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RESUMO

O pigmento lipossoluvel curcumina € o componente mais abundante e bioativo da
planta Curcuma longa L. A curcuma € comumente utilizada na industria alimenticia,
téxtil e cosmética como corante natural e possui uma grande variedade de
propriedades  farmacologicas. O  objetivo deste trabalho foi avaliar
microscopicamente o efeito da oleoresina de curcuma contendo 5,5% de curcumina
no processo de reparo de ulceras bucais. Para tanto, realizou-se feridas no dorso
lingual de 30 ratos Wistar machos. Estas foram tratadas topicamente com oleoresina
de curcuma (grupo experimental, n = 15) e solugéo salina 0,9% (grupo controle, n =
15). Ap6s 6 horas, 1, 3, 7 e 14 dias de realizacdo do procedimento cirurgico, os
animais foram eutanasiados. Os preparados histologicos obtidos foram submetidos a
técnica de coloracéo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.) para contagem de células
inflamatdrias e de fibroblastos e com picrossirius-red para avaliacdo das fibras
colagenas totais. As imagens histologicas destas laminas foram capturadas por
camera digital acoplada ao microscopio 6ptico, sob foco fixo e clareza de campo,
obtendo-se 10 campos por lamina com aumento final de 400X. As fotomicrografias
foram avaliadas através do software Imaged. Os resultados obtidos foram
submetidos ao teste t de student sendo o valor de p considerado significativo para
p< 0,05. O tratamento tépico com oleoresina de curcuma diminuiu significantemente
o infiltrado inflamatério durante as 6 horas e 1°, 7°, e 14° dia pds-operatérios. O
grupo tratado apresentou maior quantidade de fibroblastos quando comparado ao
controle a partir do 3° dia pds-cirurgico e neste grupo, a deposi¢céo de colageno foi
maior no inicio (6 horas) e no final (14 dias) do processo de cicatrizagao tecidual.
Conclui-se que a oleoresina de curcuma contendo 5,5% de curcumina possui efeitos
anti-inflamatérios, aumenta a densidade de fibroblastos e deposicao de colageno
durante o reparo tecidual de ulceras bucais em ratos, favorecendo assim o processo

fisiologico de cicatrizagao.

Palavras-chave: Corante natural. Cicatrizagao. Curcuma. Mucosa.



ABSTRACT

The fat-soluble pigment curcumin is the most abundant and bioactive component of
the plant Curcuma longa L. Turmeric is commonly used in the food, textile and
cosmetics industry as a natural dye and has a wide variety of pharmacological
properties. The objective of this study was to evaluate microscopically the effect of
turmeric oleoresin containing 5.5% of curcumin in mouth ulcers repair process. For
this end, wounds were made in the tongue dorsum surface of 30 male Wistar rats.
These were topically treated with turmeric oleoresin (experimental group, n = 15) and
0.9% saline solution (control group, n = 15). After 6 hours, 1, 3, 7 and 14 days of
surgical procedure, the animals were euthanized. Histological preparations obtained
were submitted to the technique of staining with hematoxylin-eosin (H.E.) for
inflammatory cells and fibroblasts count and picrosirius-red for evaluation of total
collagen fibers. Images of those histological slides were captured by digital camera
connected to an optical microscope, under fixed focus and clear field, 10 fields per
slide were captured with a final magnification of 400X. Photomicrographs were
analyzed using the ImageJ software. The results were submitted to Student's t-test
and the p <0.05 values were considered as significant. Topical treatment with
turmeric oleoresin significantly decreased the inflammatory infiltrate in the 6 hours,
1st, 7th and 14th postoperative days. The treated group showed a higher amount of
fibroblasts compared to the control from the 3rd postoperative day and in this group,
collagen deposition was higher in early (6 hours) and late (14 days) tissue healing
process. It was concluded that turmeric oleoresin containing 5.5% curcumin has anti-
inflammatory effects, increases the density of fibroblasts and collagen deposition
during tissue repair in rat mouth ulcers, thereby facilitating the physiological process

of healing.

Key words: Turmeric. Healing. Mucosa. Natural dye.
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1 INTRODUGAO

A mucosa que reveste a cavidade bucal é formada por uma camada externa
de células epiteliais sustentadas por tecido conjuntivo de constituicdo variavel, a
depender da regido anatdbmica em que se encontra. Esta mucosa constitui uma
barreira de protecdo ao organismo, pois evita a penetragdo de qualquer agente
externo que possa comprometer a sua saude. Devido a boca executar diversas
fungdes importantes, o seu forro tecidual vive em continuo processo de renovagéao e
também sofrendo diversas agressdes, das mais diversas naturezas (LIMA et al.,
2005).

A Ulcera é sem duvida a lesdo mais comum dos tecidos moles da boca.
Sendo as ulceragdes bucais lesbes geralmente de facil diagndstico e podem ser
representadas por manifestacbes de doencas locais ou sistémicas, ou ainda de
etiologias infecciosas, imunoldgicas, neoplasica ou traumatica (CASTRO, 2000;
LIMA et al., 2005 ).

O processo de reparacgao cicatricial € um evento que comecga imediatamente
depois do ferimento. E um fenémeno fisiolégico complexo que visa restabelecer a
integridade morfolégica e funcional de qualquer tecido ou 6rgéo lesado, consistindo
em uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que
interagem para que ocorra a reconstituigdo do tecido (RAITZ, 2008; PAGNANO et
al., 2009).

Este processo € dividido em fases (coagulacdo, inflamagéo, fibroplasia,
reepitelizagdo, contragao e remodelagem) devido a sua complexidade e interagéo de
seus eventos; sendo essas fases interdependentes e ocorrendo simultaneamente
(PAGNANO et al., 2009).

Segundo Lima et al. (2005) pode-se recorrer a varias alternativas para o
tratamento das lesdes bucais ulceradas, dentre elas, as preparacdes a base de
extratos de plantas e produtos naturais pois auxiliam no processo de reparo destas
lesdes e, em sua maioria, ndo possuem efeitos colaterais.

Nas ultimas décadas, tem sido observado um grande interesse pelo potencial
terapéutico das plantas medicinais (YUNES et al., 2001). Tal fato € comprovado pela
evidéncia de que hoje, cerca de 30% das drogas prescritas no mundo sao obtidas
direta ou indiretamente de plantas, além disso, cerca de 50% das drogas

desenvolvidas entre 1981 e 2002 foram obtidas a partir de produtos naturais,
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analogos semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos
naturais (KOEHN & CARTER, 2005).

Dentre as varias espécies estudadas em nivel mundial, tem-se a curcuma
(CECILIO FILHO et al., 2000). Esta tem atraido a atencdo ha muito tempo (MAIA et
al., 2004), e varios sdao os motivos para isto: Segundo Péret-Almeida (2006) é de
cultivo facil e tem a vantagem de n&o exigir tratos culturais especiais; tem boa
produtividade no Brasil; tem sido utilizada como corante vegetal para colorir
alimentos e bebidas, como condimento, como flavorizante e como medicamento;
apresentam um bom perfil de seguranca tanto em humanos (12g/dia) quanto em
animais (100mg/kg/dia), ndo manifestando toxicidade mesmo em altas doses
(SANTOS FILHO, 2014); podem ser comercializados de diversas maneiras, incluindo
a oleoresina de curcumina que concentra até 98% de corante (CECILIO FILHO et
al., 2000); além do seu potencial terapéutico no tratamento de diversas patologias
(SANTOS FILHO, 2014).

A Curcuma longa L é originaria da india, e pertence a familia Zingiberaceae, é
constituida por cerca de 70 espécies rizomatosas de plantas herbaceas distribuidas
por varios paises, inclusive a América do Sul (MAIA, et al., 2004). Contém, em maior
proporcdo, o amido e em menor quantidade proteina, lipideos e fibra, além dos
pigmentos curcumindides e dos 6leos essenciais (ESPINOSA, et al., 1994).

Sao trés os pigmentos curcumindides: curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina, presentes no rizoma nas concentragdes de 60, 22 e 18%,
respectivamente (PERET-ALMEIDA, 2006). A curcumina corresponde a cerca de 2-
5% do peso bruto do rizoma, sendo o componente mais ativo e abundante da
Curcuma longa L. (SANTOS FILHO, 2014).

Estudos tém demonstrado que os responsaveis pelas propriedades bioldgicas
da curcumina s&o os fendis e grupos metoxi, ja que este € um composto polifendlico.
A curcumina tem sido proposta como potencial candidata ao tratamento de varias
doencgas (SANTOS FILHO, 2014).

Diversos estudos ressaltam as propriedades antioxidantes (RUBY et al., 1995;
YOUSSEF et al., 2004), anti-inflamatérias (BALASUBRAMANYAM et al., 2003;
HENROTIN et al., 2013), anticancerigenas (AGGARWAL et al., 2003; YOUSSEF et
al., 2004; NAKSURIYA et al., 2014) e antibacterianas (NEGI et al., 1999; NAZ et al.,
2010) da curcumina, indicando, portanto, uma possivel agao terapéutica que pode

ser interessante no processo de reparo cicatricial.
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Nao ha relatos na literatura de trabalhos que avaliem o processo de reparo de
ulceras bucais frente ao do uso tépico da oleoresina de curcuma, desta forma os

efeitos biolégicos decorrentes deste uso permanecem desconhecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar microscopicamente o efeito da oleoresina de curcuma no processo de

reparo de ulceras bucais em ratos.

2.2 Objetivos especificos
e Comparar as caracteristicas histopatoldégicas do processo de cicatrizagéo
entre os grupos estudados em tempos distintos da cronologia do reparo
tecidual.
o Verificar se ha diferengas na producao de fibras colagenas, quantidade de
fibroblastos e infiltrado inflamatério, através de histomorfometria e de técnicas

histoquimicas durante o processo de reparo.
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3 JUSTIFICATIVA

O conhecimento dos efeitos biologicos do uso topico da oleoresina de
curcuma em ulceras na mucosa bucal contribuira para direcionar e agregar
conhecimento as novas areas de pesquisa, particularmente aquelas que associam o
uso de produtos naturais bioativos. Permitira um melhor conhecimento sobre o
potencial terapéutico de substancias encontradas na curcuma, em especial, do seu

pigmento mais abundante, a curcumina.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Boca: Aspectos anatémicos e histologicos

A boca é o primeiro segmento do sistema digestorio, composto de formagdes
anatdmicas que circunscrevem uma cavidade. A cavidade bucal é dividida em um
vestibulo e na cavidade bucal propriamente dita. O vestibulo é o espago entre os
labios, as bochechas e os dentes. A cavidade bucal propriamente dita se situa atras
dos dentes e é limitada pela lingua e o assoalho da boca inferiormente, pelos
palatos duros e mole superiormente, e a entrada da orofaringe posteriormente
(MADEIRA, 2004).

Figura 1 — Representagcdo anatdmica da cavidade bucal.

Labio superior

Frénulo labial superior

Alveolos e
palato duro

Palato mole

Arco palate-glosso Uvula

Arco palato-faringico Garganta

Tonsilas palatinas

Lingua
Orificios dos dutos salivares Frénulo lingual

Sublingual
g Dentes

Submandibular i
Gengiva

Frénulo labial inferior

Labio b g e
inferior

Fonte: Barbosa, 2015.

A superficie da cavidade bucal é revestida por uma membrana mucosa cujas
principais funcbes sdo: a protecdo mecanica dos tecidos profundos, absorcao,
protecdo imunoldgica, barreira fisica, atuar como 6rgao sensorial e servir de local
para atividade glandular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; GARTNER, 2007). Esta
mucosa é constituida por dois tecidos: um epitélio pavimentoso estratificado e um
tecido conjuntivo subjacente, sendo este denominado lamina propria e confere
sustentagao e nutricao ao epitélio (BHASKAR e ORBAN, 1998).
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Diversas caracteristicas histomorfolégicas sado consideradas no estudo da
mucosa bucal: o tipo de epitélio que o reveste, podendo ser ortoqueratinizado,
paraqueratinizado ou ainda nao-queratinizado; estrutura da lamina prépria, sua
densidade e espessura, a presencga ou nao de elasticidade; a forma de adesao entre
adesao o epitélio e lamina propria; a fixagdo da mucosa as estruturas subjacentes e
a presenga ou auséncia de tecido adiposo ou glandular na regido submucosa
(NANCI, 2008; ROSS, 1993).

Considerando-se a topografia anatdmica, funcionalidade e caracteristicas
microscopicas, a mucosa bucal segundo (BHASKAR e ORBAN, 1998; NANCI, 2008;
ROSS, 1993) é classificada em trés tipos: mucosa mastigatéria (gengiva e palato
duro); mucosa de revestimento (Iabio, bochecha, férnice vestibular, mucosa alveolar,

soalho e palato mole) e mucosa especializada (dorso da lingua e botdes gustativos).

Figura 2 - Corte sagital da regido anterior da lingua: mucosa dorsal (Md); mucosa
ventral (Mv); muscular (Ms). (H.E. 400X)

Fonte: Nanci, 2008.

4.2 Ulceras bucais: processo de reparo tecidual

De acordo com Castro (2000), a ulcera é a lesdo mais comum dos tecidos
moles da boca. Ha, nestas condi¢des, perda da integridade do epitélio, exposi¢cédo da
lamina prépria e em casos mais graves, envolvimento de estruturas mais profundas

como tecido muscular, tecido adiposo e glandulas salivares menores.
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Embora a etiologia das ulceras inclua causas neoplasicas, infecciosas,
idiopaticas e manifestacbes bucais de doencas sistémicas, a maioria destas €&
causada por injurias mecanicas, fisicas e quimicas. As ulceragdes podem ser
induzidas por traumatismos acidentais em regides que podem ser mordidas
facilmente como labio inferior, lingua e mucosa jugal (CHEN et al., 2010).

Préteses mal-adaptadas, cirurgias odontologicas, bordos cortantes de
elementos dentais, substancias quimicas acidas, basicas e solventes, queimaduras
pelo calor ou frio e além de diversos medicamentos sdo comumente associados a
etiologia de ulceras bucais (ONO et al., 2002).

O reparo de ulceras bucais € um processo fisiolégico complexo e progressivo
que envolve diversos eventos celulares, teciduais e bioquimicos que se iniciam apos
o dano tecidual com a finalidade de devolver a integridade e funcdo dos tecidos
lesados (KAPOOR et al., 2011).

Os eventos iniciais do processo de reparo estdo voltados para o
tamponamento dos vasos rompidos durante a lesdo. Imediatamente apds o estimulo
lesivo, devido a influéncia nervosa através de descargas adrenérgicas e a acao de
mediadores inflamatérios oriundos de mastdcitos, ocorre vasoconstricao local como
primeira resposta. (BALBINO et al., 2005).

Segundo (MANDELBAUM et al., 2003), a lesao endotelial direta desencadeia
a deposigao, recrutamento e ativagao de plaquetas ocasionando a formacédo de um
trombo plaquetario. Este trombo plaquetario é rapidamente associado a fibrina,
transformando-se em um trombo fibrinoso. Este trombo associado a eritrécitos é
responsavel pela oclusdao do vaso rompido, impedindo a perpetuacdo de perda
elementos sanguineos e fornecendo a primeira matriz para células atuantes no
processo de reparo.

Mediadores liberados pelas plaquetas ativadas, como TGF-a, PDGF,
tromboxanos e PAF se difundem pela matriz provisoria formando um gradiente
quimiotatico, orientando a migracdo de células inflamatérias. Neutrdfilos sdo as
células inflamatoérias mais abundantes no sangue, sendo inicialmente coletados pelo
trombo e posteriormente migram para a superficie da ulcera formando primeira
barreira contra a invasao de microrganismos. Estes liberam ativamente quimiocinas
que recrutardo, além de outros neutrofilos, macrofagos e fibroblastos

(MANDELBAUM et al., 2003). Ocorre localmente a expressao de moléculas de
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adesao para neutréfilos por células endoteliais e vasodilatagdo, eventos importantes
para a retroalimentagao positiva da migragao leucocitaria (BRASILEIRO, 2006).

Com a presenca local de macréfagos e a produgao e liberagdo de mediadores
quimicos, a migragao e ativagao de fibroblastos é intensificada, sendo estas células
importantes na formagdo do tecido de granulagdo e deposicdo de matriz
extracelular, migrando da borda da ulcera para o centro (BRASILEIRO, 2006). Com
o aumento do numero de fibroblastos ativados inicia-se a producao de fibrilas de
colageno localmente, induzindo angiogénese na regiao.

O processo de neovascularizagédo é fundamental neste estagio, pois permite o
aporte de nutrientes para as células metabolicamente ativas. O processo de
reepitelizacdo se inicia imediatamente a lesdo pela proliferacdo de células da
camada basal presentes nas bordas da ulcera. Uma dificuldade inicial do processo
mitético das células epidermais € encontrada nas etapas iniciais do reparo pela
inexisténcia de um substrato favoravel, no entanto, havendo a deposi¢céo gradual do
tecido de granulacéao, a reepitelizacao é rapidamente estabelecida (KIM, 2000).

Com a evolugdo do processo de reparo, a matriz extracelular passa
gradualmente por modificagdes estruturais, que devido migragdo de macréfagos,
fibroblastos e a neoformagéo vascular, permitem continua deposi¢cado de colageno
(BRASILEIRO, 2006). A tensédo de oxigénio durante o processo de reparo atua
como um regulador importante, inicialmente a baixa quantidade de oxigénio induz o
recrutamento de macrofagos, fibroblastos e a angiogénese, e uma maior tensao de
oxigénio induz modificagdes fenotipicas dos fibroblastos que culminam em maior
producao de colageno (KIM, 2000; ROBBINS et al., 2005).

O leito da ferida &, por fim, totalmente preenchido pelo tecido de granulagao, a
circulacdo é estabelecida pelo processo de angiogénese e a reepitelizagdo se
completa (MANDELBAUM et al., 2003). Lentamente o tecido de granulagdo é
substituido por uma massa fibrosa — cicatriz- decorrente de uma continua deposig¢ao
de fibras colagenas (BRASILEIRO, 2006). A resolugao final do processo de reparo
ocorre somente apds a maturagao e remodelagem da matriz extracelular cicatricial
(KIM, 2000). O remodelamento envolve etapas sucessivas de produg¢ao, degradagao
e orientacdo de fibras de colageno. Como estas fibras sdo depositadas inicialmente
de forma aleat6ria, sua reorganizagdo ocorre ao longo de muitos dias, meses ou
anos (ROBBINS et al., 2005).
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Fatores sistémicos e/ou locais podem afetar a evolugdo normal dessas do
processo de reparo tecidual, resultando na cronificacdo ou a falta de reparacao da
ferida, podendo até alterar a estrutura e a funcdo. Os maiores fatores locais que
podem interferir no curso da reparagao incluem dimensdo e localizacdo do
ferimento, pressao, presencga de infecgao e tecido necrético (MANDELBAUM et al.;
SHAW e MARTIN, 2009).

Neville et al (2004) afirmam que “os tratamentos de ulceras traumaticas na
cavidade bucal sdo comumente realizados através de dois tipos de condutas
clinicas: passiva ou ativa’. A passiva apenas avalia a causa e realiza
acompanhamento até que se complete o processo de cicatrizagdo. Na segunda, se
interfere ativamente no processo de reparo, quer seja de forma local ou sistémica,
visando promover uma redugdao no tempo de cicatrizagcdo e minimizar os efeitos
decorrentes desta (REGESI et al., 2000).

4.3 Curcuma longa L.

Pela sua cor amarela, a curcuma tem atraido a atencdo ha muito tempo
(MAIA et al., 2004). A Curcuma longa L., pertence a familia Zingiberaceae e é uma
planta herbacea e perene, nativa do sul e sudoeste asiatico (PINTO et al., 2002).
Esta apresenta de cinco a sete folhas grandes, de coloragao verde. A parte aérea
desta pode atingir de 120 a 150 centimetros dependendo das condi¢gdes do solo e
clima. Apresentam um pseudocaule formado na base da planta pelo agrupamento
das folhas (SCARTEZZINI e SPERONI, 2002). A curcuma é facilmente reconhecida
pela inflorescéncia amarelada em espiga e seus rizomas sao tuberosos, de centro
arredondado e de coloragdo alaranjada (PERET-ALMEIDA et al., 2005).

Figura 3 - Representacao fotografica da Curcuma longa L.: A) Visao geral da planta;
B) Raiz pulverizada.
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Fonte: Santos Filho, 2014.

De acordo com Maia et al. (2004), a espécie Curcuma longa L. € a que possui
maior importancia comercial e utilizagdo em alimentos. Esta vem despertando um
interesse cada vez maior por ser de cultivo facil e por apresentar a vantagem de nao
exigir tratos culturais especiais. Sua cultura foi introduzida no Brasil nos anos 80,
resultando em boa produtividade — 12 a 15 ton/ha (PERET-ALMEIDA et al., 2005).

No meio cientifico, € conhecida pela denominacao da espécie Curcuma longa
chamada de curcuma ou curcuma. N&o obstante, € comum deparar-se com a
regionalizagdo do nome comum da espécie, tais como agafroeira, acafrao-da-terra,
acafrdo-da-india, batatinha amarela, gengibre dourada, mangarataia (CECILIO
FILHO et al., 2000).

Os rizomas da planta possuem, em maior propor¢cdo, amido € em menor
quantidade proteinas, fibras e lipideos, além de pigmentos curcumindides e de 6leos
essenciais. Dos trés pigmentos curcumindides presentes — desmetoxicurcumina,
bisdesmetoxicurcumina e curcumina, este ultimo é o mais abundante e é apontado
como responsavel pelos efeitos bioldgicos da curcuma (ESPINOSA et al., 1994).

Por ser o componente mais ativo e abundante da Curcuma longa L., a
curcumina ganha destaque (SANTOS FILHO, 2014). O pigmento lipossoluvel
curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) pertence a
classe diferoluimetano, possuindo dois grupos metoxila. Corresponde a cerca de

60% dos pigmentos encontrados na curcuma, na concentragcéo de 4 a 6 mg/100g e
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cerca de 2-5% do peso bruto do rizoma (GOVINDARAJAN, 1980; SANTOS FILHO,
2014).

Figura 4 - Estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: Péret-Almeida, 2006.

Diversas estratégias tém sido empregadas buscando aumentar a atividade
bioldégica da Curcuma longa L. Tais abordagens incluem: adjuvantes, nanoparticulas,
micelas, lipossomas, e complexos de fosfolipidios. Essas formulagdes fornecem
melhor permeabilidade e resisténcia a alguns processos metabdlicos, buscando
especialmente melhorar a absorcgéao e distribuicdo (SANTOS FILHO, 2014).

Na medicina tradicional indiana, esta planta vem sendo utilizada no
tratamento de diversas condi¢des patoldgicas (JAYAPRAKASHA et al., 2005).

Ha diversos efeitos benéficos dos curcumindides extraidos da Curcuma longa
L. no tratamento de varias patologias, tais como: diabetes, doengas das vias biliares,
canceres, parkinsonismo, doenca de Alzheimer, dislipidemia, depressao, catarata,
psoriase, osteoporose, doengas pulmonares, esclerose multipla, epilepsia, doencas
renais, AIDS. Estes curcuminoides possuem propriedades anti-inflamatorias,
antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria, antimalarica, antiaterogénica,
antiespasmoddica, e atividade contra bactérias alimentares, fungos e leveduras
(SANTOS FILHO, 2014).

Figura 5 - Efeitos benéficos dos curcuminoides derivados da Curcuma longa L. em

varias patologias.
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Fonte: Santos Filho, 2014.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

Neste projeto foram utilizados 30 ratos de linhagem Wistar (Rattus Norvegicus
Albinus), machos, adultos jovens, pesando entre 225g e 300g e oriundos do Biotério
do Departamento de Nutrigdo - UFPE. Os animais foram mantidos por um periodo
de 10 dias no biotério do Centro Académico de Vitéria-CAV/UFPE para adaptacao
ao novo ambiente. O macro-ambiente deste biotério & semi-controlado, com
temperatura média de 21+ 2° C, foto-periodo de 12 horas, a intensidade de ruido e a
umidade relativa do ar sdo as do ambiente geral. Durante todo protocolo
experimental os animais receberam racdo e agua e agua ad libitium. O presente
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, processo n°® 23076.016191/2012-95.

5.2 Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos, contendo cada grupo
15 animais cada. Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico,
sendo que o grupo experimental teve suas ulceras bucais tratadas topicamente por 3
dias com oleoresina de curcuma (Curcuma longa L.) adquirida comercialmente como
corante natural — Baculeré Corantes Naturais, curcumina 5%. O grupo controle teve

a ferida umedecida com soro fisioldgico.

5.3 Procedimento Cirurgico

Os animais foram pesados para determinacdo da quantidade de solucéo
anestésica a ser empregada para cada animal, e apds isso, sendo anestesiados
pela aplicagao por via intraperitonial de cloridrato de cetamina na razao de 0,1ml por
100g de peso corporal e cloridrato de xilazina na razdo de 0,05 ml por 100g de peso.
Em seguida, se tracionou delicadamente a lingua dos animais. Com a area exposta,
a lingua foi limpa e se realizou a antissepsia com solugcdo de alcool a 70%. As
ulceras bucais foram realizadas através da incisdo de bisturi numero 15 na regido

dorsal mediana da lingua do animal. As mesmas possuiram diametro de 1 cm,
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padronizando-se o tamanho e forma, conduzidas em igual profundidade, até o
alcance do plano muscular. Decorridos 6 e 24 horas, 3, 7 e 14 dias apds o ato
cirurgico, 3 animais de cada grupo (tratado e controle) foram escolhidos
aleatoriamente e sacrificados pela aplicagao por via intra-peritonial de anestésico em
dose letal. Imediatamente apds, um fragmento da lingua contendo a ferida cirurgica

em toda sua extensao e profundidade foi retirada através de um bisturi numero 11.

5.4 Processamento do material obtido

O material coletado foi clivado e mergulhado em uma solugéo de formol a 10
% neutro tamponado (NBF), permanecendo no mesmo pelo periodo de 48 horas.
Apos esse procedimento, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em
concentragbes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em
parafina. Os blocos foram cortados em micréotomo ajustado para 5um. Assim, os
cortes obtidos foram colocados em laminas untadas com albumina,
desparafinizados, desidratados e montados com laminula, apds isso foram mantidos

em estufa regulada a temperatura de 37°C, por 24 horas para secagem.

5.5 Avaliagdo microscopica

Os preparados histoldgicos foram submetidos a técnica de coloragao pela
Hematoxilina-Eosina (H.E.) e analisados em microscopio de luz, sob foco fixo e
clareza de campo, com aumento final de 200X e 400X.

Foi realizada uma analise quantitativa de células inflamatérias (neutrdfilos,
linfécitos e macréfagos) e de fibroblastos nos preparados corados por hematoxilina e
eosina. Foi utilizada a coloragdo de picrosirius-red para quantificacdo das fibras
colagenas totais. As imagens histologicas destas |laminas foram capturadas por meio
de camera digital acoplada ao microscépio optico (Nikon E-100), sob foco fixo e
clareza de campo, obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de 400X. As
fotomicrografias foram avaliadas através do software ImageJ versao 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.), os plugins

“colour deconvolution”, “cell counter” e “threshould” foram utilizados na contagem

celular e quantificagédo de fibras nos cortes histologicos.
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5.6 Analise estatistica

Os dados da avaliagdo microscopica obtidos foram analisados
estatisticamente através do teste t de student para as variaveis quantitativas com o
intuito de se verificar possiveis diferengas entre os grupos nos periodos de 6 e 24
horas, 3, 7 e 14 dias. Para tanto, foi adotado o nivel de significancia de 5% ou p<
0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As feridas s&o lesbes comuns na cavidade bucal e geralmente s&o causadas por
procedimentos cirurgicos e traumas. Seu processo de reparo de forma coordenada e
progressiva culmina no restabelecimento da integridade e fungdo da area lesionada.
Durante este processo ha fendmenos fisiopatoldgicos interdependentes como a
coagulagao sanguinea, inflamacéo, reepitelizagdo, angiogénese, formacao de tecido de
granulagao e finalmente a maturagao e remodelagdo do tecido conjuntivo neoformado
(KOIVISTO et al., 2014).

A oleoresina de curcuma é amplamente utilizada na industria alimenticia como
corante natural e pode fornecer aroma condimentado caracteristico. E extraida por
solventes organicos e € composta principalmente por O6leos volateis, materiais
resinosos e graxos nao volateis e pigmentos. A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1-6-hetadieno-3,5-diona) é um pigmento insoluvel em &gua, de cor
amarelo-alaranjada mais abundante na curcuma (CHASSAGNEZ, 1997). Dadas as
suas caracteristicas farmacoldgicas € um dos pigmentos mais investigados, pois possui
acao antioxidante, antiproliferativa e pré-apoptética em células tumorais e atividade
antimicrobiana (ARAUJO & LEON, 2001; KRISHNASWAMY, 2008).

Na analise microscopica desse estudo, nao foram observados reacdes de corpo
estranho ou areas focais de exsudacgao purulenta, e o processo de reepitelizagdo e o
fechamento final das feridas linguais induzidas foram cronologicamente similares nos
grupos experimentais. Notou-se uma maior quantidade de células inflamatérias nas
primeiras 24 horas pdés-operatorias seguida de uma reducdo gradativa destas em
ambos os grupos (Tabela 1).

O efeito anti-inflamatério € comumente atribuido a curcumina pela redugao da
liberagdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), citocinas e inibicdo de
prostaglandinas (KRISHNASWAMY, 2008; HE et al., 2015; PAWAR et al., 2015).
Constatamos que a aplicagao topica da oleoresina de curcuma induziu uma diminuicéo
significativa da resposta inflamatéria nas fases iniciais (predominancia de
polimorfonucleares) e nas mais tardias do processo de reparo tecidual (Tabela 1,
Grafico 1). As células inflamatérias sdo de fundamental importancia durante a
cicatrizagao, pois atuam contra a contaminagao do leito cruento por agentes externos,
promovem a proliferagdo epitelial, revascularizacdo e remodelagdo da matriz

extracelular. No entanto, a persisténcia destas células pode ocasionar o atraso na
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cronologia de reparagdo, sintomatologia dolorosa e formacdo de tecido fibrotico
exuberante (BALBINO et al., 2005; KRYCZKA & BONCELA, 2015). Além disso, a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, que sao normalmente produzidas por
células inflamatérias na defesa contra micro-organismos, podem em altas

concentragdes lesionar também células normais (AKBIK et al., 2014).

Tabela 1- Média e desvio-padrao das variaveis analisadas por campo visual (aumento
400X): infiltrado inflamatdrio (n), fibroblastos (n) e fibras colagenas totais (%) no grupo

controle e do grupo tratado. Teste t de Student. * p<0,05

Variaveis Infiltrado Inflamatério Fibroblastos Fibras Colagenas Totais (%)
(médiatdesvio-padrao) (médiatdesvio-padrdo)  (médiatdesvio-padréo)
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

6 horas  200+22,05 189,45+4,7 8,35+1,08 8,7t1,21  35,141,99 55,96+3,06
valor de p 0,049 0,344 <0,001

1dia  240,8+12,98 230,45+8,64 21,1+1,8 21,25%1,97 57,83t4,4 58,65+5,09
valor de p 0,006 0,803 0,697

3dias 74,05+t16,89 71,45+14,21 46,85+4,1 60,85+3,4 58,25+4,68 55,16+2,94
valor de p 0,602 <0,001 0,041

7 dias 47,55+8,2  39,95+7,83 70,15+11,45 87,35+4,86 54,12+3,9 54,06+£1,93
valor de p 0,005 <0,001 0,954

14 dias  20,55+3,39 6,1£1,71  67,65+10,41 89,5+7,88 62,28+3,16 75,47+6,51
valor de p <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: SILVA, Juliana Barbosa, 2015.

Nota: Tabela elaborada pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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Grafico 1 - Valor médio percentual da densidade de células inflamatdrias, fibroblastos e
fibras colagenas totais do grupo tratado em comparagado com o grupo controle
(controle=100%). * p<0,05 e ** p<0,01.
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Fonte: SILVA, Juliana Barbosa, 2015.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Analisando efeito do tratamento na quantidade de fibroblastos observamos um
aumento significativo destas células a partir do 3° dia pds-cirurgico (Tabela 1, Grafico
1). Durante a cicatrizagdo, estas células se originam da multiplicacdo e migracéo de
células remanescentes da borda da ferida, ou da diferenciacdo de células
mesenquimais ou ainda de células progenitoras da medula Ossea e participam
ativamente na formacédo do tecido de granulagdo (SHAW & MARTIN, 2009). Os
fibroblastos sédo células caracteristicamente fusiformes com nucleo ovoide ou eliptico e
sao as ceélulas mais abundantes do tecido conjuntivo, produzindo a grande parte da
matriz extracelular (MEC) que o compde (ISAAC et al., 2010). Produzem proteinas
estruturais, como colageno do tipo | e Ill e elastina, além de glicosaminoglicanos,
laminina e proteases, ocasionando deposicao e remodelacido da MEC no leito da ferida
(KENDAL & FEGHALI-BOSTWICK, 2014).

Quanto a presenca de fibras colagenas totais, encontrou-se uma maior
quantidade destas no grupo tratado nas primeiras 6 horas e no 14° dia p6s-operatério
(Tabela 1 e Figura 1). A maior presencga destas fibras em curto periodo de tempo apds

a lesao tecidual esta associada a formag&o do coagulo e uma possivel modificagdo na
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composicao deste. No entanto, a maior deposicéo destas fibras no final do processo de
cicatrizacdo pode ser diretamente atribuida ao aumento gradativo de fibroblastos
observado apds o 3° dia de reparo. A formagéo e deposi¢ao do colageno € um passo
fundamento durante o processo de reparo de feridas bucais. O colageno é uma
proteina fibrosa cuja sintese pelos fibroblastos depende de oxigénio, hidroxilagdo da
prolina e lisina, ferro, vitaminas A, C e E, tiroxina, proteinas e zinco. E considerada a
principal responsavel pela sustentagao e forga ténsil da cicatriz (TAZIMA et al., 2008).
De forma geral, a utilizagdo da oleoresina de curcuma contendo 5% de
curcumina atuou favoravelmente durante o processo cicatricial de feridas bucais
induzidas cirurgicamente. No entanto, mais estudos sdo necessarios para validar os
efeitos observados, utilizando inclusive diferentes concentragcbes do pigmento

curcumina.
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7 CONCLUSOES

A oleoresina de curcuma contendo 5,5% de curcumina apresentou efeito

benéfico no processo de reparo de ulceras bucais.

Nesse estudo a curcuma desempenhou os seguintes efeitos:
e Diminuicdo do infiltrado inflamatério no grupo tratado com a curcuma,
indicando assim seu efeito anti-inflamatério.
e Aumento na producao de fibras colagenas e quantidade de fibroblastos no

grupo tratado com a curcuma.
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ANEXO

ANEXO A — Parecer do comité de ética

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 22126 8840 | 2126 8351

Zax: (55 81) 2126 8350
www,ccb.ufpe.br 1\
Recife, 141 de dezembro de 2012.

Oficio n° 529/12

Da'Comissao de Etica ro Uso de Animais (CEUA) da U*PE
Para; Prof. Francisce ‘-arlos Amanajas de Aguiar Junicr
Departamento de Centi Académico de Vitéria- UFPE
Universidade Federal ¢t Pernambuco

Processo n° 23076.016:51/2012-95

Os membros o1 Comiss&o de Etica no Uso de Anirnais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (C&UA-UFPE) avaliaram seu
puiojeto @2 pesquisa irtitulado, “Anélise histopatolégica do processo de reparo

-cicatricial de dlceras bucais induzidas cirurgicamente tratadas com oleoresina
de tircurna (clrcumz longa L.): estudo em ratos”.

; Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentag@o Animal e com as normas intxacionais estabelecidas pelo
National Institute of Hewlth Guide for Care and Use of .abcratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

: EEncontra-se de  cordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
1'{79@‘ de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposis, emitimos parecer favoravel aos Jrotacolos experimentais a

serem realizados.

fuqem dss animais. Biotério do CAV-UFPE. Animais: ré.‘]:g' Atenciosamente,

Linhagem. Wistar; Sexc: Machos: Mamero de animais previsto
o pratocolo: 30 ratos; feso: 150-200qg; Idade: 2 meses

L

CCB: Integrar para desenvolver




