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RESUMO

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo dindmico e complexo que devido a doengas como o
diabetes mellitus pode ser prejudicado. Devido aos elevados custos e diminuicao da qualidade
de vida das pessoas, a busca de novas drogas para acelerar o processo de cura tem se
destacado. Este trabalho objetivou avaliar a atividade cicatrizante do extrato bruto (EB) de
Poincianella pluviosa e suas subfragcdes em um modelo de estudo bioguiado in vitro, assim
como sua ac¢do em feridas cutaneas de ratos normoglicémicos e diabéticos. No estudo
bioguiado in vitro foi avaliada a viabilidade e proliferacao celular de queratindcitos (HaCaT)
e fibroblatos (PNDHF), ¢ a fragio com atividade foi caracterizada por °C RMN de sélidos e
LC-MS/MS. A atividade cicatrizante em ratos normoglicémicos foi avaliada aos 4, 7, 10 e 14
dias de tratamento com gel contendo 1% do EB através do comprimento e espessura da
superficie re-epitelizada, da analise de permeacdo cutidnea pela técnica de espectroscopia
fotoacustica (PAS), da quantidade de células em metafases, e fibras coldgenas (tipo I e III) e
da quantificagdio de proteinas (fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
ciclooxigenase 2 (COX-2) e superoxido dismutase 2 (SOD-2)). A atividade cicatrizante em
ratos diabéticos foi avaliada aos 4, 7, 10, 14 e 21 dias com o mesmo gel através da
determina¢do do comprimento e espessura da superficie re-epitelizada e também pela
quantificagdo de proteinas. Os estudos in vitro mostraram que o EB e a subfracdo FCI1
estimularam a atividade mitocondrial em ambos os tipos de células e a proliferacdo de
queratindcitos. A caracterizagdo da subfracdo FC1 mostrou a presen¢a de polifendis e taninos
hidrolizaveis. A avaliagdo da acdo do gel contendo 1% de EB em ratos normoglicémicos
mostrou migracdo de queratinocitos no dia 4 e sua proliferagdo nos dias seguintes, com uma
quantidade significativamente (p>0.005) aumentada de células em metafase aos 7 dias de
tratamento. As fibras coldgenas do tipo I foram formadas mais rapidamente no tratamento
com EB. A PAS mostrou que houve permeacdo do EB através da pele. Em relacdo as
proteinas, o VEGF foi estimulado aos 4 dias e SOD-2 e COX-2 aos 7 dias. Os resultados
sugerem que o EB promoveu a regulagdo das proteinas e a angiogénese precoce e também
contribuiu para acelerar os processos envolvidos na cicatrizag@o. Isto levou a um aumento na
superficie re-epitelizada, com proliferagdo mitotica significativa. A maturacdo das fibras
colagenas foi aumentada, o que poderia influenciar a resisténcia da matriz extracelular. Tendo
em vista os resultados obtidos o EB de P. pluviosa apresenta potencial para tornar-se um

produto fitoterdpico promissor com uma fung¢ao de cura.

Palavras-chave: Poincianella pluviosa, queratindcitos e fibroblastos in vitro, cicatrizagdo de feridas in

vivo, ratos normoglicémicos e diabéticos.



ABSTRACT

Wound healing is a dynamic and complex process that due to diseases such as diabetes
mellitus may have an impaired tissue repair. Due to the high costs and decreased life quality,
the search for new drugs to improve the healing process has been outstanding. This research
aimed to evaluate the wound healing activity of the crude extract (CE) of Poincianella
pluviosa and subfractions through bioguided study with in vitro model, as well as the action
on wounds skin in normoglycemic and diabetic rats. In the bioguided study, in vitro cell
viability and proliferation of keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts ()NDHF) were evaluated,
and the fraction with activity was characterized by solid *C NMR and s LC-MS/MS. The
healing activity was measured in normoglycemic mice at 4, 7, 10 and 14 days of treatment
with the gel containing 1% EB by evaluating the length and thickness of the re-epithelialized
surface of skin, cutaneous permeation analysis by photoacoustic spectroscopy technique
(PAS), number of cells in metaphase and collagen fibers (type I and III) and quantification of
proteins (vascular endothelial growth factor (VEGF), cyclooxygenase 2 (COX-2) and
superoxide dismutase 2 (SOD-2)). The healing activity in diabetic rats was evaluated at 4, 7,
10, 14 and 21 days with the same gel by evaluating the length and thickness of the re-
epithelialized surface and quantification of proteins. /n vitro evaluations have shown that CE
and subfraction FCI stimulated mitochondrial activity in both types of cells and the
proliferation of keratinocytes. The characterization of subfraction FC1 showed the presence of
polyphenols and hydrolysable tannins. The evaluation of the effect of the gel containing 1%
CE in normoglycemic mice reveladed migration of keratinocytes on day 4 and their
proliferation in the following days, with a significantly (p<0.005) increased amount of cells in
metaphase after 7 days of treatment. The collagen type I fibers were formed more rapidly on
treatment with CE. PAS showed that there was CE permeation through the skin. With relation
to the proteins, VEGF was stimulated at day 4 and SOD-2 and COX-2 at day 7. The results
suggest that CE promoted the regulation of proteins, early angiogenesis and contributed to
accelerate the processes involved in wound healing. This led to an increase in re-epithelialized
surface with significant mitotic proliferation. The maturation of collagen fibers was increased,
which could influence the strength of the extracellular matrix. Accordingly, the results
obtained from P. pluviosa crude extract might become an efficient and promising herbal

medicine for enhancing the wound healing process.

Key-words: Poincianella pluviosa, in vitro keratinocytes and fibroblasts, in vivo wound healing,

normoglycemic and diabetic rats.
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A pele apresenta fung@o de barreira protetora contra o ambiente externo, protegendo o
organismo. Quaisquer danos causados, sejam eles fisicos, quimicos ou bioldgicos, desencadeiam de
imediato sinais que caracterizam o processo inflamatorio. Os danos causados sdo feridas que
apresentam interrupgdes da estrutura anatomica e da fun¢do normal do tecido. O reestabelecimento da
integridade desse tecido ocorre através de um processo complexo e dindmico, a cicatrizagdo. No
entanto, por serem eventos traumaticos, as lesdes raramente possuem a mesma restauragdo estrutural e
funcional completa observada no tecido original (BALASUBRAMANI; KUMAR; BABU, 2001).

Os processos envolvidos na cicatrizagdo t€m como objetivo promover a regeneragdo do tecido
lesado de maneira homeostatica. A cicatriza¢do de feridas passa por trés fases: fase inflamatodria, fase
proliferativa (que incluem re-epitelizagdo, sintese da matriz extracelular e neovascularizagdo) e fase de
remodelagem, sendo o tempo fundamental para que ocorra uma boa reparacdo tecidual da lesdo
(SINGER; CLARK, 1999). No entanto, o tempo de cicatrizagdo pode ser alterado devido a diversos
fatores que incluem desde a idade até a uma infecg¢do local ou casos patologicos como a diabetes
mellitus. Essa doenca por ser uma doenga metabolica e que afeta a oxigenagdo dos tecidos, leva em
muitos casos a uma deficiéncia na cicatrizagdo de feridas e pode levar a amputacdo do membro
afetado. Em 2000, a Federag¢do Internacional de Diabetes estimou que a prevaléncia de diabéticos
fosse de 171 milhdes de pessoas, com uma projecao para 2030 de 366 milhdes (WILD et al., 2004).
Onze anos depois, o numero estimado passou a 382 milhdes de pessoas com diabetes, sendo que o
esperado para 2035 ¢é que esse numero aumente em 50% (GUARIGUATA et al., 2014).

A estimativa mundial ¢ que cerca de 6 milhdes de pessoas apresentam feridas nao cicatrizadas
(KUMAR et al., 2007) e que os custos anuais nos EUA com este problema atinge um bilhdo de dolares
(YOUNG; McNAUGHT, 2011). Ha uma despesa substancial por meio de cuidados de saude e perda
da liberdade pessoal, da qualidade de vida e produtividade. Além do problema econdmico e social, ha
a preocupagdo com a reducdo da qualidade de vida (KUMAR et al., 2007; JIANG, 2011), saude
mental e fisica (JIANG, 2011) e que suas complicagdes possam causar morbidade e mortalidade
(VELNAR; BAILEY; SMRKOLIJ, 2009). As feridas devem ser tratadas com o intuito de promover o
alivio do paciente, devolvendo-o ao convivio social no menor tempo possivel.

Devido aos elevados custos de tratamento de doencas associadas a uma ma cicatriza¢do de
feridas, a busca de novos farmacos para acelerar o processo de cura tem sido destacada,
principalmente para o tecido recém-formado. Para este processo se tornar eficaz, ¢ necessario que a
ferida seja rapidamente fechada e que a cicatriz resultante seja esteticamente satisfatdria e resistente.

O estudo do processo da cicatrizagdo envolve os aspectos da neoformacgdo tecidual como
também a verificagdo dos efeitos, sejam eles sistémicos ou topicos, de farmacos que atuam na
evolugdo, verificando-se assim, que medicamentos de uso topico aceleram o processo de cicatrizagdo

por segunda intengao.
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A utilizagdo de produtos que auxiliam na aceleracdo da cicatrizagdo s@o conhecidos desde
2000 a.C. Desde os tempos antigos, 0 homem se preocupa com o bem estar e com a integridade fisica.
Os egipcios utilizavam um tipo de bandagem embebida no mel ¢ graxa obtida de gordura animal,
atuando com ac¢ao antibacteriana (SHAH, 2011). O mel também foi utilizado em outros locais, como
na India, integrando de diversos tipos de curativos. Na Grécia, Hipocrates, o pai da medicina moderna,
utilizava vinho para limpar a ferida e posteriormente a recobria com folhas de figo
(BHATTACHARYA, 2012). Na India, seu sistema tradicional de medicina, Ayuverda, Siddha e
Unani, descrevem o uso de plantas como agentes para auxiliar na cicatriza¢do de feridas (KUMAR et
al., 2007) tais como Aloe vera (L.) Burm.f. (HEGGERS et al., 1996), Centella asiatica (L.) Urb.
(SHETTY et al., 2006) e Cinnamomum zeylanicum Ness (KAMATH; RANA; CHOWDHURY,
2003). Também a Medicina Tradicional Chinesa ha anos utiliza-se de técnicas e outras formas no
tratamento de doengas, como o uso de plantas medicinais.

Nos ultimos anos, com a medicina moderna, as plantas ganharam espago significativo na
reparacdo de tecidos (KUMAR et al., 2007), atuando em conjunto com formulagdes para melhorar sua
absor¢do na pele lesionada (ESIMONE; NWORU; JACKSON, 2008; SEHN et al., 2009;
SASIDHARAN; LOGESWARAN; LATHA, 2012). Diversas plantas vém sendo estudadas quanto a
acdo cicatrizante (TRAKUR et al., 2011), no entanto esse numero € pequeno perto da biodiversidade
existente. Extratos de plantas sdo utilizados como estratégia para reducdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e micro-organismos, redugdo do processo inflamatdrio, estimulagdo da proliferagdo
e/ou diferenciagdo de queratindcitos e fibroblastos, producdo de coldgeno, € como estimulo para
acelerar a cicatrizagdo de feridas (HOUGHTON et al., 2005).

Atualmente muito tem se estudado sobre a eficacia de produtos naturais nas etapas do
processo de cicatrizagdo. A agdo dos taninos na cura de feridas, queimaduras e inflamagdes ocorre
através da formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina/ou polissacarideo) sobre a
pele ou mucosa danificada. Debaixo dessa camada, o processo natural de cura pode, entdo, ocorrer. O
mesmo mecanismo de agdo ocorre no caso das ulceras gastricas (HASLAM, 1998). Testes in vitro
(DETERS et al., 2001; AGYARE et al., 2011; WANG et al., 2013) ¢ in vivo (LOPES et al., 2005;
HERNANDES et al., 2010; GEETHALAKSHMI et al., 2013) envolvendo diversos modelos de
cicatrizagdo de feridas e mecanismos de ag¢do desses extratos sdo utilizados para avaliagdo da agdo
cicatrizante (TRAKUR et al., 2011).

Diversas sdo as preparagdes de extratos, as formulagdes ¢ métodos de analise para se
comprovar a atividade farmacologica de uma planta in vitro ¢ in vivo. Os modelos de cultura de
células se tornaram importantes em testes de citotoxicidade e triagem de farmacos (estudo bioguiado),
pois diminuem o numero de animais e reagentes utilizados. Além de que os testes in vitro sdo
essenciais durante a investigacao da possivel acdo do extrato frente as diversas condi¢des existentes no

processo de cicatrizagdo que envolvem fatores de crescimento, citocinas, células inflamatoérias, entre
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outros (HOUGHTON et al., 2005). No entanto, apenas os testes in vitro sdo insuficientes para
comprovar cientificamente a atividade de um extrato vegetal ou substancia isolada sendo necessarios
os testes em animais ¢ humanos (HOUGHTON et al., 2005). A eficacia de um medicamento
fitoterapico ¢ fornecida por ensaios farmacologicos, pré-clinicos e clinicos realizados com a forma
farmacéutica a ser empregada (KLEIN et al., 2009). Os testes in vivo visam avaliar além do extrato
vegetal, os estudos da farmacocinética da forma farmacéutica a ser empregada.

Durante a avaliagdo de extratos vegetais in vitro, o extrato bruto proveniente das cascas da
Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz apresentou uma atividade significante na viabilidade e
proliferagdo celular de queratindcitos e fibroblastos humanos (BUENO et al., 2014). Assim, este
trabalho visou realizar um estudo bioguiado com este extrato, além de avaliar a acdo do extrato bruto
presente na forma farmacéutica de gel na cicatrizagdo de feridas em ratos normoglicémicos ¢

diabéticos.

20



2  REVISAO DE LITERATURA




REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS
2.1.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, ou também conhecida como Leguminosae, compreende mais de 700
géneros e 20.000 espécies sendo a terceira maior familia de Angiospermas (BRITANNICA, 2014). No
Brasil, sdo encontrados cerca de 213 géneros e 2754 espécies que crescem em campos abertos e
regides de cerrado (FLORA DO BRASIL, 2014). Sao plantas conhecidas devido ao seu uso como
alimento (arroz, milho, e outros cereais), com grande importancia econdmica, ¢ com fungdo
ornamental. As espécies da familia Fabaceae sdo utilizadas popularmente na medicina tradicional
sendo considerada a segunda familia com o maior numero de plantas medicinais no mundo (GAO et
al., 2010).

A familia Fabaceae vem sendo dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoidae e
Papilionoidaec (QUEIROZ, 2009). A subfamilia Casealpinioideae é muito bem representada no Brasil,
sendo utilizada na arborizagdo de cidades e na industria madeireira (JOLY, 2002). Apresentam como
caracteristica folhas pinadas ou bipinadas, raramente simples, com flores geralmente zigomorfas e
pétalas livres, corola com perfloragdo imbricada ascendente ou carenal. Os estames sdo geralmente
duplos ao das pétalas. Relagdes filogenéticas, como através da analise do DNA cloropaltidico e
nuclear, sdo realizadas nessas familias para melhor entender sua origem e diversificagdo ecologica. As
subfamilias Mimosoidae e Papilionoidae sdo consideradas como monofiléticas, ou seja, que inclui o
ancestral e todos os descendentes.

A subfamilia Casealpinioideae pode ser monofilética ou ndo. Esta subfamilia foi subdividida
em quatro tribos (Cercideae, Detarleae, Cassicae e Caesalpineae) de acordo com a classificacdo
proposta por Lewis et al. (2005) apud QUEIROZ (2009). As tribos Cassicae ¢ Caesalpineae sdo
consideradas parafiléticas, ou seja, que possui um ancestral em comum, mas ndo inclui todos os
descendentes. A tribo Caesalpinieae possui um historico taxondmico complexo, na qual o género
Caesalpinia faz parte. De acordo com Lewis et al. (2005) apud Queiroz (2009), géneros que ndo sao
monofiléticos apresentam divisdo em gé€neros menores. Lewis (1998) apud Queiroz (2009) realizou
uma revisdo do género Caesalpinia organizando novos grupos, os quais foram reorganizados em 2005
em: Coulteria, Erythrostemon, Guilandina, Libidibia, Mezoneiron, Poincianella e Tara. A
Poincianella ¢ um género neotropical segregado de Caesalpinia, o qual possui aproximadamente 35

espécies, sendo 6 pertencentes a caatinga (LEWIS, 2005 apud QUEIROZ, 2009)

2.1.2 Género Caesalpinia/Poincianella

O género Caesalpinia pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, possui
cerca de 500 espécies existentes no mundo. As espécies de Caesalpinia ¢ seus compostos vém sendo
estudadas quanto as mais diversas atividades biologicas: analgésica, antitlcera, antibacteriana,

antifingica, anti-inflamatoria, antioxidante, antidiabética e outras (ZANIN et al., 2012). Na medicina
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tradicional Indiana, a Caesalpinia ¢ um dos géneros utilizados no tratamento de feridas e outros tipos
de injarias (JAIN, 1991 apud AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2009).

A Caesalpinia pulcherrima Swartz ¢ muito utilizada em Taiwan para o tratamento de diversas
enfermidades. Chew et al. (2011) mostraram a atividade antioxidante do extrato bruto das flores e
folhas de C. pulcherrima. Hsu et al. (2012) isolaram 13 compostos desse extrato e identificaram como
compostos alguns polifenois como acido galico, metil galato, 6-O-galoil-D-glicose, metil 6-O-galoil-
a-D-glicose, metil 3,6-di-O-galoil-a-D-glicopiranosideo ¢ outros. Os compostos encontrados
apresentaram atividade antioxidante in vitro. An e Nayeem (2012) avaliaram o extrato das folhas de C.
pulcherrima quanto a acdo na cicatrizagdo de feridas. O extrato acelerou o periodo de reparacdo
tecidual da ferida.

A Caesalpinia sappan Linn. é conhecida pelo seu uso na medicina tradicional chinesa e tem
atividade anti-inflamatéria conhecida. Na India, suas sementes sdo utilizadas pela populagdo na
cicatrizagdo de feridas (CHOPDA; MAHAJAN, 2009). Wu e colaboradores (2011) demonstraram a
inibicdo de citocinas pré-inflamatorias como interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral (TNF)
quando avaliaram o extrato de C. sappan. Srinivasan e colaboradores (2012) mostraram a ag@o
antimicrobiana de C. sappan contra Pseudomonas aeruginosa, além de encontrar como constituintes
taninos, flavonoides, saponinas e esteroides.

O extrato dos frutos da Caesalpinia ferrea C. Mart. foi avaliado quanto a acdo antitumoral
contra o virus Epstein-Barr, sendo seus constituintes com atividade o acido galico e o metil galato
(NAKAMURA et al., 2012). O extrato das cascas de C. ferrea apresentou agao antitilcera com uso oral
e intraperitonial (BACCHI et al., 1995). Ainda o estudo fitoquimico mostrou a presenca de
aproximadamente 9% de taninos nas cascas o que pode auxiliar na cicatrizagdo das ulceras. Oliveira e
colaboradores (2010) conseguiram resultados significativos na avaliacdo da cicatrizagdo de feridas
cutaneas de caprinos com o uso das cascas de C. ferrea. Dias e colaboradores (2013) ao avaliarem
uma matriz contento extrato de C. ferrea comprovaram que o mesmo pode auxiliar na cicatriza¢do de
feridas devido ao seu efeito anti-inflamatoério no local, através da regulagdo da expressdo de fator de
necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina 1o (IL-1a).

Na medicina tradicional da India a Caesalpinia bonducella (L.) Fleming é utilizada como
hipoglicemiante (CHAKRABARTTI et al., 2005) e também na cicatrizagdo de feridas (CHOPDA,;
MAHAJAN, 2009). A agdo como secretagogo de insulina na diabetes mellitus tipo 2 foi comprovada
por (CHAKRABARTI et al., 2005). Shukla et al. (2010) mostraram que o 6leo extraido das sementes
de C. bonducella ao ser testado em edema de pata induzido por carregenina mostrou acdo anti-
inflamatoria, analgesia e antipirética nos animais testados.

As cascas e raizes de Caesalpinia benthamiana (Baill.) Herend. & Zarucchi sdo utilizadas
popularmente no tratamento de infecc¢des topicas e feridas. Devido a este relato, Dickson et al. (2007)

avaliaram a ac¢do antimicrobiana e antioxidante das substancias isoladas do extrato de éter de petroleo
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das cascas e raizes levando em consideragdo que as feridas normalmente sdo impedidas de cicatrizar
pela presenca de alguns microorganismos, como Staphylococcus sp., Streptococcus sp. €
Pseudomonas sp., e espécies reativas de oxigénio. Deste extrato foi isolado, dois diterpenos,
designados de bentaminina 1 e 2 e outro deoxicaesaldekarina C. A bentaminina 1 apresentou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Micrococcus flavus. A bentaminina 2 apresentou maior
atividade antioxidante frente ao radical livie DPPH e ICsy de 42,7 uM. Deoxicaesaldekarina C
apresentou ambas atividades antibacteriana e antioxidante. Dickson et al. (2012) isolaram a betaminina
3 que apresentou atividade significativa contra bactéria resistentes como Staphylococcus aureus

meticilina resistente, tetraciclina resistente e eritromicina resistente.

2.1.3  Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz

A espécie Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz (Figura 1), conhecida popularmente como
“sibipiruna” ou “falso pau Brasil” ¢ utilizada como planta ornamental ¢ possui potencial madeireiro
(Figura 1B). Possui como sinonimia Caesalpinia peltophoroides Benth., Caesalpinia pluviosa DC.,
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (Benth.) G.P. Lewis e Poincianella pluviosa var.
Peltophoroides (Benth.) L.P. Queiroz. No Brasil, a sibipiruna é encontrada na regido de Mata
Atlantica do Rio de Janeiro, sul da Bahia, Sao Paulo, Parana, Espirito Santo e na regido do Pantanal no
estado do Mato Grosso (CORTE et al., 2008). Ela ocorre na Bolivia, Paraguai e norte da Argentina
(QUEIROZ, 2009).

O extrato das cascas de P. pluviosa apresentou atividade antimalarica in vitro frente ao agente
etiologico da malaria, Plasmodium falciparum, cloroquina resistente, apresentando um ICs, de 8,3
pg/mL (BAELMANS et al., 2000). Mais tarde, Kayano et al. (2010) ao estudarem o extrato
hidroetanoélico das cascas de P. pluviosa encontraram atividade antimalarica frente ao mesmo agente
com ICspde 3,41 ng/mL e fragdo semipurificada com ICsy de 0,7 pg/mlL.

Flores e colaboradores (2006) identificaram nas cascas de P. pluviosa os compostos fenolicos
galato de etila e rhuschalcona IV, além de lupeol, acido betulinico e estigmasterol. Kayano et al.

(2011) relatou a presenga de quercetina nas cascas de sibipiruna.
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Figura 1. (A) Poincianella pluviosa. (B) Folhas e folhes (C) e cascas da sibipiruna. Foto: Fernanda

Bueno.
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2.2 ASPECTOS HISTOLOGICOS E FARMACOLOGICOS
2.2.1. Pele

A pele corresponde cerca de 16% do peso corporal e ¢ considerada o maior 6rgdo do corpo
humano. Apresenta-se como uma barreira protetora contra 0 ambiente externo € micro-organismos,
além de regular a temperatura corporal e evita perda de agua. Essas funcdes s sdao possiveis devido a
constituicdo da pele em origens embrionarias diferentes (Figuras 2A e 2B): a epiderme, com origem
do ectoderma e a derme, com origem do mesoderma intraembrionario. Abaixo da derme encontra-se a

hipoderme, que ndo pertence a pele, mas atua como suporte para ela (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 2. Camadas da pele: A) Tecido epitelial. Fonte: adaptado de http://www.saudetotal.com.br/
prevencao/topicos/histologia.asp acessado em 10-05-12. B) Fotomicrografia de corte histologico de

pele humana (colocacdo HE, 20X). Foto: Fermanda Bueno. HE: Hematoxicilina-eosina.

A epiderme ¢ formada pelo epitélio estratificado pavimentoso queratinizado composto
principalmente de queratindcitos (barreira mecanica, produgo de citocinas), melandcitos (formadores
de pigmentos que protegem contra luz ultravioleta), células de Langerhans (apresentadoras de
antigenos) e células de Merkel (mecano receptores) (FERREIRA et al., 2007; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

A epiderme ¢ dividida em varias camadas: cornea, licida, granulosa, espinhosa e basal (Figura
3A). O estrato corneo ¢ superficial e suas células anucleadas se enchem de queratina. Essa camada

pode se tornar mais espessa em alguns locais como a palma das maos. O estrato licido vem em
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seguida do corneo, e também ¢ rico em queratina (GARTNER; HIATT, 2007), que proporciona
protecdo para a pele contra micro-organismos ¢ agua. A camada granulosa se encontra logo abaixo da
camada Iucida e ndo é queratinizada. Ela é composta por granulos citoplasmaticos ricos em cistina e
histidina que sdo liberados por exocitose e formam uma camada rica em lipideos sobre a membrana
plasmatica (GARTNER; HIATT, 2007). Essa camada impermeabiliza a epiderme, sendo uma protecao
para ela. Na camada espinhosa, ou supra-basal, possui algumas camadas de células com
prolongamentos citoplasmaticos. Ha presenca de desmossomos que permitem a unido entre as células
e uma resisténcia da pele ao atrito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A supra-basal é formada por
queratinocitos com atividade mitotica pequena. A camada que se encontra ancorada na derme e ¢é
denominada de camada basal ou germinativa, pois ha presenca de células-tronco nesta por¢io. E
importante devido a intensa atividade mitotica dos queratinocitos levando a renovagdo celular da
epiderme (GARTNER; HIATT, 2007). A presenca dos desmossomos permite que as células basais se
liguem entre si e entre os queratindcitos (ROSS; PAWLINA, 2008). Com a atividade mitética, os
queratindcitos vao de encontro com o estrato espinhoso realizando migracéo destas células para as
demais camadas da pele. Esta divisdo mitotica finaliza quando a célula se torna uma célula

queratinizada (ROSS; PAWLINA, 2008).

Figura 3. Fotomicrografia de corte histologico de pele humana (colocacdo HE, 20X). (A) Camadas da
epiderme: cornea, licida, granulosa, espinhosa e basal. (B) Camadas da derme: papilar e reticular.

Foto: Fermanda Bueno. HE: Hematoxilina-eosina.
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Abaixo da epiderme encontra-se a derme, constituida de tecido conjuntivo. Este tecido ¢
composto por fibras elasticas e coldgenas, responsaveis pela elasticidade e tonicidade da pele, além de
vasos sanguineos e terminagdes nervosas, responsaveis por nutrir € sustentar a epiderme. A derme ¢é
constituida de duas camadas: papilar (superficial) e reticular (profunda) (Figura 3B). A camada papilar
encontra-se em contato com a camada basal da epiderme constituida de tecido conjuntivo frouxo, com
presenga de fibras colagenas tipo III. Essas fibras fazem parte de 8 a 12% do colageno existente na
derme. A camada possui também grande nimero de fibroblastos e substincia fundamental, constituida
de glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteina fornecendo forga e rigidez a matriz extracelular
(SAMPAIO; RIVITTIL, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os fibroblastos s3o células
responsaveis pela producdo de colageno que ajudam a isolar e reparar o tecido lesado, sendo
importantes na formagdo do tecido de granulagdo (BALBINO et al., 2005). A camada reticular é mais
espessa ¢ formada por um tecido conjuntivo denso, com fibras colagenas tipo I que se entrelagam com
as fibras elasticas sustentando a epiderme (FERREIRA et al.,, 2007). As fibras colagenas tipo 1
representam 80 a 90% do colageno existente na derme, sdo espessas e conferem a resisténcia contra a
tensdo presente na pele (SAMPAIO; RIVITTI, 2007). E composta de vasos linfaticos ¢ sanguineos,
foliculos pilosos, glandulas e nervos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

2.2.2 Processo de cicatrizacao de feridas

A cicatrizacao de feridas é um processo dindmico e complexo que envolvendo trés etapas que
se sobrepde: inflamagdo, proliferagdo e remodelagdo do tecido (Figura 4) (SINGER; CLARK, 1999).
Autores como Goisan e DiPietro (2004), consideram o processo como quatro fases, sendo a
homeostase e a inflamag@o as duas primeiras, seguidas da proliferacdo e remodelamento. Estas etapas
sdo essenciais para evitar uma contamina¢do da ferida por micro-organismos, além do re-

estabelecimento da integridade do tecido lesado (SINGER; CLARK, 1999).
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Intensidade do processo

i :
0,1 0,3 1 3 10 30 100
Dias apos a realizagdo da feridas
Figura 4. Fases da cicatrizacdo de feridas através do tempo. Adaptado de Francischetti et al. (2009).

A revisdo do processo de cicatrizagdo foi baseada em Singer e Clark (1999), Guo e DiPietro
(2010), Rodero and Khosrotehrani (2010) e Young e McNaught (2011).

A fase inflamatoria ocorre assim que o tecido € lesionado resultando em inchago, rubor, calor
e dor (MACKAY; MILLER, 2003). No inicio do processo cicatricial ocorre rapidamente um
extravazamento de sangue e a formacao de um coagulo de fibrina formado através da ativacdo das
plaquetas. O coagulo de fibrina passa a ser um suporte para a sustentagdo das células que irdo se
infiltrar na ferida e ¢ importante para restabelecer a homeostase. Tanto o tecido lesado quanto o
coagulo passam a estimular a liberacdo de fatores de crescimento e citocinas pré-inflamatorias, como o
fator de crescimento de derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de transformagdo de crescimento beta
(TGF-B). O TGF-B facilita o aparecimento de células polimorfonucleares (PMN) através dos vasos
sanguineos. Logo, o tecido lesado fica cheio de células inflamatérias como os neutréfilos, macrofagos
e linfocitos. Com a ativagdo destas células imunes ha um aumento da producdo de ROS, que sdo
essenciais na remog¢do de microrganismos, debridamento das células mortas, além da ativacdo de
fatores que aumentam a producdo de enzimas inflamatorias, como a cicloxigenase-2 (COX-2) e a
oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (PARK et al., 2011). Os ROS acabam sendo produzidos em
alta concentracdo causando danos as células. Assim, produtos antioxidantes sdo produzidos para
amenizar a a¢do dos ROS, como a superdxido dismutase 1 e 2 (SOD-1 e SOD-2) e a catalase (CAT).
Além disso, os macrofagos sdo responsaveis pela secregdo de outros fatores que também influenciam
no processo cicatricial, como a interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF).

A segunda fase, proliferativa, compreende a angiogénese, formagao do tecido de granulacao,
inicio da deposicao de colageno (tecido conjuntivo vascularizado), re-epitelizagdo (recobrimento da
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ferida por um novo epitélio) e contragdo da ferida (SINGER; CLARK, 1999; YOUNG; McNAUGHT,
2011). A hipoxia presente inicialmente no processo de cicatrizagdo ¢ importante para facilitar a re-
epitelizacdo e estimular a liberagdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) juntamente
com outras citocinas, induzindo a neovascularizacdo do local (YOUNG; McNAUGHT, 2011). Estes
estimulos locais levam a migra¢do e proliferagio de células endoteliais como os queratindcitos
presentes nas bordas da ferida. A migracdo celular ao centro da ferida ocorre com o intuito de recobrir
a matriz provisoria (SANTORO; GAUDINO, 2005) em func¢do do gradiente quimiotatico. A
proliferacdo celular é responsavel por formar um epitélio hiperproliferativo chamado de lingua de re-
epitelizagdo (SANTORO; GAUDINO, 2005) (Figura 5). Uma forma de se analisar a proliferagéo
celular € a partir da administragdo do sulfato de vincristina ao animal em jejum duas horas antes do
sacrificio. O sulfato de vincristina ¢ um quimioterapico que atua ligando-se a tubulina, impedindo a
formacdo de microtibulo, o que resulta na interrupcdo da mitose na fase de metafase (FARO et al.,

2008).

Figura 5. Fotomicrografia de corte histologico da ferida da pele de rato aos 4 dias de tratamento
(colocagdo HE, 4X). (A) Tecido integro, (B) Lingua de re-epitelizagdo, (C) Tecido de granulagio, (D)

coagulo. Foto: Fermanda Bueno. HE: Hematoxilina-eosina.

Os fatores de crescimento produzidos também favorecem a proliferacéo e diferenciagdo das
c€lulas com intuito de restaurar a integridade da pele. Com este estimulo, os fibroblastos também
migram para o centro da ferida estimulando a formagdo do tecido de granulacéo (por volta do quarto
dia). Estas células sdo essenciais para a formagao do tecido de granulag@o por serem responsaveis pela

producdo de colageno local juntamente com a neovascularizagdo do tecido (angiogénese) (BALBINO
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et al., 2005). O tecido de granulacdo ¢ formado por células tais como: fibroblastos, macréfagos,
componentes neovasculares e da matriz extracelular (glicosaminoglicanas, fibronectina e colageno)
(Figura 6). E um tecido edematoso formado por vasos imaturos que se rompem facilmente. O
ressecamento da crosta presente na ferida auxilia na contragdo da mesma diminuindo seu tamanho e

arrastando o tecido para o centro da ferida (BALBINO et al., 2005).

s

Figura 6. Fotomicrografia de corte histologico da ferida da pele de rato aos 10 dias de tratamento
(coloragdo HE, 4X). (A) epiderme recobrindo a ferida, (B) tecido de granulagdo com presenga de

fibroblastos. Foto: Fernanda Bueno. HE: Hematoxilina-eosina.

Por volta do décimo dia a ferida encontra-se toda preenchida pelo tecido de granulagdo,
neovascularizada e na presenca de fibras colagenas, iniciando-se a ultima fase do processo cicatricial,
o remodelamento. Nesta fase, o tecido continua a ser enrijecido por mais fibras colagenas obtendo
aparéncia de cicatriz (BALBINO et al., 2005), podendo durar anos. O colageno ¢ responsavel pela
resisténcia e integridade do tecido e dos novos vasos dependendo do tipo e quantidade das fibras
formadas. O colageno ¢ estimulado por fatores de crescimento presentes na injuria, € envolve na sua
composicao trés tipos de aminoacidos: lisina, glicina e prolina. Nos fibroblastos presentes no tecido de
granulacdo ocorre a hidroxilagdo da lisina e prolina na formagdo nao helicoidal, com formagado de
hidroxiprolisina e hidroxiprolina. A glicina, hidroprolina e hidroxilisina formam trés cadeias de
polipeptideos, as cadeias o, que se entrelacam formando uma tripla hélice, o procoldgeno
(STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998). O procolageno se combina para formar as fibrilas de
colagenas que posteriormente se agregam e formam as fibras colagenas (STADELMANN; DIGENIS;
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TOBIN, 1998). Assim, a quantificagdo da hidroxiprolina pode determinar a quantidade de colageno
presente na pele.

Existem diversos tipos de fibras colagenas, sendo o colageno tipo I e o colageno tipo III
responsaveis pela maioria da resisténcia a tragdo no corpo (MACKAY; MILLER, 2003). O colageno
tipo I representa cerca de 90% do colageno corporal e ¢ encontrado principalmente na pele, tendao e
0ss0s, € ¢ conhecido como fibra madura (CUTTLE et al., 2005). O colageno tipo III ¢ encontrado na
pele, artérias, intestino e Utero, ¢ € conhecido como fibra jovem (CUTTLE et al., 2005). A derme ¢
constituida de colagenos do tipo I (80%) e tipo III (20%) (STADELMANN; DIGENIS; TOBIN,
1998). Nos estagios iniciais da cicatrizagdo o colageno tipo III esta presente em grande quantidade (LI;
CHEN; KIRSNER, 2007). O colageno tipo III (imaturo) é composto por filamentos finos, além de ser
altamente soltivel. Com a injuria os fibroblastos passam a secretar este coldgeno ¢ com o
remodelamento, ele vai sendo degradado por enzimas e substituido pelo colageno tipo I (GOODMAN;
FULLER, 2009). O colageno tipo I, ¢ um colageno maduro e insolavel que ira fornecer maior forga de
tensdo e resisténcia da pele (GOODMAN; FULLER, 2009). O fator de transforma¢do do crescimento
beta(TGF- B) é capaz de regular o equilibrio entre o colageno do tipo I e o colageno tipo III durante o
processo de cicatrizagdo (SHERRAT; DALLON 2002). Ao final desta fase, os anexos da pele
(foliculos pilosos e glandulas) comecam a aparecer na parte cicatrizada.

Técnica como a coloragdo com picro-Sirius, ensaio de quantificacdo de hidroxiprolina,
coloracdo com tricomio de Masson, hibridizacdo in situ de RNAm e a imunohistoquimica sdo
utilizadas para avaliagdo da quantidade de fibras colagenas presentes em um tecido. A
imunohistoquimica ¢ muito utilizada, no entanto é um processo caro pela necessidade de anticorpos
especificos. Uma técnica que apresenta baixo custo, ¢ simples e confiavel é a que utiliza o corante
Sirius red, descrita por Junqueira e colaboradores (JUNQUEIRA et al., 1978 apud CUTTLE et al.,
2005). Ela é baseada na birrefringéncia natural que o colageno possui, resultante do modo de
disposicao de suas fibras e na presenca do corante picro-Sirius quando visualizado por microscopia de
polarizacdo. Esta propriedade é destacada podendo assim se diferenciar os tipos de fibras colagenas.
As fibras colagenas tipo III (jovens) por serem finas e frouxas apresentam a birrefringéncia com
coloracdo verde, enquanto as fibras colagenas tipo I (maduras) sdo compactas e espessas apresentando

coloragdo de amarelo intenso e vermelho (MONTES; JUNQUEIRA, 1991).
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histologico da ferida da pele de rato (coloragéo Sirius red, 20X).

Verde: fibras colagenas tipo III. Amarelo/Vermelho: fibras colagenas tipo 1. Foto: Fernanda Bueno.

Outros métodos envolvem a hidroxiprolina, um aminoacido que faz parte do colageno e ¢
utilizado na quantificacdo desta proteina (HOFMAN et al., 2011). Um dos ensaios mais utilizados ¢
espectrofotométrico onde o reagente de Erlich (4-(N,N-dimetilamino) benzaldeido) esta envolvido
com a oxidag@o da hidroprolina. Foram diversas as modifica¢des desse método e atua utilizagdo para
diversos fins, como quantificagdo na urina e tecidos (WOESSNER, 1961; STEGEMANN E
STALDER, 1967; REDDY; ENWEMEKA, 1996). O maior avango na técnica foi o uso do agente
oxidante cloramina T o qual € neutralizado com acido perclorico para reagir com o reagente de Erlich
(WOESSNER, 1961). O preparo das amostras também ¢ uma etapa crucial do método, onde deve
haver uma hidrolise acida para que ocorra a liberagdo de aminoacidos livres das proteinas e
posteriormente neutralizagdo da mesma. Autores como Reddy e Enwemeka (1996) substituiram a
hidrolise acida pela hidrolise basica nas amostras.

Ainda podem ser utlizados métodos cromatograficos para a determinagdo dos aminoacidos
essenciais e ndo essenciais como no método de derivatizacdo pré-coluna com fenilisotiocianato
(PITC). Neste método a derivatizagdo dos aminoacidos ocorre antes do processo de separacdo em
coluna de fase reversa (BIDLINGMEYER; COHEN; TARVIN, 1984). A partir deste método ¢é
possivel se determinar a quantidade de cada aminoacido essencial e ndo essencial presente na pele.
Nao se utiliza 0 método de derivatizagdo com ortoftaldialdeido (OPA) no caso de quantificagdo de
hidroxiprolina, pois este método ndo é capaz de reagir com aminas secundarias que estdo presentes na

prolina e hidroxiprolina (MOLNAR-PERL, 2005).
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2.2.3 Fatores que afetam a cicatrizacdo de feridas

As fases do processo de cicatrizagdo devem ocorrer a partir de uma sequéncia e tempo de
duragdo. Em um processo normal as trés fases ocorrem: inflamagdo (0-3 dias), a proliferagdo (3-12
dias) e remodelacdo do tecido (3-6 meses) (KUMAR et al., 2007; HEMMATI et al., 2011). No
entanto, o tempo destas fases pode ser aumentado quando se tem uma cicatrizagdo de feridas
deficiente ou uma falha. Estas falhas na cicatrizagdo podem gerar feridas cronicas com atraso em uma
das fases do processo cicatricial. Muitos sdo os fatores envolvidos em uma cicatrizagdo prejudicada
como a idade, genética, fumo, alcool, estado nutricional, obesidade, infec¢do do tecido, medicamentos,
hipdxia, excesso ou deficiéncia de citocinas inflamatorias e imunossupressdo (GUO; DIPIETRO,
2010; YOUNG; McNAUGHT, 2011).

Os fatores locais presentes na lesdo e que podem afetar a cicatrizagdo sdo a infecg¢do ¢ a
oxigenacdo. A partir da lesdo, micro-organismos, como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ¢ Streptococcus sp., entram na pele e acabam causando uma infec¢do no local. Uma ferida ndo
tratada corretamente pode levar a formacdo de feridas cronicas, dificilmente havendo cura. O processo
inflamatério, envolvendo o recrutamento de células, auxilia na remogdo desses micro-organismos.
Quando essa descontaminagdo ndo é adequada, a inflamagéo pode ser prolongada afetando a reparagao
tecidual (GUO; DIPIETRO, 2010).

O metabolismo das células depende do fator oxigenagdo. Inicialmente na ferida ha alto
consumo de oxigénio pelas células e com a interrupgdo do fluxo sanguineo pela auséncia dos vasos
causados pela lesdo, pode ocorrer a hipoxia local. Uma hipoxia tempordria pode auxiliar na
cicatrizagdo de feridas, no entanto, o prolongamento desta hipoxia pode levar a um retardamento da
mesma (BISHOP, 2008). A hipoxia gera um aumento de ROS, da angiogénese ¢ dos fatores de
crescimento no inicio da reparacdo tecidual. Em casos de hipovolemia o volume de sangue na
circulagdo ¢ insuficiente transportando uma menor quantidade de oxigénio e nutrientes para o tecido e
células, retardando, assim, o processo de cicatrizagao.

A dificuldade na cicatrizacdo de feridas pode ser uma consequéncia também de estados
patologicos associados a diabetes mellitus, perturbagdes-imune, isquemia e estase venosa €, em
ferimentos, tais como queimadura. Estas condi¢des prejudicam a cicatrizagdo de feridas, incluindo a
hemeostase, inflamagdo, angiogénese ¢ deposi¢ao de matriz (GALIANO et al., 2004).

A diabetes mellitus é um problema de saude publica levando a diminuigdo da qualidade de
vida e altos custos financeiros devido a dificuldade em seu controle. A diabetes ¢ considerada uma
desordem hiperglicémica cronica que apresenta aumento de infec¢des e graves alteragdes metabolicas
(KOMESU et al., 2004). A doenga afeta o metabolismo de células e tecidos impedindo uma boa
cicatrizagdo de feridas. A diabetes prejudica numerosos componentes presentes no processo de
cicatrizagdo, incluindo hemostasia ¢ inflamagdo, deposicdo de matriz, angiogénese, produgdo de

fatores de crescimento, além da migragdo e proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos. Estas
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deficiéncias estio presentes em uma ampla variedade de tecidos, incluindo a pele. Em feridas cutaneas
de diabéticos foi observada alteracdo do fluxo sanguineo e diminuicdo do nimero de fatores de
crescimento essenciais a cicatrizacdo de feridas, incluindo FGF-2, fator de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF)-B, e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (GALIANO et al., 2004).
Muitas vezes ocorre devido a alta concentragdo de aglicar no sangue, ou mesmo por problemas
cardiovasculares, promovendo uma hipoxia prolongada nos membros. Como visto anteriormente, a
hipoxia e a hiperglicemia geram um estresse oxidativo que retarda a cicatrizagdo. Além disso, as
feridas diabéticas sdo propensas a infec¢do devido a insuficiéncia de granuldcitos e da quimiotaxia. O
estado geral da diabetes pode levar a um estresse oxidativo (causado por um excesso de ROS), hipdxia
(com diminuigdo da angiogénese e neovascularizagdo), neuropatias e desregulacdo na diferenciagdo e

proliferagdo de queratindcitos e fibroblastos (GUO; DIPIETRO, 2010).

2.3 EXTRATOS VEGETAIS E SUBSTANCIAS ISOLADAS NA CICATRIZACAO DE
FERIDAS CUTANEAS

As plantas possuem um grande potencial no tratamento de feridas. Desde a antiguidade sdo
utilizadas por diversas culturas em feridas, queimaduras e outros problemas de pele. Em algumas
investigacdes o uso tradicional é considerado no momento da escolha da planta medicinal a ser
estudada. Este uso de partes das plantas na cicatrizagdo de feridas comecou a ser estudada por
cientistas com intuito de se obter um extrato vegetal, fragdo ou mesmo composto isolado capaz de
modular os processos de reparagao tecidual.

Na busca de agentes farmacologicos que atuem na cicatrizagao de feridas os testes in vitro sao
utilizados na avaliagdo preliminar da acdo anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana, sobre a
proliferagdo e diferenciacdo de queratindcitos e fibroblastos, formacao de coladgeno e citotoxicidade
(HOUGHTON et al., 2005). Deters e colaboradores (2001) avaliaram as cascas de Hamamelis
virginiana L. e encontraram polissacarideos (arabanas e arabinogalactanas) sem atividade em
queratinocitos, no entanto, as proantocianidinas estimularam sobre a proliferagdo celular dos
queratinocitos, sem que houvesse diferenciagdo dessas células.

Agyare ¢ colaboradores (2011) avaliaram as folhas de Phyllanthus muellerianus (Kuntze)
Excell, nas quais isolaram e identificaram os elagitaninos: geranina e furosina. Estas substancias
induziram a proliferacdo celular de queratinécitos e fibroblastos, a diferenciacdo de queratinécitos e a
producdo de coldgeno pelos fibroblastos.

Wang e colaboradores (2013) investigaram plantas utilizadas na medicina tradicional chinesa
com uso na cicatrizacdo de feridas. O extrato da casca da raiz de Paeonia suffruticosa Andrews
mostrou aumento na viabilidade celular de queratindcitos (HaCaT) e fibloblastos (pNHDF). Durante o
estudo bioguiado isolaram o composto 1,2,3.4,6-penta-O-galoil-f-p-glicose (PGG) que estimulou a

viabilidade celular e a proliferacdo de queratindcitos.
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Na antiguidade a Moringa oleifera Lam. foi muito utilizada popularmente por romanos,
gregos ¢ egipcios. Atualmente ¢ utilizada pela populagdo em desordens de pele e devido ao seu valor
nutricional (MUHAMMAD et al., 2013). Diversas sdo as a¢des farmacologicas descobertas da M.
oleifera, tais como: antimicrobiana (KEKUDA et al., 2010), anti-inflamatoria (MAHAJAN; MALI,
MEHTA, 2007) e antioxidante (SULTANA; ANWAR; ASHRAF, 2009). Em estudo bioguiado
realizado por Muhammad et al. (2013), a fragdo aquosa das folhas de M. oleifera promoveu estimulo
da proliferacdo e viabilidade celular de fibroblastos. O composto majoritario encontrado nesta fracao
foi o vicenin-2 (apigenina-6,8-di-C-glicosideo).

Os testes in vitro possuem diversas vantagens como rapidez, custo € seu uso para a realizagdo
de triagem de extratos, fragdes e substdncias isoladas. Devido a problemas éticos com o uso de
animais ¢ consequente diminui¢do do seu uso em ensaios, estes ndo sdo descartados por completo
(TRAKUR et al., 2011). Sdo muitos os fatores envolvidos para se comprovar a eficacia de um extrato,
fragdo ou composto vegetal, sendo necessarios testes pré-clinicos para comprovar a sua atividade
farmacologica. Extratos e fragdes vegetais v€m sendo incorporados a formas farmacéuticas como géis,
cremes, pomadas ¢ membranas de libera¢do controlada para melhorar o processo de cicatrizagdo. O
estudo de produtos naturais como agente cicatrizante vem se intensificando devido as substancias que
podem influenciar em uma ou mais fases da cicatrizagdo (SCHULZ et al., 2002).

Lopes e colaboradores (2005) utilizaram o extrato bruto (EB) da casca de Stryphnodendron
polyphyllum Mart. incorporado a uma pomada in vivo € observaram que o EB estimulou a proliferacao
celular da epiderme verificando um aumento no nimero de células bloqueadas em metafase na camada
basal e a contragdo da ferida aos 7 dias de tratamento, além de efeito contra Staphylococcus aureus e
atividade antioxidante. Hernandes e colaboradores (2010) avaliaram outra espécie, S. adstringens, ¢
concluiram que a espécie € capaz de estimular os queratindcitos presentes na epiderme, mas nao atuam
estimulando a contra¢do da ferida. Os autores atribuiram seus resultados a presenca de taninos nas
espécies.

Gupta et al. (2008) avaliaram uma pomada contendo extratos das folhas de Hippophae
rhamnoides L. e Aloe vera L. e do rizoma de Curcuma longa L. O uso topico levou ao aumento da
proliferagdo celular ¢ da sintese de colageno, além de promover a angiogénese no local da ferida.

Geethalakshmi et al. (2013) avaliaram a Sphaeranthus amaranthoides Burm.f. na cicatriza¢do
de feridas com o uso de uma pomada contento o extrato metandlico e outra contento a fracdo
enriquecida de flavonoides, comprovando seu uso popular. A presenca de compostos fenolicos na
formulagdo contribuiu para a melhora na contragdo da ferida, além de diminuir a area de re-
epitelizagao.

Recentemente, um biomaterial de colageno foi desenvolvido e caracterizado por Muthukumar
e colaboradores (2013) incorporando extrato de Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc. No ano

seguinte, Muthukumar e colaboradores (2014) ao investigar a acdo do biomaterial sobre feridas
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cuténeas in vivo observaram que a M. uniflorum foi capaz de reduzir o processo inflamatorio a partir
da supressdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e da 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS). Além disso,
o extrato foi capaz de regular os fatores de crescimento presentes no processo cicatricial, tal como o

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que foi estimulado aos 4 dias de tratamento.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho avaliou a acdo do extrato hidroetanolico das cascas de Poincianella pluviosa em
quaratinocitos e fibroblastos in vitro, com avaliagdo dos constituintes quimicos, € a reparacao celular

de feridas cutineas de ratos normoglic€micos e diabéticos in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a a¢do do extrato bruto de P. pluviosa em queratinocitos e fibroblastos in vitro.

Realizar estudo bioguiado para a determinagdo de fragdes com atividade in vitro.

Pesquisar os possiveis compostos responsaveis pela atividade in vitro.

Avaliar a re-epitelizagdo celular, a quantidade de células em mitose ¢ a quantidade de fibras
colagenas tipo I e III presente nas feridas de ratos normoglicémicos e diabéticos quando tratadas com
extrato bruto de P. pluviosa.

Avaliar as proteinas (SOD-1, SOD-2, VEGF, COX-2) presentes nas feridas de ratos
normoglicémicos e diabéticos quando tratadas com extrato bruto de P. pluviosa.

Avaliar a permeacdo cutdnea do gel contendo extrato bruto de P. pluviosa nas feridas de ratos

normoglicémicos e diabéticos.

Dessa forma a tese foi organizada em trés capitulos na forma de artigos, a saber:

e Capitulo 1. “Hydrolysable tannins from hydroalcoholic extract from Poincianella pluviosa
stem bark and its potential wound-healing properties: influence on in vitro cell physiology

on human keratinocytes and dermal fibroblasts”.

e Capitulo 2. “Enhanced cutaneous wound healing in vivo by Poincianella pluviosa

standardized crude extract”.

e Capitulo 3. Efeito do gel de Poincianella pluviosa na cicatrizagao de feridas em ratos com

diabetes induzida pela estreptozootocina.
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CAPITULO 1. AVALIACAO DA ATIVIDADE
CICATRIZANTE IN VITRO

Este capitulo consiste no artigo publicado na revista Fitoterapia (2014) 99: 252-260. (DOI:
10.1016/j.fitote.2014.10.007) sobre a avaliagdo da atividade cicatrizante in vitro de Poincianella

pluviosa e a composi¢do da fragdo detentora da atividade.
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Abstract

Extracts from Poincianella pluviosa stem bark are used in traditional medicine of South America for
its wound healing properties. For validation of this traditional use and for rationalizing a potential
pharmaceutical development towards standardized preparations bioassay-guided fractionation of
EtOH-water (1:1 v/v) extract (crude extract, CE) of Poincianella pluviosa bark was performed. HaCaT
keratinocytes cell line and human primary dermal fibroblasts (pNHDF) were used as in vitro systems.
Significant stimulation of mitochondrial activity was found for CE on both cell types, which caused a
strong increase of cell proliferation of keratinocytes. Fractionation of CE over Sephadex LH20
revealed two inactive fractions (FA and FB) and an active fraction FC, which was further fractionated
by MPLC into 4 subfractions. Subfraction FC1 increased mitochondrial activity and proliferation of
keratinocytes and dermal fibroblasts in a dose dependent manner (10 to 100 pg/mL) and did not show
necrotic cytotoxicity on keratinocytes (LDH release assay). FC1 was investigated by ESI-MS/MS and

solid-state >°C NMR which confirmed the presence of various polyphenols and hydrolysable tannins.
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MS studies suggests the presence of pyrogallol (1), gallic acid (2), gallic acid methyl ester (3), ellagic
acid (4), corilagin (5), 1,4,6-tri-O-galloyl-glucose (6), tellimagrandin 1 (7), 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-
glucose (8), mallotinic acid (9), tellimagrandin II (10), 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-glucose (11),
geraniin (12), and mallotusinic acid (13).

Keywords. Poincianella pluviosa, keratinocytes, dermal fibroblasts, polyphenols, tannins.

1. Introduction

Wounds have a tremendous impact on the healthcare economy and intensified research for
improvement of wound-healing is still a major goal. While in Europe and U.S. acute wounding is
mostly treated by systematic disinfection and surgical procedures, less developed countries rely on the
topical application of wound-healing plant extracts or natural compounds [1]. On the other side
chronic wounds still represent a major health burden and drain on healthcare resources in the
developed and undeveloped countries [2]. In many cases this plant-based preparations are based on
traditional local medicine. The treatment and healthcare by using plant extracts with wound healing
properties is inexpensive and can be managed easily by basically trained health workers [1]. Most of
these medicinal plants have been used for a long time and are assessed to be cheaper and safer than
isolated or chemical synthesized active compounds. Therapeutic strategies for chronic wounds have
been published and are implemented in clinical therapy in developed countries but in many cases the
success of such therapies is still very limited and many patients are suffering for chronic wounds over
long time periods. In U.S. nearly 6 million people are estimated to suffer from unhealed wounds [3],
and cost of this problem reaches about ten billion dollars annually [4]. The skin forms a barrier that
protects the body from intentional or accidental damage. Skin wounds are essentially the disruption of
functional continuity of cells and tissues of the skin at the site of injury, and can be caused by
physical, chemical, microbiological or immunological insults, which can compromise its function [5].
The integrity of the tissue can be reestablished by the wound-healing process, which is complex and
involves several biological events, including vascular and cellular changes, epithelial proliferation,
collagen synthesis and deposition, fibroblast proliferation and migration, revascularization, and wound
contraction. The normal process involves three stages: inflammation, proliferation, and tissue
remodeling. However, this process may be impaired and the healing time extended by some factors
like severity and type of wounds, microbial infection, conditions of health, medications, sex, age,
stress situations, immunity status, obesity and environment around the site of the wounds.

The need to search for compounds that have evident ability to accelerate the healing process is
obvious. Natural products can play an important role in this sense, acting in stimulation of cellular
proliferation and differentiation of keratinocytes [6,7] and dermal fibroblasts [8], on induction of

collagen synthesis [7] and improvement of innate immune response in the wound area. Especially
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polyphenols and polysaccharides have been published to act specifically on the relevant skin cells [9-
11]. The research for new products is important for discovering new lead compounds.

The genus Caesalpinia consists worldwide of about 500 species [12] and many medical uses of
species from the genus are related to antimalarial [13], antiulcer [14], anti-inflammatory [15], or
wound healing activity [16,17]. Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz is native from Brazil,
common known as "sibipiruna" or "false Brazil wood", and is also reported under its synonyms
Caesalpinia peltophoroides (Benth.), Caesalpinia pluviosa DC., and Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides (Benth.) GP Lewis. [18]. In Brazil is primarily found in the Atlantic Forest and
Pantanal region [19] and is used in afforestation of Brazilian cities. The popular use of the bark of P.
pluviosa found in Bolivia in cases of dysentery [13]. Recently, it has been shown that an extract of P.
pluviosa showed antimalarial activity [20]. Concerning the phytochemical composition of the species
presence of sterols, tannins, flavonoids and saponins as determined by colorimetric group
determinations has been confirmed, while alkaloids were found to be absent [21]. The essential oil of
the flowers was shown to be dominated by long chain alkanes [22]. The flowers are described to
contain brevifoincarboxylate, 5-hydroxymethylfurfural, Iuteolin, gallic acid, gallic acid ethyl ester,
sitosterol, glucosylated sitosterol and squalene [23]. From the stem bark of C. pluviosa gallic acid,
gallic acid ethyl ester, rhuschalcone VI, lupeol, betulinic acid and stigmasterol have been isolated [24].

The aim of the following study was the evaluation of a hydroalcoholic extract (CE) from the stem
bark of P. pluviosa on potential wound healing activity by determination of its influence on cell in
vitro physiology of human skin cells. Especially viability and proliferation of human keratinocytes as
key players of human epidermis was to be investigated besides the activity of the extract and its
fractions against dermal fibroblasts, representing the major cells from the skin dermis. Additionally,
fractions obtained were to be investigated phytochemically by ESI-MS/MS and solid- state °C NMR

analysis.

2. Materials and Methods
2.1 General experimentation procedures

If not stated otherwise all chemicals were purchased from Sigma (Deisenhofen, Germany) or
VWR (Darmstadt, Germany). Bark of Poincianela pluviosa (DC.) L.P. Queiroz was collected at the
Universidade Estadual de Maringd Campus, Maringa, Brazil, and identified by Prof. Dr. Cassia
Mbnica Sakuragui. Voucher species are deposited in the herbarium of the Universidade Estadual de
Maringa and Universidade Federal do Rio de Janeiro under numbers 12492 HUEM and RFA 39925,

respectively.
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2.2 Extraction and Fractionation (Figure 1)

Dried and milled bark material (2 kg) was extracted with 20 L of EtOH-water (1:1 v/v) by Ultra-
Turrax® UTCI115KT (Ika® Works, Wilmington, NC) for 3 x 5 min at 40 °C. The resulting extract
was filtered (Mesh 0.130), concentrated under reduced pressure and lyophilized to yield 226 g (11.3%,
related to the starting material) of the crude extract, named in the following as CE CE (3x50g) were
partitioned ten times between ethyl acetate (EtOAc):water (1:1 v/v; 3x1 L). After separation of the two
phases the respective solvents were removed under reduced pressure and the extracts were lyophilized
to yield the EtOAc-fraction (EAF, 23.70 g) and H,O-fraction (WF, 120.60 g). 10 g of EAF were
dissolved in ethanol 50% (v/v) and fractionated on Sephadex® LH-20 (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Sweden, 650 x 50 mm) using a step gradient of 1500 mL ethanol 50% (FA, 2.95 g), 2200 mL
ethanol 100% (FB, 1.04 g), and FC (5.43 g) was obtained by adding: 2000 mL methanol 50% (0.3 g),
2000 mL methanol 100% (0.5 g), and 3000 mL acetone 70% (4.63 g). 200 mg of fraction FC were
fractionated on MCI-Gel® CHP-20P stationary phase (Mitsubishi Kasei Corporation, Tokyo, Japan,
75 - 150 pm, 450 A, 500 x 25 mm) by using a linear gradient of methanol and water as mobile phase
(20% MeOH = 100% over 120 min at a flow rate of 5 mL/min) with a Waters 510 HPLC pump. This
chromatographic separation yielded 4 subfractions FC1 (225 mL, 90.12 mg), FC2 (30 mL, 42.33 mg),
FC3 (55 mL, 28.50 mg), and FC4 (215 mL, 21.71 mg).

All subfractions were monitored by analytical TLC on silica gel 60 Fs4 aluminium sheets (10 %
20 cm) using ethylacetate:water:formic acid (90:5:5; v/v/v) as mobile phase; detection was performed
at daylight, A 366 and 254 nm, and after spraying with FeCl; (2% in ethanol). The subfractions were
combined based on the composition and pattern on the TLC. The respective solvents were removed
under reduced pressure and the fractions were lyophilized. The total polyphenol (TP) and total tannin

(TT) contents were determined using a modified Folin-Ciocalteu method [25,26].
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Figure 1. Bioassay-guided fractionation of EtOH-water extract from Poincianella pluviosa.
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2.3 Solid-state "C NMR and ESI-MS/MS

NMR spectra were obtained on a NMR Varian Mercury Plus 300BB spectrometer (Varian, USA)
probe CPMAS 7 mm, a frequency of 75.45 MHz for "°C, using FC1 in solid state. Each proton
preparation pulse was 50 ps at 90°, with spun 100 Hz and followed by 1000 ps of data acquisition and
1 s of recovery delay. Transients sequence was 7168. The spectra of the compounds were analyzed
and compared to literature data.

Micromass Quattro micro™ API benchtop triple quadrupole mass spectrometer equipped with a
Z-spray electrospray ionisation (ESI) source (Waters, Milford, MA, USA) operating in negative mode
was used. MassLynx™ software (version 4.0, Waters, Milford, MA, USA) was used for data
acquisition and processing. Sample containing 500 ng/mL of FC1 was direct injected into MS source.
Capillary voltage was set to 3.0 kV, cone to 35 V, and extraction cone to 2 V. Source temperature was
100 °C, desolvation temperature 250 °C, cone gas flow was 50 L/h, and desolvation gas flow was 500
L/h. Scan time was 0.3 s with an interscan time of 0.02 s. Argon was used as collision gas (collision
energy from 15-30 eV). Preliminary analysis of MS was carried out using full scan, and the

compounds were identified by MS/MS fragments.

2.4 HaCaT keratinocytes and fibroblasts in vitro cell culture

Ethical Committee of University of Miinster, Germany (acceptance #2006-117-f-S) approved the
studies. Primary natural dermal fibroblasts (pNHDF) were obtained from surgical resectates of
Caucasian subjects by University Hospital of Miinster (Department of Dermatology and Paediatrics,
Miinster, Germany). The isolation and propagation of dermal fibroblasts from the dermis was
performed according [9]. HaCaT keratinocytes were provided by Prof. Dr. Norbert E. Fusenig (DKFZ,
Heidelberg, Germany) and cultivated in DMEM high glucose medium, supplemented with FCS
(10%), penicillin/streptomycin solution (1%), glutamine (1%) and non-essential amino acids (1%)
(PAA, Pasching, Austria). pNHDF and HaCaT keratinocytes were cultivated at 37 °C, 5% CO, and 37
°C, 8% CO,, respectively.

Functional testing was performed with cells in FCS-free medium (HaCaT keratinocytes: MCDB
153 complete, Biochrom, Berlin, Germany; pNHDF: MEM high glucose, SerEx® (10%) and L-
glutamine (1%), PAA Pasching, Austria). In vitro tests were performed concerning mitochondrial
activity by MTT test [27], mitogenic cell proliferation rate by BrdU incorporation assay [28], and
release of lactate dehydrogenase (LDH) [8] against untreated control and 5% FCS treated cells as

positive control [29].
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2.5 Statistical analysis
Software Statistica® 8.0 (StatSoft Copyright, Inc. 1984-2007) was used for statistical analysis.
Significant differences were determined by analysis of variance unilateral (one-way ANOVA-Tukey)

test for multiple comparisons, and considered p < 0.05 (*) as significant.

3. Results and Discussion

For in vitro investigation of a potential activity of P. pluviosa bark extract on human skin cells
HaCaT keratinocytes and primary natural human dermal fibroblasts (pNHDF) were used to investigate
the influence of an EtOH-water extract (1:1) (CE) on cell physiology. While cellular viability was
evaluated by MTT assay [27], cellular proliferation was quantified by BrdU incorporation ELISA
[28]. CE stimulated cell viability and mitochondrial activity of keratinocytes as well as of pNHDF in
the concentration range of 10 to 50 ug/mL (Table 1).

Table 1. Influence of CE and subfractions FA, FB and FC on cellular dehydrogenase activity (MTT
assay) and mitogenic cell proliferation (BrdU assay) of HaCaT keratinocyte cell line and primary
dermal fibroblasts (pNHDF) at 1, 10, 25, 50 and 100 ug/mL. The results are expressed as mean + SD.
Values are mean of 3 independent experiments with n = 8 replicates. NC: untreated negative control;

PC: positive control (5% FCS); n.p.: not performed; * p < 0.05 compared to NC.

Cell viability (MTT assay)

Fraction Cell Type | NC PC 1 10 25 50 100
pg/mL
HaCaT  100+15 125+05* 98412  110+5*  138+11* 124+10* 105+11
cE pNHDF  100£19 133+10* 94+10 1104£9*  134+9*  120+9* 97+9
HaCaT  100+17 206+14* 76+6*  89+12*  67+6* n.p. n.p.
FA pNHDF  100+13 135+16*  n.p. 71£11*  86x£16*  89+£18*  75+£20%*
HaCaT  100+08 206+14* 100+10 103+08  74+£10 n.p. n.p.
B pNHDF  100+09 163+6* n.p. 89+£8* 83+9%* 80£10*  77+04*
HaCaT  100£12 189+16* 61£13*  95+10  120+13* 158+09* 189+10*
re pNHDF  100+16 163+6* n.p. 118+05* 162+6*  158+8*  139+9*
Cell proliferation (BrdU assay)
Fraction Cell Type | NC PC 1 10 25 50 100
pg/mL
CE HaCaT  100+£10 1104£3*  85+£3* 99+7 126+8*  147+£7*  119+10*

pNHDF  100+13  259+£9*  71£13*  58+3* 19+13* 14+6* 12+8*
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It was interesting that CE also stimulated cellular proliferation of keratinocytes, while in contrast
proliferation of dermal fibroblasts was dramatically decreased by CE in a concentration-dependent
manner (Table 1). This contradictory result for the two different cell types can only be correlated with
a potential triggering effect of CE towards cellular differentiation of dermal fibroblasts, which could
explain the stop of proliferation by increased metabolic activity, but decreased mitogenic proliferation.
Bioassay-guided fractionation was performed by chromatography of CE on Sephadex LH20, using
different mobile phases. Total fractions obtained from the different solvents were named as FA, FB,
and FC and investigated concerning their respective activity against the skin cells. While FA and FB
were inactive or exerted slightly toxic effects against keratinocytes and dermal fibroblasts within MTT
assay, fraction FC showed strong stimulation of viability for both cell types (Table 1).

FC was further fractionated by reversed phase chromatography on MCI gel using a MeOH-water
gradient, which resulted in the 4 subfractions FC1 to FC4. In vitro cell testing indicated FC1 and FC2
to be strong stimulators of mitochondrial activity of keratinocytes (Figure 2A) and dermal fibroblasts
(Figure 2B), while FC3 and FC4 were inactive or even toxic.

Investigation of FC1 and FC2 on the influence on cellular proliferation of HaCaT keratinocytes
(Figure 2C) indicated FC1 to induce mitogenic cell proliferation significantly at 10 to 25 pg/mL, while
FC2 inhibited cell proliferation. Therefore FC1 is assessed as a strong stimulant of epidermal
proliferation, while FC2 seems to trigger cells into cellular differentiation. Quantification of LDH
release from keratinocytes by FCI1 revealed no significant differences to the respective control groups,
indicating the absence of necrotic cell activity in the range from 1 to 100 pg/mL (data not shown).
From this bioactivity-guided fractionation it can be concluded that CE, FC, and FC1 are able to
influence the cell physiology of skin cells significantly. It seems interesting that proliferation (but not
the viability!) of fibroblasts was decreased by the extract CE, while the proliferation of keratinocytes
was significantly increased. This phenomenon can be interpreted in a way that the extract stops the
mitogenic cell cycle of NHDF but triggers the cells into a stage of higher metabolic activity by
induction of cellular differentiation, e.g. for production and secretion of polymers for formation of the
extracellular matrix. Several recent publications indicate similar effects of natural products against the
two different cell types of the skin [7,11] and showed that keratinocytes and fibroblasts probably due
the existence of different cellular targets act completely different on exogenous stimulus.

To obtain a deeper insight into the chemical composition of the active fractions analytical studies
were performed. The polyphenol content of the EtOH-water extract CE of P. pluviosa was determined
to be 22.7% (w/w) by UV-spectrometry [26]. FC1 showed 54.12%=*1.82 (mean+SD) of TP and
54.09%+1.83 of TT.
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Figure 2. Influence of FCI1, FC2, FC3, and FC4 on cellular dehydrogenase activity (MTT assay) of HaCaT keratinocytes (A) and dermal fibroblasts pNHDF
(B). Influence of FC1 and FC2 on mitogenic cell proliferation (BrdU assay) of HaCaT keratinocytes is displayed in (C). The results are expressed as mean =+
SD. Values are mean of 3 independent experiments, n = 8 replicates. NC: untreated negative control; PC: positive control 5% FCS; * p < 0.05 compared to

NC.
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FC1 was investigated by solid-state *C-NMR spectroscopy (Figure 3). The respective signals
indicate the presence of aromatic ortho-orientated CH carbons at C, and C; at 111 ppm. At 143 ppm
hydroxyl groups relative to C; and Cs, C,, and C4,-OH at 121 and 135 ppm, respectively, were found
[30]. A carboxyl group found at 168 ppm is characteristic for gallic acid, a precursor for some
hydrolysable and condensed tannins. The “C-NMR spectrum shows the presence of a monomeric
sugar between 50-100 ppm. C-atoms from hexose (Hex) moiety is characterized by signals at 92 ppm
and those from the other five carbons in the region between 62 and 73 ppm: 70 ppm (Hex-C2), 62 ppm
(Hex-C3), 70 ppm (Hex-C4), 72.9 ppm (Hex-C5) and 64 ppm (Hex-C6) (Figure 2) [31,32]. The active
fraction FC1 was further analyzed by ESI-MS/MS and the structural information was obtained through
interpretation of the fragmentation spectra recorded by MS and MS/MS experiments. Table 2 displays
the various m/z values obtained in the negative ionisation mode [M-H] and the proposed compounds
based on comparison with MS data bases and related literature. Figure 4 shows the structural features
of the tentatively identified compounds. The compounds (1), (2), and (4) at m/z 125, 169 and 301 were
characterized as pyrogallol, gallic acid and ellagic acid, respectively [33-35]. Compound (3) was
correlated with the structure of gallic acid methyl ester (methyl gallate) with m/z 183 and typical
fragments observed for subsequent demethylation (m/z 169) followed by decarboxylation (m/z 125)
[33]. Further on MS/MS data indicated the presence of ellagitannins and gallotannins. By using the
respective MS fragmentation data and published literature the following compounds might be part of
the present in the fraction, wereby the stereochemical aspects can not be shown by the MS
experiments, but are deduced from already published compounds. f-1-O-galloyl-3,6-(R)-
hexahydroxydiphenoyl-D-glucose (corilagin) at m/z 633 (5) [36], 1,4,6-tri-O-galloyl-glucose at m/z
635 (6) [37], 1,3-digalloyl-4,6-hexahydroxydiphenoyl-f-D-glucopyranoside (tellimagrandin I) at m/z
785 (7) [38], 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-glucose at m/z 787 (8) [37], mallotinic acid at m/z 801 (9) [39],
1,2,3-trigalloyl-4,6-hexahydroxydiphenoyl-f-D-glucopyranoside (tellimagrandin II) at m/z 937 (10)
[40], 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-glucose at m/z 939 (11) [37], geraniin at m/z 951 (12) [41], and
mallotusinic acid at m/z 1119 (13) [39]. This is the first time that hydrolysable tannins are described

for P. pluviosa.
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Figure 3. Solid state C NMR spectra of FC1 indicating signals typical for gallic acid and hexose

(Hex).
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Table 2: MS and MS/MS data of compounds detected in subfraction FC1 obtained from the stem bark

of P. pluviosa and correlation to published data from literature.

Elemental

Compound Compound Name C .. [M-H] MS/MS Literature
omposition

1 Pyrogallol CsH0; 124.9 53,81, 97, 107 [35]

2 Gallic acid C,H,O; 169.0 53, 81,97, 107, 125 [34]

3 Gallic Zﬁrmethyl C4H;Os 183.2 78,95, 124, 168 [33]

4 Ellagic acid C14H,Og 301.2 185, 229, 257, 284 [34]

5 Corilagin CH»0i5  633.0 169, 275, 301, 481 [36]
1,4,6-Tri-O-galloyl- 125, 169, 221, 271, 313,

6 alucose O 635.1 423, 465, 483 [37]
. . 125, 169, 275, 301, 483,

7 Tellimagrandin I C34H605, 785.1 615. 633 [38]
1,2,3,6-Tetra-O- 125, 169, 295, 403, 421,

8 galloyl-glucose Coa5022 786.9 447, 465, 617, 635 [37]

9 Mallotinic acid CyHo0s;  801.1 301, 463, 633, 757 [39]
. . 125, 169, 275, 301, 483,

10 Tellimagrandin 11 C41H;30056 936.8 633,785,919 [40]
1,2,3,4,6-Penta-O- 125, 169, 329, 447, 601,

11 galloyl-glucose CalnOz 9389 617, 769, 787 371
- 169, 301, 445, 481, 633,

12 Geraniin C41Hy30, 951.2 757,783, 933 [41]

13 Mallotusinic acid ~ CugHpOs, 11193 122 169,301,445,633, 54,

757, 801, 933,951, 1074

51



CAPITULO 1

Figure 4. Structural features of compounds from fraction FC1 from the stem bark of Poincianella

pluviosa.
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From this point of view FC1 can be assessed as the fraction from P. pluviosa responsible for the
stimulatory activity of keratinocytes and dermal fibroblasts due to the content of hydrolysable tannins.
Similar ellagitannins (geraniin (12), corilagin (5), furosin) with strong wound-healing properties have
recently been documented as the active compounds in aqueous extracts from Phyllanthus muellerianus
(Kuntze) Exell [7] with strong stimulating effects against human keratinocytes and dermal fibroblasts.
Also for pentagalloylglucose (11) reports have been published on potential wound healing properties
[4]: this compound was proven to be the main constituent of Paeonia suffruticosa, widely used in
Traditional Chinese Medicine for its skin activity. Also for trigalloyl-glucose and gallic acid from
Terminalia chebula in vitro bioactivity against skin cells has been shown [42]. From this point of view
the phytochemical composition of FC1 from P. pluviosa can easily be correlated towards a
rationalized activity for wound healing, also by consideration of the positive outcome of several in
vivo studies in rats using polyphenol-enriched extract preparations [43]. From this point of view the

traditional use of extracts from P. pluviosa stem bark for wound healing seems to be justified [16, 17].

4. Conclusions

The results in the present study indicate that hydroalcoholic extract or fraction FC1 from the stem
bark of P. pluviosa act as stimulant of human keratinocytes and dermal fibroblasts in vitro. The
influence on the cell physiology of skin cells and the pharmacodynamics properties of the extract is
due to the high amounts of hydrolyzable tannins. This increase in cellular proliferation of skin cells
suggests that epidermal barrier formation can be accelerated by the use of P. pluviosa and therefore

the extract or the fraction FC1 might be suitable for potential wound healing preparations.
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Abstract

Wound healing is a complex process that involves several biological events, and a delay in this
process may cause economic and social problems for the patient. This study evaluated the activity of a
crude extract (CE) from Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz in the wound-healing process in
Wistar rats. Standardized CE was incorporated into a gel formulation and applied on cutaneous
wounds (CE treatment) and compared with the gel without CE (Control) for 4, 7, 10, and 14 days of
treatment. The effects of the CE on wound re-epithelialization, cell proliferation, permeation using
photoacoustic spectroscopy (PAS), and proteins including the vascular endothelial growth factor
(VEGF), superoxide dismutase 2 (SOD-2) and cyclooxygenase 2 (COX-2) were evaluated. The CE
treatment stimulated the migration of keratinocytes at day 4 and proliferation on the following days,
with a high concentration of cells in metaphase at 7 days. Type I collagen formed more rapidly in the
CE treatment. PAS showed that the CE had permeated through the skin. CE treatment stimulated
VEGF at day 4 and SOD-2 and COX-2 at day 7. The results suggest that the CE promoted the
regulation of proteins and helped to accelerate the processes involved in healing promoting early
angiogenesis. This led to an increase in the re-epithelialized surface, with significant mitotic activity.
Maturation of collagen fibers was also enhanced, which could influence the resistance of the
extracellular matrix. The CE from P. pluviosa may become a promising herbal medicine with a

healing function.
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1 Introduction

The skin forms a barrier that protects the body against intentional or accidental damage such as
burns, cuts, abrasions or cutaneous ulcers, which can compromise its function [1,2]. These types of
damages can be repaired by the wound-healing process, which is very complex and involves several
biological events, including vascular and cellular changes, epithelial proliferation, collagen synthesis
and deposition, fibroblast proliferation, and wound contraction. However, the time required to
complete these stages can change when wound healing is impaired or fails. Moreover, worldwide
nearly 6 million people are estimated to suffer from unhealed wounds [3].

The cells produce pro-inflammatory cytokines and reactive oxygen species (ROS) such as the
superoxide anion and hydrogen peroxide [4,5]. ROS are essential to protect the tissue against
microorganisms [4] and stimulates immune cells to release high levels of vascular endothelial growth
factor (VEGF) [6]. VEGF induces migration and proliferation of endothelial cells [7]. Nevertheless, a
“respiratory burst” is caused by an excessive increase in ROS release [8]. Extensive tissue damage
including inhibition of cell migration and proliferation can occur if there is no detoxification of ROS
[9]. Superoxide dismutase (SOD), catalase, and some peroxidases are scavengers of these reactive
species . Hydrogen peroxide (H,0O;) can be produced by the action of SOD on the superoxide anion. In
the endothelial cells, H,O, can stimulate the expression of cyclooxygenase 2 (COX-2) and
metalloproteinases [10].

A delay in wound repair causes economic and social problems for the patient, raising concern
regarding the reduction in quality of life, mental and physical health, and complications that can cause
morbidity and mortality [11]. Due to the high cost of treatment associated with poor wound healing,
the search for new drugs to accelerate the healing process has become a priority. For this process to be
effective, the wound must close rapidly. A normal healing process should produce a resistant and
esthetically satisfying scar [1]. In modern medicine, herbal compounds are assuming an important role
in tissue repair. Some published reports have described the effects of herbal drugs on wound healing
[12,13]. In Brazil, several traditional medicinal plants have been used and studied for their
acceleration of wound healing [14,15]. However, many plant species still remain to be evaluated.

Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz is popularly known as "sibipiruna" or "false Brazil
wood", and is also reported under its synonyms Caesalpinia peltophoroides (Benth.), Caesalpinia
pluviosa DC., and Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (Benth.) G.P. Lewis [16]. The bark has
been investigated as an antimalarial [17] and for its healing activity. Bueno et al. [18] showed that a
crude extract of P. pluviosa increased the in vitro cell viability of keratinocytes (HaCaT) and
fibroblasts (pNHDF) and stimulated the proliferation in keratinocytes. Nevertheless they found a

fraction with activity and showed the presence of hydrolysable tannins in this fraction. So, the aim of
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this study was evaluated the in vivo healing effect of a crude extract from the bark of P. pluviosa on
the process of wound re-epithelialization, antioxidants effects, angiogenesis, cell proliferation, and

permeation .

2 Materials and Methods
2.1 Plant material and crude extract (CE) preparation

Bark of P. pluviosa was collected on the campus of the Universidade Estadual de Maringa
(UEM), Maringd, Parand, Brazil (23°24'10"S; 51°56"28"W, 564 m a.s.l.). A voucher specimen was
deposited in the UEM Herbarium under number HUEM-12492. The bark samples were dried under
forced-air circulation (40 °C) and then milled in a Tigre ASN-5 stainless-steel hammer mill. Milled
bark of P. pluviosa (10% w/v) was extracted using 50% ethanol (v/v) by turbo-extraction (Ultra-
Turrax® UTC 115KT, USA; 15 min; t <40 °C). The crude extract (CE) was concentrated in a rotary

evaporator under reduced pressure and then lyophilized.

2.2 Antioxidant capacity and total polyphenol content

Antioxidant capacity was estimated based on the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical-
scavenging activity according to the method described by Amarowicz et al. [19], and the results are
presented as ICs, (ng/mL). Vitamin C was used as a reference. The total polyphenol content (TP) was

determined using a modified Folin-Ciocalteu method [20].

2.3 Gel formulation

Two carbopol gel formulations, a base gel without CE and a CE gel containing 1% CE were
prepared and stored at 4-8 °C. The formulation had hydrophilic characteristics and was prepared as
described by Silva-Corazza et al. [21]. These formulations were prepared before the beginning of the

experiments, and were used during the entire treatment period.

2.4 Ethics Statement and Experimental animals

The study was approved by the Animal Ethics Committee of the Universidade Estadual de
Maringa (acceptance no. 141/2010). Male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing 220 to 240 g were
kept in individual cages, on a 12-h light/dark cycle, temperature 22 °C, with water and chow
(Nuvital®) ad libitum. The animals (n=34) were divided into four groups, corresponding to 4, 7, 10,
and 14 days of treatment. Each group was evaluated in histological tests (n=5), photoacoustic
spectroscopy measurements (n=2), and the Western Blot test (n=2; except at day 14).

The animals were anesthetized with Rompum® (Bayer, Sio Paulo, Brazil)/Ketamine (1:1 0.1
mL/100 g), positioned for a cervical epilation, and two wounds (1 cm” each) were made side by side,

by removing the epidermis and dermis. On the next day, each cutaneous wound was treated daily with
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base gel on the right side (Control) and CE gel on the left side (CE treatment). After 4, 7, 10 and 14
days of treatment, the animals were killed with an overdose of anesthetic (120 mg/kg Thiopentax®,
Cristalia, Sao Paulo, Brazil). The cutaneous wounds were examined visually, and then skin samples
were removed. In the histological test, two hours before the animals were killed, vincristine sulfate
(0.5 mg/kg; 1 mg/mL Tecnocris® 1 mg/mL, Zodiac, Sdo Paulo, Brazil) was administered to block the

epithelial cells in mitose.

2.5 Histological study

The skin samples at dat 4 and 7 were cut in half. All samples were Bouin-fixed, paraffin-
embedded, and semi-seriated 6 um-thick sections were obtained. The slides were stained with
hematoxylin-ecosin (HE) and Sirius red [22]. The re-epithelialization (length and thickness) and
number of metaphases were evaluated under an Olympus BX41 light microscope with a 3.2
Megapixel Olympus Q-Color-3 Imaging System coupled to an image capture system (Q-Capture Pro).
Collagen fibers types I and III were quantified by the Picro-Sirius technique under an optical
microscope coupled to a polarizer (Attachment Nszh-KPO). All slides were analyzed using Image Pro-

Plus® (v. 4.5).

2.5.1 Analyses of re-epithelialization

At days 4 and 7, the upper re-epithelialized surface was measured on either side of the wound.
The thickness was evaluated at days 10 and 14, by measuring the re-epithelialized surface at three
different points, starting from the center of the wound. Three sections of each slide were analyzed,
using a 10X objective. The number of cells in mitose was determined above the basal and supra-basal
layers surface. Five sections of each slide, with a total length of 10,000 um, were analyzed under a

40X objective. The results were expressed in number of cells in metaphase/ mm [23].

2.5.2  Collagen fibers

The natural birefringence of collagen, revealed with Picro-Sirius staining and polarized light,
allow the types of collagen to be differentiated by their density [22]. The collagen-stained area was
calculated by the density of the fibers. Green-stained fibers represent collagen type III, and red-,
orange- or yellow-stained fibers as type I. Three fields were analysed each slide, observed using a 20X

objective. The results were expressed as percentage of fibers.

2.6 Analysis of protein by Western Blot

At days 4, 7, and 10, the wounds were removed, fragmented, and homogenized with Tris buffer
(50 mmol/L, pH 6.8) containing the protease inhibitors PMSF (10 mg/mL) and aprotinin (2 mg/mL)
[24]. The samples were placed in an ultrasonic bath (3 x 15 s) and centrifuged at 4 °C. Total protein
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(ng/mL) present in the supernatant of each sample was measured by the Bradford method [18], and
then diluted in a solution containing 1% SDS, 2% 2-mercaptanol, and 10% glycerol, and placed in
boiling water for 5 min. Separation and packaging gel, containing 10% and 4% polyacrylamide,
respectively, and molecular weight standards from 6.9 to 200 kDa (Mark12™ Unstained Standard)
were used. GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) is a constitutive protein and was
used as a loading control. After separation by electrophoresis in SDS-PAGE, the proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane and blocked with Tris buffer solution containing 0.2%
Tween-20 (TBST, pH 7.5), and 10% milk protein for 1 h. The membrane was incubated overnight
with rabbit monoclonal VEGF, COX-2, SOD-2, and GAPDH (1:250) antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), and washed with TBST. The membrane was revealed using a
secondary antibody F(ab') 2 fragment of goat anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology) conjugated
to peroxidase (1:1000) for 1 h. The blot was incubated in a chemiluminescence solution (Novex®
Chemiluminescent Substrates, Invitrogen™) at room temperature, and was autoradiographed with a
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad). Proteins levels were analyzed by densitometry (ImajeJ 1.47) and
normalized against GAPDH response (100%).

2.7 Photoacoustic spectroscopy (PAS) measurements

PAS measurements were carried out according to Rocha et al. [25]. The photoacoustic spectra
were modified using a modulation frequency of 22 Hz and scanned between 200 and 800 nm. The gel
was applied 30 min before the samples were collected and analyzed on the epidermal and dermal
surfaces, and the optical absorption was measured as a function of the radiation wavelength. The
absorptions of the crude extract, base gel, and CE gel were measured. Spectra values obtained on the

dermal and epidermal surfaces were subtracted to better assess the skin permeation.

2.8 Statistical analysis

The software Statistica” 8.0 (StatSoft©, Inc. 1984-2007) was used for the statistical analyses.
Data are expressed as meantstandard deviation (SD) using Mann-Whitney test, a nonparametric
analysis for Western Blot and Tukey test, a unilateral analysis of variance (one-way ANOVA) for
multiple comparisons. Significant differences were determined using p<0.05 as the significance

criterion.

3 Results

Antioxidant activity estimated by the DPPH method showed that the inhibitory concentration
(ICsp) was 7.40+0.10 pg/mL for the CE and 4.36+0.08 pg/mL for vitamin C. The total polyphenol
content of the CE was 22.7%. The gel formulation was therefore standardized to 22.7 mg% of total

polyphenols. CE amount in the carbopol gel was optimized from previous studies with
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Stryphnodendron adstringens (barbatimao) [15]. Visual observation of CE treatment showed no
exudate, inflammation or bleeding on all days of treatment. However, on the second day a rapid
browning (darker cherry-red color) and drying crust were observed in the CE treatment. In the
Control, the crust was less consistent and had a bright red color (Figure 1A). These different colors

were observed until day 5.

3.1 Histological study

Figure 1B shows the re-epithelialized surface on the days of treatment. Figure 2A and 2B shows
the length (at days 4 and 7) and thickness (at days 10 and 14) of the re-epithelialization surface,
respectively. At day 4, the length of the re-epithelialized surface at the wound center was greater in the
CE treatment. At day 10 and 14, the epidermal layer was thicker than that of the Control. At day 7 the
re-epithelialized surface peaked in the Control. Statistical analysis showed significant differences
(»<0.05) on all days in both treatments. In the evaluation of mitotic activity (Figure 2C), at day 4 the
CE treatment and Control showed numbers of cells in metaphase/mm of 25.0+£0.46 and 12.0+0.22,
respectively. At day 7 this number doubled for the treatments, resulting in 45% more cells in
metaphase in the CE treatment. At day 10, more cells in metaphase were present in the Control, and at

day 14 in the CE treatment. The results of the treatments were statistically different (p<0.05).
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Figure 1. (A) Photography of excisional wounds in second day of treatment: CE treatment and
Control; (B) Photomicrography of histological sections stained in hematoxylin-eosin: skin at days 4,
7, 10 and 14 of CE treatment and Control. The original magnification was 2x. (®) Representative re-
epithelialized surface. (7) 500 pm. CE treatment: wound treated with gel containing 1% crude extract;

Control: wound treated with base gel.

A CE Treatment Control
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¢4 Day 7

Day 10
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Figure 2. (A) Length at days 4 and 7 and (B) thickness at days 10 and 14 of the re-epithelialization
surface. (C) Number of cells in metaphasis/mm in basal and supra-basal re-epithelializated surface at
days 4, 7, 10 and 14. (.) CE treatment and (D) Control. The results are expressed as mean+standard
desviation. Values are mean of 3 independent experiments. Statistical data was used to compared the
days of treatment between CE treatment and Control (* p<0.05). CE treatment: wound treated with gel

containing 1% crude extract; Control: wound treated with base gel.
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The percentage of type III (imature) collagen was higher at days 4 and 7 for the Control
(50.02+1.99 and 56.32+5.61, respectively) as well as for the CE treatment (53.14+9.56 and
52.23+3.69, respectively). The value decreased on the succeeding days, due to replacement by type I
collagen (mature). However, at day 10 there was a significant difference (p<0.05) between treatments,

65



CAPITULO 2

with 67% more type I collagen in the CE treatment. At day 14 there was reestablishment in the type I
collagen in the Control. Figure 3A and 3B shows the collagen on all days of treatment. At days 4, 7,
and 10, type I collagen fibers were present in higher percentages (p<0.05) in the CE treatment
compared to the Control (Figure Supplementary Information 1).

Figure SI 1. (A) Photomicrography of histological sections stained in Sirius Red: type I collagen
(yellow/orange/red) and collagen type III (green) at days 10 and 14, for the CE treatment and Control.
The original magnification was 2x. (7) 500 pm. CE treatment: wound treated with gel containing 1%

crude extract; Control: wound treated with base gel.

CE Treatment Control

Day 14
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Figure 3. Percentages of (A) collagen type III (imature) and (B) type I (mature) collagen at days 4, 7,
10, and 14. (.) CE treatment and (D) Control. The results are expressed as mean+standard desviation.
Values are mean of 3 independent experiments. Statistical data was used to compared the days of
treatment between CE treatment and Control (* p<0.05). CE treatment: wound treated with gel

containing 1% crude extract; Control: wound treated with base gel.
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3.2 Analysis of protein by Western blot

The levels of SOD-2, VEGF, and COX-2 protein was detected at 24, 45 and 70 kDa (Figure 4A),
respectively. At day 4, no change in the protein levels of SOD-2 and COX-2 were observed. In CE
treatment, VEGF showed a significant (p<0.05) increased at 4 day and SOD-2 and COX-2 significant

(p<0.05) up-regulation at day 7. The proteins were returned to basal levels after the maximum peak
(Figure 4B).
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Figure 4. (A) Western blot analyses of COX-2, SOD-2, VEGF and GAPDH protein at days 4, 7, and
10 of CE treatment (T) and Control (C). (B) Measurement obtained from the ratio between optical
densities of proteins bands from treatments and loading control (GAPDH). GAPDH have been set to
100%. The results are expressed as meantstandard desviation. Values are mean of 3 independent
experiments. Statistical data was used to compared the days of treatment between CE treatment and
Control (* p<0.05). CE treatment: wound treated with gel containing 1% crude extract; Control:

wound treated with base gel.
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3.3 Photoacoustic spectroscopy (PAS) measurements

The absorption profiles by PAS of the CE, CE gel, and base gel were different. The base gel
showed practically no absorption, and the CE showed a broad band over wavelengths from 200 to 800
nm. However, adding the gel to the CE led to a change in the spectrum, and the absorption bands were
then at about 280 and 370 nm (Figure 5A). The photoacoustic spectra from CE treatment and Control
were subtracted resulting in a single spectrum which is the permeation CE (Figure 5B). PAS showed

absorption of CE on all days of treatment, which was not observed in the Control.
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Figure 5. (A) Scan spectrum of the crude extract of CE, CE gel, and base gel, and subtraction the inner

side of the CE treatment and Control wound (B) in photoacoustic spectroscopy. CE: crude extract.
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4  Discussion

Seconds after an injury, hemostasis is triggered with hemorrhage into the wound. Instantly, a
blood clot is formed, serving as an important physical barrier and producing chemotactic signals
[11,26]. The fibrin clot acts as a temporary matrix for cell migration in the next wound-repair stages
[1,11]. In our experiment, during the first five days of CE treatment, the clot was darker and more
consistent than in the Control. This feature can be explained by the presence of polyphenol compounds
(22.7%) in CE. Tannins, belonging to the polyphenol group, are able to precipitate with proteins and
form a dark crust that covers the wound [27]. They have astringent, antioxidant, and antimicrobial
properties [28].

The proliferative phase begins with re-epithelialization involving the extracellular matrix
(ECM) and collagen production [26]. Re-epithelialization closes the wound, reorganizing the
cytoskeleton through the migration and proliferation of keratinocytes from the wound edges [29].
Epidermal re-epithelialization can be determined as wound closure progresses by the thickness (days
10 and 14) and length of the re-epithelialization layer (days 4 and 7) . At day 4, the CE treatment
showed intense migration and proliferation of keratinocytes, and at days 7 the migration was inhibited

and proliferation was stimulated. At day 10, and 14 the keratinocyte proliferation and differentiation
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was present. Cellular proliferation is essential to form a dense hyperproliferative epithelium and
restore skin integrity [29]. In the Control, the keratinocyte migration was observed at days 4 and 7, and
keratinocyte proliferation at days 10 and 14. Mitosis interruption at metaphase by the administration of
vincristine sulfate, which binds to tubulin, preventing microtubule formation [30], can demonstrate the
cell proliferation in the CE treatment. Mitosis in the CE treatment remained high up to day 7, while in
the Control, mitosis peaked after day 10, about 3 days later. The results showed that CE treatment
accelerated re-epithelialization compared to the Control. Values in the re-epithelialization area (after 4
days) and for the epidermal thickness (days 10 and 14) were always higher in the CE treatment.

While re-epithelialization is proceeding, the ECM is being laid down. Granulation tissue is the
new stroma and consists of fibroblasts, collagen fibers and new vessels. Fibroblasts are responsible for
producing collagen in the temporary extracellular matrix, which is beginning to be replaced by a
resistant elastic tissue [31]. At this stage of healing (days 4 and 7), larger amounts of type III (young)
collagen were quickly replaced by type I (mature) collagen fibers in the CE treatment, with subsequent
formation of a stronger and less vascularized tissue [32]. The fibroblast response is related to the
increased proliferation of this cell type in this stage of healing [33]. The dermis at days 10 and 14
showed mature fibers (collagen type I) with better organization than in the Control. During the
fibroblast attachment and maturing, the process of wound contraction reaches its maximum efficiency
and the tensile strength may be increased. The ratio of the re-epithelialized area, number of
metaphases, and accelerated progression to mature collagen fibers indicate a higher proliferative
potential and resistance in wounds treated with the gel containing the CE of P. pluviosa.

Each phase of wound healing can be regulated by many bioactive compounds including
growth factors, cytokines, and eicosanoids. Prostaglandins (PGs), which are inflammatory mediators,
belong to the eicosanoid class. Arachidonic acid is converted by cyclooxygenase 1 and 2 (COX) into
PGs [34]. The major PGs is PGE,, which is formed by COX-2, involved in keratinocyte proliferation
[35], angiogenesis [36] as well as a mediator of inflammatory response. Futagami et al. [37] observed
the strong presence of COX-2 in the basal layer of wound epidermis and also expressed in
inflammatory cells. In this study, COX-2 was stimulated (p<0.05) by CE treatment showing a possible
effect on inflammatory cells and keratinocyte proliferation. However, VEGF was stimulated by CE
treatment at day 4 and returned to basal levels, indicating that P. pluviosa promoted angiogenesis.
VEGF is the most important proangiogenic factor that increases with initial hypoxia [38,39]. Catechin
epicatechin gallate, a phenolic compound, stimulated COX-2 and VEGF [40] improving the wound
healing in rat model.

Another process that influences wound healing is the presence of large amounts of reactive
oxygen species (ROS), which are formed from oxide-reduction reactions during the processes of
energy production, phagocytosis, regulation of cell growth, synthesis of substances, and intercellular

signaling [41,42]. Free radicals produce numerous disorders, but can be eliminated by antioxidants
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that are present in the crude extract, which facilitates the healing process [43]. The CE ICs, was
similar to that of vitamin C; this activity is probably due to phenolic compounds. Another possibility is
the production of SOD-2 (day 7), the most common scavenger of ROS found in the mitochondrial
matrix [44].

The gel formulation for topical application was also evaluated for permeation of the CE of P.
pluviosa from the dermis to the bloodstream [45]. The PAS spectra obtained were used to determine
the penetration profile of the substances through the skin. The resulting bands were evaluated by
Gaussian analysis on each day of treatment. The permeation profile was obtained by subtracting the
absorption spectrum obtained for the control dermis from the spectrum obtained for the treated dermis,
giving the absorption profile for the CE only (Figure 4B). As with sunscreens, the gel used to treat
skin wounds should have a minimum permeation to the bloodstream, performing its effects in the skin
layers [46]. The PAS technique allowed us to determine that the crude extract was absorbed in the

wound, showing that the formulation was appropriate to evaluate the wound-healing treatment.

5 Conclusions

Use of the formulation containing the crude extract of P. pluviosa stimulated the formation of
collagen fibers and re-epithelialization, indicating that it allows the formation of a more-organized
tissue and accelerates wound healing. The up-regulation of proteins by the cells helped to accelerate
the processes involved in healing. Phenolic compounds with antioxidant activity present in the CE had
a positive effect, providing greater protection for the injured tissue by inhibiting the oxidant agents
produced in excess. Thus, the CE of P. pluviosa as a topical application proved to be a potent

promoter of wound repair.
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CAPITULO 3. AVALIACAO DA ATIVIDADE
CICATRIZANTE IN VIVO EM RATOS DIABETICOS

Este capitulo contém os resultados parciais da avaliagdo da atividade cicatrizante in vivo do extrato

hidroetanoélico de Poincianella pluviosa em ratos diabéticos.
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Resumo

A cicatrizagdo € um processo complexo que atua no reparo tecidual através de sinais quimicos,
organizacdo das células e da matriz celular. Com este processo diversas proteinas tém seu nivel
aumentado para reparar a injuria. Em portadores de diabetes mellitus o processo cicatricial sofre um
retardo, levando a uma dificuldade de cicatrizagdo. Desta forma este trabalho teve por objetivo avaliar
acdo de Poincianella pluviosa em feridas cutaneas de ratos diabéticos. Os ratos foram diabetizados
com estreptozotocina (35 mg/kg) e apds dois meses foram realizadas duas feridas no dorso e as
mesmas foram tratadas com gel contendo 1% de extrato bruto (EB) de P.pluviosa ¢ com gel base
(controle), separadamente, por 4, 7, 10, 14 e 21 dias O tamanho e a espessura da superficie de re-
epitelizagdo e a expressdo das proteinas COX-2, VEGF, SOD-1 e SOD-2 através da técnica de western
blot foram avaliadas. Aos 7 dias. O EB estimulou a migragao celular entre o quarto ¢ sétimo dia de
tratamento dos animais. Aos 4 dias a ferida tratada apresentou maior quantidade de COX-2 do que a
controle. SOD-1 e SOD-2 apresentaram o mesmo perfil. Aos 7 dias a ferida tratada apresentou menor

quantidade de VEGF, favorecendo, assim, uma modula¢do da cicatrizagdo em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Poincianella pluviosa, Atividade cicatrizante, Diabetes.

1 Introducao
A diabetes mellitus é considerada uma doenca cronica que aparece em grande parte dos paises.

E uma doenca em crescimento devido principalmente as caracteristicas da qualidade de vida da
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populagdo, como o sedentarismo e a obesidade (SHAW, SICREE, ZIMMET, 2010). A prevaléncia de
diabéticos em 2030 sera de 50% a mais do nimero de diabéticos existentes em 2011 (WHITING et al.,
2011), acarretando um grande impacto a satde. Trata-se de uma doenga multifatorial caracterizada por
complicagdes que envolvem o metabolismo e o alto risco de infecgoes (KOMESU et al., 2004). Dentre
as complicacdes causadas pela hiperglicemia esta a cicatrizagdo de feridas prejudicada e retardada.
Pacientes com diabetes desenvolvem ulceras em membros inferiores devido a condi¢des secundarias
como neuropatias, isquemia, problemas vasculares e ulceras de pressdo (STEED et al., 2007; GUO;
DIPIETRO, 2010). Uma falha no processo de cicatrizac¢do ¢ capaz de afetar a integridade anatomica e
funcional do tecido por meses e até anos, podendo levar a hospitalizagdo do paciente ou até mesmo a
amputagdo do membro afetado (STEED et al., 2007). Em 2010, as feridas ndo cicatrizadas foram
reconhecidas como um grave problema de satde pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(SERENA, 2014), devido principalmente aos seus altos custos com a terapia auxiliar destas feridas
(GAUTAM et al., 2014).

O tratamento de feridas cutineas visa promover a cicatrizagdo em um tempo reduzido, para
reduzir a dor ¢ o desconforto para o paciente. Assim, a busca de novas estratégias para acelerar a
cicatrizagdo de feridas vem sendo pesquisadas (LOPES et al, 2005). Desde a antiguidade se utilizam
partes de plantas como meio para auxiliar no processo de reparagdo tecidual. Um grande ntimero de
plantas medicinais ¢ utilizado popularmente em diversos paises. Os constituintes dessa droga vegetal
sdo capazes de induzir a cura e regeneragdo do tecido perdido através de diversos mecanismos
envolvidos no processo (TRAKUR et al, 2011), como acdo anti-inflamatoria, antibacteriana,
estimulagdo da proliferagdo e diferenciacdo celular, antioxidativo e outros (HOUGHTON et al., 2005;
AGYARE et al., 2011).

Recentes estudos realizados em nosso laboratério envolvendo as cascas de Poincianella
pluviosa, conhecida popularmente como sibipiruna, tem mostrado sua ac¢ao sobre células presentes na
pele. Bueno et al. (2014) mostraram que extratos e fragdes semipurificas de P. pluviosa estimularam a
viabilidade celular de HaCaT queratinécitos e fibroblastos in vitro, além de promover a proliferagdo
dos queratinécitos. Dentre os compostos com atividade presentes na fragdo foram encontrados em
grande quantidade os taninos hidrolizaveis. Mais tarde, nosso grupo de pesquisa encontroua a¢dao do
extrato bruto de P. pluviosa em feridas de ratos normoglicémicos com migragdo ¢ proliferagdo de
queratinocitos in vivo. Devido a agdo prévia confirmada da P. pluviosa no processo de reparagdo de
feridas in vitro e in vivo e o atraso no reparo tecidual de pacientes diabéticos, este trabalho visou
avaliar a agdo cicatrizante da P. pluviosa frente a ratos diabéticos para verificar a re-epitelizacdo,
comportamento de algumas proteinas envolvidas no processo de cicatrizagdo, além da permeacdo

através da pele injuriada.
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2 Materiais e Métodos
A coleta, preparacdo do extrato bruto (EB) e da formulacdo gel foram realizadas de acordo
com o Capitulo 1 e 2. O Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagio da

Universidade Estadual de Maringa aprovou o estudo (Parecer n° 141/2010).

2.1 Inducdo da diabetes e das feridas cutaneas

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) pesando 180 a 200 g (55 dias) provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Morfologicas em gaiolas individuais, em ciclo de 12 h claro/escuro,
temperatura 22 °C, com agua e ragio (Nuvital®) ad libitum. Os animais foram mantidos em jejum
prévio de 14 h antes da indugdo do diabetes. Solugdo de estreptozotocina (Sigma®) 35 mg/kg (em
tampao citrato de sodio pH 4.5) foi administrada nos animais via peniana. Apds a indug@o os animais
permaneceram por duas horas em jejum. Apos 4 dias da indugdo do diabetes, a glicemia dos animais
em jejum foi dosada sendo considerado diabético o rato com glicemia >250 dL/mL. No entanto, as
feridas foram realizadas 60 dias apos a inducdo do diabetes para que a mesma se tornasse cronica, € a
glicemia foi verificada novamente. Os animais foram anestesiados (Rompum®/Quetamina 1:1 0,1
mL/100 g de peso corporal), e foi realizada a epilagdo do dorso do animal. Duas feridas (1 cm’ cada)
foram confeccionadas lado a lado. Uma ferida foi tratada diariamente com a base gel (Controle) e a
outra com gel contendo 1% de P. pluviosa (Tratado com EB). Apos, 4, 7, 10, 14 e 21 dias de
tratamento os animais foram mortos com dose letal de tiopental (120 mg/kg). As feridas cutaneas
foram examinadas macroscopicamente e¢ as amostras de pele foram removidos. Os animais (n=52)
foram divididos em 5 grupos, correspondentes aos 4, 7, 10, 14 ¢ 21 dias de tratamento. Cada grupo foi
avaliado em testes histologicos (n=5), permeacdo cutdnea (n=3), ¢ analise de Western Blot (n=3;

exceto aos 21 dias).

2.2 Analise histologica e de proteina por Western blot

As analises histologicas foram realizadas de acordo com o Capitulo 2, assim como as analises
referentes a superficie de re-epitelizagdo e quantificagdo das proteinas ciclooxigenase-2 (COX-2),
superoxido dismutase-2 (SOD-2) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pela técnica de
western blot.

A superficie de re-epitelizagdo foi avaliada aos 4 e 7 dias, através da medida do comprimento
das linguas de re-epitelizacdo em ambos os lados da ferida. Aos 10, 14 e 21 dias, foi determinada a
espessura da epiderme através da medida em trés pontos diferentes, a partir do centro da ferida.

Na técnica de Western blot, as proteinas foram analisadas por ImageJ 1,47 e normalizadas

contra 0 GAPDH (100%).
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24 Andalise estatistica

O software Statistica® 8.0 (StatSoft ©, Inc. 1984-2007) foi utilizado para as analises
estatisticas. Os dados foram expressos como médiatdesvio padrdo (DP), utilizando andlise ndo
paramétrica pelo teste de Mann-Whitney para Western blot e analise unilateral de variancia (one-way
ANOVA) pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Diferencas significativas foram

determinadas utilizando-se p <0,05 (*) como o critério de significancia.

3 Resultados
3.1 Analise histologica

As medidas do comprimento das superficies re-epitelizadas (Figuras 1A) aos 4 dias de
tratamento ndo apresentaram diferenga estatistica. No entanto, aos 7 dias foi observado que o
comprimento desta area no Tratado com EB, apresentaram-se 60% maior em comprimento do que o
Controle (p<0,05) (Figura 2).

Aos 10 e 21 dias, a superficie re-epitelizada Controle foi de 66% e 28% mais espessa que no
Tratado com EB, respectivamente (Figura 1B). Aos 14 dias ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos.

Figura 1. Representagdo da média+tdesvio padrao da (A) medida do comprimento (um) da superficie
de reepitelizacdo, aos 4 ¢ 7 dias e (B) da espessura (um), aos 10 e 14 dias de tratamento (n=5). Analise
estatistica realizada em ANOVA com *(p<0,05) comparado com o gel base. (.) Tratado com EB e
(D) Controle. Tratado com EB: ferida tratada com gel contendo 1% de extrato bruto; Controle: ferida

tratada com gel base.
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Figura 2. Cortes histologicos de feridas cutaneas de ratos diabéticos coradas em HE aos (A,F) 4, (B,G) 7, (C,H) 10, (D,I) 14 ¢ (E,J) 21 dias de tratamento com

EB e gel base, respectivamente. (==) comprimento da superficie de re-epitelizagao; ( I) espessura da superficie de re-epitelizagdo. HE: hematoxilina-eosina.
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3.2 Andalise de proteinas por western blot

Aos 4 dias o Tratado com EB apresentou uma maior quantidade de COX-2 em relacdo ao
Controle (p<0,05) (Figure 3A). Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos em 7, 10 ¢ 14
dias. O nivel de VEGF foi significativamente menor (p<0,05) no Tratado com EB quando comparado
ao Controle aos 7 dias de tratamento (Figura 3B). Por outro lado, aos 4, 10 e 14 dias ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Ao analisar SOD-1 (Figure 3C) e SOD-2 (Figura 3D) aos 7
dias o Tratado com EB apresentou uma menor quantidade dessas proteinas do que o Controle
(p<0,05). Ainda observa-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos em 4,
10 e 14 dias. Tratado com EB: ferida tratada com gel contendo 1% de extrato bruto; Controle: ferida

tratada com gel base.

Figura 3. Densitometria das proteinas (A) COX-2, (B) VEGF, (C) SOD-1 ¢ (D) SOD-2 do (l) Tratado
com EB e (|:|) Controle. O GAPDH foi definido como 100%. Os resultados foram expressos como
médiatdesvio padrio. Os valores sdo a média de trés testes independentes. Os dados estatisticos foram

usados para comparagdo entre os dias de tratamento (*p<0,05).
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4  Discussio

Feridas com problemas na reparagdo tecidual sdo comuns em pacientes diabéticos. O tratamento
para uma cicatrizagdo completa muitas vezes requer anos e cuidados especiais dos pacientes. Com isso
a busca de novos agentes que apresentem atividade que favorega e/ou acelere o processo cicatricial
vem aumentando cada vez mais. Estudos recentes (Bueno et al., 2014) mostraram que a P. pluviosa ¢
capaz de estimular a viabilidade e proliferagdo celular de queratindcitos presentes na epiderme. O
Capitulo 2 mostrou a a¢do da P. pluviosa na migracao desses queratinocitos para o centro da ferida aos
4 dias e proliferagdo e diferenciagdo aos 10 ¢ 14 dias de tratamento de ratos normoglicémicos. Nesse
estudo, o uso do EB em ratos diabéticos mostrou que houve uma maior estimulacdo da migragéo
celular entre o quarto e sétimo dia de tratamento dos animais, com presenga também de proliferacdo
celular na margem da ferida. No entanto, a migragao celular foi estimulada intensamente sendo a que a
epiderme recobriu parcialmente ou totalmente o tecido de granulag¢do. Aos 10, 14 ¢ 21 de tratamento
as margens da ferida se encontraram e a re-epitelizagdo comegou atuar na espessura, € ndo mais no
comprimento da epiderme, sendo a lesdo totalmente recoberta por células epidermais.

A expressdo da proteina COX-2 ¢ induzida em resposta a uma injuria, processo inflamatorio ou
em ativacdo celular (HARDLY et al., 2002). O processo inflamatorio nos ratos diabéticos foi muito
mais intenso nos primeiros dias de tratamento do que foi observado por Bueno et al. (2015) em ratos
normoglicémicos. A COX-2 catalisa a produgdo da prostaglandina (E,), produzida na pele a partir do
acido araquidonico, além de atuar na estimulacgdo proliferagdo da epiderme in vivo, e supde-se que ela
seja produzida a partir de queratinécitos na epiderme (PENTLAND & NEEDLEMAN, 1986). Os
queratinocitos além de migrarem em grande intensidade a partir dos 4 dias de tratamento, também
sofrem estimulo de COX-2 quanto a proliferagdo celular, sendo mais evidenciada a diferenciacdo dos
queratinocitos a partir dos 10 dias. Sabe-se que a vascularizag@o exerce papel importante no tecido de
reparacdo envolvendo diversos fatores de crescimento, citocinas e moléculas de adesdo. O VEGF faz
parte da familia mais importante deste processo devido a sua capacidade em estimular todas as etapas
do processo de angiogénese, incluindo proliferagdo ¢ migragao das células endoteliais, degradagdo da
membrana basal ¢ permeabilidade vascular aumentada (Bates & Jones, 2003). A angiogénese ocorre
em resposta a um estresse (processo cicatricial) ¢ em situagoes patologicas (OZAWA et al., 2001).
Durante o processo cicatricial ocorre a indugdo de citocinas angiogénicas que podem ocorrer devido a
hipdxia do tecido (HARRON et al., 2000). Aos 7 dias de tratamento a concentragdo de VEGF decresce
no Tratado com EB devido a presenga de uma regido ja vascularizada ou uma regido onde esta
ocorrendo a permeacdo do oxigénio para a pele, ndo necessitando de producdo de VEGF neste
periodo. Sano et al. (2012) também encontraram uma baixa concentragdo de VEGF no tratamento de
feridas com uma membrana permeavel ao oxigénio. Assim, sem a hipdxia estabelecida no tecido, o
processo de neovascularizacdo é diminuido. A presenca do oxigénio permite a re-epitelizagdo e

formagao do tecido de granulagao.
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Durante a cicatrizacdo da pele, células do sistema imunolédgico sdo ativadas e, com isso, ha
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Os ROS sao importantes na primeira fase da cura de
feridas para remover as bactérias e mediar a inflamacdo (ILANGO & CHITRA, 2010). No entanto, na
segunda fase de cicatrizagdo da ferida, a migracdo e a proliferacdo celular podem ser inibidas pelo
estresse oxidativo causado pelos niveis excessivos de ROS. A SOD ¢ uma proteina antioxidante com
um papel crucial como eliminadora de ROS, ao converter o radical superdxido em perdxido de
hidrogénio (KANTA et al., 2011).

Sabe-se que os niveis de enzimas antioxidantes sdo reduzidos na pele em caso de lesdo
(SHUKLA; RASIK; PATNAIK, 1997), sendo esta redu¢cdo um dos principais fatores que leva ao
retardo no processo cicatricial em animais portadores de diabetes (RASIK & SHUKLA, 2000). Além
disso, foi observado em estudos prévios que, em animais normoglicémicos, o tratamento com o gel
contendo EB de sibipiruna aumentou os niveis de SOD nas feridas se comparados aos animais tratados
com gel base.

Os possiveis mecanismos de agdo do extrato bruto de sibipiruna juntamente com os demais
resultados sdo importantes para a geracdo de uma futura formula¢do que possa acelerar ¢ melhorar o

processo cicatricial, tornando-o mais eficiente em menor tempo de tratamento.
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CONCLUSOES

O extrato bruto (EB) das cascas de P. pluviosa estimulou a viabilidade e a proliferacdo celular
de queratindcitos. Além disso, atuou estimulando a viabilidade celular de fibroblastos in vitro,
mostrando que possivelmente houve diferenciagdo celular dos fibroblastos da derme.

A partir do estudo bioguiado in vitro, a subfragdo FC1 apresentou a melhor atividade frente a
viabilidade e proliferacdo celular de queratinodcitos e a viabilidade celular de fibroblastos. A FC1 nao
apresentou toxicidade em contato com as células.

Da FC1 foram identificadas por meio de estudos de MS/MS as substancias: pirogalol, acido
galico, galato de metila, acido elagico, corilagina, geranina, 1, 4,6-tri-O-galoil-glucose, 1,2,3,6-tetra-
O-galoil-glucose, 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose, tellimagrandina I, tellimagrandina II, &cido
malotinico e acido malotusinico. A quantidade de taninos hidrolisaveis existentes na FC1 podem estar
influenciando a atividade sobre as linhagens celulares avaliadas.

O extrato hidroalcodlico de P. pluviosa foi avaliado quanto a ago cicatrizante em ratos
normoglicémicos. O estudo histologico mostrou que o EB estimulou o processo de re-epitelizagdo
sendo que o tratamento com EB permitiu a aceleragdo da migracdo e proliferacdo dos queratinocitos.
O EB estimulou o amadurecimento das fibras colagenas tipo III em Tipo I aos 4, 7 ¢ 10 dias de
tratamento, permitindo a forma¢do de um tecido epitelial com um aspecto organizado.

A espectroscopia fotoactistica demonstrou a permeacao do EB através da pele injuriada.

As proteinas analisadas durante os dias de tratamento foram reguladas de forma que aos 4 dias
de tratamento houve aumento significativo de VEGF e aos 7 dias de COX-2 e SOD-2. Essa regulacao
na producdo de proteinas permitiu que houvesse um diferencial no processo cicatricial apds 7 dias de
tratamento com EB.

O tratamento com EB em ratos diabéticos demonstrou a estimula¢dao da migragao celular entre
0 quarto e sétimo dia de tratamento dos animais, com presenga também de proliferacdo celular na
margem da ferida. Aos 10, 14 e 21 de tratamento as margens da ferida se encontraram e a re-
epitelizagdo comegou atuar na espessura, € nao mais no comprimento da epiderme, sendo a lesdao
totalmente recoberta por células epidermais. Aos 10 dias, o Tratado com o EB apresentou uma
remodelagdo da matriz celular antecipada, j& que o mesmo resultado foi encontrado no Controle
apenas 4 dias ap0s.

As proteinas analisadas durante os dias de tratamento foram reguladas de forma que aos 4 dias o
Tratado com EB estimulou COX-2 e diminui o nivel de VEGF, SOD-1 ¢ SOD-2 aos 7 dias com o
Tratado com EB.

86



5  PERSPECTIVAS




PERSPECTIVAS

Cada vez mais tem-se visto pacientes com processo de cicatrizagdo de ferida retardado,
normalmente pacientes com diabetes mellitus. Estes pacientes sofrem pela dor constante e
principalmente pela perda de fungdo de membros devido ao aumento da ferida que ndo cicatriza pelos
métodos convencionais, como com o uso da limpeza e antibioticos locais. Em alguns casos € possivel
se deparar com a amputacdo de membros, o que diminui ainda mais a qualidade de vida desse
paciente. O uso de qualquer agente farmacoldgico que permita a reparacao tecidual local, seja pela
agdo antibidtica, anti-inflamatoria, antioxidante ou mesmo estimulando fatores de crescimento, é de
grande auxilio para a melhoria da qualidade de vida.

Assim, a comprovacdo da atividade farmacologica do extrato bruto de P. pluviosa in vitro ¢ in
vivo na cicatriza¢do de feridas, principalmente em feridas de ratos diabéticos, ¢ importante para se
avaliar o uso desse extrato/fracdo ou da formulagdo. No entanto, para que a formulagdo seja utilizada
pela populagdo € necessario garantir além da eficacia, a seguranga, por meio de estudos ndo clinicos e
clinicos. Os estudos ndo clinicos sdo aqueles que ndo envolvem seres humanos devendo-se seguir o
“Guia para condugdo de estudos nédo clinicos de toxicologia e seguranca farmacologica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos”.

Além dos resultados presentes nos artigos, também foram realizadas ensaios que avaliam o EB
quanto a sua toxicidade aguda e mutagenicidade em camundongos (Mus musculus) (ANEXO A). Estes
testes fazem parte dos ensaios ndo clinicos que devem ser realizados, assim como a avaliacdo do
potencial de irritagdo e corrosdo em pele, teste de fototoxicidade e outros que podem ser realizados
através de testes in vitro como determinado pela Resolugdo Normativa N°18, de 24 de setembro de
2014 (BRASIL, 2014).

Apos a determinacdo da auséncia de toxicidade, é necessaria a realizagdo de ensaios clinicos
em seres humanos para se obter 0 maximo de seguranga com o menor risco possivel, garantindo o uso
do produto em humanos. A etapa clinica deve ser muito bem programada quanto ao niimero de
voluntarios, ¢ aprovacio pelo Comité de Etica em Seres Humanos. A perspectiva deste trabalho é
iniciar os ensaios clinicos por meio de projeto de pesquisa a ser apresentado a 6rgdo de fomento.

Além da forma farmacéutica gel, pretende-se desenvolver, em parceria com grupo de
Tecnologia Farmacéutica, novas formas farmacéuticas em que o EB de P. pluviosa possa ser
incorporado ¢ utilizado nos pacientes. A elaboragdo de outras formas farmacéuticas visa uma melhor
permeacdo do EB ou subfracdo e liberacdo controlada da mesma, além de melhor adaptagdo, aceitagdo

e adesdo pelo paciente.

88



REFERENCIAS




REFERENCIAS

AGYARE, C.; LECHTENBERG, M.; DETERS, A.; PETEREIT, F.; HENSEL, A. Ellagitannins from
Phyllanthus muellerianus (Kuntze) Exell.: Geraniin and furosin stimulate cellular activity,
differentiation and collagen synthesis of human skin keratinocytes and dermal fibroblasts.
Phytomedicine, v.18, p.617-624, 2011.

AN, K.; NAYEEM, N. Formulation and evaluation of the methanolic extract of Caesalpinia
pulcherrima leaves for its wound healing activity. Asian Journal Pharmaceutical Research and
Health Care, v.4, p.90-94, 2012,

BACCHI, E.M.; SERTIE, J.A.A.; VILLA, N.; KATZ, H. Antiulcer action and toxicity of Styrax
camporum and Caesalpinia ferrea. Planta Medica. 1995, 61, 204-207.

BAELMANS, R.; DEHARO, E.; BOURDY, G.; MUNOZ, V.; QUENEVO, C.; SAUVAIN, M.;
GINSBURG, H. A search for natural bioactive compounds in Bolivia through a multidisciplinary
approach Part IV. Is a new haem polymerisation inhibition test pertinent for the detection of
antimalarial natural products? Journal Ethnopharmacology, v.73, p.271-275, 2000.

BALASUBRAMANI, M.; KUMAR, T.R.; BABU, M. Skin subtitutes: a review. Burns, v.27, p.534-
544, 2001.

BALBINO, C.A.; PEREIRA, L.M.; CURI, R. Mecanismos envolvidos na cicatrizagcdo: uma revisao.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.41, p.27-51, 2005.

BHATTACHARYA, S. Wound healing through the ages. Indian Journal of Plastic Surgery, v.45,
p-177-179, 2012.

BISHOP, A. Role of oxygen in wound healing. Journal of Wound Care, v.17, p.399-402, 2008.

BRASIL - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do Normativa n° 18 — Reconhece
métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil - de 24 de setembro de
2014. Brasilia, DF 2014.

BRITANNICA ACADEMIC EDITION. Acessado em 24 de Julho de 2014. Disponivel em:
http://britannica.com/EB checked/topic/199651/Fabaceae

BUENO, F.G.; PANIZZON, G.P. MELLO, E.V.S.L.;LECHTENBERG, M.; PETEREIT, F.; MELLO,
J.C.P.; HENSEL, A. Hydrolyzable tannins from hydroalcoholic extract from Poincianella
pluviosa stem bark and its wound-healing properties: Phytochemical investigations and
influence on in vitro cell physiology of human keratinocytes and dermal fibroblasts.
Fitoterapia, v.99, p.252-260, 2014.

CHAKRABARTIL S.; BISWAS, T.K.; SEAL, T.; ROKEYA, B.; ALL, L.; KHAN, A.K.A.; NAHAR,
N.; MOSIHUZZAMAN, M.; MUKHERIJEE, B. Antidiabetic activity of Caesalpinia bonducella
F. in chronic type 2 diabetic model in Long-Evans rats and evaluation of insulin secretagogue
property of its fractions on isolated islets. Journal of Ethnopharmacology, v.99, p.117-122, 2005.

CHEW, Y.L.; LING CHAN, EW.; TAN, P.L.; LIM, Y.Y.; STANSLAS, J.; GOH, J.K. Assessment of
phytochemical content, polyphenolic composition, antioxidant and antibacterial activities of
leguminosae medicinal plants in Peninsular Malysia. BMC Complem. Altern. M. 2011, 11,
doi:10.1186/1472-6882-11-12.

CHOPDA, M.Z.; MAHAJAN, R.T. Wound healing plants of Jalgaon district of Maharashtra State,
India. Ethnobotanical Leaflets, v.13, p.1-32, 2009.

90



REFERENCIAS

CORTE, V.B.; BORGES, E.E.L.; VENTRELLA, M.C., LEITE, L.T.A.; BRAGA, J.T. Histochemica
aspects of reserves mobilization of Caesalpinia peltophoroides (Leguminaca) seeds during
germination and seedlings early growth. Revista Arvore, v.32, p.641-650, 2008.

CUTTLE, L.; NATAATMADIJA, M.; FRASER, J.F.; KEMPF, M.; KIMBLE, R.M.; HAYES, M.
Collagen in the sacrless fetal skin wound: Detection with Picrosirius-polarization. Wound repair
and regeneration, v.13, p.198-204, 2005.

DETERS,L A.; DAUER, A.; SCHNETZ, E.; FARTASCH, M.; HENSEL, A. High molecular
compounds (polysaccharides and proanthocyanidins) from Hamamelis virginiana bark: influence
on human skin keratinocyte proliferation and differentiation and influence on irritated skin.
Phytochemistry, v.58, p.949-958, 2001.

DIAS, AM.A.; REY-RICO, A.; OLIVEIRA, R.A.; MARCENEIRO, S.; ALVAREZ-LORENZO, A_;
CONCHEIRO, A.; JUNIOR, R.N.C.; BRAGA, M.E.M.; SOUSA, H.C. Wound dressings loaded
with na anti-inflammatory jucd (Libidibia ferrea) extract using supercritical carbon dioxide
technology. The Journal of Supercritical Fluids, v.74, p.34-46, 2013.

DICKSON, R.A.; HOUGHTON, P.J.; HYLANDS, P.J. Antibacterial and antioxidant cassane
diterpenoids from Caesalpinia benthamiana. Phytochemstry, v.68, p. 1436-1441, 2007.

DICKSON, R.A.; ANNAN, K.; FLEISCHER, T.C.; HOUGHTON, P.J. Bethaminin 3, a novel
antibacterial cassane-type furanoditerpenoid from Caesalpinia benthamiana. Journal of Pharmacy
an Nutrition Sciences, v.2, p.21-26, 2012.

ESIMONE, C.0.; NWORU, C.S.; JACKSON, C.L. Cutaneous wound healing activity of a herbal
ointment containing the leaf extract of Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae). International Journal
of Applied Research in Natural Products, v.1, p.1-4, 2008.

FARO, AM.; DALECK, C.R.; SANTANA, A.E.; NARDI, A.B.; MOTTA, F.R.; EURIDES, D.
Avaliacdo hematologica em cdes submetidos ao tratamento quimioterapico com sulfato de
vincristina, predninosa ¢ ciclosfosfamida. Estudo experimental. Ars Veterinaria, v.24, p.001-008,
2008.

FERREIRA, F.B.; BURITY, C.H.F.; PISSINATTI, A. Histologia do tegumento em Cebus robustus
(Silva Jr., 2001) e Cebus xanthosternos (Wied-Neuwied, 1826): cativos, Cebidae-Primates. Saude
& Ambiente em revista, v.2, p.50-67, 2007.

FLORA DO BRASIL. Acessado em: 24 de Julho de 2014. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB115

FLORES, Y.; VILA, J.; ALMANZA, G.R. Secundary metabolites from Caesalpinia pluviosa. Revista
Boliviana de Quimica, v.23, 1-10, 2006.

FRANCISCHETTI, I.M.B.; SA-NUNES, A.; MANS, B.J.; SANTOS, I.M.; RIBEIRO, J.M.C. The
role of saliva in tick feeding. Frontiers in Bioscience, v.4, 2009.

GALIANO, R.D.; TEPPER, O.M.; PELO, C.R.; BHATT, K.A.; CALLAGHAN, M.; BASTIDAS, N.;
BUNTING, S.; STEINMETZ, H.G.; GURTNER, G.C. Topical vascular endothelial growth factor
accelerates diabetic wound healing through increased angiogenesis and by mobilizing and
recruiting bone marrow-derived cells. American Journal of Pathology, v.164, p.1935-1947, 2004.

GAO, T.; YAO, H.; SONG, J.; LIU, C.; ZHU, Y.; MA, X.; PANG, X.; XU, H.; CHEN, S.
Identification of medicinal plants in the family Fabaceae using a potential DNA barcode ITS2.
Journal of Ethnopharmacology, v.130, p.116-121, 2010.

91



REFERENCIAS

GEETHALAKSHMI, R. SAKRAVARTHI, C.; KRITIKA, T.; KIRUBAKARAN, M.A.; SARADA,
D.V.L. Evaluation of antioxidant and wound healing potencials of Sphaeranthus amaranthoides
Burm f. Biomed Research International, v.2013, p.1-7, 2013.

GOISAN, A.; DIPIETRO, L.A. Aging and wound healing. World Journal of Surgery, v.28, p.321-326,
2004.

GOODMAN, C.C.; FULLER, K. Pathology: Implications for the Physical Therapist. Library of
Congress Cataloging-in-Publications Data. 3 ed. Saunders Elseviers:Missouri, 2009.

GUARIGUATA, L.; WHITING, D.R.; HAMBLETON, I.; BEAGLEY, J.; LINNENKAMP, U.;
SHAW, J.E. Global estimates of diabetes prevalence for 2013 and projections for 2035. Diabetes
Research and Clinical Practice, v.103, p.137-149, 2014.

GUO, S.; DIPIETRO, L.A. Factros affecting wound healing. Journal of Dental Research, v.89, p.219-
229, 2010.

GUPTA, A.; UPADHYAY, N.K.; SAWHNEY, R.C.; KUMAR, R. A poly-herbal formulation
accelerates normal and impaired diabetic wound healing. Wound repair and regeneration, v.16,
p-784-790, 2008.

HASLAM, E. Practical Polyphenolics from structure to molecular recognition and physiological
action. Cambridge: Cambridge University Press. 1.ed., p.10-83, 1998.

HEGGERS, J.P.; KUCUKCELEBI, A.; LISTENGARTEN, D.; STABENAU, J.; KO, F,;
BROEMELING, L.D.; ROBSON, M.C.; WINTERS, W.D. Beneficial effect of Aloe on wound
healing in an excisional wound model. The Journal of Alternative and Complementary Medicine,
v.2, p.271-277, 1996.

HEMMATI, A.A.; AGHEL, N.; RASHIDI, I.; GHOLAMPUR-AGHDAMI, A. Topical grape (Vitis
vinifera) seed extract promotes repair of full thickness wound in rabbit. International Wound
Journal, v.8, p.514-520, 2011.

HERNANDES, L.; PEREIRA, L.M.S.; PALAZZO, F.; MELLO, J.C.P. Wound-healing evaluation of
ointment from Stryphnodendron adstringens (barbatimio) in rat skin. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v.46, p.431-436, 2010.

HOFMAN, K.; HALL, B.; CLEAVER, H.; MARSHALL, S. High-Throughput quantification of
hydroxyproline for determination of collagen. Analytical Biochemistry, v.417, p.289-291, 2011.
HOUGHTON, P.J.; HYLANDS, P.J.; MENSAH, A.Y. HENSEL, A.; DETERS, A.M. In vitro tests
and ethnopharmacological investigations: Wound healing as an example. Journal of

Ethnopharmacology, v.100, p.100-107, 2005.

HSU, F.; HUANG, W.; WU, T.; LEE, M. CHEN, L.; LU, H.; HOU, W.; LIN, M. Evaluation of
antioxidant and free radical scavenging capacities of polyphenolics from pods of Caesalpinia
pulcherrima. International Journal of Molecular Science, v.13, p.6073-6088, 2012.

JAIN, S.K. Dictionary of Indian folk medicine and ethnobotany. Deep publication, Paschim Vihar,
New Delhi, 1991 apud AYYANAR, M.; IGNACIMUTHU, S. Herbal medicines for wound
healing among tribal people in Southern India: ethnobotanical and scientific evidences.
International Journal of Applied Research in Natural Products, v.2, p.29-42, 2009.

JIANG, Y. et al. Epidemiology of chronic cutancous wounds in China. Wound repair and
regeneration, v.19, p.181-188, 2011.

92



REFERENCIAS

JOLY, A.B. Botdnica: Introdu¢do a taxonomia vegetal. 13 ed. Sdo Paulo: Companhia Editora
Nacional, p.428-430, 2002.

JUNQUEIRA, L.C.; COSSERMELLI, W.; BRENTANI, R. Differential staining of collagens type I, 11
and III by Sirius Red and polarization microscopy. Archivum Histologicum Japonicum, v.41,
p.267-274, 1978 apud CUTTLE, L., NATAATMADJA, M.; FRASER, J.F.; KEMPF, M,;
KIMBLE, R.M.; HAYES, M. Collagen in the sacrless fetal skin wound: Detection with
Picrosirius-polarization. Wound repair and regeneration, v.13, p.198-204, 2005.

JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. Histologia Basica, 11* ed., Rio de Janeiro: Editora Guanabara
Koogan, 2008.

KAMATH, J.V.; RANA, A.C.; CHOWDHURY, A.R. Pro-healing effect of Cinnamomum zeylanicum
bark. Phytotherapy Research, v.17, p.970-972, 2003.

KAYANO, A.C.; LOPES, S.C.; BUENO, F.G.; CABRAL, E.C.; SOUZA-NEIRAS, W.C. et al. In
vitro and in vivo assessment of the anti-malarial activity of Caesalpinia pluviosa. Malaria
Journal, v.10, p.112, 2011.

KEKUDA, T.R.P.; MALLIKARJUN; SWATHI, D.; NAYANA, K.V.; AIYAR, M.B.; ROHINI, T.R.
Antibacterial and antifungal efficacy of steam distillate of Moringa oleifera Lam.. Journal of
Pharmaceutical Sciences and Research, v.2, p.34-37, 2010.

KLEIN, T.; LONGHINI, R.; BRUSCHI, M.L.; MELLO, J.C.P. Fitoterapicos: um mercado promissor.
Revista de Ciéncias Farmacéticas Basicas Aplicadas, v.30, p.241-248, 2009.

KOMESU, M.C.; TANGA, M.B.; BUTTROS, K.R.; NAKAO, C. Effects of acute diabetes on rat
cutaneous wound healing. Pathophysiology, v.11, p.63-67, 2004.

KUMAR, B.; VIJAYAKUMAR, M.; GOVINDARAJAN, R.; PUSHPANGADAN, P.
Ethnopharmacological approaches to wound healing--exploring medicinal plants of India.
Journal of Ethnopharmacology, v.114, p.103-113, 2007.

LEWIS G.P. Caesalpinia. A revision of the Poincianella-Erythrostemon group. Royal Botanic
Gardens, Kew, 1998 apud QUEIROZ, L.P. Leguminosas da caatinga. Universidade Estadual de
Feira de Santana, 2009.

LEWIS G.P. Tribe Caesalpinieae. In LEWIS, G.P.; SCHRIRE, B.; MACKINDER, B.; LOCK, M.
Legumes of the World. Royal Botanic Gardens, Kew, 2005 apud QUEIROZ, L.P. Leguminosas da
caatinga. Universidade Estadual de Feira de Santana, 2009.

LOPES, G.C.; SANCHES, A.C.C.; NAKAMURA, C.V.; DIAS FILHO, B.P.; HERNANDES, L.;
MELLO, J.C.P. Influence of extracts of Stryphnodendron polyphyllum Mart. and Stryphnodendron
obovatum Benth. on the cicatrisation of cutaneous wounds in rats. Journal of Ethnopharmacology,

v.99, p.265-272, 2005.

MACKAY, D.; MILLER, A.L. Nutritional support for wound healing. Alternative Medicine Review,
v.8, p.359-377, 2003.

MAHAIJAN, S.G.; MALI, R.G.; MEHTA, A.A. Protective effect of ethanolic extract of seeds of

Moringa oleifera Lam. against inflammation associated with development of arthritis in rats.
Journal of Immunotoxicology, v.4, p.39—47, 2007.

93



REFERENCIAS

MOLNAR-PERL, 1. HPLC of amino acids as o-phthalaldehyde derivatives. Quantification of amino
acids and amines by chromatography. Journal of Chromatography Library, v.70, p.163-198, 2005.

MONTES, G.S.; JUNQUEIRA, L.C. The use of Picrosirius-polarization method for the study of the
biopathology of collagen. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v.86, p.1-11, 1991.

MUHAMMAD, A.A.; PAUZI, N.A.S.; ARULSELVAN, P.; ABAS, F.; FAKURAZI, S. In vitro
wound healing potential and identification of bioactive compounds from Moringa oleifera Lam.
BioMed Research International, v.2013, p.1-10, 2013.

MUTHUKUMAR, T.; SENTHIL, R.; SASTRY, T.P. Synthesis and characterization of biosheet
impregnated with Macrotyloma uniflorum extract for burn/wound dressings. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, v.102, p.694-699, 2013.

MUTHUKUMAR, T.; ANBARASU, K.; PRAKASH, D.; SASTRY, T.P. Effect of growth factors and
pro-inflammatory cytokines by the collagen biocomposite dressing material containing
Macrotyloma uniflorum plant extract—In vivo wound healing. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v.121, p.178-188, 2014.

NAKAMURA, S.E.; KUROSAKI, F.; ARISAWA, M.; MUKAINAKA, T.; OKUDA, M.; TOKUDA,
H.; NISHINO, H.; PASTORE, F.J. Cancer chemopreventive effects of constituents of Caesalpinia
ferrea and related compounds. Cancer Letter, v.177, p.119-124, 2012,

OLIVEIRA, A.F.; BATISTA, J.S.; PAIVA, E.S.; SILVA, A.E.; FARIAS, Y.JJM.D.; DAMASCENO,
C.A.R.; BRITO,P.D.; QUEIROZ, S.A.C.; RODRIGUES, C.M.F.; FREITAS, C.I.A. Avaliacao da
atividade cicatrizante do juca (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var ferrea) em lesdes cutianeas de
caprinos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.12, p.302-310, 2010.

PARK, E.; LEE, S.M.; JUNG, LK.; LIM,Y.; KIM, J.H. Effcts of genistein on early-stage cutaneous
wound healing. Biochemical and Biophysical Research Communications, v.410, p.514-519, 2011.

QUEIROZ, L.P. Leguminosas da caatinga. Universidade Estadual de Feira de Santana, 2009.

QUEIROZ, L.A. New combinations in Libidibia (DC.) Schitdl. and Poincianella Britton & Rose
(Leguminosae, Caesalpinioideae). Neodiversity, v.5, p.11-12, 2010.

REDDY, G.K.; ENWEMEKA, C.S. A simplified method for the analysis of hydroxyproline in
biological tissues. Clinical Biochemistry, v.29, p.225-229, 1996.

RODERO, M.P.; KHOSROTEHRANI, K. Skin wound healing modulation by macrophages.
International of Clinical & Experimental Pathology, v. 3, p.643-653, 2010.

ROSS, M.H.; PAWLINA, W. Histologia, texto e atlas em correlagdo com biologia celular e molécula.
5.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

SAMPAIO, S.A.P.; RIVITTI, E.A. Dermatologia. 3 ed:Sao Paulo: Artes Médicas, 2007.

SANTORO, M.M.; GAUDINO, G. Cellular and molecular facets of keratinocyte reepithelization
during wound healing. Experimental Cell Research, v.304, p.274-286, 2005.

SASIDHARAN, S.; LOGESWARAN, S.; LATHA, Y. Wound healing activity of Elaeis quineensis
leaf extract ointment. International Journal of Molecular Science, v.13, p.336-347, 2012.

94



REFERENCIAS

SEHN, E.; HERNANDES, L.; FRANCO, S.L.; GONCALVES, C.C.M.; BAESSO, M.L. Dynamics of
reepithelialisation and penetration rate of a bee propolis formulation during cutaneous wounds
healing. Analytica Chimica Acta, v.635, p.115-120, 2009.

SHAH, J.B. The history of wound care. Journal of the American College of Certified Wound
Specialists, v.3, p.65-6, 2011.

SHERRATT, J.A.; DALLON, J.C. Theorical model of wound healing: past successes and future
challenges. Comptes Rendus Biologies, v.325, p.557-564, 2002.

SHETTY, B.S.; UDUPA, S.L.; UDUPA, A.L.; SOMAYAIJIL S.N. Effect of Centella asiatica L
(Umbelliferac) on normal and dexamethasone-suppressed wound helaing in wistar albino rats.
International Journal of Lower Extremity Wounds, v.5, p.137-143, 2006.

SHUKLA, S.; MEHTA, A.; JOHN, J.; MEHTA, P.; VYAS, S.P.; SHUKLA, S. Immunomodilatory
activies of the ethanolic extract of Caesalpinia bonducella seeds. Journal of Ethnopharmacology,
v.125, p.252-256, 2009.

SCHULZ, V.; HANSEL, R., TYLER, V.E. Fitoterapia Racional — Um guia de fitoterapia para as
ciéncias da saude. 4° ed. Manole, 2002.

SINGER, A.J.; CLARK, R.A.F. Cutaneous wound healing. The New England Journal of Medicine,
v.341, p.738-746, 1999.

SRINIVASA, S.; SELVAM, G.G.; KARTHIK, S.; MATHIVANAN, K.; BASKARAN, R
KARTHIKEYAN, M.; GOPI, M.; GOVINDASAMY, C. In vitro antimicrobial activity of
Caesalpinia sappan L. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, p.S136-S139, 2012.

STADELMANN, W.K.; DIGENIS, A.G.; TOBIN, G.R.Physiology and healing dynamics of chronic
cutaneous wounds. The American Journal of Surgery, v.176, p. 26S-38S.

STEGEMANN, H.; STALDER, K. Determination of hydroxyproline. Clinica Chimica Acta, v.18,
p.267-273,1967.

SULTANA, B.; ANWAR, F.; ASHRAF, M. Effect of extraction solvent/technique on the antioxidant
activity of selected medicinal plant extracts. Molecules, v.14, p.2167-2180, 2009.

TRAKUR, R.; JAIN, N.; PATHAK, R.; SANDHU, S.S. Practices in wound healing studies of plants.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v.2011, article ID 438056, 2011.

VELNAR, T.; BAILEY, T.; SMRKOLIJ, V. The wound healing process: an overview of the cellular
and molecular mechanisms. The Journal of International Medical Research, v.37, p.1528-1542,
2009.

ZANIN, J.L.B.; DE CARVALHO, B.A.; MARTINELI, P.S.; DOS SANTOS, M.H.; LAGO, J.H.G;
SARTORELLI, P.; VIEGAS JR, C.; SOARES, M.G. The genus Caesalpinia L. (Caesalpiniaceae):
phytochemical and pharmacological characteristics. Molecules, v.17, p.7887-7902, 2012.

WANG, R.; LECHTENBERG, M.; SENDKER, J.; PETEREIT, F.; DETERS, A.; HENSEL, A.
Wound-healing plants from TCM: in vitro investigations on selected TCM plants and their
influence on human dermal fibroblasts and keratinocytes. Fitoterapia,v.84, p.308-317, 2013.

WILD, S.; ROGLIC, G.; GREEN, A.; SICREE, R.; KING, H. Global prevalence of diabetes:
estimates for the year 2000 and projections for 2030. Diabetes Care, v.27, p.1047-1053, 2004.

95



REFERENCIAS

WOESSNER, J.F. The determination of determination of hydroxyproline in tissue and protein samples
containing small proportions of this amino acid. Archives of biochemistry and biophysics, v.93,
p.440-447, 1961.

YOUNG, A.; McNAUGHT, C. The phisiology of woung healing. Surgery (Oxford), v.29, p.475-479,
2011.

96



APENDICE

Estes resultados foram obtidos durante o periodo de doutoramento e serdo publicados juntamente com
outros dados que estdo sendo analisados.



APENDICE

APENDICE A

Toxicidade aguda e mutagenicidade

Al Comite de Etica

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as regras de cuidado e uso
de animais de laboratério elaborados de acordo com o Comité de Etica em Experimentagio Animal, da
Universidade Estadual de Maringa. O projeto foi submetido ao Comité e teve parecer favoravel a sua
execucdo (Parecer n° 090/2011; Protocolo n° 056/2009). A avaliagdo da toxicidade aguda e
mutagenicidade foram realizadas de acordo com as diretrizes da ANVISA (BRASIL, 2004).

A2 Toxicidade aguda

No teste de toxicidade aguda foram utilizados 60 camundongos Swiss divididos em 6 grupos
de 10 animais cada (5 machos e 5 fémeas) ¢ os mesmo foram tratados por gavagem em dose unica. O
grupo controle negativo recebeu apenas salina, enquanto os demais grupos receberam o EB de P.
pluviosa nas doses de 1, 2, 3, 4 ¢ 5 g/kg. Os animais foram observados, apos a administragdo das
doses, pelos periodos de: 15, 30, 60 min, 4, 8, 12 ¢ 24 h e, apds, diariamente até 14 dias. Foram
observados os parametros alteracdo da locomogdo, frequéncia respiratoria, piloerecdo, diarreia,
sialorreia, alteragdo do tonus muscular, hipnose, convulsdes, hiperexcitabilidade do sistema nervoso
central e contor¢des abdominais.

Durante os dias de observagdo nao foram encontradas alteragdes nos parametros de
locomogdo, frequéncia respiratoria, piloerecdo, diarreia, sialorreia, alteragdo do tonus muscular,
hipnose, convulsoes, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central e contor¢des abdominais. Apos 14
dias da administragdo, os animais foram sacrificados com superdosagem da anestesia e autopsiados.
Nao ocorreram alteragdes anatOmicas macroscopicas nos 6rgaos nas concentragdes testadas. Durante o
periodo de observagdo dos animais ndao houve nenhuma morte, apresentando uma dose letal DLs, >
5000 mg/kg. Dentre as classes do sistema Globally Harmonised System (GHS) essa dosagem de DL
ndo ¢ classificada por serem substancias de muito baixa toxicidade (ou praticamente atdxicas), pois

ndo houve letalidade nas doses utilizadas nos camundongos para ambos os sexos avaliados.

A3 Atividade mutagénica

Para o teste de mutagenicidade foram utilizados 60 camundongos Swiss divididos em 6 grupos
de 10 animais cada (5 machos e¢ 5 fémeas) e tratados por gavagem em dose Unica. O grupo controle
negativo recebeu apenas salina ¢ o grupo controle positivo ciclofosfamida (50 mg/kg). Os demais
grupos foram testados com EB de P. pluviosa na dose de 3 g/kg. Apés 24 h da administragdo, os

animais foram sacrificados com superdosagem da anestesia e o par de fémures retirado. Em seguida,

98



APENDICE

as epifises proximas foram limpas em soro fisiologico, seccionadas e a medula d6ssea foi retirada,
lavada com soro bovino fetal e centrifugada (3000x g, 5 min). Foram realizados esfregacos do
sedimento obtido em laminas limpas e desengorduradas. Apds secagem ao ar, estas laminas foram
coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa para deteccdo dos eritrocitos policromaticos
micronucleados. Para cada animal foram preparadas 2 laminas. Estas laminas foram analisadas pela
contagem em microscopio optico (objetiva de 100x) de 1000 eritrocitos policromaticos. Dentre estes
eritrocitos policromaticos, foi determinada a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados.
O efeito mutagénico foi caracterizado caso houvesse um aumento significativo de eritrocitos
policromaticos micronucleados em relagdo ao controle negativo (CASTRO et al., 2004). Analise
estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney com *p<0,05 comparado com o controle negativo.

Durante a avaliagdo de mutagenicidade, ndo foi relatada nenhuma morte dos animais. A
concentracdo de EB testada (3 g/kg) ndo apresentou numero de eritrocitos policromaticos

micronucleados estatisticamente diferente do controle negativo (Tabela Al).

Tabela A1 — Numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPM) encontrados em 1000
eritrdcitos policromaticos. CP: controle positivo; CN: controle negativo; S3: 3 g/kg de extrato bruto de

P. pluviosa; DP: desvio padrao; *p<0,05.

Grupo Sexo MédiatDP
Macho 31,6£2,1*
CP
Fémea 25,3+4,0%*
Macho 5,5£1,0
CN
Fémea 3,83+1,0
Macho 5,4+0,9
S3
Fémea 5,3+0,6
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ANEXOS

Universidade Estadual de Maringa

JA(' Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao QQ

“ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagio 0

Parecer emitido apds reunido realizada em: 2/2/2010 Parecer n°® 141/2010
Pesquisador: Jo#o Carlos Palazzo de Mello Setor: DFF
Titulo: Protocolo n° 056/2009

Caesalpinia peltophoroides e Stryphnodendron adstringens: Analise fitoquimica, I
tecnolc’agica e biolc’:gica in vitro e in vivo

Entrada: 18/11/2009 Inicio: 1/12/2009 Término: 30/11/2011

Situagéo do Projeto: |Aprovado |

Relatorio Final: Aguarda finalizagao do projeto

ATENGAO: este parecer, quando a situagdo do projeto constar "aprovado"”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apés apreciagao e
2 PE ‘e Wy o W D d. o pidga et aere i o f i n a |l
Consideragées e Parecer:

Em 16.12.2009 foi protocolado a resposta a este parecer (119/2009-CEAE).
Considerando que os autores esclarecem todas as dlvidas, sou de parecer favoravel a aprovagdo do mesmo.

D Viarricr Arfuerpd s
Presidente do CEAE/UEM

| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porem com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendacgéo de uma reviséo especifica, ou solicitagdo de modificagéo ou
linformacao relevante, gue devera ser atendida em até 60 dias, apos o recebimento da comunicagao, pelo coordenador
do projeto;

Ill - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apos o prazo previsto no Inciso 1l do
recebimento da comunicagéo;

IV - ndo aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br
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Universidade Estadual de Maringa
th Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio q'q
'_,\ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagio 'C‘)

Parecer emitide apds reunide realizada em: 1 114/2014 Parecar n® 0a0i2011

Pesquisador:  Jodio Garlos Palazzo Setor: DFF
de Mella

Thtulo: Protocolo n® 0562003

Caesalpinia peltophoroides e Stryphnodendron adstringens: Analise fitogquimica, I
t-ecnubégil:a e biclégica in vitro e in vivo

Entrada: 181112009 Inicia: 1M1 202000 Térming: 301112011
Situagho do Projeto; Aprovado
Relatario Final: Aguarda finalizacio do projeto

ATENCACY: pste purrpver, guands o Sieagdoe do projets constar ™ aprovade”,  RUEiZo o propenenies i
execufarem o profocole em gueside. & certiffoado verd eaminido apis apreciegdo do relondeio final,

P =

Apds 8 andlise dos contidos s folhas 157 a 177, envolvando a solicitagéo de emenda de
metodologia ao protocole 05672009, pesquiza “CAESALPINIA PELTOPPHOROIDES E
STRYPHONODENDROM ADSTRINGENS: ANALISE FITOQUIMICA. TECNOLOGICA E
BIOLOGICA IN VITRD E IN VIVO.", coordenada pelo Prof. Dr, JOAQ CARLOS PALAZZD DE
MELLC terndo em visla ao Projeto de Pesquisa de mesirado e doulorado em Ciénclas
Farmacoldgicas, a desenvolver=se no bloco H-T9 — DCM, constatou-s2 ter havido atendimento a
todos o8 guestionamentos levantadas na prmeira avaliacao da emenda & constatado ndo haver
conlrariedade aos principios aticos no wuso da animais am experimentacdo esse Comild auloriza
a inclus&o da emenda no referido protocole & aguarda relatdrio final,

bin

)
ik D GECIL E"\l‘l LERURALL,
Preicai wrigwmaie s 225 Ak,

Antigo 10 da Resolugao n® DE2E006-CER: Gs projeles analisades serfo enquadmndcs &M uma des seguinies cataganas:
1 - Bproyvacio:

1l = perdenin, quanda o CEAE considarar o profacoio & o projeta como aceitdveis. pordm com problamas no protacola, no
projeto ou am ambos. 8 houver recomendacio da uma revisio especiica, ou sokctacko de modificagio ou infarmacao
redevante. pue devard sar stendide am até B0 das, apds o recebimanto de comunicacan, palo coordanador do pro| et

1l - arquivado, quando o prolocols permaneces pendenba, ranscarmdas 30 disa, apde o prars pravisto no Incise 1| do
meceEmento da comurecagia;

I = ndo aprovado

vt g kL Bir - e-mail: ceaafiuem.br
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