (células Th) que produzem IL-
17 caracterizando-se como Th17. Células Th17 produz em grande parte citocinas pro-
inflamatdrias. Varios autores relataram que a IL-17 ou IL-17A tem um papel na
protecao de organismos contra bactérias extracelulares e fungos, devido a capacidade
de recrutar macrofagos e neutrdfilos para as areas de infeccdo ou leséo
(NORMANTON et al., 2013; SLYEPCHENKO et al., 2016). Um equilibrio dinamico e
em constante mudanga existe entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias,
elas influenciam varios processos no local da ferida, durante a inflamacdo e na
regulacao da resposta imune (OPAL et al., 2000; MAI et al., 2010).

Posteriormente, outros mediadores envolvidos no processo de reparo como o
PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas) (RODRIGUEZ et al., 2012) que
exerce importante fungédo na indugdo de quimiotaxia para a ativagdo de macréfagos,
assim como liberacdo de FGF (Fator de crescimento fibroblastico) (KUMAR et al.,
2010; GAINZA et al., 2015), tem participacdo na fase proliferativa onde medeia a
producdo e a migracéo de fibroblastos (GAINZA et al., 2015). O EGF (Fator de
crescimento epidermal) é outro fator importante para o processo cicatricial, o qual
também induz a proliferagao de células precursoras e sintese de proteinas na area da
lesdo (GAINSFORD et al., 1996). O VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
€ produzido na fase inflamatdria e exerce importante funcdo na estimulagao e
migragao de queratindcitos e fibroblastos (STOJADINOVI et al., 2007). O IGF-1 (fator
de crescimento semelhante a insulina) juntamente com o SDF-1a (fator um a derivado

de células estromais) estimula a vascularizagao do tecido, promovendo a angiogénese
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(RAM et al., 2015). IGF-1, SDF-1 a e TGF-B1 sdo degradados na fase de proliferagao
pelas metaloproteinases (MMPs) com objetivo de cessar o processo de
neovascularizagao e proliferacao de fibroblastos dando forma a matriz extracelular
(MEC) rica em colageno. Nesta fase também ocorre a ativagdo de fatores
transcricionais como Rac 1 (RAM et al., 2015), que promove forga e elasticidade ao
novo tecido (GUO e DIPRIETO, 2010).

1.2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Dentro do género Croton, a espécie Croton urucurana Baill., conhecida
popularmente como “sangra d’agua” ou “sangue de dragao”, faz parte da medicina
tradicional em diferentes comunidades brasileiras (MATTOS, et al., 2002). As cascas
dessa arvore sao utilizadas pela populacdo para formulacdo de medicacao
cicatrizante (ALVES et al., 2008; SILVA JUNIOR, et al., 2009). Além disso, compostos
isolados de C. urucurana foram reconhecidos pelas suas propriedades terapéuticas
dentre elas anti-inflamatdria, antioxidante e cicatrizante (SALATINO et al., 2007).

Com o aumento da utilizacdo de produtos naturais, cresce a busca por
alternativas de substancias que possibilitem a prevencao e tratamento de doencas
sem agredir o organismo. As pesquisas por novas formas farmacéuticas fitoterapicas
vém crescendo de forma eficaz, seguro e com boa disponibilidade, entre estas formas
pode-se destacar a aplicacdo na pele (LOPES et al.,, 2006). Porém no presente
estudo, foi avaliado o potencial cicatrizante da espécie C. urucurana. Com ajuda de
uma formulagdo semissolida em forma de pomada contendo o extrato da casca da
planta em diferentes concentragdes, foi aplicada topicamente em camundongos
knockout IL-10. Camundongos knockout para IL-10 € um modelo animal que pode
desenvolver maior inflamacao durante o processo da cicatrizagdo (BETELLI et al.,
1998). Nesse cenario havera um grande acumulo celular e de mediadores
inflamatorios relacionados a resposta imunolégica. Dessa maneira, os resultados
deste estudo contribuirdo na pesquisa relacionada ao tratamento tépico em feridas
cutaneas e seus compostos quimicos da planta que facilitam a cicatrizacao, utilizando
fitomedicamentos oriundos de C. urucurana como agentes cicatrizantes sugerindo que
esta poderia ser uma alternativa terapéutica mais acessivel a populagdo além de

agregar valor a biodiversidade brasileira.
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1.3 . OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil fitoquimico e atividade cicatrizante do extrato etandlico da

casca de C. urucurana em camundongos Knouckout para I1L10.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar analise quimica comparativa por FIA-ESI-IT-MSn do extrato etandlico
das cascas de C. urucurana;

e Analisar in vivo, a velocidade de fechamento das feridas de segunda intengao
em camundongos knockout IL-10 tratados com pomada a base de extratos da
casca de C. urucurana;

¢ Identificar o efeito da pomada a base do extrato da casca de C. urucurana sobre
a celularidade, mastécitos, vascularizagao e deposicao de fibras colagenas no
tecido cicatricial em formacéo;

e Avaliar o efeito da pomada a base do extrato da casaca de C. urucurana na
produgdo de citocinas com padrées imunoldgicos Th1, Th2 e Th17 em
camundongos knockout IL-10 no tecido cicatricial;

e Investigar a relacdo entre a atividade biolégica e o componente ativo presente

no extrato.
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CAPITULO I
AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE POMADA A BASE DE
EXTRATO DA CASCA DE Croton urucurana BAILL. EM
CAMUDONGOS KNOCKOUT IL-10
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RESUMO

A planta C. urucurana coletado no entorno do parque Estadual da Serra do Brigadeiro
MG, onde predomina a Mata Atlantica, € utilizado por raizeros como tépico
cicatrizante. Objetivos: analisar o perfil fitoquimico e atividade cicatrizante do extrato
etandlico das cascas de C. urucurana (ECU) em camundongos Knockout IL-10.
Material e Método: Analises por FIA-ESI-IT-MS" foram realizadas para esclarecer a
composi¢ao quimica de ECU. O extrato foi empregado na preparagado das pomadas
nas concentragcdes de 5% e 10%. Para avaliacdo da atividade cicatrizante foram
utilizados camundongos Knockout IL-10 (n=60) e camundongos selvagens C57 (n=12)
divididos em 6 grupos. Camundongos knouckout IL10: SAL (salina 0,9%), BAS
(polietilenoglicol), SS (sulfadiazina de prata 1%), CR1 (pomada de ECU 5%), CR2
(pomada de ECU 10%); e camundongos selvagens C57: SALCS57 (Salina 0,9%). Uma
ferida circular de 10 mm de diametro foi gerada no dorso dos animais. Fragmentos
das feridas foram retirados nos dias 0° 7° e 14° do tratamento para analises
histopatoldgicas e de citocinas nos perfis de resposta Th1, Th2 e Th17A. Resultados:
A pomada de ECU num efeito dose-resposta apresentaram maior taxa de fechamento
da ferida, maior quantidade de células (fibroblastos), mastocitos, vasos sanguineos e
deposicdo de colageno tipo Il e |I. Além de isso, demonstraram um aumento de
citocinas no perfil de resposta Th1 (IL-2, IFN-y) e Th2 (IL-4) no dia 7° do tratamento.
Conclusao: Compostos polifendlicos, como as proantocianidinas identificadas no
extrato etandlico das cascas de C. urucurana, podem ser responsaveis pela atividade
cicatrizante. Esta classe de metabdlitos secundarios pode ser usada como marcador
ativo de extratos dessa planta. Atividade cicatrizante de C. urucurana torna a espécie

com potencial para o desenvolvimento de medicamento fitoterapico.
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2 INTRODUGAO

Apesar de todo conhecimento que se tém a respeito do processo cicatricial, o
processo de cura através de diferentes farmacos ainda representa um desafio de
saude publica, pois os farmacos sintéticos sdo extremadamente caros nos paises em
desenvolvimento (VELNAR et al., 2009; UMAIR et al., 2017). Porém, podemos ver que
os gastos com drogas sinteticas em paises desenvolvidos também sao altos, como
exemplo dos Estados Unidos que segundo dados de 2009 revelaram 6.5 milhdes de
pessoas foram tratadas por lesdes cutaneas, proporcionando a este pais um custo
anual de aproximadamente US $ 25 bilhdes (LANIA et al., 2017). Neste contexto, a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) tem estimulado a pesquisa e o0 uso das terapias
tradicionais no cuidado primario a saude, incluindo as plantas medicinais para serem
usadas como pratica integrativa no sistema oficial de saude (WHO, 2013; DAWID-
PAC, 2013). Para muitas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento sobre
plantas medicinais simboliza muitas vezes o unico recurso terapéutico (GINDRI et al.,
2013).

A cicatrizagdo de feridas € um processo bioldgico que envolve diferentes tipos
de celulas, principalmente queratinécitos, fibroblastos, células endoteliais e células
imunitarias, bem como componentes da matriz extracelular (AMORIM et al., 2017),
podendo ser dividido em quatro fases sobrepostas: hemostasia, inflamacgao,
proliferacdo e remodelagao tecidual (GUO e DIPIETRO, 2010; FRONZA et al., 2014).
Durante a cicatrizacao, células inflamatdrias sdo recrutadas para o local da ferida
podendo destacar a agéo de citocinas pro (Th1 e Th17) e anti-inflamatérias (Th2), que
estdo intimamente envolvidos neste processo (TANG et al., 2014; SHAPIRA et al.,
2015). A exemplo disso, evidencia-se a agao da interleucina-10 (IL-10) uma citocina
anti-inflamatéria que inibe as citocinas pro-inflamatdrias, produzidas por macréfagos
e mondcitos ativados estimulando a produgdo endogena de citocinas anti-
inflamatoérias (OLIVEIRA et al., 2011). Posteriormente na fase proliferativa,
mediadores bioquimicos recrutados durante a fase inflamatdéria controlam a migracao,
proliferacido de fibroblastos e células endoteliais, levando a reepitelizagao e formacéao
do tecido de granulagdo (VALERO et al., 2014; TANG et al., 2014). A angiogénese é
estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e é caracterizada pela migragao
de células endoteliais e formacao de capilares que sédo parte importante da fase
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proliferativa Juntamente com os fibroblastos responsaveis da produ¢do do colageno
(CAMPQOS et al., 2007). Relacionado a isto, a fase de remodelagcé&o acontece com a
substituicdo do colageno tipo Il por colageno tipo | mais forte e resistente a tragao
levando assim, a formacgao de cicatrizes que se assemelham a uma pele saudavel
(VALERO et al., 2014).

Devido a grande utilizagdo de plantas pela populagdo, pesquisas e
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos tornam-se de grande interesse para
a saude publica e para as industrias farmacéuticas (SIMOES et al., 2010). Na medicina
tradicional brasileira, dentre as espécies empregadas pode-se citar a Croton
urucurana Baillon, da familia das Euphorbiaceae, conhecida como “sangue de
dragdo”, “sangra-d'agua”, “urucurana” e “lucurana” (GUPTA et al.,, 2008),
popularmente usada para o tratamento de feridas cutdneas (ESMERALDINO et al.,
2005). As partes utilizadas da planta sdo na maioria das vezes o latex (seiva) e a
casca (SCALON et al., 2008). Resultados cientificos com extrato alcodlico das cascas
de C. urucurana demonstraram in vivo atividades analgésicas e anti-inflamatdrias
(CORDEIRO et al., 2016). Também, observou-se atividade cicatrizante no tratamento
de feridas cutaneas causadas pela picada de insetos (MACHADO et al., 2015). No
entanto, até o momento ndo foram identificados estudos cientificos avaliando a
eficacia do extrato das cascas de C. urucurana, quando aplicado localmente em
feridas cutdneas de segunda intencdo em modelo animal camundongo Knockout.
Assim, no presente estudo, utilizando camundongos Knockout para IL-10 como
modelo in vivo foi avaliado a pomada a base de extrato etandlico da casca de C.
urucurana e seu efeito na aplicagao tépica durante o processo de reparo tecidual.
Determinou-se o perfil cromatografico do extrato etandlico a fim de se evidenciar as

propriedades farmacoldgicas desta espécie.

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no entorno do Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro (PESB), localizada no municipio de Rosario da Limeira, MG, nas

coordenadas 20°33' - 21°00'S e 42°40' - 40°20'W onde predomina a Mata Atlantica.
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Uma exsicata do material vegetal foi depositada no herbario VIC da Universidade

Federal de Vigosa (exsicata n°47.928).

2.1.2 PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

O extrato vegetal foi preparado a partir das cascas da planta cortadas em
pedacos (1.5 kg) e, submetidas a maceragédo sequencial a frio com etanol P. A 95%
(v/v) na razdo de 1:2 (500 g de casca : 1L de etanol). Posteriormente, o extrato foi
concentrado em evaporador rotatério a temperatura inferior a 60 °C até completa
remogao do solvente; obtendo assim, o extrato seco (ECU). Os extratos obtidos

(96.58g) foram armazenados sob refrigeracdo, em frasco ambar de vidro.

2.1.3 ANALISE CROMATOGRAFICA POR FIA-ESI-IT-MS/MSN

O perfil cromatografico do extrato de C. urucurana (ECU) foi obtido empregando
analise de infusdo por fluxo direto (FIA), usando uma bomba-seringa com velocidade
de fluxo de 10 pyL/min, em espectrometro de massa com fonte de ionizagao por
electrospray (ESI), nos modos positivo e negativo (Thermo, San Jose, EUA) equipado
com analisador ion trap (IT) linear (Thermo Scientific LTQ XL) e software Xcalibur. A
tensao capilar foi -35 V, a tenséo de pulverizacao de 5 kV e lente de tubo de -100 v.A
temperatura do capilar foi de 280 °C. Nitrogénio foi usado como gas carreador do fluxo
e como nebulizante. A analise completa de varredura foi registrada na faixa m/z 100-
2.000. As fragmentacdes em varios estagios (ESI-MSn) foram realizadas usando o
método de dissociagao induzida por colisdo (CID) contra o gas hélio para ativagao dos
ions. Dois eventos foram realizados durante a analise no espectrobmetro de massas,
sendo primeiramente obtido o espectro de massa de varredura completa (full-scan) a
fim de adquirir os dados dos compostos ionizados dentro da faixa estabelecida. No
segundo evento foi realizado experimento MS/MS com energia de colisdo de 30% e
tempo de ativagdo de 30 ms., empregando dados de varredura dependente do full
scan. A energia de colisdo para MS/MS foi ajustada em 30 a 40 eV. Aos ions produtos

obtidos sucessivas fragmentacdes foram obtidas.
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21.4 CLEAN UPEM SPE

A preparagao do extrato consistiu em uma etapa de clean up por extragdo em
fase sdélida empregando cartuchos de RP18. Os cartuchos foram previamente
ativados com MeOH (4 mL) e equilibrados com MeOH/H20 (85:15, v/v) (4 mL). Os
extratos (10 mg) a serem aplicados no suporte de SPE foram previamente
solubilizados em 1,5 mL da solugdo MeOH/H20 (90:10, v/v), eluidos com a mesma
proporgao de fase movel e posteriormente, secos em ar comprimido. Apos a secagem,
2 mg de cada extrato foram ressuspendidos em MeOH/H20 (90:10, v/v) em 2 mL
fornecendo uma solugdo com uma concentragao de 1Tmg.mL-1. Ao fim, as solugdes

foram filtradas em filtro PTFE Millex® com tamanho de poro 0,22 pym.

2.1.5 ANALISE POR FIA-ESI-IT-MSN

A injecao das amostras foi realizada por fluxo direto empregando analisador ion
trap Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizag&o por eletropray
(ESI), nos modos positivo e negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado um
tubo capilar de silica fundida a 280 ° C, tensao de pulverizacdo de 5,00 kV, tensao
capilar de -35 V, lente de tubo de -100 V e um fluxo de 5,0 uyL de min-1. A analise
completa de varredura foi registrada na faixa m / z de 100-1500. As fragmentagdes de
varios estagios (ESI-MSn) foram realizadas usando o método de dissociacao induzida
por colisdo (CID) contra o hélio para a ativagado de ions. O primeiro evento foi um
espectro de massa de varredura completa para adquirir dados sobre ions naquela
faixa m/z. O segundo evento de varredura foi um experimento MS/MS realizado
usando uma analise dependente de dados nas moléculas dessolvadadas dos
compostos de interesse em uma energia de colisdo de 30% e um tempo de ativagéo
de 30 ms. Os ions dos produtos foram entdo submetidos a fragmentagdes sucessivas

nas mesmas condicdes (TALA et al., 2013).

2.1.6  COMPOSICAO DA POMADA A BASE DE EXTRATO DE C. urucurana

Uma parte do extrato seco foi empregada para a preparagdao das pomadas a
base das cascas de C. urucurana. Foram preparadas duas formulacbes de
concentracodes distintas 5% e 10% de ECU, empregando para ambas uma base para
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pomada (hidrofilica) composta de polietilenoglicol — 400 (PEG-400 (Macrogol 400
(Polietilenoglicol 400), Macrogol 4000 (Polietilenoglico 4000), Propilenoglicol).

2.1.7 ANIMAIS

Camundongos knoukout para IL-10 (n=60) e camundongos selvagem C57
(n=12) fémeas, com peso médio de 15 + 20 g, com 8 semanas de vida, provenientes
do Laboratério de Bioquimica Nutricional, foram alocados no Laboratério de Nutrigéo
Animal do Departamento de Nutricdo e Saude, da Universidade Federal de Vigosa.
Os animais foram mantidos em ciclos de 12 horas de claridade e 12 horas de
escuriddo, com temperatura controlada (22+2 °C, humidade: 60-70%). Agua ad libitum
e racao comercial peletizada foram fornecidas aos animais. Foram mantidos em
gaiolas individuais e limpos diariamente. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo CUA (Comité de Etica no uso de Animais) da Universidade Federal de Vicosa
(protocolo n°® 41/2017).

2.1.8 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram separados aleatoriamente em 6 grupos (n=12), divididos da
seguinte forma:
SALCS57: feridas tratadas com solugédo salina 0,9 % (controle negativo) em
camundongos selvagem C57;
SAL: feridas tratadas com solugao salina 0,9% (controle negativo) em camundongos
knockout I1L-10;
BAS: feridas tratadas com aplicagao tépica de base para pomada polietilenoglicol-400
(Macrogol 400 (Polietilenoglicol 400), Macrogol 4000 (Polietilenoglico 4000),
Propilenoglicol), em camundongos knockout IL-10;
SS: feridas tratadas com pomada de sulfadiazina de prata 1% (controle positivo) em
camundongos knockout IL-10;
CR1: feridas tratadas com aplicacao toépica de pomada a base de extrato da casca de
C. urucurana 5% em camundongos knockout IL-10;
CR2: feridas tratadas com aplicacao tépica de pomada a base de extrato da casca de
C. urucurana10% em camundongos knockout IL-10.
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Apods o procedimento cirurgico as feridas foram limpas com solugéo salina a
0,9%, em seguida, deu-se a aplicagao topica da pomada de ECU nos respectivos
grupos CR1 e CR2. Todos os tratamentos foram iniciados 12 horas ap6s a realizagao

das feridas durante 14 dias de experimento.

2.1.9 INDUGAO DE FERIDAS

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de cetamina (50
mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) depilados na regido dorsolateral e desengordurada a area
com éter (Merck®, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, houve a aplicagado de etanol
(70%) e iodopovidona (10%) para a anti-sepsia (Johnson Diversey®, Rio de Janeiro,
Brasil). Uma ferida circular, de 10 mm de diametro, foi feita por incisdo cirargica na
pele e tecido subcutaneo com um bisturi, até a exposicao da fascia muscular dorsal.
No dia O foi retirado o tecido ileso e iniciado o tratamento. Ao final de 7 dias de
tratamento, metade dos animais de cada grupo (n=6) foram eutanasiados por
deslocamento cervical depois da coleta do tecido cicatricial. No dia 14 de tratamento,
este processo se repetiu com os animais restantes (n=6). O tecido retirado foi

separado para analises histomorfologicas e de expressao de citocinas.

2.1.10 CALCULO DA AREA DA FERIDA E A TAXA DE CONTRACAO TECIDUAL

A area e a taxa de contracao da ferida foram avaliadas apds o sétimo e décimo
quarto dia, utilizando imagens digitalizadas com as dimensdes de 320 x 240 pixels (24
bits / pixel) obtidas usando uma camera digital (W320 Sony, Téquio, Japdo). A area
das feridas foi calculada por planimetria computadorizada usando o programa Image-
Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs, Silver Spring, EUA). A Taxa de Contragao da Ferida
(TCF) foi calculado utilizando a seguinte equacgéao: area inicial da ferida (Ao) - area
medida em um determinado dia (Ai) / area inicial da ferida (Ao) x 100 (GONCALVES
et al., 2016).

2.1.11 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos das feridas foram fixados em solugdo de Karnovsky por 24 hs,

desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Em seguida,
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cortes histologicos de 4 ym de espessura, obtidos em microtomo rotativo foram
montados sobre laminas histologicas. As se¢des foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E) para analises de fibroblastos e vasos sanguineos (GONCALVES et al.,
2010), pela técnica de Sirius Red para analise das fibras colagenas sob microscopia
de polarizagéo (Sigma, St. Louis, Mo, EUA). As fibras de colageno espessas (tipo 1)
aparecem em tons brilhantes que variam de vermelho a amarelo, enquanto as fibras
reticulares finas (colageno tipo Ill) aparecem de cor verde brilhante (GONCALVES et
al., 2014)

A visualizagao das laminas e a captagédo das imagens foram realizadas por meio
do microscopio de luz BX-60® (Olympus, Téquio, Japao) conectado a uma camera
digital (QColor 3®, Olympus). Foi examinada uma area de tecido total de 1.53 x 106
um? submetidas a analise estereoldgica. Dez campos histoldgicos foram amostrados
aleatoriamente em cada sec¢éo de pele usando uma lente com objetiva de 20x. Uma
grade de 300 pontos foi projetada sobre cada imagem. Os parametros estereologicos
da densidade volumétrica (Vv) foram calculados contando os pontos sobre
fibroblastos, vasos sanguineos e colageno tipo | e tipo Ill, utilizando a razdo: Vv = (PP
/ PT)x100, em que PP é o numero de pontos que ocorrem sobre a estrutura de

interesse e PT é o numero total de pontos no sistema de teste (NOVAES et al., 2015).

2.1.12 ANALISE DE MASTOCITOS

Seccdes de tecido cicatricial coradas com azul de toluidina foram utilizadas para
identificacdo de mastdcitos (LECLERE et al., 2006). Usando uma lente objetiva de
40x%, 10 campos histoldgicos por lamina, foram aleatoriamente analisados para obter
uma area total de 6.21x10° ym2. O nimero de mastocitos por unidade de area
histoldgica foi calculado de acordo com a relagdo QA = 2 mastdcitos / AT em que Z é
a somatoria de mastositos dentro de uma area e AT a area total (LECLERE et al.,
2006).

2.1.13 ANALISES DA EXPRESSAO DE CITOCINAS

Fragmentos de tecido da pele previamente armazenados a -80°C foram
homogeneizados em PBS e centrifugados a 3.500g durante 10 min a 5°C. O
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sobrenadante foi coletado para o teste de citocinas. Foi utilizado o kit BD Cytometric
Bead Array (CBA)/ Mouse Th1/Th2/Th17A do segmento de notas de citometria BD
(CBA) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Os dados foram coletados usando
FACSCalibur e analisados com o software FCAP 3.0. (BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA). Deste Kit, foi realizado dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF,

IFN-y, IL-17A por citometria de fluxo, seguindo o protocolo do fabricante.

2.1.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram relatados como média e desvio padrdo (média = DP).
Comparagbes entre grupos com a distribuicdo paramétrica (Newman-Keuls) foi
realizada utilizando Anova unidirecional. Para dados distribuidos n&o paramétricos,
um kruskal-wallis. A significancia estatistica foi definida em p <0,05. As analises foram
realizadas usando GraphPad Prism 5.0® (GraphPad Software Inc., SanDiego,
Califérnia, EUA).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 PERFIL FITOQUIMICO

Foi possivel identificar por FIA-ESI-IT-MSn no modo negativo compostos
derivados de proantocianidinas. Proantocianidinas compreende um extenso grupo de
compostos polifendlicos, também conhecidos como taninos condensados, sendo
formado por oligbmeros ou polimeros de unidades flavan-3-ol (catequina) (LEITE,
2009). As proantocianidinas podem ser divididas em diferentes classes, como por
exemplo, pelo seu padréao de hidroxilagdo no anel B do oligdmero constituinte (Figura
4), representado pela (epi)afzelequina, (epi)catequina e (epi)galocatequina.
Proantocianidinas também podem ser classificadas de acordo com a forma de ligagao
entre as unidades monoméricas. As unidades de flavan-3-ol sao interligadas
usualmente pelas posi¢des C4 de uma unidade com Cs ou Cs de outra unidade (Figura
5).
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R,= H, (-)-eprafzelequina OH R, =R,=H, (+)-afzelequina
= OH, R, = H, (-)-ep-catequina Ry = OH, R;=H, (+)-catequina
= R, = OH, (-)-epi-galocatequina R =R, = OH, (+)-galocatequina

Figura 4. Variagdes estruturais dos mondémeros de proantocianidinas. Adaptada de Leite, (2009).

Proantocianidinas podem ser formadas pela condensagcdo de unidades
(epi)catequinas quando sdo chamadas de procianidinas (mais comuns em plantas),
ou por por unidades de (epi)afzelequina e (epi)galocatequina, designadas

propelargonidinas e prodelfinidinas, respectivamente (LV et al., 2015).

(OH)
4 _OH

OH

Figura 5. Tipos de ligagdes formadas pelos oligdmeros de proantocianidinas a partir de sua
estrutura basica. Adaptada de Leite, (2009).

Para a analise de proantocianidinas presentes em ECU a ionizacdo em modo
negativo se mostrou mais sensivel e seletivo que no modo positivo, provavelmente
devido ao carater acido dos grupos fendlicos. A Figura 6 mostra o espectro de massa

em full scan indicando os ions [M-H] dos metabdlitos secundarios presentes em ECU.
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Figura 6. Espectro de massa em “full scan” indicando os ions [M-H]- dos metabdlitos secundarios

presentes em ECU.

A fragmentagdo de segunda-ordem (MS/MS) para os ions relacionados a
proantocianidinas levou a identificagao de diferentes arranjos oligoméricos, sendo que
a estereoquimica dos carbonos C2 e C3 de catequinas e galocatequinas monoméricas
e oligoméricas ndo puderam ser diferenciadas pelos experimentos de MS realizados.
Assim, passaremos a denominar fragmentos de m/z 289 como sendo referente a
(epi)catequina e os fragmentos de m/z 305 de (epi)galocatequina

As informacbes obtidas no modo negativo dos ions moleculares e suas
fragmentagdes (Tabela 2) mostraram que ECU consiste principalmente de uma
mistura de proantocianidinas quando comparados com dados da literatura para estes
compostos (JAISWAL et al., 2012). A (epi)catequina e a (epi)galocatequina e seus
derivados foram identificados nos extratos pelos padrées de fragmentacado obtidos

pelos espectros de MS.
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Tabela 2. Dados dos ions precursores e suas respectivas fragmentagdes obtidas por FIA-
ESI-IT-MSn de ECU (modo negativo).

N [M-H] MSn Composto

1 289 271, 245, 203, 175 (epi)catechin

2 305 287, 261, 221, 203,179 (epi)gallocatechin

3 447 429, 301, 179 quercetin-O-rhamnoside

4 493 461, 443, 331, 169 methoxiquercetin-O-glucoside

559, 451, 425, 407, 289

5 5§77 (epi)catechin-(epi)catechin
epi)gallocatechin-(epi)catechin or

6 593 575, 425, 423, 407, 289 ( p.)g (ep)
(epi)catechin-(epi)gallocatechin

7 609 441, 423, 305 (epi)gallocatechin-(epi)gallocatechin
epi)catechin-(epi)catechin-

8 865 713 ( p.) (ep)

(epi)catechin
epi)catequina-(epi)catequina-

9 1185 1059, 999, 813 ( p.) a (.p) .q
(epi)gallocatequina-(epi)gallocatequina
epi)catequina-(epi)gallocatequina-

10 1201 1075, 1015 (ep) q (epi)g q
(epi)gallocatequina(epi)gallocatequina
(epi)gallocatequina-

11 1217 1091, 1031 (epi)gallocatequina-

(epi)gallocatequina(epi)gallocatequina
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O composto 1 (Tabela 2) foi atribuido aos diasterioisbmeros de catequina e
epicatequina pela confirmagdo do ion molecular desprotonado [M-H]- de m/z 289.
MS/MS deste ion levou a formagéao dos ions produto de m/z 271, referente a perda de
uma molécula de agua [M—18-H]~, e do ion produto de m/z 245, derivado da perda de
42 Da (HC=C-OH). O ion [M-H] de m/z 305, cuja fragmentacdo em segunda-ordem
do ion precursor levou a formagao ion produto de m/z 191 [M — 162 — H]~ sugeriu a
presenca de outro mondémero, que de acordo com dados da literatura esta em
concordancia com isébmeros de galocatequina (JAISWAL et al., 2012). Fragmentag¢ao
do ion precursor m/z 441 produziu ion de m/z 289 [M-H-152]- correspondente a perda
de uma unidade de galato, sugerindo a presencga de galato(epi)catequina.

As proantocianidinas que consistem exclusivamente em (epi)catequina sao
chamadas de procianidinas e os ions de m/z 577 e m/z 865 visualizados no full scan
do MS de ECU séao indicativos de procianidinas dimera do tipo B e trimera,
respectivamente. No entanto, como em outras técnicas de MS, ndo é possivel
diferenciar entre o0s possiveis estereocisdbmeros, impossibilitando a afirmagao
inequivoca quanto a posicao e estereoquimica da ligacao inter-flavanoides (4—6 ou
4—8). Dados da literatura indicam que as procianidinas com ligagdes 4 — 8 séo
preferidas estereoquimicamente (SAID et al., 2017). O ion quasi-molecular de m/z 577
sugere que seja um dimero constituido de duas unidades de (epi)catequina, que
produziu apés MS?2 os ions precursores de m/z 425 e m/z 407, decorrentes de uma
fragmentacado do tipo retro-Diels-Alder (RDA), fornecendo informagdes sobre a
hidroxilagao do anel B (confirmando tratar-se de unidade catequina) e o tipo de ligagao
entre as duas unidades monoméricas. O ion de m/z 407 é devido a subsequente perda
de uma molécula de agua do anel C (Figura 7).

A fragmentacgao do ion quase-molecular de m/z 865, ao comparar os seus dados
de fragmentag¢des com os da literatura levou a identificagdo da procianidina trimérica.
Para tal afirmacgéao, foi verificada a formagdo do ion produto m/z 713 [M-H* -152]
decorrente de uma fragmentacao RDA, provavelmente ocorrido no anel C de uma das
unidades de (epi)catequina (SAID et al., 2017). Os ions quasi-moleculares de m/z 593
e 609 também foram atribuidos aos dimeros de proantocianidinas tipo-B, sendo um
desses formado pela condensacdo de uma unidade de catequina com outra de

galocatequina (m/z 593) e outro formado pela condensagdo de duas unidades de
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galocatequina (m/z 609). O pico detectado de m/z 593 produziu um pico base de m/z
407 formado pela perda de um fragmento RDA (168 Da) de um dos monémeros do
dimero seguido da perda de uma molécula de agua (18 Da). A presenga de um
fragmento de m/z 289 confirmou a presenga de uma unidade de (epi)catequina,
enquanto que os fragmentos de m/z 407 [M-H* -186 Da] e 425 [M-H* -168 Da]
confirmaram a presenga de uma unidade de (epi)galocatequina. Esse mesmo critério
de analise foi utilizado para a identificagdo do ion quasi-molecular de m/z 609. As

fragmentagdes MS" levaram a formagao dos ions precursores de m/z 441, 423 e 305.

HO_~_0 — HO-.\(\.%O : =
R7 - ~ 2
. N =~
N _~_OH +,0 = A OH
RDA OH | AT | |
HOH"V/’;\‘/O\‘/J\/I}\OH HO\"7«\/ O /\/\\OH
-152 Da (Ry=H) = LR .-
168Da Ri=0H) " " ~"“oH TR
R, OH OH
i __oH m/z 425 (Ry=H)
e ol -t
— | S e m. =
= [ - ~OH .
¥~ "OH “OH
Rz
OH r//J\ OH
I
(Y
i OH R —F
OH = 0 /l\I/OH
S (1
m/z 577 (Ry=R;=H) HO A O~ "“0OH
m/z 593 (Ry=H, R,=OH)
il S Y TOH 280 Ryt
OH m/z 305 (R,=OH)

Figura 6. Proposta de fragmentacdo de proantocianidinas diméricas tipo B presentes em Croton
urucurana RDA: fragmentacao retro-Diels-Alder;, QM: fragmentagdo quinona metideo. Adaptado de
Jaidwall et al. (2012)

A adicao de um radical galoil a estrutura da proantocianidinas também tem sido
frequentemente relatada na literatura, com a hidroxila do C-3 sendo o sitio mais
comum para esta galoilagdo (JAISWALL et al, 2012). A presengca de
proantocianidinas esterificadas com unidade de galoil foi atribubida para alguns dos
compostos identificados em ECU. Assim, para o ion precursor de m/z 441 foi atribuida
como galato da unidade monomérica de (epi)catequina. O pico base de m/z 289 [M-
H*-152 Da] foi atribuida a perda de um residuo de galoil. A perda de uma unidade de

galoil também foi observada para o ion precursor de m/z 761, correspondente ao
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galato do dimero prodelfinidina. Este produziu o pico base MS? de m/z 609, oriundo
da perda de um residuo de galoil, e também de m/z 305 proveniente de um fragmento
quinona metideo, confirmando a presenca de (epi)galocatequina. Os ions quase-
moleculares de m/z 881, 897 e 913 representam outra série de proantocianidinas
correspondentes a dimeros formados por unidades de (epi)catequinas e/ou
(epi)galocatequinas, com residuos de galoil. Fragmentagdes MS" do ion precursor de
m/z 881 produziu o ion de m/z 729 [M-H-152]- correspondente a perda de uma
unidade de galato e o ion de m/z 577 [M-H-304]" que pode corresponder a perda de
duas unidades de galato e/ou a um residuo de galocatequina (TALA et al., 2013).

Fragmentagdes MS" do ion precursor m/z 897 apresentou fragmentos de ions
de m/z 745 [M-H* -152], atribuido a perda de unidade galoil e m/z de 727 [M-H* -170]
oriundo da perda de acido galico. A presenca dos ions produtos m/z 287 e 305 Da,
provenientes da fissdo quinonametideo sugeriu a presenga das unidades de
(epi)catequina e (epi)galocatequina. O mesmo padrao de fragmentagao foi observado
para o ion precursor m/z 913, aparecendo os ions precursores m/z 761 [M-H* -152] e
m/z 743 [M-H* -170] decorrente da perda de acido galico, sendo entédo atribuido ao
galato do dimero constituido de unidades de (epi)galocatequina. Os trés ions quasi-
moleculares de m/z 1.185, 1.201 e 1.217 foram relacionados a tetrameros formados
por unidade de (epi)catequinas e (epi)galocatequinas. Suas identificagbes foram
realizadas com base do ion molecular e suas fragmentacgdes obtidas por MS" (TALA
et al., 2013).

No modo positivo, os espectros de MS indicaram a presenca de dois alcaloides,
anteriormente ja relatados para C. urucurana (CORDEIRO et al., 2016). As analises
dos ions protonados e as respectivas fragmenta¢des observadas pelo FIA-ESI-IT-MS"
de m/z 342 [M]* e m/z 344 [M]* (Tabela 3) foram consistentes com os dados da
literatura descritos para os compostos magnoflorina e tembetarina (Figura 8) (YAN et
al., 2013).

Tabela 3. Dados dos ions precursores e suas respectivas fragmentagdes obtidas por FIA-
ESI-IT-MSn de ECU (modo positivo).

N [M-H]* Ms" Composto
15 342 297, 282, 265, 237 magnoflorina
16 344 299, 253 tembetarina
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A presencga desses dois alcaloides foi relatada na casca de C. urucurana por

Cordeiro et al. (2016). Provavelmente, a tembearina seja precursor biossintético da

magnoflorina.

HO +\ LAY
HO HO
= -~

Figura 7. Tembetarina (a), Magnoflorina (b), alcaloides identificados no extrato de Croton
urucurana, determinados por FIA-ESI-IT-MSn no modo positivo.

Para ambos os alcaloides, o padréo de fragmentag¢ao favoreceu a formagéo do
pico base com a perda de uma unidade de C2H7N, bem caracteristico. A perda inicial
do grupo amina e as sucessivas perdas dos grupos substituintes sdo bem
estabelecidas para fragmentagdes por ESI de alcaloides aporfinicos (Figuras 9, 10,
11) (SILVA et al., 2012).

MeO oo S
HO HO
HO
‘ m/z 342 . ‘ miz 297

Figura 8. Proposta de mecanismo de fragmentagao do alcaloide magnoflorina. Adaptado de Yan et al.
(2013).
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Figura 9. Espectro de FIA-ESI-IT-MSn de ECU do ion protonado de m/z 342, no modo positivo.
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Figura 10. Espectro de FIA-ESI-IT-MSn de ECU do ion protonado de m/z 344, no modo positivo.

2.2.2 AVALIAGAO DA AREA DA FERIDA E A TAXA DE CONTRAGCAO TECIDUAL

ApOs a realizacado da ferida produzida por intengdo secundaria, foi avaliado a
partir do dia 0° a redugéo da area (mm?) e o aumento na taxa de contragdo (TCF) da
ferida. Os grupos CR1 e CR2 apresentaram diferencas significativas em comparagao
com os grupos controle SALC57, SAL e BAS (p<0.05) no dia 7° do tratamento (Tabela
4). Na avaliacdo do dia 14, os grupos CR1 e CR2 nao apresentaram diferengas
significativas em relagéo ao controle positivo (SS) e BAS, pois os valores da area néo
diferem estatisticamente. Segundo Pieters et al. (1993), o processo de cicatrizagéo de
feridas pode ser influenciado pelo diametro das feridas os quais podem interferir na
avaliagao da area e por conseguinte na taxa de contragao da ferida. No entanto, nosso
tratamento com a pomada das cascas de C. urucurana foi eficiente dado que
estimulou a formacdo de uma crosta evidenciando a reepitelizagdo que acelerou o

fechamento da ferida completamente (Figura 12).
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Tabela 4. Area (mm2) e taxa de contragéo da ferida (TCF) (%) em camundongos C57

selvagens e camundongos knockout IL-10 tratados com ECU.

Areal/
Dia Contracgao SALC57 SAL BAS SS CR1 CR2

Area (mm?)

86.87+11.44 88.01 +15.18 00.04+7.96 85.09+8.51 87.61:12.26 80.00+4.97

0  TCF (%) 0.00£0.00  0.00:0.00  0.00:0.00 0.00£0.00 0.00:0.00  0.00£0.00
A 2

Area (Mm%) 57349232 58.25+7.313 58.17+5.60% 47 185289 23.95+4.72° 24.21+6.68

7 TCE(%)  31.26:17.317 34.66:15.90 34.03:4.597 44844032 73.83:1.96° 72.7116.78"
A 2

Area (mm?) 547,070 3.58:0.76° 318:106 2.81+0.97 0.96:0.28° 0.89+0.24P

14 TCF (%) 96.70£0.46% 96.5410.44% 97 38+0.46 97 42+0.46 98.84:0.34° 98.86+0.31°

Area (mm2) e taxa de contragéo da ferida (TCF) nos dias 0°, 7°, e 14° de camundongos C57 selvagens
e camundongos knockout IL-10. Grupo SALC57: C57 selvagem solugéo salina 0,9 %. Grupos knockout
IL-10: SAL, solugédo salina 0,9%; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS, sulfadiazina de prata 1%; CR1,
pomada de C. urucurana 5%; CR2, pomada de C. urucurana 10%. Os dados séo representados como
média £ DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas p <0,05 (teste Kruskal-Wallis).

Num estudo semelhante Lopes et al. (2013), tratou feridas cutaneas em ratos
wistar com pomada a base de sangue de dragéo de C. lechleri nas concentragdes de
0,1 pg/ml e 1 ug/ml, observou que a sangue de dragao estimulou a contragao da ferida
e a formagéo de uma crosta escura e espessa aos 7° dias de tratamento. Além disso,
confirmou que o latex contém taninos condensados, e pela acao bactericida dos
taninos se espera que diminua o risco de infeccdo da ferida, evitando o retardo da
cicatrizacdo (MELCHOR et al., 2001). Machado et al. (2015), utilizou extrato etandlico
das cascas de C. urucurana aplicado topicamente em camundongos mostrou maior
taxa de contragéo da ferida em 12 dias de tratamento além de acelerar a cicatrizagao.
Autores sugeriram que a aceleragdoda ferida é devido a presengca de
proantocianidinas, compostos polifendlicos também conhecidos como taninos
condensados presentes na planta (SALATINO et al., 2007; TALA et al., 2013).
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Figura 11. Fotografias representativas das feridas nos dias 0° 7° e 14° de camundongos C57 selvagens e
camundongos knockout IL-10. Grupo SALC57: C57 selvagem solugéo salina 0,9 %. Grupos knockout 1L-10: SAL,
solucao salina 0,9%; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS, sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana
5%; CR2, pomada de C. urucurana 10%.

Foram relatadas como principios ativos importantes de espécies contendo latex
vermelho (LOPES et al., 2013). Compostos como catequina e galocatequina da casca
de C. urucurana, desempenham um papel importante na atividade analgésica (PERES
et al., 1998). Esses compostos pertencem a familia dos flavondides que sao
antioxidantes fortes além dos alcaloides e diterpenos, que foram detectados no extrato
metandlico da casca de C. urucurana (CORDEIRO et al., 2016). Os flavondides
distribuidos em plantas, incluindo o género Croton spp., possui atividades
antioxidantes, antifungicas, anti-inflamatoérias, antivirais, antialérgicas e
antiparasitarias (ALVES et al., 2017). Porém, os flavondides além das
proantocianidinas podem estar contribuindo na atividade de ECU sobre a cicatrizagao
de feridas, pois tém apresentado potencial promissor na produgéo de farmacos (M.
GANESHKUMAR et al., 2012; UMAIR et al., 2017). Os resultados da pomada de ECU
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neste estudo confirmam a atividade biolégica de C. urucurana como cicatrizante, ja

aplicada na medicina popular de forma empirica (RAO et al., 2007).

2.2.3 ANALISE HISPATOLOGICA

O efeito cicatrizante de C. urucurana ja descrita na medicina popular pelas
comunidades no Brasil, foi avalida utilizando-se fragmentos da pele retirados dos
camundongos knockout IL-10 e C57 selvagens nos dias 0°, 7° e 14° de tratamento.
Foram observados diferentes tipos celulares que favorecem a cicatrizacéo, os animais
que tiveram pomada do extrato de C. urucurana, CR1 (5%) e CR2 (10%)
especialmente CR1, apresentaram um numero significativamente maior de células
(fibroblastos) e vasos sanguineos nos dias 7° e 14° (Figura 13) quando comparadas
com os outros grupos (P<0,05).

Estudos in vitro realizados com o extrato de C. urucurana, observaram a sua
capacidade de promover a proliferacao celular (PIETERS et al., 1993; GUPTA et al.,
2008).
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Figura 12. Numero total de células e vasos sanguineos do tecido cicatricial nos dias 0°, 7°, e 14° de
camundongos C57 selvagens e camundongos knockout IL-10. Grupo SALC57: C57 selvagem solugao
salina 0,9 %. Grupos knockout IL-10: SAL, solugdo salina 0,9%; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS,
sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana 5%; CR2, pomada de C. urucurana 10%. Os
dados sao representados como média + DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas p <0,05
(teste Kruskal-Wallis).

Pode-se sugerir que os animais que receberam a pomada do extrato de C.
urucurana in vivo tiveram maior celularidade e aumento na vascularizacdo em
comparacgao a sulfadiazina de prata (SS) que € empregado como agente cicatrizante
e antimicrobiano ja comercializado para a populagéo (FISHER et al., 2003). Neste
contexto, é importante avaliar parametros que favorecem a proliferagéao celular, como
a angiogénese (vasos sanguineos recém-formados), a qual € essencial para a nutricado
e oxigenagao do tecido lesado (LI et al., 2003; DEMINOVA-RICE et al., 2012). Esta
etapa é iniciada por fatores de crescimento, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator
basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) (DEMINOVA-RICE et al., 2012). Esses
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resultados sugerem que nosso tratamento de C. urucurana pode fornecer a nutricao
e oxigenacgao do tecido em crescimento. Sarandy et al. (2017) mostrou atividade pro-
angiogénese do extrato de S. pseudoquina que revelaram a presenga de compostos
fendlicos como taninos e fendis simples. Os animais que receberam uma pomada de
extrato de S. pseudoquina nas concentracbes de 5% e 10% mostraram maior
quantidade de células e aumento na vascularizagédo no tecido lesado.

Células como os mastocitos também estdo envolvidos na melhora da
angiogénese, pois secretam fatores pro-angiogénicos, como VEGF, bFGF, TGF-j,
TNF-a e IL-8 (WHITTEMORE et al., 2016). Além disso, estudos sugeriram que 0s
mastocitos geram e liberam moléculas como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, eles tém a capacidade de se envolver na regulacdo das fungbes de
muitos érgaos e tecidos (CAETANO et al., 2014; WHITTEMORE et al., 2016). Tornou-
se evidente que os mastdcitos desempenham pepel importante na cicatrizagdo. Em
nosso estudo, uma alta proporgao de mastocitos no tecido foi formada no dia 0° (tecido
normal), esse numero diminuiu no dia 7° nos grupos tratados com solugéo salina 0,9%
(SALC57 e SAL) além do grupo BAS e SS. Observa-se que nosso tratamento CR1 e
CR2 estiveram iguais entre si no dia 7°, mais aumentou novamente no dia 14° (Figura
14). Verificou-se também que os animais que receberam pomada de ECU nas
concentracoes de 5% e 10% apresentaram diferenca estatistica em comparagao com
0s outros grupos (p <0,05).

Ao longo da lesao tecidual, celulas como os mastécitos liberam uma variedade
de mediadores inflamatorios, o que resulta num processo inflamatério (WHITTEMORE
et al., 2016). A inflamagao geralmente € um meio adequado para infecgdes porém,
autores revelaram que as propiedades anti-inflamatérias e antimicrobianas de
compostos como as proantocianidinas e polifendis presentes na sangue de dragao,
podem atribuir no processo da cicatrizagdo (NAMJOYAN et al.,, 2016), pois
camundongos knockout deficientes de células T, gama, ou delta na pele, mostraram
um atraso no fechamento da ferida (GUO e DIPIETRO et al., 2010).
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Figura 13. Proporcao de mastdcitos no tecido cicatricial nos dias 0°, 7°, e 14° de camundongos
C57 selvagens e camundongos knockout IL-10. Grupo SALC57: C57 selvagem solugao salina
0,9 %. Grupos knockout IL-10: SAL, solugao salina 0,9%; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS,
sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana 5%; CR2, pomada de C. urucurana
10%. Os dados sao representados como média + DP. Letras diferentes indicam diferengas
significativas p <0,05 (teste Kruskal-Wallis).

Por outro lado, a degranulagdo mastocitaria pode prolongar o processo
inflamatério (MATHEW et al 2009; WHITTEMORE et al., 2016). Mathew et al. (2009),
avaliou a partir de extrato etandlico de S. indicus seu efeito estabilizador em
mastoécitos, pois foi atribuido em grande medida a presencga de flavondides, ja que
muitos desses compostos apresentaram atividades anti-inflamatorias e
inmunoestimuladoras. Nossos resultados até agora, mostram que a pomada de ECU
promoveu a proliferagdo de mastacitos, fibroblastos e vasos sanguineos, contribuindo
na inflamagéao e formagao do tecido de granulagdo em resposta a lesao.

A fase final da cicatrizacdo conhecida como remodelacao, pode ser evidenciada
pela presenca de fibras colagenas, importantes componentes da MEC (matriz
extraceluar) (VELNAR et al., 2009), implicando principalmente na for¢ca de tensao do
tecido (ARMSTROM e JUDE, 2002). Com a evolugdo do processo, a maioria das
células desaparece e acentua-se a deposicao de colageno (PRISTO, 2013). Nosso
tratamento com ECU nas concentragdes de 5% e 10% mostrou a deposicdo de
colageno tipo lll, nos dias 7° e 14°. Em relagao ao colageno tipo I, no dia 7° os grupos
CR1 e CR2 apresentaram maior proporcao de fibras, quando comparadas com os

demais grupos (p <0,05).
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Figura 14. Deposicao de fibras colagenas tipo Il e fibras colagenas tipo | nos dias 0°, 7°, e 14° de
camundongos C57 selvagens e camundongos knockout IL-10. Grupo SALC57: C57 selvagem solugao
salina 0,9 %. Grupos knockout IL-10: SAL, solugao salina 0,9; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS,
sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana 5%; CR2, pomada de C. urucurana 10%. Os
dados sao representados como média + DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas p <0,05
(teste Kruskal-Wallis).

No dia 14° os grupos com tratamento de pomada de ECU (CR1 e CR2)
apresentaram maior proporgao de fibras, mas CR2 nao definiu-se de SS (p <0,05).
Observa-se uma diminuigdo no colageno do tipo Ill e um aumento na produgao de
colageno do tipo |, ao final do processo da cicatrizacao (Figura 15). Por tanto, os dados
sugerem que o tratamento de lessoes cutaneas com extrato de casca de C. urucurana
num efeito dose resposta, acelerou a formagao do colageno tipo | (AMORIM et al.,
2017). Ganeshkumar et al. (2012) observou um incremento de fibras colageno no
processo de feridas tratadas com extrato de Acalypha indica (Euphorbiaceae). O
extrato revelou a presenca de compostos polifendlicos, flavondides e taninos.
Compostos como taninos presentes na planta, promovem a formacao de ligacoes

cruzadas com proteinas (RODRIGUES et al., 2013), provavelmente devido a que os
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taninos sejam capazes de aumentar o numero de ligagdes entre as fibras colagenas
(SCHOFIELD, 2001). O colageno aumentado em feridas estabiliza a nova formagao
de tecido de granulacdo e consequentemente acelera o fechamento da ferida
(GREAVES et al., 2013; FRONZA et a., 2014).

2.2.4 AVALIACAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E ATI-INFLAMATORIAS
NO TECIDO CICATRICIAL

A producgdo de citocinas de perfis Th1, Th2 e Th17A foram analisados dos
sobrenadantes da pele de camundongos C57 selvagens e camundongos knockout
para IL-10. Neste estudo, as células Th1 (pré-inflamatorias) segregaram altos niveis
de IL-2 e IFN-y, o pico de liberagédo dessas citocinas foi maior no dia 7° mas ocorreu
um decremento no dia 14° (Figura 16). Os animais tratados com pomada a base de
ECU nas concentragdes de 5% e 10%, apresentaram um crescimento significativo em
relacdo aos demais grupos (p <0,05). No dia 14°, a sulfadiazina de prata (SS) teve um
aumento significativo nas citocinas IL-17A (Th17A) e IFN-y quando comparado aos
demais grupos (P<0,05). Observa-se, que a TNF nao apresentou diferengas
significativas (Figura 16). O modelo animal (camundongo) knockout IL-10, utilizado
para o tratamento da pomada de ECU, foi relacionado a estudos de atividade
inflamatodria, pois produzem relativamente mais células T aumentando a resposta
imunoldgica (BETELLI et al.,1998; LENZEN et al.,2012). Neste estudo, os animais
knockout IL-10 mostraram sinais claros de inflamacédo aumentado especialmente no
dia 7° mas voltaram a normalidade no dia 14°. Estudos realizados em camundongos
knockout IL-10 observaram uma resposta inflamatéria crénica, por bactérias
associadas ao intestino (OPAL et al., 2000; LENZEN et al.,2012). Sabe-se que a
inflamacéo crénica tem um efeito tardio de 1 até 3 meses (JARBRINK et al., 2016). O
sucesso no reparo da ferida requer de uma expressao coordenada da inflamacéao,
uma resposta inflamatéria excessiva ou prolongada resulta em lesdo tecidual
prejudicial (EMING et al., 2007). Sugere-se entdo que a pomada de ECU 5% e 10%
pode ter influenciado de forma positiva a resposta inflamatéria. Os compostos
polifendlicos como as proantocianidinas presentes em C.urucurana criam uma
camada protetora na superficie da ferida, essa barreira fisica previne a doencga e a
contaminagao microbiana durante a fase inflamatéria (NAMJOYAN et al., 2016). Por
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outro lado os flavondides poderiam regular atividades celulales in vivo relacionadas a

inflamacion: mastécitos, macréfagos, linfocitos e neutréfilos (KIM et al., 2004).
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Figura 15. Citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IL-17A relacionadas ao perfil de resposta Th1 e Th17A (Pro-
Inflamatérias) nos dias 0°, 7°, e 14° de camundongos C57 selvagens e camundongos knockout IL-10
(a). Grupo SALC57: C57 selvagem solucédo salina 0,9 %. Grupos knockout IL-10: SAL, solugdo salina
0,9%; BAS, pomada de polietilenoglicol; SS, sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana
5%; CR2, pomada de C. urucurana 10%. Os dados sao representados como média + DP. Letras
diferentes indicam diferengas significativas p <0,05 (teste Kruskal-Wallis).

Num estudo confirmou-se que possuem ag¢ao imunomoduladora, ou seja, por
apresentar a capacidade de inibir as células Th1 como a expresséo de IFN-y e IL-2
que também foram avaliadas neste estudo (ORSATTI et al.,2010; MARQUES et al.,
2015) Considera-se também que a producédo da IFN-y e IL-2 no dia 7° de nosso
tratamento foi devido a auséncia da IL-10, pois o efeito principal da IL-10 €& inibir a
sintese de outras citocinas Th1, como o IFN-y e IL-2 facilitan-do o desenvolvimento
de respostas Th2 (VARELA et al., 2001).

No entanto, as propiedades de C.urucurana evidenciam a agao positiva do
tratamento com a pomada a base de extrato das cascas de C. urucurana 5% e 10%
em camundongos knockout IL-10. Observa-se que os animais tratados com o controle

positivo (SS) mostraram no dia 14° um incremento no padrao de resposta Th2 (IFN-y)
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e Th17A. A IL-17A foi descrita na resposta imune da fase aguda da inflamagao além
de induzir citocinas pré-inflamatorias (MAI et al. 2010; SLYEPCHENKO et al., 2016).
O tramento com a sulfadiazina de prata ainda apresentava valores superiores no final
do tratamento. Em general, a IL-17A e IFN-y prolongou-se no grupo SS (sulfadiazina
de prata) durante a fase inflamatodria. Evidencias sugerem que células Th17A
desempenham um papel importante na patogénese da doenca inflamatéria na pele de
camundongos (MAI et al., 2010).

Citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-6 e IL-10 também foram avaliadas,
estao relacionadas ao perfil de resposta Th2 favorecendo a producédo de anticorpos
(SLYEPCHENKO et al., 2016). Os animais com tratamento CR1 e CR2 demonstraram
niveis altos de IL-4 no dia 7°, em comparacao aos demais grupos (P<0,05). No dia 14,
a liberacao de IL-10 foi significativamente maior no grupo SALC57 em comparagao
com os outros grupos (Figura 17). O aumento da IL-6 ndo apresentou diferengas
significativas (P<0,05).
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Figura 16. Citocinas IL-4, IL-6 e IL-10 relacionadas ao perfil de resposta Th2 (Anti- Inflamatérias) nos dias
0°, 7°, e 14° de camundongos C57 selvagens e camundongos knockout IL-10 (a). Grupo SALCS57: C57
selvagem solugao salina 0,9 %. Grupos knockout IL-10: SAL, solugédo salina 0,9%; BAS, pomada de
polietilenoglicol; SS, sulfadiazina de prata 1%; CR1, pomada de C. urucurana 5%; CR2, pomada de C.
urucurana 10%. Os dados sdo representados como média + DP. Letras diferentes indicam diferencas

significativas p <0,05 (teste Kruskal-Wallis).

O recrutamento destas células para a ferida desempenha um papel importante.

A IL-4, por exemplo, intervém na ativagcao de mastocitos, promove retroalimentagao
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positiva para a via Th2, além de suprimir a via Th1 (OPAL et al., 2000; MESQUITA
JUNIOR et al., 2010). Estudos com modelo animal knockout IL-10 na inflamagao
intestinal crénica, apresentaram diminuicdo da producéao de IL-4. (DIELEMAN et al.,
1998).

Autores sugerem que compostos presentes em plantas exercem atividades
imunoestimulante envolvidos no fortalecimento do sistema imunoldgico atribuida a
presenca de flavonoides, taninos e alcaléides (MARQUES et al., 2015). Tal fato
sugere, que C.urucurana também poderia apresentar atividades imunomoduladoras,
pois esta atividade tem sido relatada em plantas medicinais (MARQUES et al., 2015).
Cordeiro et al. (2016), mostraram que o extrato metandlico das cascas de Croton
urucurana testada em diferentes doses, pode envolver a reducao do efeito nociceptivo
(dor) causado pelas citocinas. Produtos naturais podem desempenhar um papel
importante neste sentido, na estimulagcdo da proliferagao celular, indugao da sintese

de colageno e melhora da resposta imune inata da ferida (BUENO et al., 2014).

2.3 CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel confirmar a atividade cicatrizante das
formulagbes 5% e 10% a base de extrato da casca de Croton urucurana num efeito
dose-resposta em modelo animal knockout IL-10. Compostos polifenolicos
principalmente proantocianidinas atuaram no processo da cicatrizagao, pois foram
relacionadas a seu potencial farmacolégico como anti-inflamatorio e antibacteriano.
Além disso, dados mostraram que C. urucurana poderia estimular atividades
imunoreguladoras devido a presenga de flavondides, mas se precisam estudos que
confirmam esta atividade.

Nossas descobertas fornecem o uso e conhecimento de plantas medicinais
utilizadas nas comunidades tradicionais VS o conhecimento cientifico. Portanto,
Atividades biolégicas in vivo de C.urucurana na forma de fitoterapico pode-se

desenvolver na industria farmacéutica.
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