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RESUMO

EFEITO DO Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville EM MARCADORES
INFLAMATORIOS E PROLIFERATIVOS DA CICATRIZACAO DE FERIDAS: UM
MODELO BI-CELULAR IN VITRO

AUTORA: Cibele Ferreira Teixeira
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. lvana Beatrice Manica da Cruz
COORIENTADORA: Profa. Dr2. Liliane de Freitas Bauermann

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e atua como uma barreira de prote¢do do corpo ao meio
ambiente. O rompimento da sua integridade provocado por uma lesdo culmina na ativacdo de um
processo complexo de cicatrizacdo, que busca o fechamento da area lesionada e envolve trés etapas
sobrepostas ao longo do tempo: inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo. Muitas vezes, o
processo de cicatrizagdo ndo € eficiente, necessitando fazer-se uso de farmacos ou fitoterapicos
auxiliares. Uma planta medicinal que apresenta importante propriedade cicatrizante é o
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularmente conhecido como barbatimé&o e nativo do
bioma Cerrado brasileiro. No entanto, ainda ndo esta claro de que maneira esta planta atua sobre as
etapas do processo cicatricial. Dentro deste contexto, o presente estudo objetivou avaliar o efeito in
vitro do Stryphnodendron adstringens na modulacdo de marcadores inflamatdrios e proliferativos do
processo de cicatrizacdo de feridas. Para isso, foi desenvolvido um modelo experimental bi-celular
independente utilizando as linhagens celulares comerciais de macréfagos (RAW 264.7) e fibroblastos
dérmicos (HFF-1). As células foram mantidas em cultivo celular separadamente, sob condi¢des de
esterilidade a 37°C e a 5% de CO,. Os macréfagos foram ativados com o agente mitogénico
fitohemaglutinina (PHA) e, apds 24 horas, foram tratados com diferentes concentra¢fes do extrato da
casca de barbatiméo (0,24; 0,49; 0,99; 1,99; 3,98 mg/mL). Apds 72 horas, foi avaliada a proliferacao
celular, através do teste do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Com o
resultado deste teste, foram definidas as concentracdes de 0,49 e 0,99 mg/mL do extrato de
barbatimdo para serem utilizadas nas analises subsequentes. Avaliou-se, entdo, apés 72 horas de
tratamento com ambas as concentragfes, o efeito da planta sobre os niveis proteicos (via
imunoensaio) e os niveis de expressdo génica (via Quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction (QRT-PCR)) das citocinas pro-inflamatdrias interleucina um beta (IL-1B), interleucina
seis (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e da citocina anti-
inflamatéria interleucina dez (IL-10) em macréfagos ativados e ndo ativados, para a investigacdo da
fase inflamatdria. Um protocolo adicional, que imita processos cicatriciais in vitro, também foi utilizado.
Para isso, culturas de fibroblastos com 80% de confluéncia de monocamada foram rasgadas com o
auxilio de uma ponteira de 200 yL, para mimetizar uma leséo e, posteriormente, estas células foram
tratadas com ambas as concentracdes do extrato de barbatimdo. Entdo, apos 24 e 72 horas de
tratamento, foram analisados os niveis do fator de crescimento de fibroblastos um (FGF-1) e do fator
de crescimento de queratinécitos (KGF) em fibroblastos rasgados e integros, para avaliar o estado
proliferativo. Os resultados mostraram efeito anti-inflamatério do barbatimdo sobre os macréfagos
ativados, via diminuicdo dos niveis proteicos e dos niveis de expressao génica das citocinas pro-
inflamatérias e aumento dos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10. Além disso, o barbatiméo
também aumentou os niveis de ambos os fatores de crescimento em fibroblastos rasgados e
integros, ap0s 24 e 72 horas de tratamento. Apesar das limitagcbes metodoldgicas relacionadas aos
estudos in vitro, os resultados indicam que o barbatimdo possui uma acdo efetiva na modulagéo
inflamatéria de macrofagos, assim como é capaz de induzir o aumento dos niveis dos fatores de
crescimento relacionados a eventos proliferativos de fibroblastos durante o processo de cicatrizacdo
de feridas.

Palavras-chave: Pele. Macréfago. Fibroblasto. Planta Medicinal.



ABSTRACT

EFFECT OF Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville IN INFLAMMATORY
AND PROLIFERATIVE MARKERS OF WOUND HEALING: A BI-CELLULAR
MODEL IN VITRO

AUTHOR: Cibele Ferreira Teixeira
ADVISOR: Prof2. Dra. l[vana Beatrice Manica da Cruz
CO-ADVISOR: Prof2. Dr2. Liliane de Freitas Bauermann

The skin is the largest organ in the human body and acts as a barrier protecting the body from the
environment. The rupture of its integrity caused by an injury culminates in the activation of a complex
healing process, which seeks the closure of the injured area and involves three overlapping stages
over time: inflammatory, proliferative and remodeling. Often, the healing process is not efficient,
necessitating the use of drugs or herbal medicines. A medicinal plant that has important healing
properties is the Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularly known as barbatimdo and
native of the Brazilian Cerrado biome. However, it is still unclear how this plant acts on the steps of the
healing process. Within this context, the present study aimed to evaluate the in vitro effect of
Stryphnodendron adstringens on the modulation of inflammatory and proliferative markers of the
wound healing process. For this, an independent bi-cellular experimental model was developed using
the commercial cell lines of macrophages (RAW 264.7) and dermal fibroblasts (HFF-1). Cells were
maintained in cell culture separately, under sterile conditions at 37°C and 5% CO,. Macrophages were
activated with the mitogenic agent phytohemagglutinin (PHA) and, after 24 hours, were treated with
different concentrations of the barbatiméo bark extract (0.24; 0.49; 0.99; 1.99; 3.98 mg/mL). After 72
hours, cell proliferation was evaluated by the test of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic
bromide (MTT). With the result of this test, the concentrations of 0.49 and 0.99 mg/mL of the
barbatim&o extract were defined for use in the subsequent analyzes. It was then evaluated, after 72
hours of treatment with both concentrations, the effect of the plant on protein levels (via immunoassay)
and levels of gene expression (via Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-
PCR)) of the proinflammatory cytokines interleukin one beta (IL-1B), interleukin six (IL-6), tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) and the anti-inflammatory cytokine interleukin
ten (IL-10) in activated and non-activated macrophages, to investigate the inflammatory phase. An
additional protocol, which mimics in vitro healing processes, was also used. For this, cultures of
fibroblasts with 80% of monolayer confluence were scratched with the aid of a 200 pL tip to mimic an
injury and subsequently these cells were treated with both concentrations of the barbatiméo extract.
Then, after 24 and 72 hours of treatment, the levels of fibroblast growth factor one (FGF-1) and
keratinocyte growth factor (KGF) were analyzed in scratched and integral fibroblasts to evaluate the
proliferative state. The results showed anti-inflammatory effect of barbatimdo on the activated
macrophages, through a decrease of the protein levels and the gene expression levels of the
proinflammatory cytokines and increase of the levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10. In
addition, barbatim8o also increased the levels of both growth factors in scratched and integral
fibroblasts after 24 and 72 hours of treatment. Despite the methodological limitations related to the in
vitro studies, the results indicate that barbatimdo has an effective action in the inflammatory
modulation of macrophages, as well as it is able to induce the increase of the levels of growth factors
related to proliferative events of fibroblasts during the process of wound healing.

Keywords: Skin. Macrophage. Fibroblast. Medicinal plant.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado segue as recomendacbes do Manual de
Dissertacdes e Teses (MDT), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), do
ano de 2015. O presente estudo buscou avaliar marcadores das fases inflamatéria e
proliferativa do processo de cicatrizacdo de feridas em um modelo bi-celular in vitro e
esta apresentado na forma de um manuscrito, que foi submetido a revista Journal of
Dermatological Science, com fator de impacto de 3.675, classificada no Qualis
Capes - Ciéncias Biologicas Il como A2. As seg¢des ‘“introdugao”, “revisédo
bibliografica” e “delineamento metodoldgico geral” encontram-se no inicio desta
dissertacdo; as secdes “materiais e métodos” e “resultados” encontram-se no
manuscrito, que esta presente na integra deste estudo e segue as regras da revista
a qual foi enviado; as secdes “discussao” e “conclusdo” encontram-se no final desta
dissertacdo, ap6s o manuscrito. As referéncias bibliogréficas listadas no fim da
dissertacdo referem-se somente as citacdes dos itens introducdo, revisdo
bibliogréfica e discussdo, uma vez que as referéncias utilizadas no manuscrito estao

ao final dele.
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1 INTRODUCAO

A pele € o 6rgdo que recobre a superficie corporal e desempenha papel
central na protecdo do corpo ao meio ambiente. Em termos histolégicos, ela é
constituida por duas camadas celulares: a epiderme, camada externa protetora, que
€ um epitélio de renovacgédo continua, cujo principal tipo celular € o queratinécito, e a
derme, espessa camada de tecido conjuntivo, que protege 0 corpo contra lesdes
mecanicas, cujas principais células sao os fibroblastos, seguidos pelos macréfagos.
As camadas da pele, fungdes celulares, nervos, vasos sanguineos e linfaticos,
foliculos pilosos e glandulas funcionam juntos em harmonia para regular e proteger o
corpo (BARONI et al., 2012).

Quando ocorre uma lesédo cutanea, que afeta a integridade fisica da pele, &
desencadeado um dinamico processo de cicatrizacdo de feridas, com o objetivo de
restaurar a funcao de barreira deste érgao. Este processo consiste em trés etapas
sobrepostas: a primeira é a etapa inflamatoéria, que comecga com a hemostasia e a
formacdo de uma matriz provisoria e prossegue com o recrutamento de neutrofilos e
monaocitos ao local da ferida. A segunda é a etapa proliferativa, caracterizada pela
reepitelizacdo da superficie da ferida, pela formacao do tecido de granulacdo e pela
restauracdo da rede vascular. A terceira etapa consiste na remodelagéo do tecido e
formacdo de cicatriz, que se caracteriza por ser hipocelular, hipovascular e com
grande deposicao de fibras coldgenas (STUNOVA; VISTEIJNOVA, 2018).

Entretanto, nem sempre o0 organismo consegue cicatrizar a ferida de modo
eficiente, existindo necessidade da utilizacdo de farmacos ou de fitoterapicos, que
auxiliem neste processo. As plantas sdo conhecidas por possuirem compostos
bioativos com importantes propriedades farmacologicas e a utilizacdo desses
produtos naturais para tratar, curar ou prevenir doencas é uma das praticas mais
antigas entre a populagdo (EDDOUKS et al., 2012). A propriedade cicatrizante é
conferida por uma ampla variedade de plantas medicinais, com destaque para a
espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularmente conhecida como
barbatimdo e nativa do bioma Cerrado brasileiro (HERNANDES et al., 2010;
MINATEL et al., 2010). Apesar do potencial efeito cicatrizante desta planta, ainda

nao sao compreendidos os mecanismos associados a esta propriedade.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar, em um modelo bi-celular in vitro, o efeito do Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville em marcadores inflamatorios e proliferativos da

cicatrizacao de feridas.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes do extrato de barbatiméao:

- Na modulacdo da resposta inflamatéria de macréfagos ativados por
fitohemaglutinina (PHA), através da avaliacdo da taxa proliferativa e da expresséo
proteica e génica das citocinas proé-inflamatérias interleucina um beta (IL-1PB),
interleucina seis (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-

y) e da citocina anti-inflamatéria interleucina dez (IL-10);

- Na modulacdo da fase proliferativa de fibroblastos integros e rasgados,
através da avaliacdo dos niveis do fator de crescimento de fibroblastos um (FGF-1) e

do fator de crescimento de queratinécitos (KGF).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA HISTOLOGICA DA PELE

A pele, ou sistema tegumentar, € o maior 6rgdo do corpo humano,
correspondendo a aproximadamente 15% do peso corporal (LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2017). Este 6rgao é altamente variavel de uma pessoa para outra e, em
um mesmo individuo, varia de uma regido anatdmica para outra, com diferencas na
cor, textura, espessura e contetdo dos foliculos pilosos e das glandulas sebéaceas.
Ela pode ser dividida em pele glabra, que ndo contém pelos e é mais espessa,
presente na palma das méos e na sola dos pés, e em pele pilosa, que contém pelos
e cobre o restante do corpo (FROHM et al., 2014).

Tal 6rgdo é constituido por duas camadas celulares distintas: a epiderme e a
derme. Uma terceira camada, a hipoderme, constituida de tecido adiposo subcuta-
neo, ndo € verdadeiramente uma parte da pele, mas, devido a sua intima relacao
anatbmica, ainda é incluida por alguns autores (Figura 1) (LOSQUADRO, 2017).
Embriologicamente, a epiderme deriva da ectoderme, enquanto a derme e a
hipoderme originam-se a partir da mesoderme (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

As camadas da pele, fungbes celulares, nervos, vasos sanguineos e
linfaticos, foliculos pilosos e glandulas funcionam juntos para manter a homeostase

corporal.
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Figura 1 — Estrutura da pele.
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Fonte: Adaptado de MESCHER, 2010.

2.1.1 Epiderme

A epiderme, camada mais externa da pele, € um epitélio escamoso
estratificado queratinizado, ndo vascularizado e relativamente fino, com uma
espessura entre 0,04 mm e 1,6 mm, dependendo da localizagdo no corpo. O seu
principal tipo celular € o queratinécito, o qual constitui aproximadamente 95% das
células epidérmicas. Os queratindcitos sintetizam e expressam varias proteinas
estruturais e lipidios durante a sua maturacdo, em especial a queratina, proteina
responsavel pela impermeabilizagdo da pele. Outros tipos celulares encontrados na
epiderme incluem os melandcitos (3%), as células de Langerhans (2%) e as células
de Merkel (0,5%) (FROHM et al., 2014; TOBIN, 2017).
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A epiderme organiza-se em camadas morfologicamente distintas e esta em
continua renovacao. A partir do estrato basal, que € a camada mais profunda e faz
limite com a derme, os queratinécitos proliferam e passam por um processo de
diferenciacéo vertical, se direcionando para a superficie e dando origem as camadas
seguintes: estrato espinhoso, estrato granuloso e, finalmente, estrato cérneo, que &
a camada mais superficial da epiderme, na qual as células sao perdidas
continuamente pela descamacéao e substituidas por novas células que chegam até a
superficie (Figura 2). Na epiderme saudavel, ha um equilibrio entre os processos de
proliferacdo na camada basal e descamacdo na camada cornea, que resulta em
uma renovagao completa aproximadamente a cada 28 dias (BARONI et al., 2012).

O estrato basal ou estrato germinativo € composto por uma Unica camada de
gueratinécitos na forma cuboide ou prismatica, com ndcleo grande, que repousam
sobre a membrana basal. Eles estdo firmemente ligados entre si por estruturas de
adesdo denominadas desmossomos (pontes intercelulares) e com a membrana
basal por hemidesmossomos. Os melandcitos, derivados de células da crista neural,
ficam localizados nesta camada e sdo responsaveis pela producdo de melanina,
pigmento que define a cor da pele. Ficam distribuidos entre os queratindcitos basais
e possuem prolongamentos que se estendem entre os queratindcitos do estrato
espinhoso. Também sdo encontradas nesta camada as células de Merkel, que séo
células mecanorreceptoras intraepidérmicas com alta sensibilidade tatil ao toque
leve. Esta camada é a responsavel pela continua renovacao da epiderme, possuindo
alta atividade mitotica, sendo que alguns dos queratindcitos proliferados
permanecem ligados a membrana basal como células-tronco, enquanto outros se
diferenciam e migram em direcdo ao estrato espinhoso (ARDA; GOKSUGUR,;
TUZUN, 2014).

O estrato espinhoso, camada mais espessa da epiderme, € composto por
células poliédricas que apresentam projecfes citoplasméaticas com filamentos de
gueratina (tonofilamentos), que se unem as células vizinhas através de
desmossomos, conferindo um aspecto espinhoso as células. Tanto os
tonofilamentos quanto os desmossomos desempenham importante papel na
manutencdo da coesdo entre as células da epiderme e na resisténcia ao atrito.

Nesta camada, sdo encontradas as células de Langerhans, que sao células
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apresentadoras de antigeno derivadas da medula 6ssea, com grande importancia na
ativacdo da resposta imune da pele (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

O estrato granuloso € composto por 1 a 5 camadas de queratinécitos
poligonais achatados, que contém grandes granulos basofilicos intracelulares
destituidos de membrana, denominados de granulos de querato-hialina, que séo
compostos por queratina e profilagrina. A profilagrina € convertida em filagrina,
proteina responsavel por agregar e alinhar os filamentos de queratina em feixes
paralelos e altamente comprimidos, promovendo o colapso da célula em uma forma
achatada, que € caracteristica dos corneocitos no estrato cérneo. Juntas, a
queratina e a filagrina constituem 80% a 90% da massa proteica da epiderme dos
mamiferos (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014; BARONI et al., 2012). As células da
camada granular também possuem pequenos granulos revestidos por membrana,
denominados corpos lamelares, os quais sao constituidos de lipidios, e se fundem
com o citoplasma das células, liberando, por exocitose, 0 seu conteudo lipidico no
espaco intercelular, entre o estrato granuloso e o estrato corneo, cobrindo a
membrana celular das células corneas e desempenhando um papel importante na
funcdo de barreira da pele e na coesao intercelular dentro do estrato corneo. Na
medida em que essas células se tornam queratinizadas, movem-se para a superficie
e substituem as células soltas pelo estrato corneo (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN,
2014).

O estrato corneo, camada mais externa da epiderme, é responsavel por
fornecer a principal barreira protetora do corpo ao ambiente. E constituido por
queratinécitos achatados, mortos, repletos de queratina, desprovidos de nicleo e de
organelas citoplasmaticas, que sdo denominados cornedcitos. Estas células séo
incorporadas numa matriz lipidica para formar a barreira cutanea exterior e séo
eliminadas continuamente por descamacéo, que faz parte do processo de renovagao
epidérmica (DAS; OLMSTED, 2016).

Ainda, além dessas quatro camadas da epiderme, existe uma camada
adicional entre o estrato granuloso e o estrato cérneo, considerada uma subdivisdo
do estrato corneo e denominada de estrato lucido, que € encontrada na palma das
maos e na sola dos pés, regibes onde a pele € mais espessa. Trata-se de uma
camada fina, transllcida, constituida de queratinécitos sem nucleo, achatados e
destituidos de organelas citoplasmaticas (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).
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Figura 2 — Epiderme.
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Fonte: Adaptado de GERSON et al., 2011 e SOUTOR; HORDINSKY, 2015.

2.1.2 Derme

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo, localizada abaixo da
epiderme, caracterizada pela sua resisténcia e flexibilidade, protegendo o corpo
contra les6es mecanicas e proporcionando uma base firme a epiderme e aos anexos
cutaneos (TOBIN, 2017). De modo geral, a derme é 15 a 40 vezes mais espessa do

que a epiderme e a sua espessura varia nas diferentes partes do corpo, possuindo
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menos de 1 mm nas palpebras, cerca de 2,5 mm no couro cabeludo, 3 mm nas
palmas das méaos e nas solas dos pés e mais de 4 mm nas costas. Além disso, a
espessura também varia de acordo com o sexo, sendo geralmente mais espessa
nos homens do que nas mulheres (FROHM et al., 2014).

A derme divide-se em duas regides distintas: a camada papilar, mais
superficial, e a camada reticular, mais profunda (Figura 3). A derme papilar consiste
em uma camada fina (300-400 um), localizada imediatamente abaixo da epiderme e
que forma projecbes cobnicas conhecidas como papilas dérmicas, as quais
interdigitam-se com as cristas epidérmicas, aumentando a area de interface dermo-
epidérmica e permitindo uma melhor aderéncia entre essas duas camadas. E
caracterizada por uma matriz extracelular organizada aleatoriamente com uma alta
densidade de fibroblastos ativos. Por outro lado, a derme reticular, que estd em
contato com o tecido subcutaneo, € muito mais espessa e exibe mais fibras da
matriz extracelular, que s&o mais grossas, altamente compactadas e bem
organizadas de forma paralela, além de possuir menos fibroblastos, em comparacao
com a derme papilar (STUNOVA; VISTEIJNOVA, 2018). Na derme, situam-se 0s
anexos cutaneos, como foliculos pilosos, nervos, glandulas sudoriparas e sebéaceas,
além de vasos sanguineos e linfaticos, que fornecem a nutricdo dentro da pele
(TOBIN, 2017).

O tecido conjuntivo da derme é composto por uma variedade de células -
incluindo fibroblastos, macréfagos, plasmocitos, mastécitos, células dendriticas,
células adiposas e linfécitos - e por uma abundante matriz extracelular - a qual é
formada por uma parte fibrilar (fibras de colageno e de elastina) e por uma parte ndo
fibrilar (a substancia fundamental amorfa) (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017,
FROHM et al., 2014). A principal e mais abundante célula da derme é o fibroblasto,
responsavel pela sintese das fibras dérmicas (colageno e elastina) e da substancia
fundamental amorfa. Apos os fibroblastos, as células mais frequentes no tecido
conjuntivo sdo os macrofagos, os quais sdo células fagociticas com grande
importancia para o sistema imune da pele (BARONI et al., 2012).

O colageno é a proteina mais abundante do corpo humano e o principal
componente estrutural da derme, conferindo forca e suporte a pele. Representa 70%
do peso seco da derme, com predominio do colageno tipo |, que compreende

aproximadamente 80% da derme e confere a pele a sua resisténcia a tracdo, e do
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coladgeno tipo lll, que representa aproximadamente 15% da derme e é responsavel
pela flexibilidade da pele. Por outro lado, as fibras de elastina conferem elasticidade
e resiliéncia a pele e representam cerca de 5% do peso seco da derme (LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2017; LOSQUADRO, 2017; TOBIN, 2017).

As fibras dérmicas e as células sdo incorporadas na substancia fundamental
amorfa, a qual consiste em uma matriz de glicosaminoglicanos, glicoproteinas e
proteoglicanos (FROHM et al., 2014).

Figura 3 — Derme.
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Fonte: Imagens obtidas de <https://saude.umcomo.com.br/artigo/quais-sao-as-camadas-da-pele-
funcoes-e-anexos-13519.html> e <https://br.pinterest.com/saraledol/tecidos/>.
Montagem da figura: A autora.
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2.1.3 Hipoderme

A hipoderme é uma camada subcutanea de tecido adiposo, que se encontra
abaixo da derme e acima do musculo subjacente. Ela contribui para o isolamento
térmico do corpo e para a sua protecdo contra choques mecanicos, além de servir
como armazenamento de energia. As principais células da hipoderme sdo o0s
adipdcitos, dispostos em lobulos de gordura, que sdo separados entre si por septos
de tecido conjuntivo. A espessura desta camada varia dependendo da regido do
corpo, do sexo e do estado nutricional do individuo (Figura 4) (ARDA; GOKSUGUR,;
TUZUN, 2014; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Figura 4 — Hipoderme.
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Fonte: Adaptado de <http://esteticadelux.com.br/tratamento/54/a-celulite>.
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2.2 FUNCOES DA PELE

A pele proporciona uma barreira fisica de protecdo do corpo ao ambiente,
evitando a invasdo de agentes patogénicos, controlando os fluxos de agentes
quimicos e fisicos e evitando a perda transepidérmica de &gua. Essa barreira
protetora é conferida principalmente pelo estrato corneo da epiderme, que possui um
modelo de estrutura de “tijolos e argamassa”, em que as camadas de células
epidérmicas (tijolos) estdo circundadas por uma matriz de lipidios (argamassa),
composta por ceramidas, colesterol e acidos graxos (DAS; OLMSTED, 2016).

A pele possui uma protecdo natural contra a radiacao ultravioleta (UV), que é
conferida pelo pigmento melanina. A melanina € produzida pelos melanécitos em
organelas especializadas ligadas a membrana, denominadas melanossomas e,
subsequentemente, ela é transferida para os queratindcitos circundantes. Cada
melandcito fornece melanina para aproximadamente 30 a 40 queratindcitos. Este
pigmento é distribuido sobre os nucleos dos queratinécitos, formando capas
supranucleares de melanina, que absorvem a radiacdo UV e protegem o DNA
nuclear dessas células contra os danos provocados pelos raios UV, conferindo,
assim, a fotoprotecédo da pele (D’ISCHIA et al., 2015).

A pele é a primeira barreira imunoldgica aos agentes microbianos e quimicos
ambientais, contribuindo para a imunidade inata e adaptativa. O chamado “sistema
imunologico da pele” é composto por uma complexa rede de células imunes e nao
imunes, como queratinécitos, macréfagos, células de Langerhans e linfécitos. Os
queratinécitos e macrofagos produzem citocinas pré-inflamatérias (interleucina um
alfa (IL-1a), IL-1B, TNF-a, IL-6), quimiocinas e metaloproteinases em resposta a
agentes externos para promover uma resposta imune. As células de Langerhans
presentes na epiderme atuam como células sentinelas para iniciar respostas imunes
contra ameacas microbianas. Assim como o0s macréfagos, elas sdo células
apresentadoras de antigeno, que captam os antigenos depositados na pele,
processam-nos e 0s apresentam aos linfécitos T para ativacdo da resposta imune.
Além disso, 0s queratinocitos produzem peptideos antimicrobianos enddgenos,
conhecidos como defensinas e catelicidinas, que sdo ativos contra uma variedade
de bactérias, virus e fungos. As catelicidinas também atuam na ativacdo de células

envolvidas na resposta inflamatéria. A disfuncdo do sistema imunitario na pele € um
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fator importante na cicatrizacdo de feridas e em condicdes como dermatite,
distarbios bolhosos, psoriase e linfoma cutdneo de células T (LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2017; PARRADO et al., 2017).

A pele é ricamente inervada por fibras nervosas sensoriais, que detectam os
estimulos de toque, dor, presséo, temperatura (calor ou frio), vibragédo, estiramento e
coceira. Receptores especializados estdo presentes na pele para detectar e
transmitir os estimulos ao sistema nervoso central, o qual vai estimular outros nervos
ou musculos a reagir. Tais receptores sao classificados em trés grupos, de acordo
com o tipo de resposta: mecanorreceptores para estiramento, vibracdo, presséo e
toque, termorreceptores para calor e frio e nociceptores para dor (ARDA,
GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

A pele tem um importante papel na regulacdo da temperatura corporal. Em
meédia, o termostato interno do corpo é regulado em 37°C e a pele se ajusta para
esfria-lo ou aquecé-lo, dependendo das mudancas externas de temperatura. O
corpo esfria através da evaporacdo do suor pelas glandulas sudoriparas e da
dilatagdo dos vasos sanguineos e aumento do fluxo sanguineo. Por outro lado, o
corpo se aquece pela constrigdo dos vasos e redugao do fluxo sanguineo, sendo
que as camadas de gordura também ajudam no seu isolamento e aquecimento.
Quando o individuo esta com frio, podem ocorrer duas respostas automaticas do
corpo como maneiras de esquenta-lo: a contragdo do musculo eretor dos pelos,
causando os arrepios, e a ocorréncia de tremor. A disfuncdo da termorregulacao
pode levar a hipertermia ou a hipotermia (GERSON et al., 2011).

A excrecdo de suor pelas glandulas sudoriparas da pele auxilia na
desintoxicacao do corpo, através da eliminacdo do excesso de sal e de substancias
quimicas indesejaveis através dos poros. O revestimento de sebo na superficie da
pele, produzido pelas glandulas sebaceas, ajuda a manté-la macia e protegida
contra 0s microrganismos nocivos, desacelera a perda de agua transepidérmica e
ajuda a manter o nivel de agua das células. Além disso, com a exposi¢cdo ao sol, a
pele é responsavel pela produgéo de precursores da vitamina D, a qual é essencial
para que haja a absorcéo de calcio pelo organismo (GERSON et al., 2011).

A pele também possui a capacidade de cura e reparo quando sofre uma
lesdo, através de um processo complexo de cicatrizacdo, que envolve células,

mediadores, fatores de crescimento e citocinas, com o objetivo de restaurar a
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integridade cutanea e proteger o corpo contra as infec¢cdes e os danos decorrentes
das lesbes (CHANDIKA; KO; JUNG, 2015).

2.3 CELULAS DA PELE ASSOCIADAS A REGULACAO DA CICATRIZACAO

Apesar de todas as estruturas da pele agirem direta ou indiretamente nos
processos cicatriciais, duas principais células relacionadas diretamente com a
cicatrizacdo sdo os fibroblastos e os macréfagos. Portanto, é importante revisar 0s

aspectos cito-funcionais destas células.

2.3.1 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células mesenquimais, principais constituintes celulares
do tecido conjuntivo. Desempenham um papel importante no suporte estrutural dos
tecidos, devido a sua funcdo de sintetizar todos os componentes da matriz
extracelular (as fibras colagenas, elasticas e a substancia fundamental amorfa) e,
ainda, participam de varios processos, incluindo a cicatrizacdo, por serem capazes
de secretar e responder as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
(STUNOVA,; VISTEIJNOVA, 2018).

Os fibroblastos compfem uma populacdo diversificada de células com
funcdes distintas dependendo do tecido em que estdo localizados. Os fibroblastos
dérmicos consistem em duas subpopulacbes celulares distintas: fibroblastos
papilares e fibroblastos reticulares. Eles ocupam nichos Unicos na derme e diferem
em termos de caracteristicas fisiolégicas e funcionais. Enquanto os fibroblastos
papilares sdo pequenos, em forma de fuso, proliferam mais rapidamente e
preenchem a derme superficial, os fibroblastos reticulares sao células grandes,
estreladas, proliferam mais lentamente e ocupam a derme mais profunda. As duas
subpopulacdes diferem em termos da secrecdo de varios componentes da matriz
extracelular, incluindo o colageno, além de diferirem quanto a resposta e a secrecao
de fatores de crescimento, citocinas, proteases, metaloproteinases e outras
moléculas (STUNOVA; VISTEJNOVA, 2018).
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2.3.2 Macréfagos

Os macrofagos séo células mieloides maduras com fundamental importancia
no sistema imunologico, estando envolvidos em varios processos tanto em
condicdes fisioldgicas quanto patologicas. Sao capazes de detectar e responder a
condi¢cdes desfavoraveis no corpo humano, como a invasdo dos tecidos por
patdgenos ou lesdo tecidual, desempenhando um papel crucial na imunidade inata e
condicionando a imunidade adaptativa, através da fagocitose de particulas
estranhas ao hospedeiro, da sua funcdo de apresentacao de antigenos, da sua acéo
microbicida e da sua capacidade de produzir mediadores que interferem na funcéo
imunologica, sendo considerados uns dos principais mediadores da resposta
inflamatoéria e fundamentais para a manutencdo da homeostase do organismo
(LAVIN et al., 2015).

Estas células sdo derivadas principalmente de mondcitos circulantes no
sangue, 0s quais sdo produzidos a partir de células precursoras presentes na
medula 6ssea (LAVIN et al., 2015). Os macrofagos estdo presentes em quase todos
os tecidos corporais como células residentes, inclusive na camada dérmica da pele,
onde funcionam como sentinelas imunolégicas, monitorando constantemente o
microambiente (YANEZ et al., 2017).

Quando ocorre algum tipo de invasdo microbiana ou lesdo tecidual, os
macrofagos residentes sédo ativados e os mondcitos circulantes deixam o sangue e
se infiltram nos tecidos lesados, onde sdo convertidos em macrofagos e, assim, é
desencadeada uma resposta inflamatéria (YANG et al.,, 2014). Em qualquer
situacdo, a inflamacdo é uma forma de adaptacdo, que responde a condi¢cdes
estressantes para restaurar a homeostase, e 0s macrofagos sdo essenciais durante
essa resposta, tanto na inducdo quanto na resolucdo e reparo da inflamagéao
(YANEZ et al., 2017).

Os macroéfagos consistem em uma populacdo heterogénea, apresentando
uma ampla gama de fendtipos e de propriedades fisioldgicas. Além disso, exibem
alta plasticidade, sendo capazes de alterar as suas caracteristicas fenotipicas e
funcionais em resposta a diferentes estimulos ambientais (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010). Eles apresentam duas principais vias de ativagéo: a via

classica e a via alternativa, que dao origem a macrofagos com diferentes



27

designacdes e finalidades, sendo que os fendtipos caracteristicos de cada via sédo
considerados como os extremos do espectro de estados funcionais dos macréfagos
(Figura 5) (JABLONSKI et al., 2015).

Na ativacdo pela via classica, os macrofagos sao designados de macrofagos
M1 e exibem um perfil pré-inflamatério, desempenhando um papel preponderante na
protecdo contra agentes patogénicos intracelulares e células cancerigenas, em
virtude da sua grande atividade citotoxica e da resposta imune que desencadeiam. A
ativacdo classica é induzida por componentes da parede celular bacteriana, como
lipopolissacarideo (LPS), ou pelas citocinas inflamatérias IFN-y e TNF-a, que séo
produzidas na resposta de uma subpopulacdo de células T CD4+, designadas
células T helper um (Th-1). Os macréfagos M1 possuem atividade microbicida e
caracterizam-se por produzirem citocinas proé-inflamatérias, como IL-13, IL-6, IL-12,
IL-23 e TNF-a. Ainda, produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio, como o anion superoxido (O;7), o peréxido de hidrogénio (H2O>) e o 6xido
nitrico (ON) (GENIN et al., 2015; XUAN et al., 2015).

Por outro lado, a ativacdo pela via alternativa origina os macréfagos M2, os
quais exibem um perfil anti-inflamatério e de reparo de danos. Essa ativacdo €
induzida por IL-4 e IL-13, citocinas que sdo produzidas na resposta de uma
subpopulacdo de células T CD4+, designadas células T helper dois (Th-2),
particularmente durante resposta alérgica e respostas a parasitas e a determinadas
infeccbes por patdgenos. Caracterizam-se pela producdo da citocina anti-
inflamatéria IL-10 e do fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e atuam
promovendo a remocéao de detritos, a angiogénese, o reparo tecidual e a inibicado da
producdo de mediadores inflamatérios (GENIN et al.,, 2015; JABLONSKI et al.,
2015).

No organismo, a resposta imunoldgica inflamatéria geralmente é seguida pela
resposta imunoldgica anti-inflamatéria. Fundamentalmente, as células imunitarias
produzem uma variedade de citocinas. Enquanto algumas citocinas promovem a
inflamacgé&o, outras, particularmente em etapas posteriores da resposta inflamatéria,
reduzem a inflamacdo como um método de feedback negativo. Isso € importante
para que haja reparo tecidual apds uma infeccdo microbiana ou uma injuria fisica
(BAUMEISTER; CIUFOLINI; MONDELLLI, 2016).
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Figura 5 - Esquema da ativacdo dos macrofagos pelas vias classica (M1) e
alternativa (M2).
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Fonte: Adaptado de HANSSENS; SALZET; VINATIER, 2013.

2.4 FERIDAS NA PELE

As feridas ou lesdes cutaneas resultam de uma interrupcdo na continuidade
fisica da pele, que afeta a sua integridade, em maior ou menor extensdo. S&o
causadas por um trauma fisico, quimico ou mecanico ou desencadeadas por uma
afecc¢édo clinica (LEITE et al., 2012).

As lesbes podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparacéo
tissular, em agudas e crbnicas. As lesGes agudas sao de facil cicatrizacdo, com o
reparo em tempo adequado e sem complicagBes, enquanto as cronicas ultrapassam

seis semanas para cicatrizar e apresentam complicagbes, sendo consideradas um
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problema de saude publica, devido ao impacto psicoldgico, social e econdmico para
0 paciente, com elevados e crescentes custos para o sistema de saude (LEITE et
al., 2012). Outra classificacdo se refere as estruturas comprometidas e consiste na
descricdo anatébmica da profundidade da ferida. Engloba a ferida superficial (limitada
a epiderme), a ferida de espessura parcial (limitada a epiderme e a por¢cao superior
da derme) e a ferida de espessura total (com destruicdo da epiderme, derme, tecido

subcutaneo, podendo invadir musculos, tenddes e 0ssos) (DA; HUANG; XIE, 2017).

2.4.1 Cicatrizacao de feridas

A cicatrizacdo de feridas € um processo dinamico e altamente coordenado,
gue envolve a interacdo entre eventos celulares, moleculares e bioquimicos, para
que ocorra a reconstituicdo tecidual. Tipicamente, este processo é dividido em trés
etapas: inflamatodria, proliferativa e de remodelagéo, as quais ndo sdo mutuamente
excludentes, mas sim sobrepostas ao longo do tempo (Figura 6; Figura 7)
(CHANDIKA; KO; JUNG, 2015).
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Figura 6 — Etapa e tempo de predominio na ferida das principais células envolvidas
no processo de cicatrizagao.
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2.4.1.1 Etapa inflamatoria

Esta primeira fase do processo de cicatrizacdo inclui uma etapa precoce
caracterizada por fendbmenos vasculares (hemostase e coagulacdo), e outra por
mecanismos predominantemente celulares (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A leséo inicial dos tecidos induz dano vascular com hemorragia local e expde
0 colageno da matriz extracelular. Na resposta inflamatéria vascular, que comeca
imediatamente apos a lesédo, 0os vasos sanguineos lesados se contraem e 0 sangue
vazado se coagula, contribuindo para a manutencao de sua integridade. O processo
de coagulagdo consiste na ativagdo de varios mediadores especificos, os quais
perpetuam a ativacdo, adesdo e agregacdo de plaquetas, assim como a
transformacdo, por parte da trombina produzida localmente, do fibrinogénio em

fibrina. O trombo plaquetéario formado € infiltrado pela rede de fibrina, que também
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captura eritrocitos e, assim, da origem ao coagulo, principal responsavel pela
oclusdo do vaso sanguineo rompido. As plaquetas, primeiras células envolvidas no
processo de cicatrizacdo, também sao responsaveis pela secre¢cao de quimiocinas e
de varios fatores de crescimento (como fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), TGF-B e fator de
crescimento epidérmico (EGF)), que permitem a infiltracdo celular de leucécitos no
local da ferida e sdo igualmente importantes na progressdao normal da cicatrizacao.
A rede de fibrina, além de restabelecer a homeostase e formar uma barreira contra a
invasdo de microrganismos, fornece uma matriz proviséria necesséaria para a
migracdo de vérias células (leucdcitos, queratinécitos, células endoteliais,
fibroblastos) e serve como um reservatorio de fatores de crescimento, possibilitando,
assim, a ocorréncia das etapas seguintes do processo de cicatrizacdo: resposta
celular da fase inflamatéria e fase proliferativa (GONZALEZ et al., 2016;
LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A resposta celular na fase inflamatéria € caracterizada pelo influxo de
leucdcitos na area da ferida, sendo que tal resposta coincide com 0s principais sinais
de inflamagé&o, que sado revelados pelo edema e pelo eritema no local da leséo, e é
dependente de mediadores quimicos (GONZALEZ et al., 2016).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células ativadas e recrutadas ao local da
ferida, em resposta a ativacdo do sistema complemento e a liberagcdo de muitas
guimiocinas pelas plaquetas ativadas, células endoteliais e produtos de degradacéo
de agentes patogénicos. Nas primeiras 24 horas apos a lesdo, uma quantidade de
neutréfilos transmigra através das células endoteliais presentes nas paredes dos
capilares sanguineos, que sdo ativadas por citocinas pro-inflamatorias, como IL-1f,
TNF-a e IFN-y no local da lesdo. Essas citocinas promovem a expressao de muitas
classes de moléculas de adesdo na membrana das células endoteliais, incluindo
selectinas e integrinas, as quais sdo um fator determinante para a diapedese de
neutroéfilos, interagindo com aqueles ja presentes na superficie da membrana das
células endoteliais e permitindo a comunicacdo dos neutrdfilos com a matriz
extracelular. Os neutrofilos desempenham funcdes de lise e de fagocitose de
bactérias e proteinas presentes no leito da ferida e sdo conhecidos por expressarem
muitas citocinas pro-inflamatérias e uma grande quantidade de substancias

antimicrobianas altamente ativas, como EROs, peptideos catidnicos e proteases no
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local da leséo. Dessa maneira, essas células desempenham um importante papel na
limpeza do tecido, além de contribuir para a morte de agentes invasores. Na
sequéncia, os neutréfilos entram em apoptose e a liberacdo de citocinas durante
esse processo apoptotico € um componente importante no recrutamento de
monaocitos (GONZALEZ et al., 2016; RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

A partir de 48 horas ap0s o inicio da lesdo, intensifica-se a migragdo de
monaocitos de vasos sanguineos vizinhos, que também se infiltram na area lesionada
e sao diferenciados em macréfagos. Assim, além dos macréfagos residentes nos
tecidos, a principal populacdo de macréfagos na lesédo é recrutada do sangue em
resposta a sinalizacdo de agentes quimiotaticos especificos para mondcitos, como
os produtos de degradacdo da matriz extracelular (colageno, fibronectina e
trombina), o TGF-B, a proteina quimiotatica de monécitos um (MCP-1) e a proteina
inflamatéria dos macréfagos um (MIP-1). Os macréfagos séo considerados como as
células reguladoras mais importantes da fase inflamatéria. Realizam o
desbridamento da ferida, através da lise e da fagocitose de detritos e de células
apoptoticas (como os neutrofilos), assim como liberam citocinas pré-inflamatoérias e
EROs, para eliminar patdgenos invasores. Além disso, estas células também s&o
responsaveis pela liberacdo de varios fatores de crescimento (como PDGF, TGF-q,
TGF-B, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF)), os quais sdo necessarios para o desencadeamento e
propagacdo de novos tecidos na éarea lesionada, promovendo a migracdo e a
proliferacdo de fibroblastos e estimulando a angiogénese. Dessa forma, 0s
macrofagos sdo essenciais na transicdo entre a fase inflamatoria e a fase
proliferativa da cicatrizacdo (LAUREANO; RODRIGUES, 2011; STUNOVA,
VISTEIJNOVA, 2018). Enquanto a presenca de neutrdfilos na ferida € restrita ao
estagio inicial da resposta de reparo, os macrofagos persistem durante os estagios
subsequentes, contribuindo para a resolugéo da ferida (LUCAS et al., 2010).

2.4.1.2 Etapa proliferativa

Nesta fase, verifica-se um predominio de mecanismos celulares, com a

finalidade de cobrir a superficie da ferida (reepitelizacdo), restaurar a rede vascular
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(angiogénese) e reestruturar a integridade da derme (fibroplasia) (LANDEN; LI;
STAHLE, 2016).

O processo de reepitelizacdo consiste na reconstituicdo da integridade da
epiderme apos a lesdo cutanea inicial e resulta da migracdo e da proliferacdo dos
queratinécitos, por influéncia da acdo de citocinas especificas e de fatores de
crescimento como EGF, TGF-a e KGF. Estas células sofrem algumas alteragbes em
sua estrutura, incluindo alongamento, perda dos contatos célula-célula e célula-
matriz, retracdo dos tonofilamentos intracelulares e formacéo de filamentos de actina
nas extremidades dos citoplasmas, 0 que permite a sua migragao a partir das bordas
da ferida em direcdo ao seu centro e também a partir de anexos cutaneos, visto que
eles constituem um reservatorio de queratindcitos. Quando a migracdo cessa,
devido ao resultado da inibicdo causada pelo contato entre as células, os
queratinécitos voltam a apresentar o seu fenétipo original, ocorre a sua ligacao ao
substrato subjacente e a reconstru¢cdo da membrana basal, seguidos pelo processo
de diferenciacdo destas células, para gerar a epiderme recém-estratificada
(GONZALEZ et al., 2016; LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A angiogénese é um processo coordenado que representa o crescimento de
novos vasos a partir da proliferacdo dos vasos pré-existentes adjacentes ao bordo
da ferida. Envolve a ativacdo das células endoteliais, que secretam enzimas
proteoliticas para dissolverem a membrana basal do vaso sanguineo e, assim, tais
células escapam do vaso, proliferam e migram para o local da ferida, ocorrendo a
formacdo da estrutura tubular dos novos vasos e a reconstrugdo da membrana
basal, para o restabelecimento do fluxo sanguineo da area lesionada. Os fatores de
crescimento sdo fundamentais para o desenvolvimento deste processo, com
destaque para o VEGF e o fator de crescimento de fibroblastos dois (FGF-2). A
neovascularizacdo é essencial para a cicatrizacdo de feridas, pois acompanha o
estagio de fibroplasia, permitindo a sintese do tecido de granulacdo através do
adequado suprimento local de oxigénio, nutrientes e do recrutamento de células
imunocompetentes (LANDEN: LI; STAHLE, 2016; LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A fase de fibroplasia envolve a migracdo dos fibroblastos das margens da
ferida para o seu centro, através da matriz provisoria formada, e a proliferacao
destas células no local da ferida, sendo que a ativagdo desses processos depende

da acéo de varios fatores de crescimento (como FGF-2, PDGF e TGF-B) e de outros
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mediadores quimicos liberados, principalmente, por macréfagos. Os fibroblastos sao
0s principais responséaveis pela deposi¢cdo da nova matriz extracelular, produzindo o
colageno e os outros componentes da matriz e criando uma rede extracelular
tridimensional de tecido conjuntivo, que ird substituir a matriz provisoria anterior.
Assim, com a fibroplasia, tem-se a formacao do tecido de granulacdo, que recebe
este nome devido a aparéncia granular do tecido recém-formado e € composto por
macrofagos, fibroblastos, granulécitos e vasos neoformados em uma matriz
extracelular constituida pelo coladgeno (com predominio do colageno tipo Il neste
estagio inicial de reparo) e por outros componentes, como proteoglicanos, acido
hialurdnico, glicosaminoglicanos e fibronectina. Este tecido preenche a abertura da
ferida e fornece uma estrutura para a adesdo, a migracdo, 0 crescimento e a
diferenciacéo celular durante o reparo de feridas (GONZALEZ et al., 2016; LANDEN;
LI; STAHLE, 2016).

O processo de contracao da ferida inicia-se nessa fase e atinge o seu maximo
cerca de duas semanas apos a lesdo, sendo que possui maior importancia nas
feridas de espessura total, onde € responsavel pela reducédo de cerca de 40% da
dimenséo da ferida. O principal mediador deste processo é o miofibroblasto, que
expressa a actina do musculo liso, resultante de alteracdo fenotipica do fibroblasto
durante a sintese do tecido de granulacdo. Os miofibroblastos acumulam-se nas
bordas das feridas e adquirem algumas propriedades de contracdo das células
musculares lisas, tornando-se responsaveis por contrair a lesdo (GONZALEZ et al.,
2016; LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

2.4.1.3 Etapa de remodelacao

A terceira fase da cicatrizacdo inicia duas a trés semanas ap0s o inicio da
lesdo, podendo durar um ano ou mais, e consiste na deposi¢cédo de novos elementos
da matriz extracelular e na subsequente alteracdo em sua composicdo. O tecido de
granulacdo é gradativamente remodelado, formando o tecido cicatricial caracterizado
por ser hipocelular (ocorre apoptose de fibroblastos e células endoteliais),
hipovascular (a angiogénese para e ocorre regressdo e involugdo dos vasos
neoformados) e por apresentar aumento progressivo da concentragdo de colageno.

Nesta etapa, as fibras colagenas do tipo Il sofrem degradacdo e sdo substituidas
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progressivamente pelo aumento da sintese das fibras do tipo I, que sdo mais fortes,
mais espessas e ficam dispostas em paralelo, resultando em uma maior resisténcia
a tracdo do tecido, apesar de que, mesmo uma cicatriz cutanea completamente
madura, possui apenas 70% da resisténcia da pele normal. A regulacdo da sintese
de colageno é controlada por uma ampla gama de fatores de crescimento, como
TGF-B, FGF e PDGF, que causam um forte efeito sobre a expressao génica dessa
proteina. A contracdo da ferida, iniciada na etapa anterior pelos miofibroblastos,
também esta ocorrendo durante a remodelacéo, ajudando a diminuir a superficie da
cicatriz em desenvolvimento (GONZALEZ et al., 2016; STUNOVA; VISTEIJNOVA,
2018). Apos o fechamento da ferida, os anexos da pele, como os foliculos pilosos e
as glandulas, ndo sdo capazes de se recuperar e voltar a crescer, ao contrario do

gue ocorre durante a cicatrizacao de feridas fetais (WOODLEY, 2017).

Figura 7 — Etapas da cicatrizacao de feridas.
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2.5 PAPEL DOS FIBROBLASTOS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS

Os fibroblastos exercem varias funcdes durante a cicatrizacdo de feridas,
desempenhando um importante papel neste processo. Sao 0s principais
responsaveis pela formacdo do tecido de granulacdo, produzem as citocinas que
favorecem a proliferacdo e a migracdo dos queratindcitos e, finalmente, diferenciam-
se nos miofibroblastos para promover o fechamento da ferida (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010). O estudo de Driskell et al. (2013) demonstrou que a
linhagem de fibroblastos da derme reticular estd muito mais envolvida na
cicatrizagéo de feridas cutaneas do que a da derme papilar.

O microambiente da ferida é constituido por diferentes tipos de células, cada
uma delas especializada no desempenho de funcdes especificas. Para ocorrer o
funcionamento apropriado do processo de cura, deve haver a comunicagao cruzada
entre as principais populacdes celulares envolvidas: células epiteliais, células
endoteliais, fibroblastos e células inflamatérias (Figura 8) (STUNOVA; VISTEJNOVA,
2018).

Sobre a comunicagdo entre os fibroblastos e os macréfagos, varias
moléculas, como PDGF, TNF-a, IL-1 ou IL-6, produzidas por macréfagos, sao
capazes de induzir, in vitro, a producédo, por parte dos fibroblastos, de moléculas
indutoras da reepitelizacdo, como o KGF. Além disso, a molécula produzida pelos
macrofagos e com importantes acdes sobre os fibroblastos da ferida € o TGF-f3, que
€ quimiotético para fibroblastos e induz a producédo de varios fatores de crescimento
por eles, incluindo o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), que resulta
na sua proliferacdo. Mas, a principal acdo do TGF-B sobre o fibroblasto é promover a
sua diferenciagdo em miofibroblastos e favorecer a producdo de colageno. A
secrecdo de TGF-B pelos macrofagos € critica no controle da composi¢céo da matriz
extracelular (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

A comunicacdo entre fibroblastos e queratindcitos é importante na fase de
reconstrucao da integridade tecidual, durante a qual a diferenciacdo e a proliferacéo
de queratinocitos sdo estimuladas e uma melhora, em termos de morfologia
epidérmica, € evidente na presenca de fibroblastos. Fatores sollveis derivados de
fibroblastos, incluindo IL-6, KGF, fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e fator

estimulante de colbnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF), difundem-se na
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epiderme e influenciam o crescimento e a diferenciacdo dos queratindcitos. Em
resposta, os queratindcitos secretam IL-1, que estimula os fibroblastos a produzirem
o KGF, além de aumentar a sua proliferacdo e a deposicao de colageno (STUNOVA;
VISTEIJNOVA, 2018).

O desenvolvimento de novos vasos sanguineos e linfaticos é importante no
que diz respeito a homeostase da pele e a cicatrizagdo de feridas. Ao mesmo tempo
em que a neovascularizacdo € essencial para a formacéo do tecido de granulacéo,
através do aporte de oxigénio e nutrientes, a presenca da matriz extracelular e dos
fibroblastos também € necessaria para a formacdo de vasos sanguineos, uma vez
que os fibroblastos proporcionam suporte para a angiogénese através da
remodelacdo da matriz extracelular e da distribuicdo de varias moléculas de
sinalizacdo. Os fibroblastos influenciam a proliferacdo de células endoteliais e a
formacao de novos vasos através da producéo de varias moléculas, incluindo VEGF,
FGF-2, HGF e CTGF. Tanto o VEGF quanto o FGF-2 constituem moléculas
essenciais no que diz respeito a angiogénese: o primeiro € considerado o principal
fator angiogénico na ferida, que promove o recrutamento das células endoteliais e
atua como um importante mitbgeno e fator de sobrevivéncia para essas células,
engquanto o segundo parece estar envolvido na manutencéo da integridade vascular,
tendo em vista a sua capacidade de suportar tanto as aderéncias quanto as juncoes
apertadas entre as células endoteliais (STUNOVA; VISTEIJNOVA, 2018).
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Figura 8 — Esquema da comunicacédo dos fibroblastos com os demais componentes
envolvidos na cicatrizacdo de feridas.
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2.6 PAPEL DOS MACROFAGOS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS

O papel dos macréfagos durante o reparo da pele vai além da eliminacdo da
ferida e da inducao da proliferacéo. Eles estdo presentes durante todas as fases da
cicatrizacdo, modulando a funcdo dos diferentes tipos celulares envolvidos neste
processo e superando todas as outras células inflamatérias, desempenhando,
assim, um papel central no controle da inflamacdo da area lesionada (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010).

O fendtipo dos macréfagos infiltrantes da ferida cutanea ainda nédo esta
totalmente caracterizado. Alguns estudos acreditam que eles expressam o fenétipo
alternativamente ativado (M2), devido a expressdo de numerosos marcadores de

remodelacdo tecidual, como o receptor de manose e a arginase 1, que sao
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caracteristicos da ativacdo de macréfagos M2. Mas, na verdade, ja parece que o
fenétipo muda durante o processo de cicatrizacdo, sugerindo que os macréfagos
tém papéis diferentes nas diversas fases do reparo da pele (DALEY et al., 2010;
LUCAS et al., 2010).

O estudo realizado por Daley et al. (2009) examinou o fen6tipo de macrofagos
isolados de feridas assépticas usando um modelo de ferida de esponja implantavel
em camundongos. Os resultados demonstraram que os macréfagos de feridas de 1,
3 e 7 dias expressaram marcadores de ativacdo alternativa, incluindo o receptor de
manose, dectina-1, arginase 1 e Ym1. Os macréfagos da ferida do dia 1 produziram
mais TNF-a e IL-6 e menos TGF-B em comparagdo com os macréfagos da ferida do
dia 7, sugerindo uma transicdo de um estado inflamatério para um estado
imunorregulador ou de remodelacdo tecidual. Ndo houve producédo da IL-10. As
citocinas consideradas necessarias para a ativacao alternativa de macroéfagos, IL-4 e
IL-13, ndo foram detectadas no ambiente da ferida e ndo foram produzidas pelas
células da ferida, indicando que o fendtipo dos macréfagos da ferida ndo requer
estas citocinas. O estudo concluiu que os macréfagos da ferida exibem um fendtipo
complexo, que inclui caracteristicas associadas as ativagfes alternativa e classica e
muda a medida que a ferida amadurece.

A fim de mostrar a importancia dos macrofagos no reparo da pele, varios
estudos analisaram a cicatrizacdo de feridas apdés a deplecdo induzida de
macrofagos, nos quais a cicatrizacdo comprometida esta associada a um numero
atenuado de macréfagos no local da ferida. Os estudos de Mirza, DiPietro e Koh
(2009) e de Goren et al. (2009), com modelos de camundongos transgénicos que
apresentavam deplecdo especifica de macréfagos e que foram submetidos a
ferimentos cutadneos excisionais, revelaram atraso e prejuizo na cicatrizacdo. No
primeiro estudo, a deplecdo de macréfagos pré-lesdo provocou retardo da
reepitelizacdo, reducdo da formacdo de tecido de granulacdo e subsequente
depdsito de coldgeno, comprometimento da angiogénese, diminuicdo da proliferacédo
celular durante a cicatrizagéo de feridas e alteracdo na expressao de citocinas, com
niveis aumentados de TNF-a e niveis reduzidos de TGF-f1 e VEGF na ferida
(MIRZA; DIPIETRO; KOH, 2009). Em adicdo, os resultados do segundo trabalho
citado revelaram comprometimento da morfologia da ferida e expressao perturbada

de mediadores pré e anti-inflamatérios, com aumento prolongado dos niveis da
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proteina inflamatéria de macréfagos dois (MIP-2), da MCP-1, da IL-1B e da
ciclooxigenase-2 (COX-2) durante o periodo analisado, enquanto os niveis do
mediador anti-inflamatério TGF-B1 apareceram reduzidos nos ultimos estagios do
reparo. O estudo também mostrou niveis alterados do VEGF, o que foi
subsequentemente associado a um processo de neovascularizagdo gravemente
comprometido. Ainda, foi observada perda de diferenciagdo miofibroblastica, com
defeito na contracéo da ferida (GOREN et al., 2009).

O efeito da deplecédo de macréfagos pés-lesao foi investigado por Lucas et al.
(2010). Nesse estudo, com a hipétese de que macrofagos recrutados durante as
diferentes fases do reparo cutdneo apds lesdo mecéanica exercem funcdes
especificas para restaurar a integridade do tecido, foi desenvolvido um modelo de
camundongo que permite a deplecdo condicional de macréfagos durante os trés
estagios sequenciais da cicatrizacdo de feridas. A deplecdo de macréfagos restrita
ao estigio inicial da resposta de reparo (fase inflamatéria) diminuiu
significativamente a formacéo de tecido de granulacdo, reduziu a vascularizacao,
prejudicou a epitelizacéo, diminuiu a diferenciacdo miofibroblastica e a contracdo da
ferida e, ainda, diminuiu a expressdo do TGF-B1 e do VEGF. Em contraste, a
deplecdo de macréfagos restrita ao estagio intermediario consecutivo da resposta de
reparo (fase de formacao do tecido de granulacéo) resultou em hemorragia grave no
tecido da ferida, impedindo a transicdo para a fase subsequente de maturacdo e o
fechamento da ferida ndo ocorreu. Finalmente, a deplecdo de macréfagos restrita ao
estagio tardio da cicatrizacdo (fase de maturacdo do tecido) ndo teve impacto
significativo no reparo da ferida, sugerindo que ndo ha implicacdo adicional de
macrofagos neste estagio.

A comunicacdo entre as células envolvidas no processo de cicatrizacao de
feridas é essencial para a obtencdo da eficdcia no reparo e, nesse sentido, €
importante salientar o papel fundamental dos macr6fagos em modular a funcao das
demais células. Além de se comunicar com os fibroblastos, como ja foi citado acima,
0s macréfagos também se comunicam com 0s outros tipos celulares envolvidos no
processo de cura (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Os queratinécitos lesionados e inflamados produzem varias citocinas,
permitindo o recrutamento e a ativagdo dos macréfagos associados a ferida. Por

outro lado, os macrofagos sdo capazes de produzir varias citocinas (como IL-6, IL-1
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e TNF-a) e fatores de crescimento (como o TGF-a), que regulam o crescimento de
queratinécitos e tém sido associados a reepitelizacdo. A implicacao de IL-1 e IL-6 na
reepitelizacao € indireta e € mediada por outros tipos de células presentes na ferida,
como o fibroblasto. Ao contrario, o TNF-a estimula diretamente a transcricdo de
genes associados a numerosas fungdes celulares, incluindo inflamagé&o, mobilidade,
divisdo celular e sobrevivéncia em queratindcitos. Finalmente, a outra citocina
conhecida por ser macicamente produzida por macréfagos e altamente implicada na
reepitelizacdo € o TGF-B, embora seu efeito sobre a proliferagdo e migragcao de
queratinécitos permaneca controverso (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

A neoangiogénese no tecido de granulacdo é um processo importante, que
permite o fornecimento de nutrientes necessarios a cicatrizacado de feridas, e os
macrofagos desempenham um importante papel na coordenacdo deste processo.
Como ja foi citado anteriormente, o principal fator angiogénico na ferida é o VEGF e
a sua expressao reduzida resulta em um defeito de cicatrizagdo. O aumento da
producdo do VEGF na ferida, além de ser realizado pelos fibroblastos, também é
descrito em queratinécitos migratérios e em macrofagos infiltrando o tecido de
granulacdo, sendo que a producdo pelos queratindcitos é indiretamente promovida
pelos macrofagos. Outra molécula pro-angiogénica € o fator de crescimento
placentério (PIGF), um membro da familia VEGF, com efeitos semelhantes aos do
anterior. O PIGF estimula também a secrecdo do VEGF pelos macrofagos e parece
potencializar o efeito deste outro fator de crescimento na angiogénese da ferida
(RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Em resumo, € muito evidente a fundamental importancia dos macrofagos
durante todo o processo de cicatrizacdo das feridas, a fim de permitir um reparo

eficiente da pele (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema das fun¢bes dos macrofagos durante a cicatrizacdo de feridas.
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Fonte: Adaptado de WITTE; BARBUL, 1997.

2.7 TRATAMENTOS TOPICOS PARA A CICATRIZACAO DE FERIDAS

Embora a reparacdo tecidual seja um processo sistémico, muitas vezes é
necessario favorecer condi¢cdes locais, através de terapia topica adequada, para
viabilizar o processo fisiolégico.

Alguns fatores, sistémicos e locais, relacionados a cada individuo, podem
afetar a cicatrizacdo de feridas. Entre os fatores sistémicos, destaca-se a idade, a
obesidade, o estado nutricional, doencas crénicas como o diabetes e o uso de
medicamentos continuos, principalmente imunossupressores. Os fatores locais
incluem a oxigenacao, a presenca de infecgcéo e a localizacdo anatémica da ferida.
Tais fatores estdo interligados e influenciam na capacidade de cura das feridas,
sendo fundamentais na escolha do tratamento local (LEAL; CARVALHO, 2014).
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A terapia topica de feridas objetiva remover tecidos necréticos e corpos
estranhos do leito da ferida, identificar e eliminar processos infecciosos, obliterar
espacos mortos, absorver o excesso de exsudato, manter o leito da ferida umido,
promover o isolamento térmico e proteger a ferida de traumas e invaséo bacteriana.
E caracterizada pelas etapas de limpeza/ desbridamento e cobertura da ferida
(DEALEY, 2008).

A limpeza, um dos primeiros e mais importantes componentes a serem
realizados no tratamento da ferida, refere-se ao uso de fluidos para, suavemente,
remover bactérias, fragmentos, exsudato, corpos estranhos e residuos de agentes
topicos. Deve ser realizada com o uso de técnicas e fluidos que minimizem trauma
mecanico e quimico. As solucfes utilizadas variam, podendo ser agua, solucao
fisiol6égica ou solucdo de papaina, e devem ser preferencialmente aquecidas para
evitar a reducdo da temperatura no leito da ferida, sendo que uma temperatura
constante de 37°C estimula a mitose durante a granulacdo e a epitelizagdo. A
medida que a ferida cronifica, a eficacia da irrigacdo pode decrescer, ja que as
bactérias aprofundam-se e fixam-se nos tecidos, sendo necessario utilizar medidas
mais agressivas, como o desbridamento e a antibioticoterapia (DEALEY, 2008).

O deshridamento € o processo de remoc¢ao de corpos estranhos e de tecidos
desvitalizados ou necrosados do leito da ferida com o objetivo de limpeza, usando
técnicas mecanica e/ou quimica e deixando em condicbes adequadas para a
cicatrizacdo. Existem diversos métodos de desbridamento, cujas indicacbes, contra
indicacgdes, vantagens e desvantagens devem ser conhecidas para ser tomada a
decisdo mais adequada as necessidades do paciente. Destacam-se o0
desbridamento autolitico, o desbridamento enzimatico ou quimico, o desbridamento
mecanico e o desbridamento cirdrgico /instrumental (BLANES, 2004).

Outro principio importante da terapia tépica de feridas é a oclusdo com as
coberturas (ou curativos). Um curativo ideal é aquele capaz de manter alta a
umidade entre a sua interface e a da ferida, remover o excesso de exsudato, permitir
as trocas gasosas, fornecer isolamento térmico, ser impermedavel a bactérias, ser
isento de particulas contaminadas externas a ferida e permitir a sua remogédo sem
causar trauma na ferida. Essas coberturas mantém as células viaveis e permitem
que elas liberem fatores de crescimento, estimulando a sua proliferacdo. E podem

ser classificadas como primarias (aquelas que permanecem em contato direto com a
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lesédo) e secundérias (aquelas que ficam sobre a cobertura priméaria, podendo ser
gazes, chumacos, entre outros) (DEALEY, 2008).

O mercado oferece uma ampla diversidade de produtos para o tratamento de
feridas, desde as coberturas mais simples até os mais complexos tipos de curativos,
que interferem de forma ativa nas diversas fases do processo cicatricial, dos varios
tipos de feridas. Exemplos de produtos disponiveis sdo o filme de poliuretano,
hidrocoloides, hidrogéis, papaina, carvao ativado, alginatos e sulfadiazina de prata
(BLANES, 2004).

2.8 USO DE PLANTAS MEDICINAIS PARA TRATAR LESOES DE PELE

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao
de doencas, € uma das mais antigas praticas entre a populacdo e representa parte
de cada cultura em todo o mundo. No Brasil, 0 uso das plantas medicinais tem sua
origem nos povos nativos que habitavam o continente americano antes da chegada
dos colonizadores e também nas diversas etnias que aqui chegaram posteriormente.
E até hoje, o seu uso é adotado por milhares de pessoas que encontram na flora
brasileira uma alternativa terapéutica, menos agressiva e viavel para a saude
(EDDOUKS et al., 2012).

As plantas medicinais representam uma fonte de moléculas com ampla
variedade de aplicacbes e sdo importantes para a pesquisa farmacologica e o
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a
sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos. Hoje, farmacos
naturais, incluindo plantas e seus derivados, sdo uma das maiores fontes de
medicamentos aprovados (BRASIL, 2016; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-
FERNANDES; PIETRO, 2018).

O Brasil é o pais detentor da maior biodiversidade mundial, portanto possui
um imenso potencial de desenvolvimento de pesquisa na area de fitoterapia e
producao de fitofarmacos. Nesse sentido, politicas, programas, resolucdes, portarias
e relatorios foram elaborados no Brasil ao longo dos anos para proteger a
biodiversidade brasileira, estimular o desenvolvimento de medicamentos e a

fitoterapia no sistema de salde do pais e garantir 0 acesso a plantas medicinais,
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fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e
qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo a saude (BRASIL, 2016).

A medicina tradicional € uma importante fonte de informacdo medicinal e a
ampla biodiversidade da flora brasileira proporciona uma abundancia de plantas
etnofarmacologicamente importantes, dentre elas, o Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, conhecido popularmente como barbatiméo, que tem o0 seu uso
consistentemente relatado (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO,
2018).

2.9 BARBATIMAO (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville)

A espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularmente
conhecida como barbatim&o no Brasil, € uma planta medicinal pertencente a familia
Fabaceae e nativa do cerrado brasileiro, sendo amplamente distribuida nos estados
do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, S&o Paulo e Parana.
Esta planta também é conhecida por outros nomes populares, que incluem
barbatim&o-verdadeiro, barba-de-timdo, chordozinho-roxo, barbatim&o-vermelho,
casca da virgindade e casca da mocidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2014;
OCCHIONI, 1990; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

O barbatimé&o é uma planta decidua - perde todas as suas folhas anualmente,
geralmente nos meses de junho e julho, voltando a brotar no més de agosto - e
helidfita - exige luz intensa para sobreviver. E uma arvore de pequeno porte, com 2 a
6 metros de altura. Possui o tronco tortuoso com diametro entre 20 e 30 cm,
revestido com uma casca rugosa e espessa, de coloracdo pardo-esverdeada na
superficie externa e pardo-avermelhada na superficie interna. As folhas séo
compostas bipinadas, com aproximadamente 30 cm de comprimento, apresentando
seis a oito pares de foliolos em insercao oposta e folidlulos de tamanho entre 30 a
60 mm alternadamente inseridos. O limbo dos folidlulos € assimétrico ovoide, as
vezes eliptico, com a mesma coloracdo em ambas as faces e com a superficie
glabra (caracterizada pela auséncia de tricomas). A espécie possui flores
hermafroditas, que sdo pequenas e numerosas, dispostas em inflorescéncias do tipo
espigas axilares, densas, de coloracdo neve a amarelada, com 10 a 11 cm de

comprimento. Seus frutos sdo vagens sésseis, cilindricas, grossas e indeiscentes,
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com 8 a 10 cm de comprimento, com apice e base arredondados, contendo 8 a 10
sementes achatadas e de coloragdo castanho-claro (Figura 10) (LIMA; GARCIA;
SARTORI, 2010; ORTIZ et al., 2003; SANCHES et al., 2007; SCALON, 2007).

Figura 10 — Barbatim&o.

Legenda: (A) Arvore do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens). (B) Folha do barbatimao,
composta de foliolos e foliélulos. (C) Flores do barbatimao. (D) Frutos do barbatimé&o.
Fonte: Adaptado de DIAS; LAUREANO, 2009.

Entre os metabdlitos secundarios presentes no barbatimdo, estdo os
flavonoides, alcaloides, galactomananas, substancias mucilaginosas, corantes,
saponinas e taninos, sendo estes Ultimos 0s componentes majoritarios e

considerados o0s principais responsaveis pelas atividades biolégicas do barbatiméo
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(LIMA et al., 2010; PEREIRA; MORENO; CARVALHO, 2013). Na ultima edi¢do da
Farmacopeia Brasileira, publicada em 2010, consta que a droga vegetal é
constituida pelas cascas caulinares secas contendo, no minimo, 8% de taninos
totais, expressos em pirogalol, dos quais no minimo 0,2 mg/g equivalem a acido
gélico e 0,3 mg/g correspondem a galocatequina, em relacéo a droga seca (ANVISA,
2010).

A partir de métodos cromatograficos e espectrofotométricos, foi possivel o
isolamento e a identificacdo de uma ampla variedade de taninos na casca do caule
do barbatimdo, dentre eles, &cido gélico e, principalmente, taninos condensados
(proantocianidinas), tais como catequina, galocatequina, epigalocatequina,
epigalocatequina-3-O-galato, 4’-O-metil-galocatequina, além de proantocianidinas
classificadas como prodelfinidinas e prorobinetinidinas (MELLO; PETEREIT;
NAHRSTEDT, 1996a, 1996b).

Alguns autores relataram que o teor de taninos na casca do barbatiméo é
alterado dependendo do periodo do ano em que se coleta a casca, devido a
influéncia de fatores ambientais, como temperatura e umidade. No estudo de
Jacobson et al. (2005), verificou-se que o melhor periodo de coleta para a obtencao
de uma matéria-prima com altos teores de taninos nas cascas Sdo as épocas
chuvosas. Em concordéancia, no estudo de Santos et al. (2006), os autores coletaram
as cascas do barbatimdo mensalmente durante um ano e correlacionaram o teor de
taninos com as condi¢des climaticas do periodo da coleta, verificando que o teor
deste metabdlito secundario € maior nas estacdes quentes e chuvosas, com maxima
producdo encontrada no periodo de florescéncia (més de outubro). Os autores
justificaram o resultado alegando que com o clima quente e umido, ha um aumento
na proliferacdo de insetos e microrganismos patogénicos, o que faz com que a

planta aumente sua defesa por meio da producéo de taninos.

2.9.1 Atividades biol6gicas do barbatimao

Desde o século XIX, é relatada a ampla utilizacdo do barbatim&o na medicina
tradicional do Brasil para varios fins terapéuticos, como para o tratamento de feridas
(acao cicatrizante), de infecgcbes, Ulceras gastricas, disturbios uterinos, leucorreia,

diarreia, hemorragia, hemorroidas, conjuntivite, diabetes, dor e até para o tratamento
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de cancer (SILVA et al, 2010; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES,;
PIETRO, 2018). As propriedades adstringente, anti-inflamatdria e antimicrobiana das
cascas também sdo importantes atributos que caracterizam a escolha popular do
barbatimdo, sendo considerada uma planta etnofarmacologicamente importante
(SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

O estudo de Souza e Felfili (2006), realizado nas comunidades do Parque
Nacional da Chapada dos Veadeiros e na cidade de Alto Paraiso, Goias, relata que
o barbatiméo estava entre as 10 plantas medicinais mais utilizadas pela populacao,
sendo indicada por todos os entrevistados. Um outro estudo realizado com as
comunidades tradicionais do estado do Mato Grosso demonstrou o uso difundido
das cascas do barbatimdo pela populacdo em tratamento de doencas de pele
(MACEDO; FERREIRA, 2004).

Muitas propriedades desta planta ja foram demonstradas cientificamente,
comprovando o seu grande valor terapéutico. Estudos com a casca do caule do
barbatimdo jA mostraram propriedades cicatrizante (HERNANDES et al.,, 2010;
MINATEL et al., 2010), antimicrobiana (COSTA et al., 2011; SOUZA et al., 2007b),
antiofidica (DE PAULA et al., 2010), antioxidante (COSTA et al., 2012; SOUZA et al.,
2007b), antibacteriana (JUNIOR et al., 2014), antifingica (ISHIDA et al., 2006),
antigenotoxica (SILVA-DE-ANDRADE; BARROS-DE-CASTRO; CHEN-CHEN, 2006),
antinociceptiva (MELO et al., 2007), antiprotozoario (LUIZE et al., 2005), antisséptica
(SOUZA et al., 2007a), antiviral (FELIPE et al., 2006), anti-inflamatéria (LIMA,;
MARTINS; SOUZA JR, 1998), antiulcerogénica gastrica (AUDI et al., 1999), contra
infec¢des da cavidade oral, como estomatite, carie dentaria e periodontite (PEREIRA
et al., 2011) e contra hirsutismo, hiperpigmentacdo da pele, foliculite e acne
(VICENTE et al., 2009).

Devido ao seu potencial terapéutico, o barbatiméo foi incluido na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), o que demonstra o interesse do Ministério da Saude pela planta
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Além disso, a monografia da planta é descrita
desde a primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira (1929), permanecendo até a
altima (quinta edi¢do), publicada em 2010, na qual constam, entre outros dados,
informagdes para a sua correta identificacdo, ensaios de pureza e doseamento
(ANVISA, 2010).
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No mercado brasileiro, existe um produto fitoterapico, constituido por 50% de
extrato seco de cascas do barbatimdo. Trata-se de uma pomada, denominada
Fitoscar®, produzida pela empresa Apsen Farmacéutica, em parceria com a
Universidade de Ribeirdo Preto, aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), com indicacdo como agente cicatrizante em varios tipos de
leséo.

29.1.1 Agao cicatrizante do barbatimao

O uso etnofarmacol6gico mais comum indicado para a casca do caule do
barbatimdo é a cicatrizacdo de feridas. Varios estudos em diferentes espécies
animais, como camundongos (EURIDES et al., 1996), ratos (HERNANDES et al.,
2010), coelhos (LIMA, 2010), bovinos (SILVA et al., 2009; MOURA, 2011), equinos
(MARTINS et al., 2003), gatos (SILVA, 2006) e no ser humano (MINATEL et al.,
2010), utilizando apenas o extrato do barbatimdo ou uma formulacdo farmacéutica
na qual ele foi incorporado, ja confirmaram essa atividade biolégica. Somado a isso,
0 processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas também pode ser favorecido por
outras propriedades terapéuticas desta planta, como a antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante e hemostatica. Ainda, a maioria dos estudos sugere que as
propriedades apresentadas pelo barbatimdo sdo de responsabilidade dos taninos
presentes na sua composicdo quimica (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-
FERNANDES; PIETRO, 2018).

O estudo de Eurides et al. (1996) avaliou a reparacéo tecidual de feridas
cutaneas de 10 mm de didametro na regido dorsal do térax de camundongos, que
foram tratadas diariamente com a aplicacao tépica de 0,1 mL de solucdo aquosa da
casca de barbatiméo e verificou-se eficiéncia significativa desta planta no processo
cicatricial. No grupo dos animais tratados, as feridas apresentaram tecido de
granulacdo mais desenvolvido no 7° e no 21° dias pds-operatérios, e tornaram-se
reparadas no 19° dia pds-operatdrio, em comparacdo as feridas do grupo controle
nao tratado, que cicatrizaram com mais de 21 dias.

No estudo conduzido por Coelho et al. (2010), foi avaliado o efeito da pomada
contendo o extrato aquoso da casca de barbatimdo a 10% na cicatrizacdo de feridas

cutaneas de ratos. Os animais foram tratados diariamente com aplicacdo topica da
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pomada na ferida durante 7, 14 e 30 dias e os resultados mostraram que houve
epitelizagcdo completa da ferida aos 14 dias ap0s a lesdo cutdanea nos animais
tratados com o barbatiméo, diferentemente do grupo controle, em que até no 30° dia
pos-lesdo, apenas dois dos oito animais apresentaram epitelizacdo completa da
ferida. O grupo tratado com barbatimdo apresentou menor presenca de neutrofilos
no 14° e 30° dias, auséncia de linfécitos no 30° dia, maior presenca de novos vasos
e fibroblastos no 7° dia e maior presenca de colageno no 30° dia pds-lesdo, em
comparacao com o grupo controle, o que indica o favorecimento da cicatrizacdo das
feridas pelo tratamento com o barbatiméao.

O estudo de Chaves et al. (2016) investigou a influéncia da solugcdo aquosa
da casca do barbatimdo, em uma concentracdo de 30mg/mL, no processo de
formacdo de vasos sanguineos na membrana corioalontoide de ovo embrionado de
galinha. Os resultados demonstraram importante atividade angiogénica do
barbatiméo, sendo este um importante passo no processo de cicatrizacao de feridas.

Hernandes et al. (2010) avaliaram a atividade cicatrizante de uma pomada
contendo 1% da fracdo acetato de etila extraida da casca do caule de barbatimao
em feridas excisionais na pele de ratos, ap0s 4, 7 e 10 dias de tratamento tdpico. Os
resultados mostraram que, em todos os tempos avaliados, as feridas tratadas com
barbatimdo apresentaram um maior nimero de mitoses do que aquelas tratadas
com a pomada base, sem extrato. Ainda, a aplicacdo tépica da pomada de
barbatimédo estimulou a proliferacdo dos queratindcitos, mas nao teve efeito sobre a
migracdo dessas células ou sobre a contracdo das feridas. Os autores acreditam
que os efeitos observados estdo relacionados aos niveis de proantocianidinas
presentes nesta fracdo do extrato.

O estudo de Lima (2010) avaliou a atividade de um creme de barbatiméo a
5% no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas incisionais em coelhos. Foram
realizadas quatro feridas em cada animal e todas as lesbes foram tratadas
diariamente com aplicacdo topica do creme de barbatimdo, durante 21 dias
consecutivos. Os resultados apontaram que o creme de barbatimao contribuiu para
gque o processo de cicatrizagdo evoluisse satisfatoriamente, uma vez que promoveu
ativacdo fibroblastica, desenvolvimento precoce de tecido conjuntivo,

neovascularizacao e reepitelizacdo tecidual.
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Silva et al. (2009) avaliaram as propriedades terapéuticas do extrato aquoso
da casca de barbatimdo e do unguento contendo o extrato da casca de barbatiméo,
ambos a 10%, para uso cirargico, cuidados com cascos e cicatrizacdo de lesdes de
dermatites digitais em bovinos. Observou-se que ambas as preparacdes do extrato
contribuiram para o processo de cicatrizacdo das lesdes dermatoscopicas digitais,
porém o extrato aquoso apresentou resultados superiores, com recuperagdo mais
rapida, sugerindo que o contato direto do extrato com a leséo favorece o0 processo
cicatricial.

Em equinos, foram avaliados os aspectos macroscopicos e histopatoldgicos
da cicatrizacdo de pele, em feridas provocadas cirurgicamente e tratadas
diariamente com aplicacdo tdépica da solugcdo aquosa de barbatimdo, até a
cicatrizacdo completa das feridas. As observacfes macroscopicas, histopatoldgicas
e a retracdo centripeta do halo da lesdo nos 15 primeiros dias permitiram concluir
que o barbatimao revelou efeito benéfico no processo de cicatrizacdo (MARTINS et
al., 2003).

Uma outra investigacdo conduzida por Pinto et al. (2015) avaliou a acéo
cicatrizante do barbatimdo em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, nos
quais foram feitas duas feridas na pele, que foram tratadas diariamente por 4, 7, 10
e 14 dias com gel contendo 1% de extrato bruto de barbatimdo. A técnica de
espectroscopia fotoacustica mostrou que o gel permeava a pele até a derme, onde
era encontrado o extrato bruto. O barbatimdo atuou na reparacdo de tecidos,
favorecendo a formacao de uma matriz extracelular mais organizada, estimulando a
producéo de fibras de colageno no local da ferida e preenchendo toda a extenséo da
ferida. O extrato bruto estimulou principalmente a migracédo celular e a proliferacédo
de queratindcitos no inicio do tratamento, além de estimular a substituicdo de fibras
colagenas tipo Il por fibras de colageno tipo | aos 10 e 14 dias. Além disso, também
estimulou o VEGF ap0s 7 dias de tratamento e a COX-2 em 4, 7 e 10 dias, 0s quais
SA0 essenciais para este processo.

Um estudo em humanos, conduzido por Minatel et al. (2010), avaliou a
eficacia de uma pomada contendo 3% de fitocomplexo fendlico de barbatim&o na
cicatrizacdo de Ulceras de decubito em 27 pacientes apresentando um total de 51
Ulceras, que foram classificadas de acordo com a area e o grau de profundidade (I a

[Il) da lesé@o. A aplicacéo topica da pomada nas feridas foi realizada diariamente e a
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avaliacéo clinica das les@es foi realizada semanalmente. Os resultados mostraram
gue a pomada de barbatiméo propiciou a cicatrizagdo completa de 100% das lesoes,
sendo que 70% cicatrizaram no tempo maximo de dois meses. O tempo de
cicatrizacdo variou em funcdo do grau de profundidade e do local da lesdo. Em
média, as lesdes de grau | e Il cicatrizaram entre 3 e 6 semanas e as de grau |l
entre 10 e 18 semanas. Ainda, independente da localizacdo da Ulcera, todas tiveram
uma reducdo de 30% da area inicial na primeira semana de tratamento com a
pomada. Atribuiu-se esta propriedade cicatrizante aos taninos presentes na

formulacdo da pomada a base de barbatimé&o.

2.9.1.2 Acéo anti-inflamatéria do barbatiméo

Outra propriedade das cascas do barbatimdo muito citada nos estudos
etnofarmacoldgicos € o seu efeito anti-inflamatério (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-
FERNANDES; PIETRO, 2018). Entretanto, o numero de estudos controlados
avaliando esta atividade pode ser considerado muito baixo e ndo sendo relacionado
ao contexto da cicatrizacédo (LIMA; MARTINS; SOUZA JR, 1998; HENRIQUES et al.,
2016).

O estudo de Lima, Martins, e Souza Jr (1998), avaliando o efeito anti-
inflamatério da fracdo acetdnica do extrato da casca de Stryphnodendron
adstringens em modelos agudos e cronicos de inflamacgéo, verificou que o extrato foi
eficaz na supressdo do edema inflamatério agudo induzido por carragenina e
dextrano na pata traseira de ratos e reduziu eficientemente o volume de exsudato e
a migracdo de leucdcitos em modelo de rato com pleurisia aguda induzida por
carragenina. Também foi evidente um potente efeito da fracdo acetbnica do
barbatim&o na inibicdo do inchaco da pata traseira em ratos com artrite induzida por
adjuvante, um modelo inflamatério crénico que compartilha certas caracteristicas
com artrite reumatoide em humanos. Além disso, diminuiu significativamente o
aumento da permeabilidade vascular causado pela administracao intraperitoneal de
acido acético em camundongos. Assim, o estudo contribuiu para corroborar 0 uso
tradicional do barbatimdo como um agente anti-inflamatario.

A mesma contribuicdo foi obtida no estudo de Henriques et al. (2016), onde

foi investigado o efeito do extrato de barbatimdo sobre a producdo de TNF-a em
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células de mondcitos humanos THP-1 estimuladas por LPS e os resultados
mostraram que o extrato promoveu inibicdo de TNF-a dependente da concentragao.
O estudo também avaliou a atividade anti-artrite do barbatimdo em camundongos
com artrite induzida por injecdo de LPS na articulacdo do joelho e que foram
tratados com as fragbes organica e aquosa do extrato de barbatimdo. Ambas as
frac6es promoveram uma reducdo dose-dependente da migragdo de leucécitos e do
acumulo de neutrdfilos na articulagdo, mas nenhuma delas reduziu a concentragcao
de CXCL1, quimiocina que desempenha um papel crucial no recrutamento e na
ativacao de neutrofilos em resposta a lesao tecidual e infec¢cdo microbiana no tecido
periarticular. Além disso, foi realizada a avaliagéo fitoquimica da fracdo orgéanica do
extrato, que identificou a presenca de acido galico e de 11 prodelfinidinas, sugeridos
por terem relacdo com a atividade anti-inflamatoria observada.

Com base no uso tradicional do barbatimdo como cicatrizante e em estudos
que sugerem acdo anti-inflamatéria deste extrato, € plausivel pressupor que os
mecanismos causais da eficacia do barbatimdo em processos cicatriciais envolvem a
modulacdo de processos anti-inflamatorios relacionados a macréfagos e

fibroblastos.
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3 DELINEAMENTO METODOLOGICO GERAL

A metodologia empregada neste estudo esta descrita sob a forma de um
manuscrito, o qual foi submetido para a revista Journal of Dermatological Science. A
seguir, € apresentado o delineamento metodoldgico geral do estudo:

Com o objetivo de avaliar o efeito do extrato da casca do barbatim&o sobre os
eventos inflamatério e proliferativo do processo de cicatrizacdo de feridas, foi
desenvolvido um modelo experimental bi-celular independente, utilizando duas
linhagens celulares comerciais: macréfagos (RAW 264.7) e fibroblastos dérmicos
(HFF-1), obtidos da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA,
USA). As células foram cultivadas separadamente em meio Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM), suplementado com 10% (macréfagos) e 15% (fibroblastos)
de soro bovino fetal (SBF), 1% de antibi6ticos penicilina/ estreptomicina e 1% do
antifangico anfotericina B, em incubadora de cultivo celular a 37°C e saturagdo de
5% de CO,, até a obtencdo da concentracdo de 1x10° cél/mL, necessaria para a
realizacdo dos experimentos.

Para a investigacdo da fase inflamatéria: Os macréfagos foram tratados e
ativados com o agente PHA e, ap0s 24 horas, foram tratados com diferentes
concentragfes do extrato de barbatiméo (0,24; 0,49; 0,99; 1,99; 3,98 mg/mL). Apés
72 horas, foi avaliada a proliferacdo celular, através do ensaio espectrofotométrico
do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). Com o resultado
deste teste, foram definidas as concentracdes de escolha do extrato de barbatiméo
para serem utilizadas nas analises seguintes: 0,49 e 0,99 mg/mL. Avaliou-se, entao,
apos 72 horas de tratamento com ambas as concentracdes, o efeito da planta sobre
0s niveis proteicos (via imunoensaio) e niveis de expressao génica (via Quantitative
reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR)) das citocinas proé-
inflamatérias IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e da citocina anti-inflamatéria IL-10 em
macrofagos ativados e ndo ativados.

Para a investigacdo da fase proliferativa: Os fibroblastos dérmicos foram
rasgados com o auxilio de uma ponteira de 200 pL, para mimetizar uma lesao e,
posteriormente, tratados com ambas as concentracbes do extrato de barbatim&o.
Apods 24 e 72 horas de tratamento, foram analisados os niveis proteicos dos fatores

de crescimento FGF-1 e KGF em fibroblastos rasgados e integros.



Abaixo, a figura 11, que resume a metodologia utilizada neste trabalho.

Figura 11 — Esquema do delineamento metodoldgico geral.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo descritos sob a forma de um manuscrito submetido a revista

Journal of Dermatological Science, com fator de impacto 3.675.
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Abstract

Background: Barbatim&o (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) is a
medicinal plant traditionally and commercially used due to its wound-healing
properties. It presents a large number of bioactive molecules in its chemical matrix
such as phenolic acids and catechins. However, the mechanisms related to its
beneficial effects are not fully understood yet. Objectives: Knowing that the process
of wound healing involves the inflammatory, proliferative and remodeling phases, the
objective of this study was to investigate some of the underlying mechanisms of
barbatim&o on earlier wound-healing phases. Methods: We established a bi-cellular
independent in vitro model using two commercial cell lines: macrophages and dermal
fibroblasts. Cell proliferation, protein levels and gene expression levels of
proinflammatory (interleukin-1 beta (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a), interferon-gamma (IFN-y)) and anti-inflammatory (interleukin-10 (IL-
10)) cytokines were analysed in activated and non-activated macrophages to
investigate the inflammatory phase. Furthermore, fibroblast growth factor-1 (FGF-1)
and keratinocyte growth factor (KGF) were analysed in scratched and integral
fibroblasts to assess proliferative state. Results: The whole set of the results showed
the anti-inflammatory effect of barbatiméo on activated macrophages by decreasing
protein levels and gene expression levels of proinflammatory cytokines and
increasing anti-inflammatory cytokine levels. In addition, it also increased the levels
of both growth factors in scratched and integral fibroblasts. Conclusion: Our results
indicate that barbatimdo acts towards an anti-inflammatory state and increases

cellular growth factors related to regenerative events.

Keywords: Barbatiméo; Cytokines; Inflammation; Regeneration; Wound-healing.
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Introduction

Brazil presents a very large number of natural plants used with medicinal
purposes since pre-Columbian to contemporary traditional communities. Currently,
some of these phytotherapics were approved for commercial use by the Brazilian
National Health Surveillance Agency (ANVISA), which works similar to U.S. Food and
Drug Administration (FDA). This is the case of stem barks extracts obtained from
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), which presents strong
wound-healing properties [1,2].

Barbatimé&o is a plant rich in several bioactive molecules that could influence
its wound-healing activity, including gallic acid and catechin molecules, such as
gallocatechin,  epigallocatechin, epigallocatechin  3-O-gallate, 4’-O-methyl-
epigallocatechin, epigallocatechin 3-O-methylgallate, epigallocatechin-
epigallocatechin, 4’-O-methyl-epigallocatechin-4’-O-methyl-epigallocatechin, and
epigallocatechin-epigallocatechin 3-O-gallate [3]. Recently, [4] also identified the
presence of other important bioactive molecules in barbatimao’s extracts, such as
quercetin and kaempferol.

The barbatimdo’s wound-healing effect has been supported by results
obtained from experimental protocols performed in rodents and human beings. A
study conducted in rats suggested that ointment containing agueous bark extract
(10%) induced complete wound epithelialization after 14 days of treatment [5].
Angiogenic activity was described in the neovascularization of injured tissue using
the barbatim&o aqueous extract at a concentration of 30 mg/mL [6,7]. An ointment
containing 3% barbatimdo phenolic phytocomplex was also effective to attenuate

cutaneous wounds of decubitus position in human patients [8].
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As the wound-healing process involves inflammatory, proliferative and
remodelling phases, barbatimao’s causal mechanisms at this process have been
suggested barbatimao effects on stimulation of collagen fibbers production and also
in the reepithelialization events [3,9]. However, despite barbatimdo presents anti-
inflammatory activity described by several prior studies [10-12], it is not clear if this
plant could act on wound-healing modulation of pro and anti-inflammatory cytokines
produced by M1 and M2-macrophages. Moreover, if this action on inflammatory
cascade could be necessary to fibroblast proliferative induction by barbatim&o is also
an open question.

Therefore, to test the potential influence of barbatimdo on earlier wound-
healing phases represented by inflammatory and proliferative events, we established
a bi-cellular independent in vitro model using two commercial cell lines: RAW 264.7
macrophages and HFF-1 dermal fibroblasts. In this model, we evaluated
barbatim&o’s action on proinflammatory cytokines production (IL-183, IL-6, TNF-a and
IFN-y) that present high levels in M1-macrophages and on IL-10 production, an anti-
inflammatory cytokine that present high levels in M2-macrophages. Subsequently,
barbatimdo’s effect on modulation of fibroblast growth factor-1 (FGF-1) and
keratinocyte growth factor (KGF, also named FGF-7), two important fibroblasts

growth factor molecules, was also tested here.

Materials and Methods

Experimental design and cell cultures
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Initially, a bi-cellular independent in vitro model that mimics inflammatory and
proliferative phases related to the wound-healing process was established and
validated using murine RAW 264.7 macrophages (RAW 264.7 ATCC® TIB-71™) and
HFF-1 dermal fibroblasts (HFF-1 ATCC® SCRC-1041™) cell lines obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA) (Fig. 1). Both cell
lines were cultured in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) supplemented with
10% and 15% of fetal bovine serum (FBS), respectively. Antibiotics
penicillin/streptomycin (10.000 U/mL; 10 mg/mL) and amphotericin B (0.25 pg/mL),
an antifungal molecule, were added to the culture medium to avoid contamination.
The standardized growth conditions of both cell lines were performed at 37°C, 5%
CO,, and controlled humidity. All cell culture experiments were started at 1 x 10°
cell/mL concentration and performed in triplicates.

The earlier inflammatory events that occur in wound-healing were simulated
based on the following premise. Initial wound-healing events involve direct
macrophages recruitment, which are activated triggering an inflammatory cascade of
these cells, in order to protect the organism against microorganism’s infection and to
cleaning injured tissues from death cellular debris. Treatment of wound-healing by
drugs and phytotherapeutics, such as barbatiméo’s extract, could accelerate this
process modulating differentially M1 and M2-macrophage phenotypes and
subsequent cell proliferation events. As these drugs/extracts are put directly in
contact with the wound tissue, we could consider that barbatim&o’s action on
activated-macrophages is direct without the influence of gastrointestinal absorption
and subsequent metabolism processes. Therefore, we postulated that activated-

macrophages by prior exposure to the natural antigen phytohemagglutinin (PHA, 125
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pHg/mL) represent an in vitro model to test the effect of some drugs/extracts on
wound-healing inflammatory phase.

The second part of the in vitro model used HFF-1 fibroblast cultures at near
confluence. Fibroblast monolayers were then scratched with the aid of a 200 pL
pipette tip and subsequently treated with barbatiméo’s extract. In 72 h cell cultures
was observed barbatimao’s effect on the modulation of two growth factors related to
wound-healing processes: FGF-1 and KGF.

These two independent and integrated bi-cellular analysis made it possible to
evaluate if barbatimdo’s wound-healing effect involves causal mechanism that
include modulation only of inflammatory phase, only of proliferative phase, or of both

phases, in an independent way.

BI-CELLULAR IN VITRO MODEL OF INDEPENDENT EARLIER WOUND-HEALING PHASES
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Figure 1- Schematic representation bi-celular in vitro model of independent earlier Wound- Healing
Phases. Inflammatory phase experiments performed on macrophages, and Proliferative phase
performed on fibroblast.
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Barbatimao’s extract characterization and treatments

The present investigation used a barbatimao’s hydroalcoholic extract
previously obtained and chemically characterized by [4]. Briefly, barbatimao’s dried
barks were macerated in a 70% ethanol solution and maintained at 4-8°C
temperature during 48 h. Further, the extract was filtered, and the solvent was
removed using a rotary evaporator at reduced pressure, 45°C at 115 rpm. From this
procedure, a dry extract was obtained by freeze-drying and stored at -20°C in a
sterile flask and chemically characterized by HPLC-DAD analysis. Briefly,
barbatiméo’s extract at a concentration of 12 mg/mL was injected by means of a
model SIL-20A Shimadzu Auto sampler. Separations were carried out using
Phenomenex C18 column (4.6 mm x 250 mm x 5 um particle size). The mobile
phase was water with 1% formic acid (v/v) (solvent A) and HPLC grade acetonitrile
(solvent B) at a flow rate of 0.6 mL/min and injection volume 40 pyL. The sample and
mobile phases were filtered through a 0.45 ym membrane filter (Millipore) and then
degassed by ultrasonic bath prior to use. Stock solutions of standards references
were prepared in acetonitrile at a concentration range of 0.030 — 0.500 mg/mL. The
chromatography peaks were confirmed by comparing its retention time with those of
reference standards and by DAD spectra (200 to 700 nm). All chromatography
operations were carried out at ambient temperature and in triplicate. Barbatimao’s
extract presented the following main bioactive molecules (mg/g): gallic acid (12.48 +

0.05), quercetin (8.16 + 0.04), caffeic acid (8.06 + 0.02), catechin (5.93 £ 0.01).

Cell proliferation assay
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Macrophages cell proliferation was evaluated by the MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic bromide) spectrophotometric assay, as
described by [13]. For this assay, the supernatants of the treatments were removed
and the cells were resuspended in phosphate- buffered saline (PBS, 0.01 M; pH 7.4).
The MTT was dissolved in 5 mg/mL PBS and was added (20 pl/well) to a 96-well
plate containing the sample treatments, and the plate was subsequently incubated
for 1 h at 37°C. Then, the supernatant was removed from the wells and the cells
were resuspended in 200 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO) per well to solubilize the
purple formazan crystals that were produced. After centrifugation, the supernatant
was transferred to another 96-well plate in triplicate, and the absorbance was
measured at 560 nm in a SpectraMax® i3 Multimode Plate Reader (Molecular
Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA). The results were presented as a

percentage compared to the untreated control group.

Quantification of cytokine and growth factors levels

Levels of the proinflammatory cytokines IL-1(, IL-6, TNF-a, IFN-y and the anti-
inflammatory cytokine IL-10 in macrophages, as well as fibroblast proliferative
markers (FGF-1 and KGF) were performed in cell culture supernatants and were
measured by immunoassay, using Quantikine® Kits (R&D Systems, Minneapolis,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Protocol used was similar to that
described by [14]. All reagents and working standards were prepared, and excess
microplate strips were removed before adding 50 puL of RD1W (assay diluent) to each
well. Next, 100 pL of standard control for the samples was added to each well, and

the wells were covered with adhesive strips and incubated for 1.5 h at 25°C. Cells in



65

each well were aspirated and washed twice. Next, antiserum against each molecule
to be analyzed was added to each well, and the wells were covered with new
adhesive strips and incubated for 30min at room temperature. The aspiration and
washing steps were repeated. The conjugate (100 pL) was added to each well, and
the plate was incubated for 30min at room temperature. The aspiration and washing
steps were repeated again. Next, 100 pL of substrate solution was added to each
well, and the plate was incubated at room temperature for 20 min. The assay was
terminated by adding 50 pL of stop solution to each well, and optical density was

determined within 30min by using a microplate reader set at 450nm.

Analysis of cytokine gene expression

Gene expression of proinflammatory cytokines IL-18, IL-6, TNF-a, IFN-y and
anti-inflammatory cytokine IL-10 was determined by performing quantitative reverse
transcription-PCR (gRT-PCR) analysis, as described by [15]. Total RNA was
extracted using Trizol reagent, following the manufacturer’s instructions (Ludwig-
Biotec, Brazil). The extracted RNA was quantified by a Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer. To perform reverse transcription, the RNA (1
pg/mL) was treated with 0.2 yL of DNAase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) for 5 min at 37 °C, followed by heating for 10 min at 65 °C. The
complementary DNA (cDNA) was generated with 1 uL of Iscript cDNA and 4 pL of
Mix Iscript (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA). The next steps of the reaction
were 10 min at 5 °C, 5 min at 25 °C, and 5 min at 85 °C, with a final incubation for 60
min at 5 °C. The gRT-PCR was performed in the Rotor-Gene Q 5plex HRM System

QIAGEN biotechnology, Germany) with 2xQuantiFast SYBR® Green PCR Master
( ay y
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Mix (QIAGEN Biotechnology, Germany), starting with 3 min at 95 °C followed by 40
cycles of 10 s at 95 °C, 30 s at 60 °C, and a melt curve of 5 s at 60 °C to 90 °C in 0.5
°C increments. The reactions of each sample were performed in triplicate, using 1 uM
of each primer, RNase-free water and 2x QuantiFast SYBR® Green PCR Master Mix
(QIAGEN Biotechnology, Germany); with the final volume of 20 yL. The beta-actin
gene was used as the housekeeping gene. Relative expression was quantified using
comparative cytosine-thymine (CT) and was expressed as a fold change compared
with that in control cells.

Genes encoding cytokines were amplified using the following primers: IL-16:
forward (F): 5-GGTACATCAGCACCTCACAA-3; reverse (R): 5-
TTAGAAACAGTCCAGCCCATAC-3’; IL-6: F: 5-CTTCCATCCAGTTGCCTTCT-3’; R:
5-CTCCGACTTGTGAAGTGGTATAG-3’; TNF-a: F: 5-
TTGCTCTGTGAAGGGAATGG-3’; R: 5-GCTCTGAGGAGTAGACAATAAAG-3’; IFN-
y: F: 5-CTCTTCCTCATGGCTGTTTCT-3’; R: 8-TTCTTCCACATCTATGCCACTT-3’;
IL-10: F: 5-ACAGCCGGGAAGACAATAAC-3;; R: 5'-
CAGCTGGTCCTTTGTTTGAAAG-3’; beta-actin: F: 5-

CCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3’; R: 5-AGGAGCCAGAGCAGTAATCT-3'.

Statistical analysis

Statistical data analyses comparing barbatimao’s effect on macrophages and
fibroblast events associated to wound-healing processes were performed by One-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc test using GraphPad Prism Software,

version 5.0 (GraphPad Prism Software Company, 2015, San Diego, CA, USA). The
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results were expressed as mean + standard deviation. Data with p <0.05 was

considered significant. All tests were performed in triplicate.

Results

Initially, bi-cellular in vitro earlier wound-healing phase model was validated by
comparison between non-activated and activated-macrophages PHA-exposed and
between scratched and non-scratched fibroblasts. Inflammatory activation was
observed by macrophage spreading in cells PHA-exposed (Fig. 2a, b). Activated-
macrophages presented higher proliferative rate in 72h cell cultures than non-
activated macrophages (Fig. 2c). Comparison of protein and gene expression levels
of cytokines between activated and non-activated macrophages was also performed
and results are shown in Fig. 2d, e. As expected, activated-macrophages presented
higher IL-1B, IL-6, TNF-a and IFN-y protein levels than non-activated macrophages.
Gene expression of these proinflammatory cytokines was also upregulated in the
activated-macrophages around 2 times more than in non-activated macrophages. At
contrary, lower IL-10 levels and down-regulation of this gene was observed in
activated- than non-activated macrophages.

In the second cell analysis, two growth factors were compared between
integral and scratched fibroblasts (Fig. 2f, g) showing higher FGF-1 and KGF levels

in scratched than integral fibroblasts (Fig. 2h, i).
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Figure 2- Inflammatory Markers and Cell Proliferation.

A- RAW 264.7 monocyte inactivated cells (x40), scale bar=20 um; B-macrophage activation observed
by change of cell morphological patterns (arrow) (x40). C- PHA effect on macrophage, cell
proliferation after 24 and 72 h of exposure, determined by MTT spectrophotometric assay. D- Protein
levels of proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a and IFN-y) and anti-inflammatory cytokines (IL-
10). E- Gene expression by gqRT-PCR proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6-TNF-a and IFN-y) and
the anti-inflammatory cytokine (IL-10). F- Integral fibroblasts G- Scratched fibroblast. H- Growth
factor FGF. |- Growth factor KGF.

From these analysis, macrophages and fibroblasts were exposed to different
barbatim&o’s concentrations. In activated-macrophages, barbatimdo was able to
decrease cellular proliferation at all concentrations tested here. However, lower
barbatimao’s concentrations reverted cellular proliferation to values similar to non-
activated macrophages. On the other hand, at > 1.99 concentrations, barbatimao’s
extract triggered more intense decreasing in the cell proliferation in comparison to
non-activated group (Fig. 3a).

From these results, two concentrations of barbatimdo near to the therapeutic
dosis used in wound-healing treatment were chosen to perform complementary
analysis (0.49 and 0.99 mg/mL). The protein levels of all proinflammatory cytokines
were directly modulated by barbatimdo exposure (Fig. 3b, d, f, h). In activated-
macrophages, barbatim&o at 0.49 mg/mL significantly decreased these cytokines to
levels lower than those observed in non-activated control macrophages. This
lowering effect exposure was significantly more intense when cells were exposed to
the highest barbatim&o concentration tested here (0.99 mg/mL). Gene expression
analysis of these proinflammatory cytokines also showed down-regulation effect of
barbatiméo reinforcing the anti-inflammatory action of this extract on activated-

macrophage cells (Fig. 3c, e, g, i). Barbatimdo also significantly increased IL-10

levels, an anti-inflammatory cytokine, in activated-macrophages at both



70

concentrations. Moreover, these concentrations up-regulated the IL-10 gene

expression (Fig. 3j, k).
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Barbatimao’s effects on growth factors of integral and scratched fibroblasts

were measured at 24 and 72 h cell cultures, and main results are presented in Fig. 4.

At 24 h cultures, occurred a significant increase of FGF-1 and KGF levels in a dose-

dependent way by integral and scratched fibroblasts. Similar results were observed

at 72 h cultures in relation to KGF levels. However, at 72 h cultures of scratched

fibroblasts, FGF-1 levels increased slightly in relation to control group and were

similar in the two barbatimao concentration tested here (Fig. 4b).
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scratched, after 72 hours cell culture. C-Levels KGF in fibroblast intact and scratched, after 24
hours cell culture. D-Levels KGF in fibroblast intact and scratched, after 72 hours cell culture.

Discussion
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Several Brazilian phytotherapeutic plants present important wound-healing
effects, such as barbatimdo. Despite its traditional and commercial use for the
treatment of wounds, causal mechanisms involved with the healing action of this
plant are not completely understood. Considering that wound-healing presents
important consecutive physiological phases, to test the effect of barbatimdo on this
process we initially established a bi-cellular independent model using two commercial
cell lines of macrophages and dermal fibroblasts. The model was validated by
analysis of important indicators related to inflammatory phase (cell proliferation and
cytokine protein and gene expression levels) in macrophages, and two growth factors
in integral and scratched fibroblast that represent an in vitro proliferative state. The
use of this validated model showed that, in general, barbatimdo presented anti-
inflammatory effect on activated-macrophages and induced increase in the level of
growth factors in integral and scratched fibroblasts. As cultures were performed
separately, main results indicated that barbatimdo could act at the two phases of
wound-healing processes. In these terms, is relevant to conduct some considerations
about the results described here.

Different of what happens in other events such as allergic, infectious and
autoimmune diseases is not easy to appreciate the modulation of inflammation phase
in wound-healing events [16]. In physiological terms, inflammation phase in skin
wounds starts with edema related to increase of vascular hyperpermeability.
Concomitantly, injured cells release fragments considered “danger-associated
molecular patterns” (DAMPs) into the intercellular space between epidermis and
dermis. Accumulation of DAMPS induces inflammatory cascade activation by
modulation of several signalling factors, which trigger the conversion of pro-IL-13

present within the cytoplasm of resident macrophage cells to active IL-1B. This
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process is mediated by caspase 1 with the release of IL-18 cytokine into the
connective matrix tissue. Subsequently, other proinflammatory cytokines are
produced by macrophages that are polarizing in M1 cells [17].

Considering the in vivo context, levels of proinflammatory cytokines are also
increased by the arrival at the wound site of other immune cells from the blood,
especially neutrophils and other macrophages. In fact, these proinflammatory cells
have an important role on wound-healing process because they are necessary to the
removal of debris and to the killing of bacteria through phagocytosis. However,
proinflammatory response needs to be acute and intense, since there are robust
evidence showing that excess of inflammation may delay the process of wound-
healing [18,19]. For this reason, bioactive molecules or plant extracts that could
shorten the proinflammatory phase by stimulating the polarization of M1-
macrophages into M2-macrophages are very important in terms of wound-healing
efficiency. In our results, we observed that barbatimdo was able to decrease
proinflammatory levels in activated-macrophages and to increase levels of IL-10, a
relevant cytokine generally produced by M2-macrophages. Moreover, barbatimao
presented some pharmacogenomic effect since it was able to up-regulate the IL-10
gene and down-regulate all proinflammatory cytokine genes tested here.

The second phase of wound-healing process involves proliferation of fibroblast
cells that are potentially induced by increase of anti-inflammatory cytokines such as
IL-10, which is able to induce regenerative processes. However, in our study when
were compared integral and scratched fibroblasts in relation to modulation of two
growth factors (FGF-1 and KGF), results showed that barbatimdo was able to

increase the levels of these molecules in the both fibroblasts-cultures.
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We choose these two growth factors as markers of fibroblast proliferative state
based on the following aspects. Previous investigations described that FGF-1 is a
protein that plays an important role on regeneration and skin proliferation. This
molecule belongs to the FGF family that has a broad set of cellular function, mainly in
mitosis, cell survival activities, morphogenesis, tissue repair, etc. For this reason,
studies such as performed by [20] suggested that FGF-1 could be included among
signalling molecules as a potential therapeutic or cosmetic agent for skin damage or
wrinkles and other aging alterations. Other important molecule related to skin
function is KGF factor. In general, this molecule is synthetized by several epithelial
cells, as well as fibroblasts in order to promote reepithelialization of wounds. Studies
have demonstrated that this molecule has a protective effect mainly on mucosal
damage induced by irradiation, chemotherapy and graft-versus-host responses [21].
We opted to analyse these factors as indicators of the proliferative state of fibroblasts
since assays measuring direct cellular rate may generate false positive results. For
example, MTT assay, which is broadly used to determine cell proliferation in cell
cultures, is very sensitive to polyphenol molecules present in some plant extracts,
such as barbatiméo [22,23]. For macrophages, we evaluated cell proliferation by
MTT assay, however, we also determined other inflammatory markers such as
macrophage spreading and cytokines modulation. In fibroblasts, proliferative events
are not so good markers of regenerative process. For example, excessive in vivo
fibroblast proliferation and deposition of extracellular matrix components is defined as
fibrosis [24]. This condition is related to several skin diseases which can have life-
threatening consequences. Prior studies also showed that fibrosis is closely related
to oxidative stress, which probably stimulate chronic inflammation that occurs when

the wound-healing process is not efficiently triggered [25]. Therefore, we considered
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that FGF-1 and KFG modulation could indicate more precisely the impact of
barbatim&o on proliferative phase related to wound-healing process.

In summary, the whole of results indicates that, independent of “fibroblast
state (integral or scratched)” barbatimao trigger mitosis in these cells. It is possible
that, in an in vivo condition, the anti-inflammatory effects observed in cells
barbatiméo-exposed could potentialize cellular proliferative properties of this plant at
the wound local.

Both anti-inflammatory and proliferative properties found in barbatimao’s
extract could be related to the some main bioactive molecules found within its
chemical matrix. This is the case of gallic acid, a phenolic acid broadly used in
several supplements due to its antioxidant and antiapoptotic properties [26].
Furthermore, gallic acid presents anti-inflammatory effect that has been considered
relevant for the treatment of some chronic non-transmissible morbidities, such as
Alzheimer’s disease by inhibition of proinflammatory factors, such as NF-kB [27].

Recently, [4] described important concentration of quercetin in a barbatimao’s
hydroalcoholic extract. This bioactive molecule is a flavonoid with very pronounced
anti-inflammatory activity, and for this reason some previous studies consider it's a
first-choice candidate for skin supplementation. This presumption is based on
evidence that quercetin has protective effects against UV irradiation to skin
regeneration in wound-healing. Moreover, studies using topical formulations rich in
quercetin also suggested important direct skin wound-healing effect of this molecule
[28]. Caffeic acid, found in barbatimao’s extract, is a naturally abundant bioactive
phenolic acid that presents relevant antioxidant activity that can help in both

inflammatory and proliferative states of wound-healing process [29].
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In addition, there are robust evidences of the beneficial role on health human
of molecules known as green tea-catechins. Apparently, these molecules, specially
epigallocatechin gallate (EGCG) present powerful antioxidant, anti-inflammatory and
antiangiogenic properties. Although in the present study EGCG concentrations in
barbatiméo’s extract were not quantified, this molecule was identified by prior studies
as a constituent of barbatimao’s chemical matrix [30]. However, most of the studies
described the antitumor properties of catechins [31] although only a relative few
number of studies investigated the role of these molecules in the wound-healing
process, even if there are evidence that catechins are able to modulate inflammation
and oxidative stress pathways via activation of some master genes such as Nrf2 [32].
Despite the reduced amount of studies involving the dermatological issue, prior
investigations have suggested that green tea polyphenols could present topical and
oral effect in the prevention of acne vulgaris and lipid synthesis by sebaceous glands
[33].

Therefore, in conclusion, despite the methodological limitations related to in
vitro studies, our results describe a fast and effective bi-cellular experimental model
to test, in an independent manner, the effect of plant extracts on wound-healing
phases. In the present study we also showed that barbatim&o has a crucial action on
inflammatory modulation, as well as it is able to induce the increase of cellular growth
factors that are related to fibroblast regenerative events. It is possible that
barbatimdo wound-healing effect is triggered by a chemical matrix rich in bioactive

molecules that present anti-inflammatory and potential regenerative properties.
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5 DISCUSSAO

Diversas plantas fitoterapicas brasileiras apresentam importantes efeitos
comprovados na cicatrizacdo de feridas, dentre elas, cita-se o cajueiro (Anacardium
occidentale L.), a aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolia Raddi), a caléndula
(Calendula officinalis L.), o crajiru (Arrabidaea chica Verlot.) e a planta de interesse
neste estudo, o barbatimdo (Stryphnodendrom adstrigens (Mart.) Coville) (PIRIZ et
al., 2014).

A propriedade cicatrizante do barbatim&o € afirmada por uma ampla gama de
estudos cientificos, como o de Eurides et al. (1996), que verificou a eficiéncia de
uma solucdo aquosa da casca de barbatimdo no processo cicatricial de feridas
cutdneas de camundongos, e como o de Lima (2010), que demonstrou a
contribuicdo de um creme de barbatimdo a 5% para a evolu¢do do processo de
cicatrizacéo de feridas cutaneas incisionais em coelhos.

Apesar de seu uso tradicional e comercial para o tratamento de feridas, como
foi anteriormente destacado, os mecanismos causais envolvidos com a acéo
curativa do barbatimdo ndo sdo completamente compreendidos. Uma vez que a
cicatrizacdo de feridas envolve as etapas inflamatéria, proliferativa e de remodelacéo
e, com o objetivo de testar o efeito do barbatimdo nesse processo, foi estabelecido,
no presente estudo, um modelo bi-celular independente, utilizando duas linhagens
celulares comerciais de macréfagos e fibroblastos dérmicos. O modelo foi validado
pela andlise de indicadores importantes relacionados a fase inflamatoria
(proliferacéo celular, niveis proteicos e niveis de expresséo génica de citocinas) em
macrofagos, e a fase proliferativa (niveis proteicos de dois fatores de crescimento)
em fibroblastos integros e rasgados.

Diferente do que acontece em outros eventos, como doencas alérgicas,
infecciosas e auto-imunes, ndo é facil avaliar a modulacédo da fase inflamatéria em
eventos de cicatrizacdo de feridas (KASUYA; TOKURA, 2014). Em termos
fisiologicos, a fase de inflamagdo em feridas da pele comeca com edema
relacionado ao aumento da permeabilidade vascular. Concomitantemente, as células
lesionadas liberam fragmentos considerados “padrbes moleculares associados ao
perigo” (DAMPs, do inglés Damage-associated molecular patterns) no espaco
intercelular entre a epiderme e a derme. O acumulo de DAMPs induz a ativacdo da

cascata inflamatoria pela modulacdo de varios fatores de sinalizacdo, que
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desencadeiam a conversdo da pro-IL-1B presente no citoplasma dos macréfagos
residentes em IL-1pB ativa. Este processo é mediado pela caspase 1, com a liberagéo
de citocinas IL-1B no tecido da matriz conectiva. Posteriormente, outras citocinas
pré-inflamatérias, tais como IL-6, IL-12, TNF-a e IFN-y, sdo produzidas por
macréfagos que estdo se polarizando em M1, ou seja, via classica da inflamacgéo
(LAMKANFI, 2011).

Considerando o contexto in vivo, 0s niveis de citocinas pro-inflamatorias
também sdo aumentados pela chegada ao local da ferida de outras células imunes
do sangue, especialmente neutrofilos e outros macréfagos. De fato, essas células
pro-inflamatodrias tém um papel importante no processo de cicatrizagdo de feridas
porque elas sdo necessarias para a remocao de detritos e para a morte de bactérias
através da fagocitose (BRANCATO; ALBINA, 2011; KOH; DIPIETRO, 2011).

No entanto, a resposta pro-inflamatoria precisa ser aguda e intensa, uma vez
que existem evidéncias robustas mostrando que o excesso de inflamagdo pode
atrasar o processo de cicatrizacdo de feridas, como o estudo de Dovi, He e DiPietro
(2003), que demonstrou que a delecdo de leucdcitos polimorfonucleares resulta na
aceleracdo do fechamento de feridas dérmicas de espessura total. Além disso, a
inflamacéo crbnica é também presente em feridas que néo cicatrizam associadas a
algumas doencas subjacentes, como diabetes e desordens vasculares. Em algumas
dessas feridas que ndo cicatrizam, a inflamacdo persistente pode causar
degradacdo anormal da matriz extracelular e excessiva quebra de tecido, o que
impede o progresso da cicatrizagdo (MURPHY et al., 2002; TANG et al., 2013). Por
esta razdo, moléculas bioativas ou extratos de plantas que poderiam encurtar a fase
pré-inflamatéria, estimulando a polarizacdo de macréfagos M1 em macréfagos M2,
sdo muito importantes em termos de eficiéncia de cicatrizacdo de feridas.

Nos resultados apresentados neste estudo, observou-se que o barbatiméo foi
capaz de diminuir os niveis das citocinas pré-inflamatérias em macrofagos ativados
e de aumentar os niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, geralmente
produzida por macréfagos M2. Além disso, o barbatimdo apresentou algum efeito
farmacogendmico, uma vez que foi capaz de regular positivamente o gene da IL-10
e regular negativamente todos os genes de citocinas pro-inflamatoérias aqui testados.
Assim, os resultados sugerem o efeito anti-inflamatério do barbatimdo sobre os

macrofagos ativados.
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A segunda fase do processo de cicatrizacao de feridas envolve a proliferacao
de células de fibroblastos que sao potencialmente induzidas pelo aumento de
citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, que é capaz de induzir processos
regenerativos. Entretanto, neste estudo, quando foram comparados fibroblastos
integros e rasgados em relagdo a modulagéo de dois fatores de crescimento (FGF-1
e KGF), os resultados mostraram que o barbatimdo conseguiu aumentar os niveis
dessas moléculas nos dois cultivos de fibroblastos. Tais resultados indicam que o
barbatimdo possui um efeito na inducdo da proliferacdo celular independente do
estado integro ou lesionado do fibroblasto.

Escolheu-se estes dois fatores de crescimento como marcadores do estado
proliferativo de fibroblastos com base nos seguintes aspectos. Investigacdes
anteriores descreveram que o FGF-1 € uma proteina que desempenha um papel
importante na regeneracao e proliferacdo da pele. Esta molécula pertence a familia
FGF que possui um amplo conjunto de fungdes celulares, principalmente na mitose,
atividades de sobrevivéncia celular, morfogénese, reparo tecidual, etc. Por esse
motivo, estudos como os realizados por An et al. (2013) sugeriram que o FGF-1
poderia ser incluido entre as moléculas sinalizadoras como potencial agente
terapéutico ou cosmético para lesbes ou rugas da pele e outras alteracdes do
envelhecimento. Outra importante molécula relacionada a funcédo da pele é o fator
KGF. Em geral, esta molécula é sintetizada por varias células epiteliais, bem como
fibroblastos, a fim de promover a reepitelizacdo das feridas. Estudos demonstraram
que esta molécula tem um efeito protetor principalmente no dano da mucosa
induzida por irradiacdo, quimioterapia e respostas enxerto versus hospedeiro
(SPIELBERGER et al., 2004).

Optou-se por analisar esses fatores como indicadores do estado proliferativo
dos fibroblastos, uma vez que os ensaios que medem a taxa celular direta podem
gerar resultados falso-positivos. Por exemplo, o ensaio MTT, amplamente utilizado
para determinar a proliferacdo celular em culturas celulares, é muito sensivel as
moléculas de polifenol presentes em alguns extratos vegetais, como o barbatiméo
(BRUGGISSER et al., 2002; WANG; HENNING; HEBER, 2010). Para os
macrofagos, avaliou-se a proliferacdo celular pelo ensaio de MTT, no entanto,
também determinamos outros marcadores inflamatérios, como o espraiamento de

macréfagos e a modulacao de citocinas.
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Em fibroblastos, os eventos proliferativos ndo séo tdo bons marcadores do
processo regenerativo, uma vez que a excessiva proliferacdo de fibroblastos in vivo
e a deposicdo de componentes da matriz extracelular podem causar a fibrose
(DARBY et al., 2014). Estudos anteriores também mostraram que a fibrose esta
intimamente relacionada ao estresse oxidativo, que provavelmente estimula a
inflamacgéo cronica que ocorre quando o processo de cicatrizacdo da ferida ndo é
eficientemente desencadeado (SHROFF; MAMALIS; JAGDEO, 2014). Portanto,
considerou-se, neste estudo, que a modulacdo do FGF-1 e KFG poderia indicar com
mais precisao o impacto do barbatim&o na fase proliferativa relacionada ao processo
de cicatrizagao de feridas, que envolve os fibroblastos.

Em resumo, a totalidade dos resultados indicou que, independente do “estado
fibroblastico (integro ou rasgado)”, o barbatimao foi capaz de desencadear a mitose
nessas células. E possivel que, em uma condicdo in vivo, os efeitos anti-
inflamatoérios observados nas células expostas ao barbatimdo possam potencializar
as propriedades proliferativas celulares desta planta no local da ferida.

Ambas as propriedades anti-inflamatérias e proliferativas encontradas no
extrato de barbatimdo poderiam estar relacionadas as principais moléculas bioativas
encontradas em sua matriz quimica. Este € o caso do &cido galico, um acido fendlico
amplamente utilizado em varios suplementos devido as suas propriedades
antioxidantes e antiapoptoticas (KOSURU et al., 2018). Além disso, o acido galico
apresenta efeito anti-inflamatério que tem sido considerado relevante para o
tratamento de algumas morbidades crénicas ndo transmissiveis, como a doenca de
Alzheimer, pela inibicAo de fatores pro-inflamatorios, como o NF-kB (SEO;
FISCHER; EFFERTH, 2018).

Recentemente, Pellenz et al. (2018) descreveram importante concentracéo de
quercetina no extrato hidroalcodlico de barbatimdo. Esta molécula bioativa é um
flavonoide com atividade anti-inflamatéria muito pronunciada e, por essa razao,
alguns estudos anteriores consideram que € um candidato de primeira escolha para
a suplementacdo da pele. Esta presungdo baseia-se na evidéncia de que a
guercetina possui efeitos protetores contra a irradiacdo UV para a regeneracédo da
pele na cicatrizagdo de feridas. Além disso, estudos utilizando formulagdes topicas
ricas em quercetina também sugeriram importante efeito direto de cicatrizacdo da
ferida na pele dessa molécula (HATAHET et al., 2016).
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O &cido cafeico, encontrado no extrato de barbatimdo, € um acido fendlico
bioativo naturalmente abundante que apresenta atividade antioxidante relevante,
gue pode ajudar nos estados inflamatorio e proliferativo do processo de cicatrizacao
de feridas (KHAN; MAALIK; MURTAZA, 2016).

Além disso, existem evidéncias do papel benéfico na salude humana de
moléculas conhecidas como catequinas do ch& verde. Aparentemente, essas
moléculas, especialmente a epigalocatequina-galato (EGCG), apresentam
poderosas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiangiogénicas.
Embora no presente estudo as concentragdes de EGCG no extrato de barbatimé&o
ndo tenham sido quantificadas, essa molécula foi identificada por estudos prévios
como constituintes da matriz quimica do barbatimdo (SOUSA et al., 2014). No
entanto, a maioria dos estudos descreveu as propriedades antitumorais das
catequinas (FUJIKI et al., 2017), embora apenas um namero relativamente pequeno
de estudos tenha investigado o papel dessas moléculas no processo de cicatrizacao,
mesmo se houver evidéncias de que catequinas sao capazes de modular a
inflamacdo e o estresse oxidativo através da ativacdo de alguns genes mestres
como Nrf2 (CARDOZO et al., 2013). Apesar da reduzida quantidade de estudos
envolvendo a questdo dermatoldgica, investigacbes anteriores sugeriram que 0S
polifendis do cha verde poderiam apresentar efeito tépico e oral na prevencéo da
acne vulgar e sintese lipidica pelas glandulas sebaceas (SARIC; NOTAY;
SIVAMANI, 2017).
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6 CONCLUSAO

Apesar das limitagbes metodologicas relacionadas aos estudos in vitro, o0s
resultados do presente estudo descrevem um modelo experimental rapido e eficaz
para testar, de forma independente, o efeito de extratos vegetais nas fases
inflamatdria e proliferativa de cicatrizagéo de feridas.

O estudo mostrou que o barbatimdo tem uma acéo crucial na modulacao
inflamatoria de macrofagos, assim como é capaz de induzir o aumento de fatores de
crescimento celular, que estao relacionados a eventos proliferativos de fibroblastos.

Como as culturas foram realizadas separadamente, os principais resultados
indicaram que o barbatimdo poderia atuar nas duas fases do processo de
cicatrizacdo de feridas, sem a dependéncia de uma fase pela outra.

E possivel que o efeito de cicatrizacdo da ferida do barbatimdo seja
desencadeado por uma matriz quimica rica em moléculas bioativas que apresentam

potenciais propriedades anti-inflamatorias e proliferativas.
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