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RESUMO

O babacu (Attalea speciosa) € uma palmeira da familia Arecaceae presente no bioma
brasileiro e bastante utilizado como produto medicinal. Dentre os produtos extraidos do fruto
(coco), o 6leo e a farinha do mesocarpo s&o utilizados como anti-inflamatério e cicatrizante.
O objetivo deste estudo foi investigar a atividade cicatrizante do 6leo (OFB) e do extrato
etanodlico do mesocarpo (EEMB) de babacu em ratos a partir do seu uso etnomedicinal. Para
tanto, a extracdo do 6leo foi obtida por prensagem a frio e sua caracterizacdo foi realizada
pelos métodos GC-FID (4cidos graxos) e ICP-OES (Ca** e Zn?*). Para obtengdo do extrato
etandlico, a farinha do mesocarpo foi submetida a extragdes com alcool absoluto, com
agitacdo magnética e sem aquecimento. Na caracterizacdo do EEMB foi investigada sua
composicdo quimica (UPLC-DAD-qTOF-MS) e fitoquimica (compostos fendlicos, flavondis
e proantocianidinas). Logo apos, foram realizados ensaios antimicrobianos com ambos
compostos extraidos e atividade antioxidante (DPPH-, FRAP e atividade antioxidante total) do
EEMB. Para avaliacéo da atividade cicatrizante, previamente foram realizados ensaios in vitro
(citoxicidade, migracdo celular, dosagem de NO e citocinas). In vivo, foram confeccionadas
feridas dorsais em ratos com halos de contencgéo, para manutencédo das feridas abertas. Estas
lesdes foram tratadas uma vez ao dia com dosagens distintas de OFB (10, 30 e 100%) e
EEMB (1, 3, 10%) até o 3° dia de reparo. Perpassados 3, 7 e 14 dias as feridas foram
avaliadas por andlise macroscopica (edema, eritema, crosta e tecido cicatricial) e
histomorfométrica (celulas inflamatorias, vasos sanguineos, fibroblastos e producdo de
colageno). Ao analisar o OFB foram identificados 08 acidos graxos, com predominancia do
acido laurico e baixas concentragbes de Ca®*, e o mesmo ndo apresentou atividade
antimicrobiana. J& o EEMB, na analise quimica demonstrou a presenca de mondmeros,
dimeros e trimeros de (epi)catequina, sendo confirmado na analise fitoquimica pelas altas
concentracBes de compostos fendlicos e proantocianidinas, 0 que resultou em boa atividade
antioxidante e antimicrobiana. Ambos os compostos reduziram o infiltrado inflamatorio e
aumentaram a angiogénese e a fibroplasia no 7° dia de reparo tecidual, resultando na
formacéo de cicatriz fibrotica no 14° dia. Portanto, tanto o OFB quanto EEMB demostraram
potencial cicatrizante nos protocolos experimentais realizados, devido a modulacdo do
processo inflamatdrio e inducdo da proliferagédo de fibroblastos.

Palavras-chave: Cicatrizagio. Oleo de Palmeira. Catequina. Compostos fendlicos.

Etnofarmacologia.



ABSTRACT

The babassu (Attalea speciosa) is a family Arecaceae palm present in the Brazilian biome and
widely used as a medicinal product. Among the products extracted from the fruit (coconut),
the mesocarp oil and mesocarp flour were use as anti-inflammatory and healing. The
objective of this study was to investigate the healing activity of babassu oil (OFB) and
ethanolic mesocarp extract (EEMB) in rats from their ethnomedicinal use. For that, the oil
extraction was obtained by manual pressing and its characterization was performed by the
methods GC-FID (fatty acids) and ICP-OES (Ca?* and Zn?*). To obtain the ethanolic extract,
the mesocarp flour was subject to extractions with absolute alcohol, with magnetic stirring
and without heating. In the characterization of EEMB, its chemical composition (UPLC-
DAD-qTOF-MS) and phytochemical (phenolic compounds, flavonols and proanthocyanidins)
were investigate. Soon after, antimicrobial tests were performed with extracted compounds
and antioxidant activity (DPPH’, FRAP and total antioxidant activity) from EEMB. In order
to evaluate healing activity, in vitro tests (cytoxicity, cell migration, NO dosage and
cytokines) were previously perform. In vivo, dorsal wounds were made excisional wound
splinting model in rats, to keep the wounds open. These lesions were treated once a day with
different dosages of OFB (10, 30 and 100%) and EEMB (1, 3, and 10%) until the 3™ day of
repair. After 3, 7 and 14 days, the wounds were evaluated by macroscopic analysis (edema,
erythema, scab, and scar tissue formation) and histomorphometry (inflammatory cells, blood
vessels, fibroblasts, and collagen production). When analyzing the OFB, 08 fatty acids were
identified, with a predominance of lauric acid and low Ca®* concentrations and did not show
antimicrobial activity. The EEMB, in the chemical analysis, demonstrated the presence of
monomers, dimers and trimers of (epi)catechin, being confirm in the phytochemical analysis
by the high concentrations of phenolic compounds and proanthocyanidins, which resulted in
good antioxidant and antimicrobial activity. Both compounds reduced the inflammatory
infiltrate and increased angiogenesis and fibroplasia on the 7% day of tissue repair, resulting in
the formation of fibrotic scarring on the 14™ day. Therefore, both OFB and EEMB showed
healing potential in the experimental protocols performed, due to the modulation of the
inflammatory process and induction of fibroblast proliferation.

Keywords: Wound healing. Palm oil. Catechin. Phenolic compounds. Ethnopharmacology.
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1 INTRODUCAO

No processo de injuria tecidual a pele pode romper suas estruturas anatdmicas e alterar
suas funcdes fisioldgicas. Em contrapartida, o processo de reparo tecidual se inicia
imediatamente apos o ferimento e é dividido em quatro fases inter-relacionadas: hemostasia,
inflamacdo, proliferacdo e remodelamento (DWIVED et al., 2017). Basicamente estas fases
tém por objetivos: minimizar os danos aos tecidos, prevenir infeccdes, proporcionar perfusdo
e uma oxigenacdo tissular adequada, nutricdo adequada e um ambiente Umido para o
fechamento da lesdo (KOVAC et al., 2015).

No campo terapéutico hd a procura cada vez maior pela utilizacdo de terapias
alternativas e complementares para o tratamento de lesGes cutaneas, pois 0 acesso a insumos
nem sempre é possivel, tendo as plantas e/ou até mesmo animais como fonte de produtos
naturais (RIBEIRO et al., 2011). Ainda neste cenério, a indUstria farmacéutica tem feito
grandes avangos no fornecimento de medicamentos capazes de estimular o processo de
cicatrizacdo, mas apenas 1-3% de todos os medicamentos listados nas farmacopeias
ocidentais destinam-se ao uso na pele ou feridas cutaneas. Destes, pelo menos um terco séo
obtidos de plantas (LORDANI et al., 2018).

Aliada a este fato, as pesquisas etnomedicinais e etnofarmacoldgicas tém
proporcionado as industrias um alto faturamento com a descoberta destes compostos
bioativos, sendo estes convertidos em produtos e empregados nas mais diversas afeccoes
corpéreas (NOVELLO et al., 2012; LIMA et al.,, 2015). Para tanto, varios estudos
experimentais vém trabalhando em novas abordagens para cicatrizagdes de feridas na pele,
utilizando produtos de extracdo vegetal (NASOPOULOQU et al., 2014; LANIA et al., 2017,
MOALLA et al, 2016; NAYAK et al., 2017; POLJSAK et al., 2019).

Neste contexto, € importante ressaltar que o Brasil apresenta como caracteristica
marcante de seu ecossistema a biodiversidade, com habitats especificos para plantas
medicinais (COSTA-FILHO et al., 2012). Dentre as plantas utilizadas como fitoterapicos no
Brasil destaca-se o babacu Attalea speciosa Mart ex. Spreng (CAVALLARI e TOLEDO,
2016) que abrange grandes areas em Minas Gerais, Cerrado e Mata dos Cocais (NEVES et al.,
2013). Além das regiGes citadas o babacu pode ser encontrado em abundancia também em
outras regides mais restritas, como na Chapada do Araripe/CE e no Vale do Catimbau/PE
(BRAGA, 1976; RUFINO et al., 2008).

Atualmente, a A. speciosa € uma das principais fontes de produtos extrativistas do

Brasil, contribuindo de maneira significativa para a economia de alguns estados da federacéo
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(LORENZI et. al., 2010; GONZALEZ-PEREZ et al., 2012). Deste modo, ha a utilizagio de
diversas partes desta palmeira por seu potencial biotecnoldgico, como nas producdes de
biocombustiveis (CAMPOS et al., 2015; ARAUJO et. al., 2016) e cosmético (PINHEIRO et
al., 2012; SOUZA et al., 2011). Em rela¢do ao uso na medicina popular, o éleo, a borra e a
farinha do mesocarpo sdo os principais produtos utilizados. O 6leo é empregado na forma
topica para o tratamento de inflamacGes, pancadas, artrite, otite, conjuntivite, leucorréia e na
cicatrizacao de feridas (BARBOSA et al., 2012; REIS et al., 2017). A borra, residuo obtido
apos a extracdo do 6leo pelo método tradicional, também é utilizada no tratamento de feridas
de pele. J& a farinha do mesocarpo é utilizada, tanto pela forma tdpica quanto oral, para
tratamento de gastrite, cicatrizacdo de feridas, leucorréia e inflamagdo (RUFINO et al., 2008;
SOUZA et al., 2011).

Nesse ambito, estudos farmacol6gicos demonstraram diferentes propriedades
bioldgicas do babacu que explicam seu uso na medicina popular, como atividade
antitireoidiana (GAITAN et al., 1991); atividade antitromboética (AZEVEDO et al., 2007);
atividade antifungica (CAETANO et al., 2002); atividade antimicrobiana (GUERRA et al.,
2011a); atividade antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006); adjuvante nas respostas imunes
(GUERRA et al., 2011b); e atividade imunomoduladora (FREITAS JUNIOR et al., 2013).
Nenhuma toxicidade do babacu foi observada em estudos in vivo, 0 que demonstra a
seguranca no seu uso (SILVA et al., 2012; BARROQUEIRO et al., 2016).

Por causa do seu potencial terapéutico, esta especie foi incluida desde 2009 na Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (RENISUS, 2009).
Entretanto, os estudos pré-clinicos para avaliagdo dos efeitos cicatrizantes da referida espécie
ainda estdo escassos. Este efeito, quando relatado na literatura, € associado ao mesocarpo
(AMORIM et al., 2006; BALDEZ et al., 2006; BRITO FILHO et al., 2006; BATISTA et. al.,
2006; FERREIRA et al., 2006; MARTINS et al., 2006; SILVA, et al., 2015; SCHEIBE et al.,
2016), porém todos estes estudos estdo relacionados ao uso do extrato aquoso, ndo sendo
encontrados relatos na literatura sobre o uso do extrato etanolico no tratamento de lesGes
cuténeas.

Da mesma forma, ainda ndo havia relatos na literatura de estudos que avaliassem a
atividade cicatrizante do 6leo das améndoas, sendo relatados apenas as atividades que
auxiliam no processo cicatricial como anti-inflamatoria (BARBOSA et al., 2012; REIS et al.,
2017), antioxidante (BAUER et al., 2019), antimicrobiana (HOVORKOVA et al., 2018) e
imunomodulatoria (PESSOA et al., 2014; SILVA et al., 2015). Sendo assim, a partir do uso
topico etnomedicinal do 6leo e do mesocarpo do babacu, este estudo propds-se investigar suas
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acbes no processo cicatricial feridas cutdneas em ratos, incluindo as atividades
complementares, de forma a determinar a sua eficacia terapéutica em modelos cicatriciais in

vitro e in vivo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, correspondendo a cerca de 16% do peso corporal,
com peso médio de 4kg e pode atingir uma area de 1,8m? da superficie corporal. Suas
principais fungdes estdo relacionadas as capacidades de termorregulacdo, participacdo nas
respostas imunes inata e adaptativa, controle do fluxo sanguineo e regulacdo das funcdes
sensoriais (tato, dor, pressdo, calor e frio), além disso, a pele é responsavel pelo processo de
sintese enddgena das moléculas do grupo vitamina D3 e peptideos antimicrobianos
(CASTRO, 2011). Sendo assim, este 6rgdo é considerado metabolicamente ativo, com uma
variedade de funcbes essenciais para manutencdo da homeostase e da protecdo do corpo
(KENDALL e NICOLAOU, 2013).

A pele é dividida em trés camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme (Fig.1), da
mais externa para a mais profunda, respectivamente (BOLZINGER et al., 2012). Em termos
de classificacdo, este 0rgdo ainda pode ser rotulado segundo a espessura da epiderme como
pele espessa (0,8 - 1,5 mm) e pele fina (0,07 - 0,15 mm). A pele espessa, também denominada
de glabra, é caracterizada pela auséncia de pelos, musculos pilo-eretor e glandulas sebaceas,
sendo encontrada nas superficies palmares e plantares. Ja a pele fina, é encontrada no restante
da superficie corporal. (OVALLC e NAHIRNCY, 2013; SEUNG-HYUN, 2014).

’ y o — Pélo
Poro / ( Extrato Cérneo

Foliculo Piloso

Hipoderme - / Adipécitos
Nervos Sensitivos ;
Terminacées Nervosas Veia

Fibras
Musculares Glandula
Sudoripara

Artéria

Figura 1. Representacdo esquematica da constituicdo da pele. Fonte: RUIVO, 2014.
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2.1.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais superficial do tecido epitelial e é subdividido em cinco
estratos ou camadas, de forma justaposta e ascendente s&o denominadas: camada basal,
camada espinhosa, camada granulosa, camada llcida e camada cornea (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017) (Fig. 2).
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Figura 2. Fotomicrografia das camadas histologicas da pele humana. A — Pele Fina
(coloragdo HE). Aumento de 400x. B — Pele espessa (coloracdo Tricobmico de Masson).
Aumento de 400x. Adaptado: SLOMIANKA, 2009.

A camada basal, também é denominada como camada germinativa por apresentar
células-tronco em sua estrutura. Primordialmente este estrato possui 0s queratinoblastos,
células ricas em agua (70%) e cisteina. Ao ser oxidada, a cisteina da origem a cistina,
iniciando o processo de sintese de queratina (BOLZINGER et al., 2012). O estrato
germinativo é responsavel pela renovacdo fisioldgica do epitélio e do reparo do leito cruento
de lesBes cutaneas. A medida que novas células (queratinoblastos) sdo formadas, elas
substituem as que foram produzidas anteriormente “guiando-as” em sentido a camada mais
externa (SAMUELSON, 2011; OVALLC e NAHIRNCY, 2013).

A camada espinhosa é composta por células poliédricas a pavimentosas. Neste nivel
h& uma diferenciacdo celular e os queratinoblastos passam a se denominar queratindcitos,
estas células ao se deslocarem para a superficie perdem agua e, consequentemente, ha um
achatamento da estrutura celular com aspecto espinhoso, o que justifica a nomenclatura
empregada neste estrato (GARTNER e HIATT et al., 2017).
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Logo acima da camada espinhosa encontra-se a camada granulosa, por sua vez ela é
formada por células mais achatadas que as células do estrato espinhoso. A estrutura
pavimentosa € composta de trés a quatro camadas de células que contém em seu interior
querato-hialina, substancia precursora na formagdo da queratina (EMING et al., 2014;
GARTNER e HIATT, 2017).

A camada lucida € um estrato extremamente fino e com alta dispersdo de querato-
hialina o que, consequentemente, deixa-o com aspecto transparente (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017).

J& a camada cdrnea é o estrato mais superficial da pele. Ela é composta por cerca de 20
a 25 camadas de células mortas, sendo elas achatadas, anucleadas, desidratadas e
descamativas. As células sdo compostas predominantemente por queratina ligada por um
cimento intercelular lipofilico (colesterol, ceramidas, acidos graxos e triglicerideos), no qual
conferem elasticidade e resisténcia, além disso, servem como barreira fisica e quimica para o
meio ambiente (HARRIS, 2009; DANCIK et al., 2015).

Em resumo, no estrato epidérmico sdo encontrados tipos celulares distintos, cujas

descricdes, fungdes e localizacdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Principais tipos celulares da epiderme e suas respectivas fungoes e localizagdes.

Tipos celulares Funcoes Localizaces
Queratinoblastos/ Produzem citocinas pré-inflamatérias (IL-1), Camada Basal, Espinhosa e
Queratindcitos anti-inflamatérias (IL-10), produzem queratina, Granulosa

conferem resisténcia mecanica ao tecido.

Cornedcitos Barreira contra microorganismos impedem a Camada cornea
(queratindcitos desidratacdo do tecido para o meio externo,
anucleares) permitem a absorcdo de  substancias
lipossoluveis.
Melandcitos Protegem contra agBes nocivas dos raios Camada Basal

ultravioletas e sintetiza o pigmento melanina,

conferindo a cor da pele.

Células de Capacidade fagocitaria — ativacdo de linfécitos Camada Espinhosa (Mais
Langerhans T. frequente)
Células de Merkel Sensibilidade tatil. Camada Basal

Fonte: BOLZINGER et al., 2012; MARKS e LOOKINGBILL, 2013.
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2.1.2 Derme

A derme esta localizada logo abaixo da epiderme, sendo separada desta camada por
uma estrutura denominada de I&mina dermo-epidérmica. Esta estrutura é constituida por
papilas dérmicas que sdo originarias da lamina basal da epiderme. Esta, por sua vez, permite a
nutricdo da pele, de forma ascendente, e permite a absorcao de substancias pela pele, de forma
descendente (BARONI et al., 2012; BHUSHAN, 2012).

Estruturalmente a derme é dividida em duas camadas: derme papilar e a derme
reticular (Fig.3). A derme papilar encontra-se interligada a epiderme, por causa desta ligagdo
esta camada emite projecdes denominadas de papilas dérmicas em direcdo a camada
epidérmica. Estas papilas sdo compostas de uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo,
com numerosos fibroblastos, fibras colagenas tipo Ill, fibrilas colagenas tipo IV, fibras
elasticas e vasos sanguineos de menor calibre (ROBERT et al., 2010; RITTIE, 2016). Ja a
derme reticular esta localizada logo abaixo da derme papilar e é formada por um tecido
conjuntivo denso ndo modelado, fibrilas elasticas e colageno tipo I. Contém ainda, vasos
(sanguineos e linfaticos), nervos e estruturas anexas derivadas da epiderme (foliculos
pilossebaceos e glandulas sudoriparas) (KENDALL e NICOLAOU, 2013).

-« . i

Z
lar B SRS

-
S5

oo
Derme,
ada papi
e g

T
cam;
i =

=== .;.';1::

-~

. B L
‘ 147] S
| -
S Derme,
camada reticular

Figura 3. Fotomicrografia de pele fina humana. Coloracgdo HE — Aumento de 100x.
Adaptado: SLOMIANKA, 2009.

No que se refere a esta regido, pode-se afirmar que € responsavel pela resisténcia
estrutural da pele. A superficie da derme € irregular por acompanhar as reentrancias da
epiderme. Devido a este fato, hd& um aumento da superficie de contato entre as duas camadas,

proporcionalmente, o tecido torna-se mais resistente a pressdes e atritos pela formacédo das
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papilas dérmicas (HARRIS, 2009; LUCEY e GOLDBERG, 2014; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017).

O principal tipo celular desta camada sdo os fibroblastos, essas células possuem
prolongamentos no citoplasma, séo dotados de motilidade e capacidade de adaptacdo. Desta
forma, os fibroblastos podem se diferenciar em miofibroblatos, esta diferenciacdo confere a
célula a proteina a-actina, a mesma proteina contratil presente em céelulas musculares lisas.
Estas células contrateis possuem um papel essencial na fase de remodelamento da cicatrizacdo
tecidual, ja que por sua agdo contratil realizam a aproximag&o das bordas das feridas (RITTIE,
2016).

Os fibroblastos desempenham uma funcdo fundamental na sintese e deposicdo da
matriz extracelular (MEC), colageno (tipo | e I1l), elastina e substancia fundamental amorfa
(SFA). A deposicdo da MEC (colageno, fibronectina, glicosaminoglicanas, proteoglicanos e
acido hialurdénico) € uma etapa importante, pois fornece um arcabougo para adesao celular e
regula e organiza criticamente o crescimento, movimento e diferenciacdo das células (ECKES
et al., 2010; BARKER, 2011). Durante o processo de cicatrizacdo tecidual o movimento e
diferenciacéo celular estéo relacionados com a estimulagdo da adesdo e migracao das células,
assim como a mediacao das interagdes entre as células, entre as células e a matriz, ou entre as
proteinas da MEC (SHULTZ e WYSOCKI, 2009; SHULTZ et al., 2011).

2.1.3 Hipoderme

A hipoderme é a camada mais interna da pele. E constituida basicamente por vasos
sanguineos e adipdcitos. Estas células sdo envolvidas em feixes de tecido conjuntivo e
formam lobos de gordura. As principais funcGes deste estrato sdo: isolamento térmico,
protecdo mecanica, producdo de energia, além de liberar compostos bioativos (adipocinas)
que influenciam outras células cutaneas. Estes compostos estdo presentes em processos como
a hiperplasia dos adipécitos. O aumento no volume destas células ocasiona a liberacdo de
acidos graxos livres, estes por sua vez, alteram a fungédo dos fibroblastos, comprometendo sua
proliferacédo, afetando também a producéo de colageno e, consequentemente, comprometendo
0 processo de reparo tecidual (BARONI et al., 2012; KENDALL e NICOLAQU, 2013).
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2.2 Feridas e Mecanismos de Cicatrizacao

A ferida pode ser definida como ruptura de uma estrutura anatdbmica normal da pele e,
principalmente de sua fungdo (SCEMONS e ELSTON, 2011; BUENO et al. 2016). Elas
podem acometer 0os mais diversos tipos de tecidos corpéreos desde camadas superficiais,
como na pele (epiderme, derme e tecido subcutaneo), até camadas mais profundas, como
aponeuroses, musculos e 0ssos, gerando lesdes superficiais e/ou profundas, respectivamente
(XIE et al. 2013; SANTOS et al., 2014).

Clinicamente a profundidade e a perda tecidual das lesdes é o que determina a forma
de cicatrizacdo e a classificacdo ocorre em trés categorias: primeira intencdo, segunda
intencdo e terceira intencdo. Na primeira inten¢do ocorre pouca perda tecidual na ferida,
sendo uma lesdo mais linear (ferida cirdrgica, por exemplo), e ela pode ter suas bordas
aproximadas por meio de suturas, grampos ou fitas adesivas. O periodo de reparo ocorre em
até 10 dias. JA a de segunda intencdo ocorre quando a perda tecidual ndo permite a
aproximacdo das bordas da ferida, e a mesma é preenchida lentamente com tecido de
granulacdo (rico em vasos, fibroblastos e fibras colédgenas). Normalmente, este tipo de
cicatrizacdo ocorre em pacientes com comorbidades subjacentes (Ulceras vasculares ou de
pressdo) ou em pacientes com pos-operatorio (PO) que desenvolveram deiscéncia (devido a
infeccdo ou hematoma). Entretanto, a terceira intencdo € considerada por alguns autores por
se tratar de uma “inten¢@o primaria tardia”, ou seja, ocorre apés a abertura da ferida, devido a
infeccdo ou contaminagdo. Os tecidos ndo viaveis sdo removidos, e na sequéncia as bordas
sdo aproximadas e a cura continua como por intencdo primaria (BELDON, 2010;
ROUBELAKIS, 2014).

Fisiologicamente o0 mecanismo do reparo tecidual inicia-se quando o tecido é
danificado, posteriormente, 0 mesmo tecido é degradado e substituido gradualmente por
células que formam um tecido novo até que a integridade da pele seja restaurada. O processo
cicatricial depende da extensdo e da profundidade da lesdo, podendo durar meses ou até
mesmo anos. Em injurias superficiais, na epiderme, as células regenerativas migram do tecido
profundo para o mais superficial, finalizando a epitelizacdo de 7 a 10 dias. Entretanto, nas
injarias mais profundas em que ocorre perda de tecido dérmico e anexos (glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas e foliculos pilosos) e a reepitelizacéo sé é finalizada quando toda a area
da lesdo é preenchida por tecido conectivo (BELDON, 2010). Na literatura 0 mecanismo da
cicatrizacdo € classificado em quatro fases: hemostasia, inflamagdo, proliferacdo e
remodelamento (BOATENG et al., 2008; IRION, 2010; BEITZ, 2012).
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Em resumo, essas fases iniciam com o extravasamento de células sanguineas para o
tecido. Como resposta imediata hd a ativacao plaquetaria, inicio da cascata de coagulacédo e
formacdo da malha de fibrina, formando uma matriz provisoria para migracao celular. Até
72h da lesdo ha o influxo de células inflamatérias para o leito da lesdo, especialmente
neutréfilos e macréfagos que opsonizam os microorganismos e realizam a limpeza de células
mortas. Por volta do 4° dia ha a liberacdo de fatores de crescimento que estimulam
proliferacdo e migracgéo de fibroblastos, neoangiogénese e formacdo do tecido de granulagéo.
Geralmente, ao 15° dia ha migracdo e diferenciacdo de queratindcitos, substituicdo do
colégeno Il por colageno | com intensa acdo das metaloproteinases da matriz (MMP’s) (Fig.
4) (BEITZ, 2012; SANTOS et al., 2016).

2.2.1 Fase hemostética

Esta fase € o primeiro evento que ocorre apds a injuria tecidual (MOHD et al., 2012).
Com o sangramento ativo os vasos danificados sofrem a acdo de fatores vasoconstritores tais
como serotonina, tromboxano A2 e adrenalina, assim como a adesao, agregacao e ativacao
plaquetéria, no local da lesdo (WU e CHEN, 2014). As plaquetas agem inicialmente como
modulador inicial no processo cicatricial. Assim que a injuria tecidual acontece, 0s
componentes sanguineos entram em contato com o coladgeno e outros elementos da MEC do
epitélio lesionado, esta acdo provoca uma rapida ativacdo plaquetaria, iniciando a cascata da
coagulacdo (ISAAC et al., 2010; VERSTEEG et al. 2013).

Por meio do modelo de cascata (MACFARLANE, 1964; DAVIE e RATNOFF; 1964),
a coagulacdo ocorre a partir da ativacao proteolitica sequencial de pré-enzimas por proteases
do plasma, resultando na formacao de trombina que, entdo, quebra a molécula de fibrinogénio
em monomeros de fibrina, este Gltimo se polimeriza pela acdo do fator XIII, formando assim
um coagulo (REINKE e SORG, 2012). Esta proposta dividiu a coagulagdo em via extrinseca
(envolvendo elementos do sangue e também elementos que usualmente ndo estao presentes no
espaco intravascular) e uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no espaco
intravascular), que convergem para uma via comum, a partir da ativacdo do fator X.

Outros estudos (RIDDEL et al., 2007; TANAKA et al., 2009; ZABCZYK et al., 2010)
propuseram um modelo baseado em superficies celulares, no qual a hemostasia requer
substancias procoagulantes ativadas que permanecam localizadas no sitio da lesdo para a
formacéo de tampdo plaquetario e de fibrina neste local. Neste modelo, o fator tecidual (FT)

néo é expresso nas células endoteliais, mas esta presente nas membranas das células ao redor
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do leito vascular, como células do musculo liso e fibroblastos. Sendo assim, as evidéncias
sugerem que o FT esta também presente no sangue em microparticulas celulares (podem
desempenhar importante papel nos processos tromboticos) provenientes de membranas
fragmentadas de varios tipos de células, como leucocitos e células endoteliais, bem como de
plaquetas. Esta teoria da coagulacdo é baseada em quatro fases (Tab. 2).

Tabela 2. Resumo da teoria da coagulacdo baseada nas superficies celulares.

Fases da Coagulacéo

Iniciacéo Amplificacdo Propagacéo Finalizacdo
Endotélio vascular e Trombina ativa Produc&o de grande Processo da coagulagdo é

células sanguineas plaquetas, cofatores V quantidade de limitado para evitar a ocluséo

circulantes sdo e VIII, e fator XI na trombina, formacéo de trombotica ao redor das areas

perturbados; superficie das um tampao estavel no integras do vaso.

Interacdo do Fator plaquetas. sitio da lesdo e
Vlla derivado do interrupgdo da perda

plasma com FT. sanguinea.

Fonte: FERREIRA et al., 2010.

Os resultados dos processos hemostaticos ddo origem a moléculas de fibrina insoluvel,
sendo esta responsavel pela hemostasia dos capilares lesionados e liberacdo de grénulos
presentes nas plagquetas contendo fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator
de crescimento de transformacao beta (TGF-p), fator de crescimento derivado dos fibroblastos
(FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento insulin-like (IGF),
prostaglandinas e tromboxanos (BOATENG et al., 2008; ROUBELAKIS et al., 2014).

O TGF-B promove a proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e células
epiteliais. Além disso, os outros fatores supracitados participam de diversos processos
moleculares, incluindo: a migracédo dirigida de células alvo, quimiotaxia de fibroblastos e
queratindcitos (PDGF) e sintese de colageno e outras proteinas da MEC (TGF-B, FGF e IGF)
e no microambiente da ferida regula a inflamacdo e remodela o tecido conjuntivo recém-
formado (TGF-B) (BELDON, 2010; IRON, 2010).

2.2.2 Fase inflamatéria

Esta fase € considerada como a segunda etapa do processo da cicatrizacdo da ferida,

todavia, ela é iniciada a partir dos mediadores liberados pelas células lesadas, ativacdo das
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plaquetas e citocinas, e ainda pelos subprodutos da hemostasia. Por esta razdo, o resultado
desta etapa € o controle do sangramento, estabelecimento de uma matriz proviséria, com
propriedades quimioatrativas e de um leito limpo para a cicatrizacdo da lesdo (BOATENG et
al., 2008; HSU e MUSTOE, 2010, PARK et al. 2014).

Nesta fase h& respostas celulares e vasculares como a vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade capilar, a ativacdo do complemento, e a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) (BOATENG et al., 2008; BELDON, 2010; BEITZ, 2012). Os
eventos vasculares supracitados causam extravasamento do exsudato, com aumento da
temperatura da lesdo e esse microambiente favorece a migracdo e ativacdo das células
inflamatorias. Sendo assim, a inflamacdo desencadeia cinco sinais, também denominados de
cardinais ou flogisticos: dor, calor (aumento da temperatura), tumor (edema), rubor (eritema)
e perda da funcdo da regido afetada (lesbes das terminagdes nervosas). Esses sinais sdo
consequéncias de eventos vasculares e celulares, desencadeados pela ativacdo de mediadores
quimicos, que controlam e modulam todo processo inflamatério (SCHULTZ et al., 2003;
IRON, 2010).

Os mediadores do tecido lesionado, juntamente com a ativagdo do sistema
complemento, iniciam o recrutamento de células inflamatorias. Os neutr6filos sdo as
primeiras células que migram para o tecido lesionado, chegam ao local em até 24h e podem
permanecer no local por horas ou dias até que o tecido esteja livre de bactérias e tecidos
desvitalizados (BELDON, 2010; SIEBERT et al. 2011, LAMEL e KIRSNER, 2013). Para
tanto, essas células necessitam de um processo denominado diapedese para atravessar 0S
vasos sanguineos, chegar ao local da lesdo e, efetivamente, realizarem suas fungdes. Para que
ocorra a diapedese as células do endotélio, em resposta a citocinas como interleucina-1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), passam a expressar molécula de adesdo celular
(ICAM-1), molécula de adesdo de célula vascular (VCAM-1) e E-selectina (SELE). No
ambito molecular as citocinas possuem acgfes estimulantes e inibitorias sobre as células
inflamatorias (Tab.3) (KUJATH e MICHELSEN, 2008; HOU et al. 2015). Apos as
modificacbGes do endotelio, juntamente com a adesdo celular e a exposicdo a quimiocinas, 0
citoesqueleto dos PMN é modificado, o que permite a chegada delas ao local injuriado
(VESTWEBER, 2015).



Tabela 3. Citocinas na fase inflamatdria da cicatrizagao.
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Citocinas  Principais Atividades Referéncias
5 5| TNF-a Atua em vérias etapas do mecanismo de recrutamento de OLIVEIRA et al.,
§ E leucdcitos, neutréfilos e macrofagos, induzindo a regulacédo 2011;
: - da adesdo molecular, producéo de quimiocinas e matriz de GRAGNANI et al.,
i:i metaloproteinase, bem como inibidores teciduais de 2013.
8 metaloproteinases.
IL-1p E uma interleucina chave da resposta antimicrobiana por MACLEOD et al.,
amplificacdo da resposta inflamatdria; 2014;
Estimula o recrutamento de leucdcitos, ZHAO et al., 2016.
Aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos;
Em fases mais tardias, agem na quimiotaxia de fibroblastos
e queratindcitos.
IL-2 Ativacéo e crescimento de células T; MELDO et al., 2010;
Aumentam a infiltracdo fibroblastica e o metabolismo DOERSCH et al.,
celular. 2016.
IL-6 Mediador  pro-inflamatério  solivel com  atividades JOHNSON e
pleiotrépicas na inflamacao; WILGUS, 2012
Estimulam a proliferacdo de fibroblastos. TANAKA et al., 2014.
IL-8 Promovem a quimiotaxia de macréfagos e leucocitos KOLACZKOWSKA e
poliomorfonuclerares (PMN) e a maturagdo de KUBES, 2013;
queratinocitos. Em  consequéncia, estimulam a  WULFF e WILGUS,
reepitelizacdo, angiogénese e o remodelamento da matriz 2013.
extracelular.
IFN- vy Em macréfagos e PMN ativados estimulam a atividade da =~ KANOH et al., 2019
colagenase;
Producéo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1 e TNF-a.
o IL-4 Inibicho de TNF-a, IL-1, IL-6, da proliferacio de KAPELLOS e IQBAL,
*:, fibroblastos, e da sintese de colageno; 2016.
é Repressdo das proteinas fibrosas da matriz, mais SEREZANI et al.,
© especificamente a fibronectina, refeletindo no retardo na 2017.
reepitelizacéo da ferida.
™~ IL-17 Formacdo de IL-6 e IL-8 (quimiocina) e da molécula de GENOVESE et al.,
= adesdo intercelular em fibroblastos. 2010;
é Tem papel importante na resposta imune a certos patégenos, RODERO et al., 2012.
‘8 como bactérias extracelulares e fungos.
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a 5 1L-10 Inibicdo de TNF-a, IL-1p, IL-6; NORRIS et al. 2014;
— |

~§ e Regula citocinas fibrogénicas, como a transformacdo do BESERRA etal., 2019.
m N

g fator de crescimento B (TGF-B), como parte de seu papel na

(]

lﬂ_i regulacdo da remodelacéo tecidual.

3

=

N

@)

TNF-o: Fator de Necrose Tumoral Alfa; IL’s: Interleucinas; IFN-y: Interferon Gama.

Adaptado: Proprio Autor.

Os neutréfilos atuam ainda na liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
nitrogénio (ERNS) e de proteases (elastase, colagenase e catepsina G). Entretanto, apos cerca
de 2 — 5 dias da diapedese os PMN entram num processo de apoptose, resultando na producéo
de secrecdes (exsudato), e sdo gradualmente substituidos por mondcitos (LAMEL e
KIRSNER, 2013; WILGUS et al., 2013; WU e CHEN, 2014). Os mondcitos, assim como 0s
neutrofilos, migram para a MEC por estimulo quimiotatico. Neste ambiente 0s mondcitos
sofrem a acdo de mediadores inflamatorios, como 0 TGF-B ¢ produtos de degradagdo de
fibrina e fibronectina, proveniente da MEC “temporaria” (GUO; DIPIETRO, 2010). Apos a
acao dos mediadores inflamat6rios os mondcitos passam a ser denominados de macrofagos.
No que Ihe concerne participa da fagocitose e eliminacdo de bactérias e/ou remogdo de células
e tecidos mortos, através da secrecdo de MMPs da matriz (colagenase e elastase) (GUO e
DIPIETRO, 2010; MOHD et al., 2012).

Iniciando o processo de transicdo para a proxima fase, hd a degradacdo da MEC e
tecido necrético a fim de facilitar o transito na regido de lesdo, além da fagocitose, os
neutréfilos e macréfagos secretam MMPs e inibidores das metaloproteinases (TIMPS)
(VEROLLET et al., 2011; EMING et al., 2014). Além disso, os macrofagos secretam diversos
fatores de crescimento, dentre os quais se incluem: EGF, FGF, PDGF, TGF-$ e VEGF (Fator
de Crescimento Endotelial Vascular) (REINKE e SORG, 2012). Esses fatores atuam
positivamente na migracdo e proliferacdo de fibroblastos (EGF e PDGF) e queratinécitos
(FGF), na deposicdo de elementos na MEC (TGF-B) e fatores angiogénicos (VEGF e FGF)
(HSU & MUSTOE, 2010; SIEBERT et al. 2011, LAMEL e KIRSNER, 2013).

O término da fase inflamatoria inicia-se com a reducdo de macrofagos e a auséncia de
neutréfilos no local da ferida é o que caracteriza o inicio da fase proliferativa. Portanto, a
remocdo dos neutrofilos é essencial para a ferida seguir para a proxima etapa do processo

cicatricial. Esta remocdo e realizada, principalmente pelos macréfagos que induzem a
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apoptose dos neutrofilos, em um processo chamado eferocitose (DIEGELMANN e EVANS,
2004; TOWNSEND et al., 2012).

2.2.3 Fase proliferativa

Esta fase se inicia a partir da intensa producdo e liberacdo de mediadores quimicos
produzidos pelos macréfagos, que induzem a migracdo celular e a proliferagdo dos
fibroblastos. Sendo assim, a fase proliferativa é constituida pelas seguintes etapas:
epitelizacdo, formac&o de tecido de granulagéo e deposicdo de colageno. J& nas primeiras 24h
as células epiteliais iniciam a migracdo da periferia para o centro da lesdo a fim de
restabelecer a integridade tecidual (CAMPOS, 2007; IRION, 2012; PARK et al. 2014).

Os mecanismos envolvidos na proliferacdo tecidual estdo destinados a cobrir a area da
ferida com uma nova pele (reepitelizacdo), esse processo é estimulado pela IL-1 e 0 EGF
(BEITZ, 2012). Para que o leito da lesdo seja preenchido é necessario um estimulo para a
migracéo e proliferacdo celular (fibroblastos e queratindcitos) das margens para o centro da
ferida (Fig. 5). Este mecanismo foi descrito por Montesano e Orci (1988) e foi denominado de
“efeitos de vizinhanga livre”. Através destes efeitos as células basais proximas a regido da
ferida perdem a interacdo com as células adjacentes e, a medida que a adesdo celular se
desfaz, as mesmas células sdo ativadas e adquirem propriedades mitdticas para a
reepitelizacdo da lesdo (REIKE e SORG, 2012). O preenchimento superficial da ferida é
influenciado por diversos sinais alusivos com a injuria tecidual, como fatores de crescimento,
incluindo o IGF, fator de crescimento de queratindcitos (KGF), fator do crescimento nervoso
(NGF); citocinas e oxido nitrico (NO), este ultimo sintetizado pelos macréfagos e células
endoteliais (BARRIENTOS et al., 2008; OVALLC e NAHIRNCY, 2013).

As células do estrato basal se desprendem da membrana basal, se diferenciam em
queratindcitos ativos e migram para formar as camadas superiores. O desprendimento destas
células da membrana basal da-se pela acdo de enzimas como MMPs 2 e 9. Estas enzimas por
sua vez degradam o colageno (tipo IV) da membrana basal e o colageno (tipo VII)
responsavel pela formacgdo de fibrilas de ancoragem do epitélio com a membrana basal
(OLCZYK et al., 2014). Ademais, ha trés fontes de fornecimento de queratindcitos para
reposicdo dos estratos epiteliais: a partir da borda da ferida, dos anexos cutaneos como 0s
foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, que se proliferam e perdem seus desmossomos e 0s
filamentos internos de queratina, migrando para o centro da lesdo. (LAU et al.,2009;
GARTNER e HIATT, 2017).
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Os queratindcitos desenvolvem filamentos de actina, perdem sua polaridade
apical/basal e utilizam seus pseuddpodes em direcdo ao centro da lesdo, produzindo
provisoriamente uma matriz de fibrina, fibronectina e colageno tipo V. Essa migracdo de
queratindcitos € dependente do tecido de granulacdo, pois, a mesma so inicia quando o tecido
de granulacdo alcanca o nivel da epiderme (IRON, 2010; SARANDY et al. 2015).

Para a formacdo do tecido de granulagdo sdo necessarias duas condi¢fes: migracédo e
proliferacéo fibroblastica (fibroplasia) e a formacéo de novos vasos sanguineos (angiogénese).
Estes dois processos substituem temporariamente a derme até que o processo de maturacéo
possa reestruturar esta camada, na fase de remodelamento. O tecido de granulacdo contém
uma grande quantidade de fibroblastos, células inflamatdrias (granuldcitos e macréfagos) e
vasos sanguineos (SCHULTZ e WYSOCKIW, 2009; BAHRAMSOLTANI et al. 2014). O
aspecto granulado do tecido conjuntivo recém-formado, juntamente com um “emaranhado” de
capilares, denomina o termo “granulacdo” ao tecido neoformado. Este tecido apresenta um
metabolismo mais rapido, comparado com a derme, possuindo células com alta demanda
energética. Isto porque nestas células, a migracdo celular, divisao e biossintese de proteina sdo
intensificadas (NAUTA et al., 2011).

No processo de fibroplasia ocorre a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e
consequentemente sintese de novos componentes da MEC. De forma geral, nesta fase os
fibroblastos sdo as células em maior quantidade no tecido conjuntivo e sdo responsaveis pela
sintese da maior parte da MEC que a compde (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). Os
fibroblastos iniciam seu processo de migracao e proliferacdo, cerca 48 — 72 horas a partir do
momento em que a lesdo aparece. Inicialmente, a partir das margens livres da ferida as células
mesenquimais da derme se diferenciam em fibroblastos, ap6s a a¢do de citocinas e fatores de
crescimento derivados de plaquetas, neutrofilos e macrofagos (SORRELL et al., 2004;
MARKS e LOOKINGBILL, 2013).

Com o aumento dos fibroblastos ativados para a producgdo de coldgeno local, a MEC
comega a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico. Estas células
migram para a ferida, s@o ativadas pelo PDGF e saem do seu estado de quiescéncia. Esse
movimento é direcionado pela orientacdo da matriz provisoria, um fenébmeno conhecido como
“guia de contato”, e ¢ facilitado quando a composicdo da MEC temporaria é mais rica em gel
de fibronectina que em colageno, sendo orientado pelo gradiente de substancias
quimioatraentes (EGF e PDGF) (MCDOUGALL, 2006; BAHRAMSOLTANI et al. 2014).

Ainda sobre a MEC temporaria, ela possui moléculas de acido hialurénico que sdo

glicosaminoglicanos (GAGs) com uma alta capacidade de associacdo a agua, 0 que garante a
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caracteristica viscosa e espacada, aléem disso, a MEC possui outros componentes como
colageno do tipo I e 111, elastina, proteoglicanos e proteinas nao coladgenas. Sendo assim, suas
caracteristicas estruturais iniciais permitem o recrutamento de mais células para a area da
ferida. Os componentes da MEC séo sintetizados principalmente por fibroblastos que tem sua
atividade regulada por PDGF e TGF-f (HINZ, 2007; SCHULTZ e WYSOCKIW, 2009;
SINNO e PRAKAS, 2013).

Os fibroblastos sofrem mudancas fenotipicas (IRON, 2010; SARANDY et al. 2015).
Alguns fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos (fibroblastos com capacidade
contrétil) (Fig.6). Para a formacdo do miofibroblasto é necessaria uma alta concentragéo de
oxigénio para a hidroxilacdo dos residuos de prolina e lisina nas cadeias polipeptidicas do
colageno, montadas no citoplasma dos fibroblastos, sendo isto proporcionado pela rede
capilar neoformada (PEREIRA et al., 2008; SHINGEL et al., 2008; RAM et al. 2015). O
ressecamento da crosta superficial da ferida também auxilia no processo de contracao, pois, a
desidratacdo leva a reducdo do tamanho da lesdo e arrasta o tecido a ela aderido. Nesta
condicdo para fechamento da lesdo as margens se movem uma em dire¢do a outra como se
existisse uma linha de tens&o invisivel entre elas, mesmo quando o espaco da lesdo esta
preenchido com tecido de granulacdo (SHINGEL et al., 2008; HATANAKA et al., 2013).

Para que haja formacdo do tecido de granulacdo o processo de angiogénese é
importante, pois restaura a circulacdo no local danificado, impedindo o desenvolvimento de
necrose isquémica, a0 mesmo tempo estimula o processo de reparo nos tecidos. Esta
neovascularizacdo é desencadeada pela acdo direita dos fatores de crescimento sobre o
endotélio vascular (VEGF e TNF-a), baixa tensdo de oxigénio que ocorre no centro da ferida
e pH reduzido e/ou concentracdo elevada de acido latico (SHINGEL et al., 2008;
HATANAKA et al., 2013; SANTOS et al., 2014). Além disso, outros mediadores soltveis
tém participacdo, tais como fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), TGF-p,
angiogenina e angiotropina, que sdo advindos de células epiteliais, fibroblastos, células
endoteliais e macrofagos e apresenta uma forte atividade pré-angiogénica (SINNO e
PRAKAS, 2013).

A angiogénese permite a troca de gases e nutrem as células metabolicamente ativas.
Com os estimulos dos fatores de crescimento, ja supracitados, as células endoteliais dos
capilares integros, na margem da lesdo, passam a secretar MMP (MMP-1 ou colagenase) e
ativador do plasminogénio. Essas substancias promovem aberturas na membrana basal
permitindo a migracdo das células endoteliais que, ao atravessarem a parede do vaso e

utilizarem como substrato a MEC provisoriamente produzida, segue em direcdo a regido da
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lesdo. Ao sair do vaso, essas células se diferenciam para formarem novos tubos capilares, ou
também denominados de brotos capilares (Fig. 4). Esses brotos se unem ao capilar de origem
para o reestabelecimento do fluxo sanguineo (PEREIRA et al., 2008; SHINGEL et al., 2008;
RAM et al. 2015).
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Figura 4. Esquema ilustrativo das fases da cicatrizacdo. A) Injuria tecidual —
extravasamento de aminas vasoativas e células sanguineas para a derme danificada; B)
Coagulacdo — hemostasia por formacdo de coagulo de fibrina. C) Inflamacdo Inicial
(recente) — recrutamento de PMNs por fatores plaquetarios (PDGF e TGF-B); D) Inflamacgéo
Tardia — substituicdo das PMNs por macrofagos. E) Proliferacdo — fibroblastos sdo
recrutados para a ferida, dando inicio a sintese do colageno. F) Remodelamento — reduc¢édo na

sintese do colageno e reestruturacdo do tecido neoformado. Fonte: BEANES et al., 2003.

Ao final desta etapa, o leito da lesdo esta preenchido em sua totalidade por tecido de
granulacdo, a circulacdo é restabelecida pela angiogénese e a rede linfatica esta passando por
regeneracdo. Além disso, as células voltam a apresentar o fendtipo original, a membrana basal
é refeita e os hemidesmossomos e desmossomos séo reconstituidos. A aparéncia de cicatriz
comega a se estabelecer pelo acimulo de massa fibrosa (PEREIRA et al., 2008; SHINGEL et
al., 2008; PARK et al. 2014).
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2.2.4 Fase remodelativa

Esta fase representa a ultima etapa do processo cicatricial, podendo levar meses ou até
anos para se completar (BELDON, 2010; MARKS e LOOKINGBILL, 2013). Por volta do
décimo dia, o leito da lesdo encontra-se totalmente preenchido pelo tecido de granulagéo e por
uma rede linfatica em fraca regeneracdo, devido a sua reconstrucdo iniciar-se apos a
angiogénese. O tecido neoformado vai, paulatinamente, sendo enriquecido inicialmente com
fibras de colageno mais finas (tipo I11), e aos poucos sera substituido por um colageno mais
espesso (tipo 1). Esse processo de substituicdo reduz o colageno tipo Il de 30% para 10%,
todavia, apesar dessa mudanca aumentar a resisténcia do tecido, o novo tecido cicatricial s6
apresenta apenas 80% da forca de tensdo da pele ndo lesionada (BALBINO, 2005; SHINGEL
et al., 2008; IRION, 2012).

A resisténcia de uma cicatriz € demonstrada pela quantidade de colageno que é
produzida, depositada e, principalmente, pela forma em que as fibras estdo organizadas.
Sendo assim, o processo de remodelamento da cicatriz envolve a producdo, digestdo e
orientacdo das fibras de colageno. Inicialmente, a deposicdo é dependente da natureza e
direcdo das tensbes aplicadas ao tecido, além disso, este depoésito € realizado de maneira
aleatoria tendo como orientacdo a organizacdo da fibronectina. Subsequentemente, as fibras
depositadas sdo digeridas pela colagenase, re-sintetizadas, rearranjadas de acordo com a
organizacdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligacdes
covalentes. Esse tipo de ligacdo ocorre entre moléculas de tropocolageno no ambito da fibrila
e entre as proprias fibrilas (CAMPQS, 2007; PEREIRA et al., 2008; SHINGEL et al., 2008;
HATANAKA et al., 2013).

O processo de repeticdes sucessivas da lise, re-sintese, redirecionamento e religacao
formam fibras maiores de colageno e resultam numa configuracdo mais regular da cicatriz.
Essas repeticdes, juntamente com as ligacOes covalentes, aumentam a resisténcia da cicatriz,
devido a organizacgdo das fibras acompanharem as forgas mecanicas a que o tecido esta sujeito
durante a atividade normal (MCDOUGALL, 2006; CAMPOS et al., 2007).

Ao final desta etapa, os eosinofilos e os linfocitos aparecem nas ultimas fases do
processo de reparo tecidual, produzindo fatores de crescimento (eosinéfilos e linfécitos) e
exercendo acBes imunes (linfécitos) (BALBINO, 2005; BROLMANN et al., 2012). Os
anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sofrem regeneragdo limitada e a cicatriz

permanece palida por regeneracdo deficiente de melandcitos e desaparecimento dos capilares
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neoformados (SCHULTZ et al., 2003; BOATENG et al., 2008; MARKS e LOOKINGBILL,
2013).

Portanto, foi visto que o processo de cicatrizacdo envolve muitos fatores locais e
sistémicos (Fig. 4), que a depender da regulacdo podem interferir no seu resultado. Tal
desregulacdo pode resultar em um atraso do processo, com a formacao de feridas cronicas as
quais apresentam, frequentemente, periodo inflamatoério prolongado, levando a um processo
de cicatrizacdo adiado ou incompleto. Ocasionalmente, na fase de remodelamento o
desequilibrio das fases anteriores pode gerar uma cicatriz anormal, denominadas como:
cicatriz atréfica, cicatriz hipertrofica ou queloide (AMINI e PARVARES, 2009; ABBADE,
2014).

Além disso, maltiplos fatores podem levar a deteriorizacdo da cicatrizacdo de feridas.
Em termos gerais, os fatores que influenciam o reparo podem ser categorizados em local e
sistémico. Fatores locais sdo aqueles que influenciam diretamente as caracteristicas da propria
ferida, como: insuficiéncia circulatéria local, hipoxemia, infeccdo, presenca de corpo
estranho. Dentre os fatores sistémicos estdo: idade, estresse, doencas (por exemplo, diabetes),
uso de medicamentos (por exemplo, anti-inflamatorios), tabagismo, condi¢Ges
imunocomprometidas (por exemplo, AIDS) e nutrico. Muitos desses fatores estdo
relacionados, e os fatores sistémicos agem através dos efeitos locais que afetam a cicatrizacao
de feridas (GUO e DIPIETRO, 2010).

No campo terapéutico as feridas podem ser tratadas com os mais diversos produtos.
Entretanto, 0 acesso a esses insumos nem sempre é possivel, e a populacdo recorre para as
fontes alternativas, como os produtos naturais de origem animal e/ou vegetal. Especificamente
no territorio brasileiro esta pratica se expandiu devido aos efeitos colaterais de farmacos
sintéticos, facil acesso a fontes naturais, baixo custo do tratamento e realizacdo de estudos
etnomedicinais. Estes estudos norteiam as pesquisas laboratoriais e clinicas e embasam a
utilizacdo de produtos fitoterapicos nos tratamentos das lesdes (MARTINS et al., 2007,
CARNEIRO et al., 2010; LORENZI et. al., 2010; KIM et al., 2015).

2.3 Produtos de origem vegetal no tratamento de feridas

Ha séculos, ou até mesmo milénios, as plantas medicinais sdo utilizadas no processo
de cicatrizacio de feridas. Em alguns paises, como a india essa pratica data a mais de 5000
anos (GARODIA et al., 2007). De maneira geral, as plantas sdo indicadas e utilizadas apds

um ferimento cutaneo por serem a elas atribuidas propriedades terapéuticas. Sendo que,
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algumas delas promovem o a coagulacdo do sangue, evita infeccdes e acelera o processo de
cicatrizacdo, promovendo o fechamento de lesdo, alcancando a cicatrizacdo funcional e
satisfatoria (VARGAS et al., 2014; SOUZA et al., 2016).

Mesmo com a diversidade de produtos existentes no mercado para tratamento de
feridas, as plantas medicinais, em geral apresentam baixo custo e séo facilmente encontradas,
sendo assim, ganham espaco no mercado com o intuito de aumentar as op¢des terapéuticas
(WANG et al.,, 2013). Vale salientar, que apesar dos grandes avancos na oferta de
medicamentos, pela industria farmacéutica no tratamento de lesGes cutédneas, menos de 3%
destes insumos estdo presentes nas farmacopeias ocidentais como como agente cicatrizante.

Destes, pelo menos um terco é obtido de plantas (LORDANI et al., 2018).

2.3.1 Extratos

O uso de plantas medicinais para o tratamento de injurias teciduais sempre foi
considerado como fonte principal e/ou alternativa para os mais variados tratamentos de
afeccOes cutaneas (ALMEIDA et al. 2014; KANT et al. 2015). Para tanto, a etnomedicina é
utilizada em diversos paises (ALERICO et al. 2015; AGYARE et al. 2016; JOSHI et al. 2016;
ADAMS et al. 2016), para o desenvolvimento de novos farmacos. Para obtencdo dos extratos,
a matéria-prima (porc¢des desidratadas da planta), podem ou ndo passar por tratamento prévio
(moagem, por exemplo), e sdo preparados com processos envolvendo o uso de solvente, vapor
e fluido supercritico (TELO et al. 2014; GONCALVES et al. 2014).

Independentemente do método de extracdo adotado é importante a caracterizagdo dos
metabdlitos secundarios presentes num extrato. A presenca destes compostos infere suas
possiveis acdes, como os flavonoides, outros polifendis e alcaloides sdo conhecidos por
promover 0 processo de cicatrizacdo devido a sua propriedade anti-inflamatoria,
antimicrobiana (KCHAOU et al. 2016; TALEB et al. 2016), antioxidante (TSALA et al.
2014; UDEGBUNAM et al. 2014) e imuno-estimuladora (THI et al. 2002), que parecem ser
responsaveis pela contracdo da ferida e um aumento da taxa de epitelizacdo. Dentre 0s
compostos fenolicos destacam-se 0s taninos. Estes metabolicos secundarios s@o responsaveis
pela adstringéncia dos vegetais. Esta caracteristica confere as espécies acdes anti-inflamatéria
(RAPHAEL e CUTAN, 2003), anti-ulcerogénica (BERENGUER et al., 2006; HIRUMA-
LIMA et al., 2006) e cicatrizante (FERNANDEZ et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2008).

A propriedade cicatrizante dos extratos de plantas vem sendo associada a uma

diversidade de espécies pelo mundo como: Ageratum conyzoide L., Anthocleista djalonensis
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A. Chev., Napoleona imperialis P. Beauv., Ocimum Gratissimum L., Psidium guajava L.
(CHAN et al., 2006); Atropha gossypiifolia L. (SERVIN et al., 2006); Jasminum grandflorum
Linn (NAYAK e MOHAN, 2007); Pfaffia glomerata. (Spreng.) (SILVA et al., 2010);
Sonchus oleraceus L. (PRICHOA et al., 2011); Albizzia lebbeck Benth (CARRINGTON et
al., 2012); Cleome viscosa (UPADHYAY et al., 2014); Vitis Vinifera (NAYAK et al., 2010);
e Punica granatum (NAYAK et al., 2013), Calendula officinalis (PARENTE et al., 2009;
PARENTE et al., 2011; WANG et al., 2013). No contexto brasileiro das pesquisas com
plantas medicinais com potencial cicatrizante, destaca-se a Myracrodruon urundeuva fr. All.
(CAVALCANTE et al.,, 2005); Anacardium occidentale L. (SCHIRATO et al, 2006);
Stryphnodendron adstringens (Mart.) (MINATEL et al, 2010) e Arrabidaea chica Verlot.
(JORGE et al, 2008; ARO et al, 2013).

Com base no exposto, os extratos de plantas medicinais tornam-se alternativas de
grande relevancia para o processo de cicatrizacdo de feridas, todavia, as partes utilizadas
destas plantas podem variar (raiz, caule, folhas, frutos e sementes), resultando em diferentes
extratos (por exemplo, aquoso e etndlico) e/ou O6leos vegetais (PIRIZ et al., 2014,
RODRIGUES et al., 2016).

2.3.2 Oleos

Os oleos de origem vegetal sdo fontes alternativas para o tratamento de feridas em
diversos paises, principalmente em paises da América Latina (HATANAKA et al., 2013).
Devido as condigdes socioeconémicas destes paises, nem sempre a disponibilidade de
medicamentos e insumos, desta forma ha a procura principalmente por fontes vegetais para
tratamentos das mais diversas afeccdes cutaneas (LORDANI et al., 2016). Nesses 0leos, 0s
acidos graxos formam uma classe de compostos que contém uma cadeia hidrocarbonada e um
grupamento carboxila terminal. Apresentam trés funcgdes principais: sdo componentes
estruturais das membranas biologicas; atuam como precursores de mensageiros intracelulares
e sdo oxidados, nesse caso, gerando energia — adenosina trifosfato (ATP) (HATANAKA et
al., 2007; FERREIRA, 2012).

A aplicacdo tdpica de Oleos vegetais para fins cosméticos e médicos ja tem muito
tempo, pois 0s mesmos apresentam muitos beneficios fisioldgicos positivos (LIN et al, 2018).
Por exemplo, a aplicacdo de 6leo vegetal pode atuar como uma barreira protetora a pele por
um efeito oclusivo, permitindo que a pele retenha a umidade, resultando em menor perda
transepidérmica de agua (ALVES et al., 2019; POLJSAK et al., 2019). Além disso, muitas
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vezes 0s produtos tdpicos tém o beneficio de maior biodisponibilidade na pele e ter um efeito
localizado, ao invés de efeitos sistémicos (PATZELT et al., 2012).

Pesquisas anteriores sobre 6leos vegetais demonstraram que Varias espécies vegetais
foram utilizadas no tratamento de lesGes cutdneas (Tab. 4). Os acidos graxos, especificamente
0s monoinsaturados, como o acido oleico, podem romper a barreira cutanea e atuar como
intensificadores de permeabilidade para outros compostos presentes nos 0Oleos vegetais
(PATZELT etal., 2012; MACK et al., 2014).

Tabela 4. Oleos vegetais utilizados no tratamento de feridas.

Acidos graxos Origem vegetal (Espécie, Familia)
Saturado Oleo de Coco (Cocos nucifera L., Arecaceae)
Monoinsaturados Azeite de Oliva (Olea europaea L., Oleaceae)

Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl., Meliaceae)
Oleo de Macatba (Acocomia aculeate (Jacg.) Lodd. ex Mart., Arecaceae)
Oleo de Argan (Argania spinosa L., Sapotaceae)
Oleo de Abacate (Persea americana Mill., Lauraceae)
Oleo de Colza (Brassica napus L., Brassicaceae)
Oleo de Copaiba (Copaifera langsdorffii Desf., Fabaceae),
Oleo de Calophyllum (Calophyllum inophyllum L., Calophyllaceae)
Oleo de Lentilha (Pistacia lentiscus L., Anacardiaceae)
Oleo do Pericarpo de Espinheiro Maritimo (Hippophae rhamnoides L., Elacagnaceae)
Oleo de Pequi (Caryocar brasiliense Cambess, Caryocaraceae)

Oleo de Pracaxi (Pentaclethra macroloba [Willd] Kuntze, Fabaceae)

Poli-insaturados Oleo de Café Verde (Coffea arabica L., Rubiaceae)
Oleo de Cominho Preto (Nigella sativa L., Ranunculaceae)
Oleo de Cranberry (Vaccinium macrocarpon Aiton, Ericaceae)
Oleo de Girassol (Helianthus annuus L., Asteraceae)
Oleo de Linhaca (Linum usitatissimum L., Linaceae)
Oleo de Lucuma (Pouteria lucuma Kuntze, Sapotaceae)
Oleo de Roma (Punica granatum L, Lythraceae)
Oleo de Semente de Abdbora (Cucurbita pepo L., Cucurbitaceae)
Oleo de Semente de Espinheiro Maritimo (Hippophae rhamnoides L., Elaeagnaceae)

Oleo de Uva (Vitis vinifera L., Vitaceae)

Fonte: LIN et al, 2018; ALVES et al., 2019; POLJSAK et al., 2019.
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Estes ésteres metilicos podem variar no nimero de carbonos na cadeia e a presenca de
ligacOes duplas. Os acidos graxos saturados ndo possuem ligagbes duplas, entretanto, os
acidos graxos insaturados com uma ligacdo insaturada e os acidos graxos poli-insaturados
possuem duas ou mais ligacdes insaturadas. Baseando-se no nimero e na posicao das ligacdes
insaturadas, os acidos graxos de cadeia longa sdo classificados em trés grandes familias: o 3,
o 6 en9 (ASIF, 2011).

As familias o 3 (a-linolénico) e o 6 (linoleico) séo classificados como &cidos graxos
essenciais (AGE), pois, ndo sdo sintetizados pelos mamiferos por isso, devem ser consumidos
através da dieta. Tratando-se de feridas, os dois acidos supracitados sdo 0s mais importantes
(MAGALHAES et al., 2008). O acido linoleico (Fig. 5A) tem um papel fundamental na
guimiotaxia para macrofagos, sendo crucial na expressdo de componentes do sistema
fibrinolitico (regula a producéo de colagenases); favorece o desbridamento autolitico no leito
da lesdo por contribuir na producdo de MMPs, induzindo a granulacdo e podendo acelerar o
processo de cicatrizagdo (MANHEZI et al., 2008).

Designacda r

Figura 5. Estruturas dos acidos graxos essenciais 6 (linoleico) (a) e o 3 (a-linolénico) (b).
Fonte: MARTINS et al., 2006.

O éacido linolénico (Fig. 5B) é o lipidio encontrado em maior quantidade na camada
epidérmica. Ele favorece a manutencdo da integridade da barreira de permeabilidade
epidérmica, é importante no transporte de gorduras e acelera 0s processos cicatriciais. Essa
substancia age como modulador da membrana celular protegendo a lesdo e agindo como
imundgeno local; é um protetor da pele contra agentes quimicos e enzimaticos; protege a pele
das a¢Bes da umidade (suor, diurese e fezes), evitando por exemplo a formagédo de Ulceras por
pressdo (MARTINS et al., 2017). Por ser um lipidio, forma uma barreira impermeavel para a
pele, além disso, promove quimiotaxia e angiogénese, pela manutencdo do meio Umido e
aceleracdo do processo de granulacdo tecidual (BAJAY et al., 2003; CALDER et al., 2009).
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Produtos a base de AGE podem conter um ou dois AGE, juntamente com outras
substancias, como vitamina A, E e lecitina de soja, ou até mesmo, integrar formulacGes de
triglicerideos de cadeia média (TCM). Os TCM sdo compostos predominantemente por
ésteres metilicos, a saber: C8:0 (acido céprilico), C10:0 (4cido céprico), C6:0 (&cido caprdico)
e C12:0 (4cido laurico) (FERREIRA et al., 2012). Os acidos caprilico e caprico possuem
acdes ja conhecidas frente ao tratamento e prevencdo da dermatite amoniacal e Ulceras por
pressdo, formando uma barreira protetora para a pele, além de ser de importancia nos
processos de inflamacgédo celular, proporcionando alivio ap6s a primeira aplica¢do e nutri¢éo
celular local, além de ter uma grande capacidade de regeneracéo dos tecidos (MAGALHAES
et al.,, 2008; FERREIRA, 2012). Todos estes componentes agem de forma a aumentar a
resposta imune, acelerando o processo inflamatdrio, e consequentemente estimulando o
processo de cicatrizacdo por meio da angiogénese e da epitelizacdo (ALVES et al., 2019).

Devido as varias propriedades bioldgicas associadas aos 0leos vegetais, tem havido
uma tendéncia crescente para a sua utilizacdo como matérias-primas naturais em produtos
farmacéuticos e cosmeticos. Isso causou grande interesse nos Oleos extraidos de plantas,
promovendo uma expansao rapida e significativa dos mercados nacional e internacional para
esses Oleos (DE NARDI et al., 2004; PATZELT et al., 2012). Sdo exemplos destes produtos:
AGE Cremer Oleo — Andiroba (Cremer S.A.—S#o Paulo, Brasil); Primoderme — Caléndula,
girassol, gérmen de trigo, azeitona e manteiga de karité (Greenwood Inddstria e Comércio
LTDA—S&o Paulo, Brasil); Repitelin — Gérmem de trigo e girassol (Cosmiatric Biolab
Dermocosméticos LTDA—S&o Paulo, Brasil) (ALVES et al., 2019).

Entretanto, ainda ha muitas espécies de plantas medicinais que apresentam relatos de
usos etnomedicinais para o tratamento de afeccdes cutdneas. Dentre essas espécies destaca-se
0 babacu Attalea speciosa Mart. Spreng (RUFINO et al.,, 2008; SOUZA et al., 2011,
ARAUJO et al., 2016).

2.4 Attalea speciosa (Mart.) ex Spreng — Babacu
2.4.1 Distribuicéo e caracteristicas botanicas

A familia Aracaceae é composta por mais de 2400 espécies distribuidas (GOVAERTS
e DRANSFIELD, 2005), principalmente em regides tropicais e, ndo menos raro, em regides

subtropicais sdo encontradas algumas espécies. Destaca-se regides como América do Sul e

Malésia, todavia na Africa ha relatos de apenas 65 espécies catalogadas. Muitas palmeiras
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podem ser encontradas em areas florestais, em sua grande maioria, mas também podem ser
encontradas em savanas e desertos (BARFOD et al., 2011).

Atualmente, Attalea spp. é a principal fonte silvestre de 6leo vegetal do mundo, com
larga utilizacdo industrial, sendo considerado um dos principais produtos extrativistas do
Brasil, contribuindo de maneira significativa para a economia de alguns estados da federacéo,
sendo fonte de renda para cerca de 300 mil familias (LORENZI et. al., 2010; GONZALEZ-
PEREZ etal., 2012).

Na América do Sul, a familia compreende 50 géneros e 476 espécies (PINTAUD e
ANTHELME, 2008; NOBLICK, 2009; BERNAL et al., 2011). Especificamente no Brasil,
dentre as palmeiras destaca-se 0 babacu que abrange grandes areas de pastagens de Minas
Gerais, Cerrado (NEVES et al., 2013), Nordeste (Mata dos cocais — MA, Pl e CE, Brasil) e de
forma crescente no Sudeste (Fig. 8A) (TEIXEIRA, 2008; LORENZI et al., 2010). Além das
regides citadadas, o babacu € encontrado em abundancia também em outras regides mais
restritas, como na Chapada do Araripe/CE e no Vale do Catimbau/PE (Fig. 6A) (BRAGA,
1976; RUFINO et al., 2008). E encontrado principalmente em formagdes conhecidas como
babacuais que cobrem aproximadamente de 200 mil km?2 no territdrio brasileiro (Fig. 6B)
(CARRAZA et al., 2012).

Em regides tropicais Umidas, assim como na Amaz6nia, em areas abertas oriundas do
desmatamento, estas palmeiras podem se comportar como invasoras tornando-se muito
abundante no local, quando sdo protegidas por seres humanos devido ao seu potencial
econdémico (ANDERSON, 1988; MOUSSA & KAHN, 1997). Nestas regides, o extrativismo
do babacu é um importante recurso econémico, sendo uma atividade predominantemente
feminina, realizada pelas “quebradeiras de coco babagu” (GONZALEZ-PEREZ et al., 2012).

j:\f\sw;:)‘/\'s\—\
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Figura 6. Distribuicdo geografica dos babacuais (Attalea spp.) no Brasil. A — Mapa do Brasil

demonstrando as localizages e altitudes (entre parénteses) das regides com alta abundancia
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de Attalea spp; B — Uma populacdo natural de A. speciosa; e C — Cachos dos frutos (cocos).
Fonte: NEVES et al., 2013.

Esta palameira pode medir entre 10-30 metros de altura, e entre 20-50 cm de didmetro
(caule). Frutifica a partir do oitavo ano e alcanga a produgdo plena apds 15 anos. Seus frutos
(cocos) sdo produzidos em cachos, cada safra pode ter entre 3 e 5 cachos, e cada cacho pode
produzir de 300 a 500 cocos (Fig. 6C e Fig. 7). Por esta razéo, todas as variedades de babagu

sdo importantes, por seus aspectos ecoldgicos, sociais, econdmicos e ambientais

Figura 7. Imagem do coco babacu — corte transversal. (a) epicarpo; (b) mesocarpo; (c)
endocarpo; (d) améndoas. Fonte: VINHAL et al., 2014.

Com pico de florescimento de janeiro a abril e amadurecimento dos frutos entre agosto
e dezembro (LORENZI et. al., 2010; CARRAZA et. al., 2012). Attalea spp. em geral possuli
frutos oblongo-elipticos, em corte transversal possui trés camadas: epicarpo (10,9%) — mais
externa, fibrosa de cor castanho; mesocarpo (8,9%) — intermediaria, branco e com aspecto
farinaceo; endocarpo (72,9%) — castanho, de aspecto lenhoso (Fig. 8) (NEVES et al., 2013,
GUEDES et al., 2015).

2.4.2 Etnobotéanica

Tratando-se sobre 0s usos das palmeiras por grupos populacionais, o primeiro registro
foi feito por Alfred Russel Wallace apos expedicdo pela América Sul no periodo de 1848 a
1852, resultando na obra intitulada “Palm Trees of the Amazon and their uses”, que abrangeu
48 espeécies, no qual desenvolveu um profundo conhecimento sobre a interdependéncia de
pessoas e palmeiras no Vale do Amazonas, publicado originalmente em 1853, citado por
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Germano e colaboradores (2014). Com os dados obtidos das pesquisas etnobotanicas, a
ciéncia tem adquirido consideravel conhecimento acercado uso dos recursos vegetais em
florestas tropicais (ALBUQUERQUE et al., 2010). No Brasil, estes estudos auxiliam préaticas
de manejo e conservacdo dos ecossistemas (DIEGUES, 2001) e podem esclarecer o nivel de
dependéncia de uma comunidade em relagdo aos recursos vegetais locais (RUFINO et al.,
2008).

Dependendo do local em que o babagu é encontrado, ele pode ser denominado como
coco-palmeira, coco-de-macaco, coco-pindoba, baguagu, uauagu, catolé, andaid, andaja,
indaia, pindoba, pindobassu ou ainda varios outros nomes (CARRAZA et. al., 2012). Na
literatura cientifica ha diferentes sinbnimos para o babacu principalmente Orbignya phalerata
e Attalea speciosa, mas tambeém O. speciosa, O. martiana, entre outros, todavia, segundo
Cavallari e Toledo (2016), recomenda-se 0 nome Attalea speciosa Mart ex. Spreng como o
mais adequado para o babagu.

A bibliografia etnobotanica do babacu relata numerosos usos para as diversas partes da
planta. Dos frutos, as sementes sdo utilizadas para producao de 6leo de babacu, 0 mesocarpo
como complemento alimentar para o gado, e as cascas utilizadas na producdo de carvdo com
alto poder calorifico. As folhas sdo utilizadas na construcdo de telhados e na confec¢do de
artesanatos diversos, enquanto o0s estipes (troncos) sdo utilizados na construcdo civil
(BRAGA, 1976; RUFINO et al., 2008; SOUZA et al. 2011). Na regido da floresta amazonica,
os indios utilizam esta palmeira como: cosmetico natural, em mistura com sementes do
urucum - Bixa orellana L. (Bixaceae) ou polpa de jenipapo - Genipa americana L.
(Rubiaceae), para realizacdo de pinturas corporais e rituais; na alimentacdo, in natura das
sementes, palmito cru ou assado, 6leo e/ou leite das améndoas e a farinha do mesocarpo
(GONZALEZ-PEREZ et. al. 2012; ARAUJO et. al., 2016).

Em relagdo ao uso medicinal, o 6leo, a borra e a farinha do mesocarpo sdo 0s
principais produtos utilizados. O 6leo é empregado na forma tdpica para o tratamento de
inflamagdes, pancadas, artrite, otite, conjuntivite, leucorréia e na cicatrizacdo de feridas. A
farinha do mesocarpo é utilizada, tanto pela forma tdpica quanto oral, para tratamento de
gastrite, cicatrizacdo de feridas, leucorréia e inflamacdo. A borra, residuo obtido apos a
extracdo do 6leo pelo método tradicional, é o produto mais utilizando no tratamento de feridas
de pele (RUFINO et al., 2008; SOUZA et. al., 2011).

Para Rufino e colaboradores (2008) e Gonzalez-Pérez e colaboradores (2012), o
babacu possui até 25 usos diferentes. Entretanto, para Campos e colaboradores (2015), esta

palmeira apresentou 50 usos diferentes. Esta ampla discrepancia no conhecimento desta
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espécie ressalta a importancia de A. speciosa no estudo em diferentes comunidades e confirma
que a familia Arecaceae € uma das mais utilizadas em todo o mundo por popula¢des humanas
(ZAMBRANA et al. 2007).

2.4.3 Estudos quimicos — 6leo e mesocarpo do babacu

Um oleo vegetal pode ser classificado, segundo sua qualidade, como: 6leo bruto,
genuino, extraido artesanalmente (cozimento das améndoas trituradas), por pressao mecanica
ou por meio de solvente; e 6leo refinado (PENSA/USP, 2000). Para consumo deve ser
submetido ao processo de refino para converté-lo em produto comestivel (BRASIL, 1999), ja
que € inviavel o consumo imediato do Oleo bruto pelas suas caracteristicas quimicas
(OLIVEIRA, 2001).

O babagu possui um Oleo que quando extraido possui uma coloracdo branca a
levemente amarelada que corresponde a 4% da massa total do fruto (MOTA et al., 2010). E
composto principalmente pelos acidos graxos saturados, acido laurico [C12:0 (40 - 55%)];
acido miristico [C14:0 (5,2 a 17,5%)] dependendo da espécie (Tab. 5) (ALBUQUERQUE et
al., 2009; FERREIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; OLIVEIRA, et al., 2013), que
agem como emolientes, hidratantes, umectantes, reengordurantes, lubrificantes e dispersante
de pigmentos (LIMA et al., 2008).

Tabela 5. Composi¢do dos acidos graxos do babacu.

ACIDOS GRAXOS FORMULA QUIMICA (%)
Acido caprilico CsH1602 4,0-10,0
Acido céprico C10H20: 4,0-12,0
Acido miristico C1H250; 12,0-28,0
Acido palmitico Ci16H30; 4,0-12
Acido laurico C1:H240: 38,0-54,0
Acido estedrico C1sH350: 1,0-7,0
Acido oleico C1sH30; 5,0-15,0
Acido linoleico CigH30; <3,0
Acido linolénico Ci1sH300: <1,0
Acido araquidico C2oH30; <1,0
Total 100%

Fonte: Catalogo Técnico Croda Brasil (2002). Adaptado: GUMIERO, 2011.
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Aproximadamente 9,5% do total de acidos graxos do 6leo de babagu é composto por
6leos insaturados, com destaque para o e acido oleico [C18:1n9c (9-20%) ]. Além disso,
apresentam componentes insaponificaveis e minerais, dentre 0s componentes se destacam 0s
carotenoides (20 pg/g) e os compostos fendlicos (290 pg/g) (FERREIRA et al., 2011;
FERREIRA et al., 2012), ja entre os minerais o 6leo possui: Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Sre Zn. (SANTOS et al., 2013), com maior concentracdo de Sr (LOPES et al., 2016).

Segundo Oliveira e colaboradores (2013), ao submeter amostras do 6leo de babacgu a
determinacdo de indice de peroxidos o resultado foi igual a zero, ou seja, em um processo de
deterioracdo oxidativa nenhuma das amostras analisadas formou perdxidos nos processos
iniciais, valores reduzidos deste indice demonstram a reduzida possibilidade de deterioracdo
oxidativa (COSTA, 2006). Todavia, somente quando expostos a condicdes de alta
temperatura ha condicdo de formagdo de radical livre em &cidos graxos saturados sendo
denominado de rancificagdo oxidativa (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Entretanto, no que
confere a estabilidade oxidativa de 6leos a composicdo quimica é importante, mas outros
aspectos devem ser considerados: processamento, estocagem e presenca de pigmentos
protetores do 6leo bruto atuando como antioxidantes (VASCONCELOS et al., 2008).

Ao aquecer o Gleo de babagu observou-se que a pir6lise apresentou um total de 76
picos, dois quais 39 puderam ser identificados: CO,, 08 alcanos, 14 alcenos, 03 cetonas
ciclicas, 04 aldeidos, 04 ésteres e 05 &cidos carboxilicos, que foram mais provavelmente
derivados dos acidos graxos e TCM presentes no 6leo (VINHAL et al., 2014). Em estudos
semelhantes de pir6lise com éleo de babacu hidrogenado e outros 6leos vegetais também foi
possivel a identificacdo de alcanos, alcenos, cetonas e aldeidos (ALENCAR et al., 1983;
POUTSMA, 2000; LAPPI e ALEN, 2011).

De forma geral, outra parte do fruto de Attalea spp. merece destaque, 0 mesocarpo.
Esta porcdo do fruto é composta por 68, 3% de amido, podendo variar até 71,29%; 1,54% de
proteinas; 0,27% de lipideos; 1,25% de glicidios soluveis e 2,51% de fibras de aminoacidos
(BARUQUE FILHO, et al. 2000; MANIGLIA e TAPIA-BLACIDO, 2016). Além disso,
apresenta hemicelulose e pentosanas (CINELLI, et al. 2014) e entre outros componentes (Tab.
6). Em outros estudos, amostras da farinha de mesocarpo do babacu apresentaram taninos,
saponinas e esteroides (NONATO et al., 2013), polissacarideo tipo glicano (SILVA E
PARENTE, 2001) e alta concentracdo de compostos polifendlicos como os flavonoides
(FREITAS JUNIOR et al., 2013; SILVA et al., 2017).
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Tabela 6. Composicao média da farinha de babagu.

Componentes % (Mm/m)
Umidade 11.06 £+ 0.68
Amido 60.05 + 1.37
Proteina 2.98 +0.08
Hemicelulose 7.94+0.27
Celulose 13.53+0.31
Lignina 15.79 £ 0.32

Total 100%

Fonte: CINELLLI, etal., 2014.

Em estudo recente, Silva e colaboradores (2017) detectaram proantocianidinas (flavan-
3-ols: catequina e/ou epicatequina) detectados como mondmeros, dimeros, trimeros e
tetrameros de (epi)catequina. Além dos metabdlitos secundarios, 0 mesocarpo do babacu é
composto por sais minerais (K, Ca, Mg, P, Hg e I), vitaminas (B1 e B2) (ROSENTAL e
ESPINDOLA, 1975; NAOZUKA et al., 2011; CARRAZA et al., 2012; SUDRE et al., 2014).

Além disso, foi relatado a presenca de &cidos graxos no mesocarpo, sendo o acido
eicosanoico (C20:0 — 38,67%) e o acido oleico (21,71%) as maiores concentracdes relatadas
no extrato aquoso. E esteroides (32,0%), sesquiterpenos (24,9%) e diterpenos (15,2%) as
maiores concentracdes relatadas no extrato metanolico (SUDRE et al., 2014; FARIAS et al.,
2019).

2.4.4 Atividades bioldgicas

Na etnomedicina ja se utiliza o fruto do babacu em toda sua totalidade para as mais
diversas efemeridades (RUFINO et al., 2008; SOUZA et. al., 2011). Contudo, os resultados
de varios estudos pré-clinicos publicados mostram um amplo espectro de atividades
bioldgicas e farmacoldgicas de Atallea spp., que sdo atribuidas as mais diversas partes da

planta ou aos subprodutos extraidos da mesma (Tab. 7).

Tabela 7. Estudos pré-clinicos realizados com a Attalea spp.

Partes da Planta Atividades Extrato/Composto Referéncias

Folhas Antinoceptiva Extrato etandlico PINHEIRO et al., 2012.

Antimicrobiana Extrato etanolico OLIVEIRA et al., 2016.




Fruto

(Améndoas)

Fruto

(Mesocarpo)
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Anti-inflamatoéria

Oleo

Oleo (Microemulsio)

BARBOSA et al., 2012.
REIS etal., 2017.

Anticoagulante

Oleo Fixo

BARBOSA et al., 2012;

Antimicrobiano

Oleo (Hidrolizado e N&o-
hidrolizado)

HOVORKOVA et al., 2018;

Antioxidante

Imunomodulatéria

Oleo (Virgem e Extra virgens)
Oleo

Oleo (Microemulsio)

BAUER et al., 2019
SILVA et al., 2015;
PESSOA et al., 2014;

Cicatrizante

Anti-inflamatéria

Imunomodulatoria

Antitumoral

Antitrombética

Extrato aquoso

Extrato Cloroférmico

Triterpenos
Polissacarideos

Extrato aquoso

Extrato seco

Extrato etandlico

Extrato aquoso

Extrato lipofilico

(Nanoestruturado)

Polissacarideos

Farinha

AMORIM et al., 2006;
BALDEZ et al., 2006;
BRITO FILHO et al., 2006;
BATISTA et. al., 2006;
FERREIRA et al., 2006;
MARTINS et al., 2006;
SILVA, etal., 2015;
SCHEIBE et al., 2016.

MAIA, 1989.
GARCIA et al., 1995.

SILVA e PARENTE, 2001,

GUERRA et al., 2011b;
NASCIMENTO et. al.,
2006.

FREITAS JUNIOR et al.,
2013

RENNO et al., 2008;
BARROQUEIRO et al.,
2016.
GAITAN et al., 1991;
NASCIMENTO et. al.,
2006;
PONTES et al., 2016.

SOUZA et al., 2011;
PEREIRA, et al., 2012;
SHRIVASTAVA e GUPTA,
2012.

SILVA e PARENTE, 2001.

AZEVEDO etal., 2007



Antimicrobiana

Antioxidante

Extrato aquoso

Extrato alcodlico

Extrato hidroalcodlico
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CAETANQO, et al., 2002;
BEZERRA et al., 2006

GUERRA et al., 20112

SILVAetal., 2017

Adaptado: Proprio autor
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade cicatrizante em feridas cutaneas do 6leo fixo das améndoas e do
extrato etandlico do mesocarpo da Attalea speciosa Mart. ex. Spreng (babacu) a partir do seu

uso etnomedicinal.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar os constituintes quimicos presentes no 6leo fixo das améndoas e do extrato
etandlico do mesocarpo do babagu;

- Determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico do mesocarpo do babagu;

- Avaliar a atividade antimicrobiana contra isolados de feridas (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogens e Candida albicans) do 6leo fixo das
améndoas e do extrato etandlico do mesocarpo do babacu;

- Avaliar a atividade de migracdo celular e antinflamatdria in vitro do 6leo fixo das améndoas
e do extrato etanolico do mesocarpo do babagu;

- Avaliar o reparo tecidual in vitro do 6leo fixo das améndoas e extrato etandlico do
mesocarpo do babacu;

- Avaliar o reparo tecidual in vivo do 6leo fixo das améndoas e extrato etandlico do

mesocarpo do babacu.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Material vegetal

Os frutos do babacgu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) foram coletados pelo botanico
Alexandre Gomes da Silva no Parque Nacional do Catimbau (Fig. 8), em Buique/PE (Lat. 08°
37' 23" S e Long. 37° 09' 21" O), em Mar¢o/2016 (Autorizacdo SISBIO n° 26,743-3). Para
tanto, também se obteve uma autorizagdo governamental para acessar o conhecimento
tradicional associado aos usos do babagu (SISGEN n® A7D7D31). O voucher do espécime foi
identificado por Olivia O. Cano e depositado no Herbario Dardaro de Andrade do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA n° 90,472).

e 0w S0°00W A0°oTwW
— 37°350"W 37°30'0"W 3725'0"W 3ra2oow 150w roow Irs'otw
: : :
3 E @. Serthnia
" H /
-] T w
£ -] 4
| arcoverde &
0 — f
B \ ""--h__
8 |\ PARQUE MNACIONAL J:" T
\ DO CATIMBAU b ™
)
; £
B | £
1 8
®
Buigue 4]
- w
d STADD DE FERNAMIUCD =
Lo
g ®
o 0
) [ /
@ i 4 I Tt / Legenda
: | [
e 2 Skm | ".‘ D Perimetro da UC ®
— Ii \ | | Limites municipais .g
o 1 =
el I7*350W 37°30'0W IT250W ar200W IT150°W ITI00W arsow =

Figura 8. Localizagdo da &rea do estudo. Parque Nacional do Catimbau, Buique,
Pernambuco, Brasil. Fonte: MELO, 2012.

Os cocos foram abertos com auxilio de um machado, tipo lenhador, (Tramontina®,
Brasil). Apds sua abertura, foram extraidos as améndoas e 0 mesocarpo. As améndoas foram
secas estufa a 40 °C, por um periodo de 24 h (Fig. 10B). O mesocarpo foi separado

manualmente (Fig. 10C).
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4.2 Obtencdo do Oleo Fixo das Améndoas do Babacu (OFB) e do Extrato Etanélico do
Mesocarpo do Babacu (EEMB)

O dleo fixo das améndoas de A. speciosa (250g) foi extraido por prensagem a frio,
empregando prensa mecénica de bancada (Piteba®, Holanda). Apds extracdo, o material foi
centrifugado a 2000 g por 10 min, para remover as impurezas solidas do 6leo. O processo de
extracdo do OFB rendeu 85 mL (34%) (Fig.9D).

O extrato foi obtido conforme a metodologia proposta por Barroqueiro e
colaboradores (2016). O p6 do mesocarpo (150 g) foi submetido a trés extracGes consecutivas
com 300 mL de &lcool P.A. (Merck®, Brasil), com agitacdo magnética, sem aquecimento, por
24 h cada extracdo. Apds este processo, o extrato foi filtrado e concentrado, com rendimento
final de 1,74 g (1,16%) (Fig. 9E).

A C

Figura 9. Fruto da Attalea speciosa Mart. ex Spreng e amostras das extracOes realizadas. A —
Fruto (Coco); B — Améndoas; C — Mesocarpo apos turbdlise (farinha do mesocarpo); D —

Oleo das améndoas (OFB); E — Extrato do mesocarpo (EEMB). Fonte: Proprio autor.
4.3 Caracterizacdo do OFB
4.3.1 Perfil dos acidos graxos
Para determinar o perfil de acidos graxos do OFB, amostras de 25 mg foram
transesterificadas (Fig. 10), com 0,5 mL de KOH 0,5 M em metanol. Em seguida, foram

adicionados 2 mL de n-hexano P.A., para extracdo dos ésteres metilicos, e 0 sistema passou

por agitacdo de 2 min. A amostra foi centrifugada por 6 min a 4500 rpm, a 25°C. O
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sobrenadante foi filtrado em filtro PTFE (0,22 pm) e posteriormente analisadas sob as

condi¢des cromatogréaficas descritas abaixo.

H-C—OCOR' ROCOR' H,C—OH

catalisador +

HC—OCOR" + 3 ROH ROCOR" + HC—OH

+
HzC—OCOR™ ROCOR™ H;C—OH
triglicerideo alcool mistura de ésteres glicerol
alguilicos

Figura 10. Transesterificacdo de um triglicerideo. Fonte: GARCIA, 2006.

As amostras foram analisadas em um cromatégrafo a gas acoplado a um detector de
ionizagédo de chama (GC-FID) (Agilent Technology 7890) equipado com uma coluna DB-5ms
nédo polar (30 m de comprimento x 250 um de didmetro x 0,25um). O forno foi inicialmente
mantido a 150 °C por 4 min, aumentado para 280°C em 4 °C/min. A temperatura final foi
mantida por 5 min. O gas carreador foi o hélio, com fluxo constante de 1 mL/min e uma
amostra de 1 pL foi injetada automaticamente no modo splitless (100:1) com o injetor
mantido a 300 °C. Uma mistura padrio de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco®, 37

Component FAME Mix, Bellefonte, PA, EUA) foi usada para identificar os compostos.

4.3.2 Niveis de Calcio e Zinco

O célcio (Ca) e zinco (Zn) foram quantificados por espectrometria de emissdo 6ptica
com plasma indutivamente acoplado (Thermo® 7000 ICP-OES). O método seguiu as
recomendacfes da United States Environmental Protection Agency — US-EPA descritas no
Method 200.7 - Determination of Metals and Trace Elements in Water and Wastes by
Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry e do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (22" Edition), 2012, Part 3000-metals (EPA, 1994).

O OFB (0,5 g) foi diluido em uma solu¢do composta por 7 mL de HNOs, 2 mL de
H>0> concentrado e 3 mL de &4gua deionizada. Esta solucdo foi digerida em forno micro-ondas
em quatro etapas, a saber: Etapa 1 — 03 min a 700 W; Etapa 2 — 09 min a 500 W; Etapa 3 — 04
min a 1000 W; Etapa 4 — 14 min a 1000 W. Os padrfes de estoque utilizados para cada
oligoelemento, foram: solugéo de célcio — 1000 pg Ca, suspensdo 2,49 g CaCOs (fragdo Ca =

0,4005), secagem a 180 °C por uma hora antes da pesagem em agua reagente e solucédo (1 +
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1) de HNOS3; solucdo de zinco — 1000ug Zn, dissolugédo em 1000g de metal Zn com HNO (1
+ 9) em solucdo (1 + 1) de HNO. Para tanto, os comprimentos de onda para deteccdo destes
oligoelementos nesta analise foram 316 nm e 214 nm, para Ca e Zn respectivamente, sendo

seus resultados dados em mg/kg.

4.4 Caracterizacdo do EEMB

O EEMB foi caracterizado utilizando um espectrometro de massa XEVO-G2XSQTOF
(Waters, Manchester, Reino Unido) foi conectado ao sistema ACQUITY UPLC (Waters,
EUA) através de uma interface de ionizacao por electrospray (ESI). O detector analitico foi
um detector Waters Acquity PDA, que foi ajustado para uma faixa de comprimento de onda
de 200 a 400 nm. A separacdo cromatografica dos compostos foi realizada no ACQUITY
UPLC com um amostrador automatico condicionado a 4 °C usando uma coluna Acquity BEH
C18 (50 mm x 2,1 mm i.d., tamanho de particula de 1,7 um). A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C. A fase movel que consiste em agua com &cido formico a 0,1% em agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) foi bombeada a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. O
programa de elui¢cdo com gradiente foi o seguinte: 0-5 min, 5-10% B; 5-9 min, 10-95% B. O
volume de injec@o foi de 10 pL. O intervalo de varredura para aquisicdo de dados foi de 50 a
1200 m/z. Também foram realizadas experiéncias de UPLC-MSE, que permitem que os dados
de ions precursores e do produto sejam adquiridos em uma injecdo. Para o método
espectrométrico, empregou-se a ionizacdo por spraypray, O que garantiu precisdao e
reprodutibilidade, com voltagem no capilar e nos cones de amostragem de 3,0 kV,
temperatura da fonte de 100 °C, fluxo do gas do cone de 20 L/h e fluxo do gas de
dessolvatacdo de 600 L/h. Leucina-encefalina (10 ng/mL) foi usada como um padrdo ou
composto de referéncia para calibrar o espectrébmetro de massa durante a analise e introduzida
por um spray bloguedvel a 10 pL/min para aquisicdo precisa de massa. Toda a aquisicao e

analise de dados foram controladas usando o Waters MassLynx v 4.1.

4.5 Dosagem dos compostos do EEMB

4.5.1 Quantificacdo de Compostos fendlicos

Os fenois totais foram quantificados segundo Hua-Bin Li e colaboradores (2008) com

algumas modificagGes (Fig. 11). Inicialmente, 20 pL das amostras foram adicionados 100 pL
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da solugédo de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v). Ap6s 3 minutos no escuro, adicionou-se 80 pL de
carbonato de sodio (7,5%), e as amostras foram incubadas novamente durante 120 minutos no
escuro a temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas a 760 nm contra um branco.
Uma curva de calibragdo foi preparada utilizando acido galico (0 — 1000 pg/mL). A
concentracdo de fendis totais no extrato foi expressa em termos de equivalente de cido gélico
(mg EAG / g de extrato).
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Figura 11. Reacdo de reducdo do molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteau,
pelo &cido gélico, padrdo utilizado na determinacdo de fendis totais. Fonte: OLIVEIRA et al.,
2009.

4.5.2 Quantificagédo de Flavondis

A técnica descrita por Pekal e colaboradores (2014) foi utilizada para estimar os
flavonois, com algumas modificacdes (Fig. 12). 100 puL das amostras foram adicionados a 50
uL do reagente cloreto de aluminio (0,15 M) e 50 pL de acetato de sodio (1 M). Foi feito um
branco para todas as amostras (100 pL de amostra + 100 pL de agua destilada), a fim de
subtrair o valor das absorbancias das amostras diluidas, para evitar falsos positivos. As
amostras foram agitadas no vortex e posteriormente mantidas a temperatura ambiente durante
10 min. A absorbancia das amostras foi medida a 425 nm. A curva de calibragéo foi preparada
utilizando quercetina (0 — 1000 pg/mL). O teor total de flavonols nos extratos foi expresso
como equivalente a Quercitina (mg EQ/g de extrato).
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Figura 12. Esquema ilustrado da complexacdo do flavonoide quercetina com cloreto de
aluminio (AICIs) o qual forma o complexo estavel flavonoide-AlI**. Fonte: PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2012.

4.5.3 Quantificacdo de Proantocianidinas

As proantocianidinas na amostra foram quantificadas segundo com Sun e
colaboradores (1998) com algumas modificagdes. 40 pL das amostras foram adicionados a
100uL de vanilina (1%, p/v, diluida em metanol) e 100 uL de &cido sulfurico (20%, v/v,
diluida em metanol). Foi feito um branco para todas as amostras utilizando metanol. As
amostras foram incubadas a 30 °C durante 10 min, e entdo, as absorbancias foram medidas a
500 nm. Uma curva de calibragéo foi preparada utilizando Catequina (0 — 100 pg/mL). O teor
total de proantocianidina nos extratos foi expresso em termos de equivalente de catequina (mg
EC / g de extrato).

4.6 Determinacao da atividade antioxidante do EEMB

4.6.1 Ensaio de eliminacdo de radicais livres pelo DPPH"

A atividade sequestradora de radical livre do extrato foi medida de acordo com Blois
(1958) (Fig. 13). Foi misturado 250 pL da solucao de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH") (1
mM e DOs17 = 0,650 £ 0,05) em 40 pL de diferentes concentragdes do extrato (31,25; 62,5;
125; 250; 500 e 1000 pg/mL). Apo6s 25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. O
controle foi o DPPH" adicionado a 40 pL de metanol (solvente utilizado para diluir as
amostras). A concentracdo do extrato (mg/mL) necessaria para atingir 50% de atividade
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sequestrante de radicais DPPH" (ICso) foi calculada. A catequina (Sigma-Aldrich, EUA), foi
utilizada como controle positivo. A eliminacdo de radicais de DPPH* foi calculada pela
férmula: SRL [DPPH"] (%) = [(Abs amostra — Abs controle) / Abs controle] x 100. Onde: Abs

= Absorbancia.
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Figura 13. Solucdo de radical de DPPH, de coloragdo roxa, é reduzida por antioxidantes
contidos no extrato vegetal, modificando a coloracdo de roxo para amarelo. Fonte:
TEIXEIRA et al., 2013.

4.6.2 Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total (ATT) foi medida pelo método do fosfomolibdénio
segundo Pietro e colaboradores (1999). Inicialmente, 100 pL de cada amostra foram
adicionados a 1 mL da solucdo de fosfomolibdénio (600 mM de acido sulfurico, 28 mM de
fosfato de sédio e 4 mM de molibdato de amdnio), e posteriormente incubados em agua a 95
°C por 90 min. Apos voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram
medidas a 695nm contra um branco (1 mL de solucdo e 0,1 mL do metanol). Foi utilizado
acido ascorbico como padrdo e a capacidade antioxidante total foi expressa em equivalentes
de &cido ascoérbico. A atividade antioxidante total calculada pela formula ATT (%) = [(Abs
amostra — Abs branco) / (Abs &cido ascorbico — Abs branco)] x 100. Onde: Abs =

Absorbancia.



66

4.6.3 Atividade redutora do ion férrico (FRAP)

O ensaio de FRAP foi realizado segundo Benzie e colaboradores (1996), com algumas
modificacOes (Fig. 14). A solucdo de trabalho foi preparada na hora misturando, 25 mL do
tampéo acetato (3,1 g CH3COONa e 16mL CH3COOH em pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10mM
de 2,4,6-tripyridyl-s triazine solubilizado em 40 mM de HCI) e 2,5 mL FeClz (20mM) e
incubado por 5 min a 37 °C. Inicialmente, 10uL das amostras foram misturadas com 290 pL
do reagente de FRAP e deixadas em repouso por 15 min a 37 °C no escuro. Posteriormente as
absorbancias foram medidas a 593 nm. Uma curva padrdo com sulfato ferroso (0 — 1000
ng/mL) foi realizada. A catequina (Sigma-Aldrich, EUA), foi utilizada como controle
positivo. Os resultados sdo expressos em mg equivalente de sulfato ferroso (mg EFeSO4 / g

de extrato).

+antioxidante

-2

[Fe(lll) (TPTZ),]** [Fe(ll) (TPTZ),1*
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 14. Reducéo do complexo Fe3+/tripiridiltriazina - TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina) a Fe**. Fonte: RUFINO et al., 2006.

4.7 Atividade Antimicrobiana do OFB e do EEMB
A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo,

técnica descrita pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018) e realizado em

triplicata.
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4.7.1 Micro-organismos testados

Os micro-organismos utilizados nos testes foram isolados clinicos de feridas (Tab. 8).
Os isolados das bactérias encontram-se armazenados na cole¢do de cultura do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. J& os isolados das leveduras
encontram-se depositados na Colecdo de Culturas Micoteca (URM-6431) do Departamento de

Micologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco.

Tabela 8. Isolados utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo fixo das

améndoas do babacu (OFB) e do extrato etanolico do mesocarpo do babacu (EEMB).

Espécies N° de Registro Local de Origem
Gram-positivos
Staphylococcus aureus 02 Padréo do Laboratorio
1049 Abcesso Periodontal (Isolado Clinico)
679 Ferida Infectada (Isolado Clinico)
700 Secrecdo de Ulcera (Isolado Clinico)
719 Secrecdo de Ferida Cirurgica (Isolado Clinico)

Gram-negativos

Pseudomonas aeruginosa 39 Padrdo do Laboratorio
261 Secrecao de Ferida Cirtrgica (Isolado Clinico)
736 Secrecdo de Ferida (Isolado Clinico)
Enterobacter aerogens 739 Secrec¢do (Isolado Clinico)
Leveduras
Candida albicans 1007 Padréo do Laboratorio
6431 Sangue (Isolado Clinico)

Fonte: Colecédo de cultura do Departamento de Antibidticos (Bactérias) e Colecdo de Culturas
Micoteca (URM-6431) do CB-UFPE (Leveduras).

4.7.2 Preparo do inéculo

As linhagens armazenadas em caldo Mueller Hinton (MHB) para bactérias e agar
Sabouraud Dextrose para leveduras, ambas foram retiradas do freezer a -80 °C e rapidamente
descongelados em banho maria a 37 °C. As suspensfes bacterianas foram transferidas para
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) incubadas em estufa a 37 °C durante 24 h, ja
as leveduras foram transferidas para caldo Sabouraud e incubadas em estufa a 35 °C durante

48 h, ambas em atmosfera de aeobiose.
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Apbs este periodo, as bactérias foram inoculadas em &gar Muller Hinton e
armazenadas em estufa durante mais 24 h a 37 °C, ja as leveduras foram inoculadas em agar
Sabouraud Dextrose e armazenadas durante mais 48 h a 35 °C. Ap0s 0 crescimento, as
coldnias foram transferidas com auxilio de uma alca esterilizada para tubos contendo solucéo
salina 0,9% para o preparo do indcuo, o qual foi ajustado a uma concentracdo de 1,5 x 10°
unidades formadoras de colénia (UFC/mL) para bactérias e 1,5 x 103 UFC/mL para leveduras
padronizadas em espectrofotémetro (Thermo Scientific/Genesys 10uv) e comprimento de onda

em 625 nm.

4.7.3 Preparo das amostras e do antimicrobiano padrao

Diluicdes sucessivas de 1024 a 4 pg/mL do OFB ¢ do EEMB foram preparadas em
microplacas de 96 pocos. Foram utilizadas solugdes estoque de 1024 ug/mL em DMSO1%,
sendo transferidos 20 pL dessa solucdo para as microplacas, que ja continham 70 pL de meio
de cultura. Para completar o volume final de 100uL, foram adicionados 10uL de inoculo (1,5
x 10° UFC/mL, de acordo com a escala turbidimétrica padrdo de McFarland). As placas foram
incubadas a 35°C por 24h para bactérias e a 35°C por 48 h para fungos. Antibidtico —
Ciprofloxacino (124,0 a 0,5 pg/mL) e antifungico — Fluconazol (124,0 a 0,5 pg/mL), obtidos

da Sigma-Aldrich (EUA), foram usados como controles positivos.

4.7.4 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A CIM foi calculada como a menor diluicdo que apresentou completa inibicdo do
crescimento do microrganismo testado que é visualizada a partir do revelador resazurina a
0,1% (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3ona-10-6xido).

Para determinacdo do CBM e do CFC aliquotas dos pogos contendo concentracGes de
amostras (CIM + duas anteriores) foram inoculadas em placas de Petri. O CBM e o CFC
corresponderam a menor concentracdo da amostra, capaz de reduzir o nimero de UFC em
99,9% em relacdo ao indculo inicial. Para este estudo, foram utilizados trés experimentos

independentes, realizados em triplicata.
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4.8 Citotoxicidade do OFB e do EEMB

4.8.1 Linhagens celulares e culturas

A linhagem celular de fibroblastos de camundongo L929 foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ), j& os macréfagos peritoneais murinos (03 fémeas de
camundongos Swiss — Mus musculus) foram obtidos ap6s injecao intraperitoneal de solucao
estéril de tioglicolato a 3,8% (p/v) nos animais, trés dias antes do experimento (MONTOYA
et al.,, 2019). Ambas as linhagens foram mantidas em cultivo no Laboratério de
Bioprospec¢do Farmacotoxicologica de Produtos Bioativos (BIOFARMATOX) do
Departamento de Antibioticos — UFPE.

Os fibroblastos L929 foram mantidos congelados em nitrogénio liquido, em solugdo
de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco, Grand Island, N.Y., EUA) e 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Inicialmente para cultivo desta linhagem, foi
realizado um rapido descongelamento da amostra em banho-maria a 37 °C e as células foram
transferidas para tubos estéreis contendo meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com SFB a 10%, Glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100pg/mL e mantida a 37°C em atmosfera
umidificada com 5% de CO.. Os macrofagos peritoneais murinos, foram mantidos nas

condigdes de cultivo da L929.

4.8.2 Viabilidade celular

A atividade citotdxica in vitro do OFB e do EEMB foram avaliados através do ensaio
calorimétrico do sal de tetrazolium MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium]. O MTT é um composto hidrofilico de coloracdo amarela que pode ser
convertido pelas enzimas oxirredutases dependentes de NAD(P)H de células viaveis,
originando o sal de formazan [(E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difefenilformazan] (RISS et
al., 2016).

Inicialmente, as células L929 e os macréfagos peritoneais foram plaqueados em placas
de 96 pocos, em meio DMEM com 10% de SFB e 1% de antibidtico, incubadas sob
temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de COz por 24h. Apos 24 h (tempo de aderéncia das
células), foram colocados 100uL. de meio DMEM e em pogos distintos com as concentracoes
especificas para avaliacdo do OFB e do EEMB (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 pg/mL)
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foi adicionado aos pogos e as células foram incubadas por 24 h, 48 h e 72 h. Apds cada
intervalo de tempo, 25uL de solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados aos pocos e as
placas foram incubadas por mais 3h (37 °C com CO2 a 5%). No final desse periodo, o
sobrenadante foi aspirado e 100 pL de DMSO foram adicionados em cada pogo para a
dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 560 nm em um leitor de
microplacas. Os resultados de viabilidade celular foram normalizados em relacdo ao grupo
controle. Apds o plaqueamento, todos os valores passaram a ser normalizados pelo controle
negativo (100% - resultado normalizado) (VAN MEERLOO et al. 2011). Tanto o OFB
quanto o EEMB foram testados em triplicata de pocos.

4.9 Atividade Farmacoldgica in vitro do OFB e do EEMB

4.9.1 Ensaio de migracdo celular — Scratch assay

As células L929 (3 x 10° células/mL) foram plaqueadas em placas de 24 pocos para
alcancar a confluéncia. Logo apds, as monocamadas foram “riscadas” com uma ponta de
pipeta estéril de 200 uL para produzir uma area ferida entre 1200 e 1500 um de largura (Fig.
15). Em seguida, os pogos foram lavados com meio DMEM incompleto (ndo interferindo na
proliferacdo celular) para remocéo das células ndo aderidas. Os grupos OFB (3,12, 6,25 e 12,5
png/mL) e 0 EEMB (6,25, 3,12 e 1,56 pug/mL) estavam em meio incompleto, apenas o controle
positivo estava em meio completo, sendo todos os grupos adicionados em placas de 24 pogos
em triplicata. . A migracdo celular foi medida a cada 6h até o fechamento da “ferida” usando
um microscopio invertido Novel XD202 sob ampliacdo de 40x. As imagens foram adquiridas
usando a camera Option e analisadas no programa TCapture images da camera, para
realizacdo das medi¢des. O efeito de cicatrizacdo foi calculado como areas individuais sob a
curva (Areas Under the Curve — AUC) no software Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA,
EUA). (SHI et al., 2018).
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Figura 15. Técnica de scratch assay (ensaio de migracdo celular). A — Plagueamento dos

fibroblastos em meio de cultura (DMEM incompleto); B — Ap6s aderéncia o tecido é
“riscado” com pipeta de 200 puL para produzir “feridas” entre 1200 e 1500 um de largura; C —
Remocdo do sobrenadante, lavagem com PBS, incubacdo com DMEM e adi¢cdo do composto
a ser testado. Fonte: VEDULA et al., 2013.

4.9.2 Dosagem de 6xido nitrico em macrofagos peritoneais

Os macrdfagos isolados (3x10° células/mL) foram plaqueadas em placa de 96 pocos
por 24 h. Apoés este periodo, as celulas foram estimuladas com 5 pg/mL lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli 055: B5 (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 1 h e depois tratadas
com o OFB (3,12, 6,25 e 12,5 pg/mL), EEMB (6,25, 3,12 e 1,56 png/mL), dexametasona (10
pug/mL) e L-NAME (25 pg/mL), por 24 h. Decorridas as 24 horas, recolheu-se 100 pL de
sobrenadante celular e foram misturados ao mesmo volume de reagente de Griess (100 pL)
(1% sulfanilamida em &cido fosforico 5% e 0,1 % de diidrocloreto de naftiletilenodiamina em
agua; 1:1, Sigma) e incubadas durante 10min ao escuro. A concentracdo de nitrito foi
calculada com referéncia a uma curva padrdo obtida usando NaNO», utilizando-se uma
diluicdo seriada 100 — 0 uM da solugdo padrio de nitrito de sodio preparada em DMEM. A
absorbancia foi medida em 640 nm utilizando um leitor de placas de Elisa Spectra Softmax,
segundo CAO e colaboradores (2018).

4.9.3 Dosagem de citocinas em macrofagos peritoneais

A dosagem de citocinas de perfil Thl e Th2 foi determinada através da técnica de
Cytometric Bead Array System — CBA, do kit para dosagem nos sobrenadantes da cultura das
células da BD Bioscience. A CBA foi utilizada para a mensuracdo quantitativa das citocinas
TNF-o, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17, conforme recomendado pelo fabricante em

amostras de sobrenadante de culturas submetidas aos estimulos com OFB, EEMB e
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dexametasona. A técnica emprega uma mistura de 5 esferas de poliestireno, com diferentes
intensidades de fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas em
camundongos, detectadas no canal FL-2. Desta forma, 50 uL da mistura de esferas de captura
(o mixer de citocinas), marcadas com os anticorpos anti-TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-
10 e IL-17 séo adicionadas em cada tubo de ensaio para citbmetro. Em seguida, foram
adicionados aos tubos 50ul do sobrenadante dos macrofagos peritoneais que estavam
aramazenadas (-70°C), tratadas com os OFB (3,12, 6,25 e 12,5 pg/mL), EEMB (6,25, 3,12
1,56 pg/mL), dexametasona (10 pg/mL), L-NAME (25 uM) e do reagente Mice Chemokine
PE Detection em todos os tubos. Apds essa etapa, as amostras foram incubadas por 3 h a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, 1 mL da solucdo tampao (Wash Buffer)
foi adicionado a cada tubo e os tubos centrifugados a 200 g por 5 min. Cuidadosamente, o
sobrenadante foi descartado, restando aproximadamente 100 uL. em cada tubo, onde foram
adicionados 300 pL de solugdo tampdo para ressuspender as esferas e realizar as leituras das
amostras no Citbmetro de fluxo FACSCalibur - E20200030, no software Cell QuestPro

(BecktonDickson BD®) e os dados analisados no programa Fcap array 3.0.1.

4.10 Reparo tecidual cuténeo in vivo do OFB e do EEMB

4.10.1 Animais

Foram utilizados 108 ratos de linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
adultos jovens, com pesos entre 200e 300 g e com 08 semanas de idade e oriundos do Biotério
do Departamento de Nutricdo - UFPE. Os animais foram mantidos por um periodo de 10 dias
no biotério de Farméacia/UFPE para adaptacdo ao novo ambiente. O macro-ambiente deste
biotério é semi-controlado, com temperatura média de 21 + 2 °C, foto-periodo de 12 h.
Durante todo protocolo experimental os animais receberam racéo e agua ad libitium.

O projeto encontra-se em conformidade com as normas éticas elaboradas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério — SBCAL. A pesquisa foi
submetida ao Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco —
Centro de Biociéncias (CEUA — UFPE/CB), sendo aprovada sob processo de n°
23076.003137/2016-11.
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4.10.2 Grupos Experimentais

Os grupos foram divididos em 03 (trés) periodos de analise (3, 7 e 14 dias), sendo 0s
animais divididos aleatoriamente. No grupo experimental OFB foram utilizados 20 ratos por
periodo de andlise, totalizando 60 ratos (Tab. 9), ja no grupo experimental EEMB foram

utilizados 16 ratos por periodo de analise, totalizando 48 ratos (Tab. 10).

Tabela 9. Grupos experimentais — feridas cutaneas tratadas com 6leo fixo das améndoas A.

speciosa Mart. ex Spreng.

N° de Animais — Rattus norvegicus albinus

Controle Controle Testes Periodo de Analise
Negativo Positivo
Tween 80 (1%) Dersani® OFB10% OFB30% OFB 100% Dias
04 04 04 04 04 3°
04 04 04 04 04 70
04 04 04 04 04 140

OFB — Oleo Fixo das Améndoas do Babacu. Total = 60 ratos. Fonte: Proprio autor.

O 6leo Dersani® é um produto muito utilizado no Brasil para tratamentos de feridas,
dermatites e Ulceras por pressdo. Esta locdo oleosa é composta por triglicerideos de acidos
caprico e caprilico, 6leo de girassol clarificado, lecitina, palmitato de retinol, acetato de
tocoferol e alfa-tocoferol (FERREIRA et al., 2011). Além dos &cidos céaprico e caprilico, o
OFB possui outros compostos dentre eles o de maior concentracdo é o acido laurico. Devido a
semelhanca dos compostos quimicos presentes no OFB, o Dersani® foi utilizado como

controle positivo para o modelo experimental de ferida tratada com 6leo.

Tabela 10. Grupos experimentais — feridas cutaneas tratadas com extrato etandlico do

mesocarpo de A. speciosa Mart. ex Spreng.

N° de Animais — Rattus norvegicus albinus

Controle Testes Periodo de Analise
DMSO (1%) EEMB 1% EEMB 3% EEMB 10% Dias
04 04 04 04 3
04 04 04 04 7°
04 04 04 04 14°

EEMB — Extrato Etandlico do Mesocarpo do Babagu. Total = 48 ratos. Fonte: Préprio autor.
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4.10.3 Procedimento Cirurgico

As feridas cutaneas foram confeccionadas seguindo protocolo estabelecido por Wang
e colaboradores (2013). O modelo in vivo foi o de feridas excisionais com halos de contengéo,
pois a pele de rato € mdvel e a sua contracdo é responsavel por grande parte do fechamento da
lesdo, sendo assim, 0 uso de halos de silicone aderidos a ferida impedem a contracédo da pele,
favorecendo o fechamento da leséo pelo processo de granulacéo e reepitelizagcdo, um processo
mais préximo ao que acontece nos humanos (WANG et al., 2013).

A confecgédo dos discos de silicone procedeu-se a partir de uma folha silicone, com
0,05 mm de espessura, cortada com furadores de couro de 10 mm de didmetro, 0s mesmos
discos foram cortados novamente com furadores de couro de 8mm para confec¢do de um
orificio central em cada disco confeccionado. Os discos de silicone foram mergulhados em
hipoclorito de sédio (20.000 ppm) durante 30 min, lavados com agua destilada e mergulhados
em etanol a 70% (v/v) durante 30 min. Os ratos foram anestesiados pela aplicacdo por via
intraperitoneal de cloridrato de cetamina na razdo de 0,1 mL por 100 g de peso corporal e
cloridrato de xilazina na razéo de 0,05 mL por 100 g de peso e tiveram o dorso tricotomizado
(Fig. 12), com tricotomizador e creme depilatério (Veet® - Reckitt Benckiser).

As feridas foram confeccionadas com o uso punch de bidpsia de 8 mm de didametro, na
regido dorso-medial, sendo duas feridas por animal, aproximadamente 1 cm da borda
escapular, sendo uma no antimero direito e a outra no antimero esquerdo. Para manter as
feridas abertas os discos de silicone foram aderidos cuidadosamente, com auxilio de cola de
secagem rapida, alinhando a perfuracdo central do disco com as bordas da ferida. Para melhor
fixacdo o disco recebeu quatro pontos de sutura perpendiculares, com fio de Nylon 3.0 (Fig.
16). Os halos permaneceram fixados a epiderme até o 7° dia PO, para melhor avaliacdo do
infiltrado inflamatdrio e tecido de granulacdo neoformado.

Apos o procedimento cirurgico os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
sendo suas feridas tratadas durante 3 dias com aplicagdo topica uma vez ao dia (SANTOS et
al., 2014), de 100 pL do OFB ou EEMB e seus respectivos grupos controle, seguindo as Tab.
6 e 7. Ademais, em cada periodo de andlise (3, 7 e 14 dias), os animais foram eutanasiados,
por camara de CO», tendo suas feridas extirpadas, em toda sua extensao até a fascia muscular,

com auxilio de um bisturi n° 11.
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Figura 16. Esquema representativo de confeccdes de feridas cutneas abertas em ratos, modelo de
contencdo de feridas com halos de contencdo (wound splinting model) (WANG et al, 2013). Seta —
halo de silicone mais pontos sutura; asterisco — ferida. Fonte: LANIA et al. 2019. Adaptado: Prdprio

autor.

4.10.4 Analise Macroscopica

A evolucdo clinica das feridas foi avaliada diariamente, e seus resultados foram
avaliados nos respectivos periodos de analise (3, 7 e 14 dias), de acordo com 0s seguintes
aspectos: edema, eritema, crosta e tecido ciactricial. Adicionalmente foi realizada uma analise
qualitativa dos resultados aplicando-se uma escala de classificacdo que variou (0 — Ausente; 1
— Discreto; 2 — Moderado e 3 — Intenso). Devido a presenga dos halos de silicone, as feridas
permaneceram tensionadas até o 7° dia PO e por isso, a avaliacdo da area da ferida ndo foi

realizada.

4.10.5 Andlise histomorfométrica

O material coletado foi clivado e mergulhado em uma solucdo de formol neutro
tamponado (NBF 10%), por 48 horas. Apds esse procedimento, os fragmentos foram
desidratados em alcool etilico em concentracdes crescentes (80%, 90% e 100%) diafanizados
pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo
ajustado para 5 um e corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricdmico de Masson.

Logo apds, foram analisados em microscépio de luz, sob foco fixo e clareza de campo,
com aumento final de 400X, no microscopio modelo Axiostar Plus® (Zeiss, Berlin,
Alemanha), sendo obtidas 20 fotomicrografias por lamina. Os locais fotografados nas laminas
seguiram os periodos de analise, a saber: 03 dias — abaixo da crosta fibrinoleucocitaria
(infiltrado inflamatorio), 07 dias — tecido de granulacdo abaixo da crosta (angiogénese,
fibroplasia e inicio da reepitelizacdo) e 14 dias — tecido cicatricial abaixo da epiderme
(remodelamento tecidual). Foram realizadas trés andlises quantitativas, das quais duas
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analises numéricas e uma analise percentual (%). As analises numéricas foram realizadas em
HE para quantificacdo de células inflamatorias, vasos sanguineos e fibroblastos. Ja a anélise
percentual as laminas foram coradas por Tricobmico de Masson para quantificacdo do
coldgeno total (corados em azul). Para realizacdo das analises supracitadas, utilizou-se o
software ImageJ versdo 1.51 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) (Fig. 17).
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Figura 17. Histomorfometria software ImageJ versdo 1.51. A — Quantificacdo de células
inflamatorias, vasos sanguineos, fibroblastos (HE); B — % de colageno (Tricomico de

Masson). Fonte: Prdprio Autor.

4.11 Analise Estatistica

Os dados foram representados como média £ Erro Padrdo Medio (E.P.M.) e analisados
pela ANOVA no pos-teste de Bonferroni ou no teste de Kruskal-Wallis, ambos considerando
valores significativos de * p <0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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5.1 Caracterizacao do OFB
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Apos anélise GC-FID do o6leo fixo de babacgu, identificou-se oito ésteres metilicos em

Attalea speciosa Mart. Spreng. Os ésteres metilicos com maiores concentrac@es foram o acido
laurico (C12:0), o &cido miristico (C14:0) e o acido oleico (C18:1n9c) (Tab. 11). Ja o perfil
mineral do OFB foi descrito pelo método ICP-OES (Thermo® 7000 ICP-OES), com seguintes

resultados: Ca = 18,0 mg/kg; e Zn = <4,85 mg/kg.

Tabela 11. Caracterizacdo dos acidos graxos do 6leo fixo de Attalea speciosa.

Esteres metilicos

% * Erro Padrdo Médio

Saturados

Octanoato de metila (C8:0 — acido caprilico) 4,59 £ 0,29
Decanoato de metila (C10:0 — &cido céprico) 5,33+ 0,14
Dodecanoato de metila (C12:0 — acido laurico) 46,05+ 0,61
Tetradecanoato de metila (C14:0 — &cido miristico) 15,04 + 0,04
Hexadecanoato de metila (C16:0 — &cido palmitico) 8,26 + 0,17
Octadecanoato de metila (C18:0 — &cido estearico) 2,80 £ 0,06
Monoinsaturados

Cis-9-octadecenoato de metila (C18:1n9c — 4cido oleico) 15,22 + 0,39
Poliinsaturados

Cis-9,12-octadecadienoato de metila (C18:2n6¢ — &cido linoleico) 2,71 +0,48
TOTAL 100%

Fonte: Préprio autor.

5.2 Caracterizacdo do EEMB

A Tabela 12 mostra a identificacdo de compostos fendlicos com base em seu tempo de

retencdo (RT), absor¢do de UV-Vis (1), ions moleculares [M - H] e os principais ions dos

produtos obtidos por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS para 0s seis compostos encontrados no

EEMB. Todos compostos detectados foram identificados como proantocianidinas, indicando

a presenca de ions moleculares correspondentes a mondmeros, dimeros e trimeros de

(epi)catequinas (Fig. 18 e 19).
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Tabela 12. Identificagdo dos compostos no extrato etanolico do mesocarpo do babacu

(Attalea speciosa).

RT Xem  Formula MS MS/MS Nome Referéncias
(min) Molecular
1 1,10 280  CysH3801s 865,1953 577,1336 Trimero | de ENOMOTO et al.
[M-H] procianidina (2020)

[(epi)catequina-
(epi)catequina -
(epi)catequina]
2 1,24 280  CysH3801s 865,1904 577,1329 Trimero Il de ENOMOTO et al.
[M-H] 425,0690 procianidina (2020)
407,0778 [(epi)catequina-
(epi)catequina -

(epi)catequina]

3 163 280 CisHuOs  289,0678 2450785  (epi)catequina JAISWAL et al.
[M-H] (2012)

JIANG et al. (2019)

4 2,15 280 C30H26012 577,1349 407,6424 Dimero | de JAISWAL et al.
[M-H] procianidina (2012)
[(epi)catequina- ENOMOTO et al.
(epi)catequina] (2020)
5 2,83 280 C15H1406 289,0672 245,0714 (epi)catequina JAISWAL et al.
[M-H] (2012)

JIANG et al. (2019)

6 3,15 280  CsoH2012 577,1314 425,1052 Dimero Il de JAISWAL et al.
[M-H] 289,0760 procianidina (2012)
287,0411 [(epi)catequina- ENOMOTO et al.
(epi)catequina] (2020)

RT — Tempo de retencdo; A — Absorcdo de UV-vis em nm; MS — Massa; [M - H] - — ion

molecular. Fonte: Proprio autor.
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Figura 18. Cromatograma do extrato etan6lico do mesocarpo do babacu (EEMB) — Attalea

speciosa. 1 — Trimero | de procianidina; 2 — Trimero 11 de procianidina; 3 — (epi)catequina; 4

— Dimero | de procianidina; 5 — (epi)catequina; 6 — Dimero Il de procianidina. Fonte: Proprio

autor.

Trimero de Procianidina

Figura 19. Principais substancias isoladas do extrato etandlico do mesocarpo

0OH

OH

(epi)catequina

(EEMB),

obtidos por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS. Fonte: Préprio Autor.
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5.3 Quantificacdo dos compostos fitoquimicos e determinacéo da atividade antioxidante
do EEMB

Os resultados dos ensaios para deteccdo dos constituintes quimicos do EEMB
demonstraram a presenga de compostos fendlicos e proantocianidinas (Tab. 13). A atividade
antioxidade foi determinada pelos métodos de captura dos radicais livres (DPPH"), habilidade
de reducdo de ferro (FRAP) e habilidade de reducdo do molibdénio (ATT). O EEMB
apresentou um baixo valor de 1Csg, juntamente com valores expressivos de ATT e FRAP o
gue demonstra um potencial antioxidade (Tab. 12).

Tabela 13. Compostos fitoquimicos e atividade antioxidante do extrato etandlico do

mesocarpo do babagu (EEMB).

Compostos Fitoquimicos EEMB Catequina

Resultados + Desvio Padrao

Compostos Fendlicos (mg EAG / g de extrato) 266,27 + 14,67 -
Flavonois (mg EQ/g de extrato) - -
Proantocianidinas (mg EC / g de extrato) 337,60 + 28,17 -
Atividade Antioxidante
ATT (%) 55,91 + 3,77 -
DPPH" ICsp (ugimL) 44,32 + 3,72 44,23 + 0,28
FRAP (mg EFeSO4 / g de extrato) 521,98 + 40,88 1465,96 + 40,29

5.4 Atividade Antimicrobiana do OFB e do EEMB

O OFB néo apresentou efeito antimicrobiano, mesmo na maior concentracdo testada
(>1024 pg/ml). No entanto, para serem considerados ativos, consideramos o valor >128
pug/ml (SALEEM et al., 2010). O EEMB foi observado atividade antimicrobiana contra os
microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e leveduras (Tab. 14). Diante as cepas
testadas, o EEMB demostrouresultados como bactericida contra todas as cepas Gram-

positivas e para P. aeuruginosa 39, sendo inativo para as outras cepas Gram-negativas.
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Tabela 14. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do Extrato Etanolico do Mesocarpo do Babagu

(EEMB), Attalea speciosa testados contra cepas bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus

aureus), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) e leveduras (Candida albicans).

Microrganismos

EEMB

Controles

Ciprofloxacino

Gram-positivos

CIM (CBM) pg/mL

CIM (CBM) pg/mL

S. aureus 02 64 (64) 1(8)

S. aureus 1049 128 (128) 8 (16)

S.aureus 679 128 (128) 16 (32)

S.aureus 700 128 (256) 8 (16)

S.aureus 719 64 (128) 4 (16)

Gram-negativos

P. aeruginosa 39 128 (128) 8 (16)

P. aerugionosa 261 256 (256) 32 (64)

P. aeruginnosa 416 256 (256) 16 (32)

P. aeruginnosa 736 >512 (>512) 16 (32)

E. aerogenes 739 >512 (>512) 8 (16)
Fluconazol

Leveduras CIM (CFM) pg/mL CIM (CFM) pg/mL

C. albicans 1007 128 (128) 4 (8)

C. albicans 6431 128 (256) 8(8)

Fonte: Proprio autor.

5.5 Citotoxicidade do OFB e do EEMB

5.5.1 Viabilidade Celular

O efeito do OFB na viabilidade celular de fibroblastos L929 e macrofagos peritoneais

foi avaliado pelo ensaio com MTT, ndo sendo toxicos para os fibroblastos (Fig. 20A) e

macrdfagos peritoneais (Fig. 20B), em nenhuma concentracdo. Entretanto houve aumento do

metabolismo/viabilidade celular a partir de 25 pg/mL nos fibroblastos L929 (Fig. 20A).
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Figura 20. Ensaio MTT realizado para avaliar o efeito das doses de OFB. A — Viabilidade de
fibroblastos L929; B — Viabilidade de macréfagos peritoneais murinos. Os resultados foram
normalizados em relagdo ao grupo controle. Os resultados s@o apresentados como média +
Erro Padrdo Médio (E.P.M.) Significancia estatistica é denotada por ***p<0,001 comparado
ao controle. Teste ANOVA, software Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Fonte:

Proprio autor.

Assim como no OFB, o EEMB também néo foi citotoxico aos fibroblastos, entretanto
reduziu sua viabilidade na concentracdo de 100 pg/mL (Fig. 21A). Ja nos macréfagos, o

EEMB aumentou sua resposta metabdlica a partir de 12,5 ug/mL (Fig. 21B).
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Figura 21. Ensaio MTT realizado para avaliar o efeito das doses de EEMB. A — Viabilidade
de fibroblastos L929; B — Viabilidade de macréfagos peritoneais murinos. Os resultados
foram normalizados em relagdo ao grupo controle. Os resultados séo apresentados como
média = Erro Padrdo Médio (E.P.M.). Significancia estatistica é denotada por **p<0,01 e
***n<0,001 comparado ao controle. Teste ANOVA, software Prism 7.0 (GraphPad, San

Diego, CA, EUA). Fonte: Proprio autor.
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5.6 Reparo tecidual in vitro do OFB e do EEMB

5.6.1 Ensaio de Migracdo Celular

Apos ensaio com MTT, foram escolhidas as concentracdes de OFB (3,12, 6,25 e 12,5
uM) e de EEMB (1,56, 3,12 ¢ 6,25 uM) devido as auséncias de variagGes significativas
(citotoxicidade) na viabilidade dos fibroblastos.

Apos 24 h de analise, foi observado nas que a partir da concentracdo 6,25 pg/mL do
OFB houve uma redugdo significativa da &rea “ferida”, ademais, com o aumento da
concentracdo para 12,5 pg/mL este efeito foi intensificado. Da mesma maneira, 0 EEMB
reduziu a area lesionada, porém, a partir da concentracdo de 3,12 pg/mL. Sendo assim, a
utilizacdo dos compostos extraidos do babacu (Attalea speciosa) apresentaram relaces dose

dependente na redugdo das areas “feridas” (Fig. 22).
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Figura 22. Area sob a curva (AUC) de fibroblastos L929, determinado pela area de
fechamento da ferida até 24h de andlise. Os controles negativos dos fibroblastos foram
tratados com o meio DMEM incompleto e o controle positivo com DMEN contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB). A — Tratados com OFB. B — Tratados com EEMB. Significancia

estatistica € denotada por *p <0,05, comparado ao controle negativo. Fonte: Préprio autor.

5.6.2 Dosagem de Oxido Nitrico e de Citocinas em Macrofagos Peritoneais

A andlise de NO e citocinas foi realizada em macrofagos estimulados com LPS (5
pg/mL). Na avaliagéo de producéo de nitritos, a utilizacdo do OFB e do EEMB causaram uma
reducdo na producdo de nitrito pelos macréfagos. Como esperado, essa reducdo também foi
observada no grupo L-NAME (25 uM) (Tab. 15).
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Na andlise das citocinas o0 OFB e o EEMB obtiveram resultados significativos
(p<0,05), na reducdo e/ou estimulacdo da producdo destas citocinas. O OFB foi capaz de
aumentar a producdo de INF-y e IL-6 em todas as concentracfes testadas, ja em TNF-a
aumentou sua producdo apenas na concentragdo 3,12 pg/mL, ndo apresentando diferengas

significaticas nas demais concentragcdes comparadas ao grupo LPS.
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Tabela 15. Influéncia dos compostos extraidos da Attalea speciosa Mart. Spreng na concentragdo de éxido nitrico e citocinas in vitro.

[ 1@uM) NO (uUM) INF-y (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-2 (pg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
PBS - 0,03+0,01 <05 <09 496,0 £ 110,4 <0,03 <14
LPS - 1,15+0,19 980,4 + 38,6 <09 516,4 + 105,7 <0,03 584,4 + 18,4
OFB 3,12 0,31 +0,12" 2200,1 + 82,8" 107,7 £ 19,2 245,0 + 133,9 <0,03 1286,1 + 25,9
6,25 0,28 £0,10" 2214,2 + 28,5 <09 310,5 90,6 <0,03 1266,3 + 8,6"
12,5 0,29 + 0,09 1925,6 +7,1" 26,3 +45,6 578,9 + 110,9 <0,03 1197,4 + 11,8"
EEMB 1,56 0,13 £0,05" <05 277,6 £22,6" 2219,1+118,9 <0,03 116,0 £ 4,1"
3,12 0,17 £0,08" <05 193,1 +20,2" 2870,3 £ 30,5" 133,6 £57,3" 939+15"
6,25 0,18 +£0,07" <05 164,8 +17,15" 3366,5 + 172,4" 310,9 +50,5" 86,3+ 1,9
DEXA 10 0,72+0,12 <0,5" <09 619,2 £ 157,0 <0,03 73+13"
L-NAME 25 0,31+ 0,05 - - - - -

Resultados em uM + Desvio Padrdo (NO) e pg/mL + Desvio Padrao (demais citocinas). Parametro de significancia os valores de *p<0,05,

comparados ao grupo Lipopolissacarideo (LPS). NO — oxido nitrico; INF-y — interferon gama; TNF-a — fator de necrose tumoral alfa; IL —

interleucina. Fonte: Proprio autor.
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J& 0 EEMB, ao contrario do OFB, reduziu a producéo de IFN-y e IL-6 em todas as
concentracOes testadas, aumentou a producdo de TNF-a e IL-2 em todas as concentracGes
testadas. Especificamente, em IL-4 houve um aumento a partir da concentracdo 3,12 pg/mL.
Como observado, em todas as citocinas testadas com EEMB apresentaram relacdo dose-
dependéncia com a concentracéo testada (Tab. 15).

Tratando-se das citocinas anti-inflamatdrias (Th2), a IL-4 apresentou resultado dose-
dependente no aumento de sua produgdo a partir da concentragdo 3,12 uM do EEMB, ficando
abaixo do limite de deteccdo (<0,03 pg/mL) no OFB (Tab. 14). Ja a IL-10 (Tregc), assim como
a IL-17 (Th17), ficaram abaixo do limite de detec¢do do CBA, <0,8 pg/mL e <16,8 pg/mL,

respectivamente, em todas as amostras testadas.

5.7 Reparo tecidual cutaneo in vivo do OFB e do EEMB

5.7.1 Analise Macroscopica de Feridas Cutaneas Tratadas com OFB

Na observacdo clinica das lesdes tratadas com OFB e seu controle, verificou-se que no
3° dia pos-operatdrio (PO), todos os grupos formaram crosta com flogose caracteristica do
tipo de lesdo cutinea em relagio ao periodo analisado. Entretanto, tanto o grupo Dersani®
guanto os grupos OFB10%, OFB30% e OFB100% as crostas foram mais espessas e umidas
comparadas ao grupo controle negativo (Fig. 23).

No 7° dia PO, depois da retirada dos halos de silicone, as feridas ainda apresentaram
crostas vermelho escuro, aderidas ao leito da lesdo e com volume aumentado. Entretanto,
houve reducdo da hiperemia e do edema local neste periodo de observacao. Ja no 14° dia PO,
todas as feridas dos grupos Dersani®, OFB10%, OFB30% e OFB100% apresentaram um
processo de fechamento da lesdo acentuado, com excecdo do grupo Tween 80, que na area
central da ferida ainda apresentou crosta (Fig. 23).

Contudo, o grupo OFB30% foi o que apresentou maior formacao de tecido cicatricial
comparado aos demais grupos, pois na area central da lesdo nao apresentou areas hiperémicas,
0 que caracteriza o fechamento completo da ferida e a formacdo de uma cicatriz fibrotica
(Tab. 16).
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Figura 23. Avaliacio macroscopica de lesdes cutaneas tratadas com Oleo Fixo das Améndoas

do Babacu (OFB). Fonte: Préprio autor.

Tabela 16. Analise Macroscopica de feridas tratadas com Oleo Fixo das Améndoas do

Babacu (OFB).

Variaveis Periodos Grupos — Mediana (Min. — Méx.)
Tween 80 Dersani® OFB10% OFB30% OFB100%
(1%)
Edema 3° Dia 11-2) 2(1-3)" 2(1-2" 201-2" 2(1-3)"
7° Dia 1(0-2) 10-1) 1(0-2) 1(0-1) 1(0-2)
14° Dia 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Eritema 3° Dia 1(1-2) 21-2° 2(1-2 1(1-2) 1(1-2)
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7° Dia 0(0-1) 1(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 1(0-1)

14° Dia 0(0-1) 0(0-1) 0(0-0)" 0(0-0) 0(00-1)
Crosta 3° Dia 3(2-73) 3(2-3) 2(2-3) 3(2-3) 3(2-3)

7° Dia 3(3-3) 3(3-3) 3(3-3) 3(3-3) 3(3-3)

14° Dia 1(0-1) o@O-1D™ 0(0-0"™ 0(Q-0" 0(@-0"
Tecido 3° Dia 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Cicatricial

7° Dia 2(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 2(1-2)

14° Dia 2(2-3) 3(2-3) 3(2-3)" 3(2-3) 3(2-3)

Dados amostrais submetidos ao teste Teste de Kruskal wallis, software Prism 7.0 (GraphPad,
San Diego, CA, EUA). Padroes: 0 — ausente; 1 — Discreto; 2 — Moderado; 3 — Intenso.
Resultados em + Erro Padrdo Médio (E.P.M). Referéncias para os resultados tendo como
parametro de significancia os valores de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparado ao
Tween 80. Fonte: Prdprio autor.

5.7.2 Andlise Histomorfométrica de Feridas Cutaneas Tratadas com OFB

No 3° dia PO, na fase inflamatdria da cicatrizacdo, os grupos Dersani®, OFB10%,
OFB30% e OFB100% apresentaram um efeito pré-inflamatorio, [Fig. 24 (B1, C1, D1 e E1)].
Ainda neste periodo de avaliacdo, os grupos OFB10% e OFB100% apresentaram maior efeito
pré-angiogeénico, refletindo numa maior proliferacdo fibroblastica e uma maior producéo de
colageno [Tab. 17 e Fig. 24 (B2, C2 e E2)], comparados ao grupo I. O colageno, por sua vez,
se apresentou em finos feixes (fibrilas colagenas) distribuidos ao longo do leito cruento das
feridas em todos os grupos avaliados [Fig. 24 (A3, B3, C3, D3 e E3)].

Houve na fase proliferativa do reparo tecidual (7° dia PO) um predominio de células
inflamatdrias. Todavia, este infiltrado inflamatério mostrou-se inferior nas feridas tratadas
com todas as doses do OFB. Nesta fase ainda, houve um discreto aumento na angiogénese
com com o farmaco padrio (Dersani®) e a maior dose testada do OFB (Tab. 17) Desta forma,
a presenca do OFB no leito cruento das lesbes induziu uma maior fibroplasia em todas as
doses testadas (Tab. 17). Sendo este efeito parcialmente suprimido na producdo de colageno,
ja que em doses intermediarias do OFB (10 e 30%) houve uma reducdo em sua producao
(Tab. 17).

J& no 14° dia PO, na fase de remodelamento do tecido neoformado, o infiltrado
inflamatorio continuou elevado, nos grupos Dersani®, OFB10%, OFB30% e OFB100%. J4 no
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nimero de vasos sanguineos foram maiores nos grupos Dersani®, OFB10% e OFB100%.
Neste periodo ainda se notou que tanto a quantificacdo da fibroplasia quanto a colagenizacao

da leséo apresentaram um aumento proporcional a dose administrada de OFB (Tab. 17).



Tabela 17. Analise histomorfométrica de feridas cutaneas tratadas com Oleo Fixo das Améndoas do Babacu (OFB).

Parémetros Periodos Grupos — (Média + E.P.M.)
Tween 80 1% Dersani® OFB10% OFB30% OFB100%
Numero de células 3° Dia 121,8+£1,2 138,3+2,6™ 128,5+1,5" 130,9 + 1,77 130,6 +1,8™
Infamatdérias/ 7° Dia 66,7+1,0 65,9+0,6 62,0 +0,4™ 61,1+0,3™ 63,5+0,4™
Fotomicrografia 14° Dia 29,8 +0,1 33,6 04" 31,5+0,2" 31,2+0,2" 33,8+0,3™
NUmero de vasos 3° Dia 11,1+0,3 16,7 £0,6™ 15,4 £0,6™ 11,5+0,5 14,0+ 05™
sanguineos/ 7° Dia 21,8+0,4 25,8+0,7" 22,0+0/4 20,6 £0,5 26,2 +0,6™
Fotomicrografia 14°Dia 8,7+£0,3 13,0 +0,4™ 10,0 +0,3™ 6,5+0,2™ 10,3 +0,3™
Numero de 3° Dia 225+22 39,7 +3,0™ 41,8+1,9™ 329+18"™ 38,4+1,7
Fibroblastos/ 7° Dia 97,2+2,0 113,0+1,9™ 1155+ 2,9™ 109,5+1,6™ 1158 +1,6™
Fotomicrografia 14° Dia 66,6 £0,6 75,2 + 0,9 75,3 +0,8™ 77,9 +0,9™ 82,1+12"™
Média de 3° Dia 178+11 222+15" 209+1,1" 199+18 22,5+20"
%Colageno/ 7° Dia 381+11 429 +1,8" 26,1+1,2™ 27,6 +1,4™ 390+£13
Fotomicrografia 14° Dia 36,4+1,1 419+12" 446 +1,3™ 481+1,1™ 490+1,1™

Dados amostrais submetidos ao teste ANOVA. Resultados em + Erro Padrdo Médio (E.P.M). Referéncias para os resultados tendo como parametro

de significancia os valores de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparado ao Grupo |. Fonte: Prdprio autor.
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Grupos Infiltrado Inflamatério/ Vasos Produgio de Coligeno Fibrilas colagenas (Marcacio
Sanguineos (HE) (Tricomico de Masson) especifica do Tricomico de Masson)

Figura 24. Fotomicrografias da cicatrizacdo de lesdes cutaneas em ratos (Rattus norvegicus
albinus), no 3° dia do reparo tecidual, modelo de feridas de contengdo com halos de silicone
(wound splinting model) (WANG et al, 2013). Grupos: | — Controle Controle Negativo —
Tween 80 (1%); Il — Controle Positivo — Dersani®; 11l — OFB10%; IV — OFB30%; V —
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OFB100%. Al, B1, C1, D1 e E1 — Infiltrado Inflamatério (HE); A2, B2, C2, D2 e E2 —
Producdo de colageno (Tricdmico de Masson); A3, B3, C3, D3 e E3 — Fibrilas colagenas
(software ImageJ®). Aumento final de 400x. Legenda: seta — células inflamatdrias; cabeca de

seta — colageno; asterisco — vasos sanguineos. Fonte: Proprio autor.

5.7.3 Analise Macroscopica de Feridas Tratadas com EEMB

Na observagéo clinica das lesdes tratadas com EEMB verificou-se que no 3° dia todos
os grupos formaram crosta com flogose caracteristica do tipo de lesdo cutdnea em relacdo ao
PO. Desta maneira, o edema gerado na fase inflamatoria foi inferior em todos os grupos
tratados com EEMB (Tab.18 e Fig. 25).

Tabela 18. Andlise Macroscopica de feridas tratadas com Extrato Etandlico do Mesocarpo do
Babacu (EEMB).

Variaveis Periodos Grupos — Mediana (Min. — Max.)
DMSO 1% EEMB1% EEMB3% EEMB10%
Edema 3° Dia 2(2-3) 2(1-2)" 1(1-2)" 1(1-2)"
7° Dia 2(1-2) 1(0-2)" 1(0-2)" 1(0-2)"
14° Dia 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Eritema 3° Dia 2(2-3) 1(1-2)" 1(1-2)" 11-2)"
7° Dia 2(1-3) 11-2) 1(1-2) 10-2)"
14° Dia 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Crosta 3° Dia 2(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2)
7° Dia 2(2-3) 2(2-3) 2(2-3) 2(2-3)
14° Dia 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Tecido 3° Dia 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Cicatricial 70 pjg 1(0-2) 1(0-2) 1(1-2) 1(1-2)
14° Dia 2(1-3) 2(2-3) 2(2-3) 3(2-3)

Dados amostrais submetidos ao teste Teste de Kruskal wallis, software Prism 7.0 (GraphPad,
San Diego, CA, EUA). Padrbes: 0 — ausente; 1 — Discreto; 2 — Moderado; 3 — Intenso.
Resultados em + Erro Padrdo Meédio (E.P.M). Referéncias para os resultados tendo como
parametro de significAncia os valores de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparado ao

Grupo I. Fonte: Préprio autor.

No 7° dia PO, apo6s a retirada dos halos de silicone, as feridas ainda apresentaram
crostas vermelho escuro, aderidas ao leito da lesdo e com volume aumentado (Fig. 25). Nesta
fase de observacdo, houve reducdo do edema e do eritema nas lesdes tratadas com EEMB,
caracterizando uma reducdo do processo inflamatério (Tab. 17). Ja no 14° dia PO, todos 0s
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grupos testes apresentaram uma regressdo no processo inflamatério e um aumento da
formacéo de tecido cicatricial, com destaque para o grupo 1V (EEMB 10%) que visualmente
demonstrou uma cicatriz fibrética hipocrémica e mais oclusa comparada ao grupo | (Controle
— DMSO 1%) (Fig. 25).

Periodos
Grupos 3° dia 7° dia 14° dia
o . . .
EEMB1%
g/
EEMB3% - L y
o .

Figura 25. Avaliacdo macroscépica de lesdes cutaneas tratadas com Extrato Etandlico do

Mesocarpo do Babagu (EEMB). Fonte: Proprio autor.

5.7.4 Andlise Histomorfométrica das Feridas Tratadas com EEMB

No 3° dia PO, na fase inflamatdria da cicatrizagdo, os grupos Il1 e 1V apresentaram um
efeito anti-inflamatdrio. Ainda neste periodo de avaliagdo, os grupos Il e 11l apresentaram um
discreto aumento na angiogénese. Entretanto, na fibroplasia e na formacdo do colageno ao
longo do leito cruento das feridas, o colageno formado nesta fase ndo apresentou diferencas

significativas entre os grupos (Tab. 19).
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Na fase proliferativa do reparo tecidual (7° dia PO) o infiltrado inflamatério do tecido
de granulacdo, assim como na fase anterior, mostrou-se inferior nas feridas dos grupos teste
Il e IV [Tab. 19 e Fig. 26 (C1 e D1)]. Nesta fase pdde-se inferir que 0s mesmos grupos
aumentaram o recrutamento de fibroblastos nas lesdes cutaneas (Tab. 19). Sendo assim, na
area de formacdo de colageno a presenca do EEMB nas feridas resultou em um aumento
proporcional a dose administrada [Tab. 19 e Fig. 26 (B2, C2 e D2)]. O colageno, por sua vez,
se apresentou com uma estrutura densa ndo modelada nos grupos Il e 1V [Fig. 26 (C3 e D3)].

J& no 14° dia PO, na fase de remodelamento do tecido neoformado, houve uma
regressdo da inflamacdo e da angiogénese em todos os grupos avaliados (Tab. 19). Neste
periodo ainda pdde-se inferir que tanto a quantificacdo da fibroplasia quanto a colagenizacéo

da lesdo apresentaram um aumento proporcional a dose administrada do EEMB (Tab. 19).



Tabela 19. Analise histomorfométrica de feridas cutaneas tratadas com Extrato Etanélico do mesocarpo do Babacu (EEMB).

Parémetros Periodos Grupos — (Média + E.P.M.)
DMSO 1% EEMB 1% EEMB 3% EEMB 10%
Numero de
células 3° Dia 1144 + 3,7 108,3+ 2,5 93,7 +3,2™ 95,8 + 3,07
infamatorias/ 7° Dia 61,2+1,0 59,8 +1,2 54,9 +0,6™ 56,7 + 0,77
Fotomicrografia 14° Dia 23,4+£0,9 239+0,9 21,1+£0,8 21,3+£0,9
Numero de 3° Dia 12,3+0,3 10,4 +0,4™ 10,0 £ 0,3 11,2+0,3
vasos 7° Dia 23,9+0,6 29,5+0,7” 22,0+0,8 240+1,0
sang_uineos/ _ 14° Dia 8,6+0,6 79+05 9,0+£0,3 9,405
Fotomicrografia
NuUmero de 3° Dia 330+1,1 30,0+1,4 325+1,0 32515
Fibroblastos/ 7° Dia 97,6 +2,0 104,0 £2,2 1135+4.2™ 1354 +4,3™
Fotomicrografia 14° Dia 66,0 + 2,0 82,6 £2,2™ 99,4 +35™ 1054 + 4,8
Meédia de % 3° Dia 18,8 +1,3 22,1+15 21,0+1,0 20,9+0,9
Colégeno/ 7° Dia 36,7+1,9 42,1+24 444 +2 47 46,7+ 1,7
Fotomicrografia 14° Dia 37,3+20 428+26 46,7 + 1,77 50,8 +2,6™

95

Dados amostrais submetidos ao teste ANOVA. Resultados em + Erro Padrdo Médio (E.P.M). Referéncias para os resultados tendo como parametro

de significancia os valores de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparado ao Grupo I. Fonte: Proprio autor.
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Grupos Tecido de granulagio — Fibroblastos + Producio de Coligeno Fibras coligenas (Marcagio
Vasos Sanguineos (HE) (Tricmico de Masson) especifica do Tricomico de Masson)

Figura 26. Fotomicrografias da cicatrizacdo de lesdes cutdneas em ratos (Rattus norvegicus
albinus), no 7° dia do reparo tecidual, com modelo de feridas de conten¢do com halos de
silicone (wound splinting model) (WANG et al, 2013). Grupos: | — Controle Controle
Negativo — DMSO 1%; Il - EEMB1%; 1ll - EEMB3%; IV — EEMB10%. Al, B1, C1, D1 e
E1 — Tecido de granulacdo (HE); A2, B2, C2, D2 e E2 — Producéo de colageno (Tricomico de
Masson); A3, B3, C3, D3 e E3 — Fibras colagenas (software ImageJ®). Aumento final de
400x. Legenda: seta — células inflamatorias; cabeca de seta — colageno; asterisco — vasos

sanguineos. Fonte: Proprio autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 Obtencao e Caracterizacdo do OFB

Apo6s a extracdo, o Oleo fixo das améndoas de babacu (OFB) apresentou uma
coloracdo branca a levemente amarelada, caracteristica deste tipo de 6leo (MOTA et al.,
2010). Em relacdo ao seu rendimento pos-extracdo, o OFB apresentou 34% de rendimento,
valor inferior aos encontrados na literatura. Todavia, os estudos relatam outros metodos de
extracdo, com solventes organicos, a saber: éter de petréleo 45,7% (GUEDES et al., 2015),
hexano 87,8% (GOMES et al., 2013) e com etanol 57,0 — 89,6% (LIMA, et al., 2007;
GOMES, et al., 2013; OLIVEIRA, et al., 2013). No processo de prensagem, a borra ainda
apresenta cerca de 5-6% de 6leo residual. Pela extracdo de Oleo desta borra, por solvente
organico, se consegue reduzir esta quantidade para menos de 1% (TANDY, 1991). Sendo
assim, se justifica o rendimento do OFB, ja que o mesmo foi extraido por prensagem
mecanica manual.

A anélise por GC-FID do OFB foi possivel identificar oito ésteres metilicos com
predominéncia do acido laurico (C12:0), acido oleico (C18:1n9c) e acido miristico (C14:0).
Todos os acidos graxos identificados encontram-se dentro dos padrGes encontrados na
literatura (HOVORKOVA et al., 2018; MARTINI et al., 2018; MOURA et al., 2019).

Dentre 0s éteres encontrados com importancia terapéutica, destaca-se o &cido linoleico
(C18:2n6c¢), pois 0 mesmo favorece o processo de cicatrizacdo por ter um papel fundamental
na quimiotaxia para macrdfagos, sendo crucial na expressdo de componentes do sistema
fibrinolitico (regulando a producdo de colagenases); favorecendo o desbridamento autolitico
no leito da lesdo por contribuir na producio MMPs (MANHEZI et al., 2008; ARAUJO et al.,
2011). Estas proteinases fazem parte de uma familia de proteases dependente de Ca?* e Zn?*,
sendo essenciais em todas as fases da cicatrizacdo como a determinagdo da arquitetura da
matriz extracelular e a angiogénese (ARAUJO et al., 2011). Para tanto, no presente estudo
foram identificados no 6leo babacu a presenca do calcio, ja o zinco ficou abaixo do limite de
deteccdo do aparelho (Thermo® 7000 ICP-OES).

De acordo com a literatura, fons de Ca®" e Zn?* sdo essenciais para a producgdo de
enzimas metaldependentes, ou também denominadas de metaloproteinases (MMPs). Todas as
MMPs contém ions Zn?* no sitio de acio catalitica e requerem ions Ca*? para sua estabilidade
e atividade (NAVARRO et al., 2006; EMING et al., 2014). Consequentemente, 0 excesso de
fons de Zn?* podem inibir a produgdo de MMPs. Vale salientar que estas enzimas sdo
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produzidas nos linfdcitos, nos queratindcitos, nos mondcitos, nos macréfagos, nos
fibroblastos e as células mesenquimais. Essas células sdo capazes de responder a fatores de
crescimento e citocinas, incluindo a interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e o fator de crescimento transformador alfa (TGF-a). Na presenca desses fatores de
crescimento e citocinas, essas células liberam as MMPs para 0 meio extracelular, favorecendo
a cicatrizacdo tecidual em processos como angiogénese, debridamento autolitico e
remodelacgdo do tecido neoformado (OLCZYK et al., 2014; RAM et al., 2015).

Estudos que avaliaram as quantidades de metais presentes no 6leo das améndoas de A.
speciosa sp. sao escassos, para Lopes e colaboradores (2016) ao realizarem espectrometria de
massa de plasma indutivamente acoplada (ICP-MS), puderam mensurar as quantidades de Al,
As, Ba, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, V e Zn. Como jéa citado, este tltimo metal ficou
abaixo dos niveis de deteccao no OFB (<4,85 mg/kg), corroborando com os baixos niveis da
literatura supracitada (<0,11 mg/kg).

Entretanto, para Queiroga e colaboradores (2015) ao avaliarem os niveis de calcio das
améndoas do coco babacu, por espectrofotometria de absorcdo atébmica, verificaram que as
concentracfes dos elementos minerais podem variar acordo com as condi¢des de
armazenamento: sem armazenamento (frutos colhidos diretamente do cacho da planta), frutos
caidos naturalmente ao chdo com 7 dias de armazenamento, frutos com 180 dias de
armazenamento a céu aberto e frutos com 180 dias de armazenamento em depdsito com
cobertura. Seus resultados demostraram variagdes de concentracdo de célcio entre 1.181,0
mg/kg (180 dias de armazenamento em depdsito com cobertura) até 4.575,0 mg/kg (frutos
colhidos diretamente do cacho da planta).

O nivel de Ca?" do OFB (18,0 mg/kg) foi muito inferior ao relatado pela literatura
acima, porém, vale salientar que estas discrepancias dos valores se deram devido ao material
analisado, ja que as améndoas integras possuem uma maior concentracdo de minerais
(QUEIROGA et al., 2015) e apds o processo de extracdo do OFB, grande parte dos metais
presentes nas améndoas podem ficar retidos na borra. Efetivamente, o calcio no éleo ndo é
solivel, somente na forma de sab&o (4cido graxo livre + Ca®") (VAVRA et al., 2017). Como 0

conteddo de acido graxo livre € muito baixo, ndo tem contraion.

6.2 Obtencéo e Caracterizacdo do EEMB

Apds a obtencdo do extrato etandlico do mesocarpo do babacu (EEMB), observou-se

um extrato com coloracdo marrom avermelhado e com rendimento de 1,16%, este valor foi
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muito proximo ao encontrado na literatura com o extrato hidroalcodlico (2,15%) (SILVA et
al., 2017). Ademais, foi realizado a caracterizacdo do EEMB, pelo qual se péde quantificar
compostos fenolicos totais (266,27 + 14,67 mg EAG/ g de extrato) e proantocianidinas
(337,60 + 28,17 mg EC/ g de extrato). Estes valores foram inferiores aos encontrados por
Silva e colaboradores (2017) (compostos fendlicos totais — 414,4 mg EAG / g de extrato; e
proantocianidinas — 421,7 mg EC/ g de extrato), contudo o extrato avaliado foi hidroalcodlico.

Avaliando o processo de extracdo dos compostos fendlicos totais, flavonoides totais e
polifendis ndo flavonoides, o tipo de solvente tem sido considerado como um dos fatores mais
importantes; pois tais compostos apresentam afinidade por solventes hidrofilicos, sendo mais
0s utilizados a dgua ou solventes organicos, tais como: etanol, metanol e acetona (CHAN et
al., 2009; DORTA et al., 2012). Justificando assim, as varia¢bes dos valores encontrados no
EEMB e na literatura, ja que os solventes utilizados foram distintos.

Na literatura foi possivel quantificar compostos fendlicos em mesocarpos de outras
palmeiras (familia Arecacea), a Euterpe oleracea Mart. (12,89 mg EC/ g) (SCHAUSS et al.,
2006), Astrocaryum aculeatum Meyer (8,24 mg EC / g) (SAGRILLO et al., 2015) e Syagrus
coronata (Mart.) Becc. (146 mg EC/ g) (RODRIGUES et al., 2011). O que demonstra que
esta familia pode ser uma rica fonte de compostos fenolicos. Comparativamente, 0 mesocarpo
do babacgu apresenta valores de compostos fenolicos inferiores aos encontrados na literatura,
pois ja foram quantificados 8,9 mg EC/ g (Silva et al., 2017) e no presente estudo 3,0 mg EC/
g.

Para a identificacdo destes compostos foi realizado e espectrofotometria por UPLC-
DAD-qTOF-MS/MS, sendo identificados 02 ions precursores de monémero (289 [M-H]"), 02
de dimeros (577 [M-H]") e 02 trimeros (865 [M-H]") da (epi) catequina, onde ‘epi’ se refere ao
epimero e os parénteses indicam qualquer epimero.

Com a polimerizagdo das catequinas (flavan-3-ols) h& a formacdo das
proantocianidinas ou também denominados de taninos condensados. Estes compostos foram
identificados pela primeira vez no mescarpo da Attalea speciosa Mart. ex Spreng por Silva e
colaboradores (2017), sendo identificados 09 ions, dos quais 01 monémero, 04 dimeros, 03
trimeros e 01 tetrdmero de (epi)catequina.

Na literatura, as catequinas apresentam tais atividades bioldgicas ja analisadas:
anticancer (WEN et al., 2008; HUANG et al., 2012% HUANG et al., 2012°; KATIYAR et al.,
2015), neuroprotetora (WANG et al., 2009; MAULIK et al., 2013; STRATHEAM et al.,
2014; LI e XU, 2015; GONG et al., 2016), cardioprotetora (BEARDEN et al., 2000;
FITZPATRICK et al., 2002), imunomodulatéria (TONG et al., 2011, WOO et al., 2011; LEE
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et al., 2012), antidiabetes (RAJAN et al., 2007; OKUDAN et al., 2011; DING e LIU, 2013),
antimicrobiana (BISHA et al., 2010; FELDMAN et al., 2012; TAMURA et al., 2016;
RAVINDRANATHAN et al., 2018), antioxidante (ZANWAR et al., 2014; ZHAO et al.,
2014; JIANG et al., 2017) e cicatrizante (WANG et al., 2013; KIM et al., 2017; BAEK et al.,
2019; LIANG et al., 2019).

6.3 Determinacéo da Atividade Antioxidante do EEMB

Quando o ferimento ocorre, é acompanhado em pouco tempo por dor, vermelhidao e
edema do tecido circundante. Todos esses sdo sintomas classicos de inflamacdo e sdo
causados pela liberacdo de eicosandides, prostaglandinas e leucotrienos e de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (HOUGHTON et al., 2005). A liberacdo de EROs favorece a defesa
contra microorganismos e auxiliam no desbridamento do tecido morto. Entretanto, um
aumento no numero de neutréfilos pode causar a liberacdo de excesso de proteases e EROs
que sobrecarregam os inibidores de protease que normalmente protegem as células dos
tecidos e a matriz extracelular (YAGER e NWOMEH, 1999)

Estes radicais (OH", H202, O,™) sdo formados naturalmente no nosso organismo em
guantidades moderadas com propriedades antimicrobianas, entretanto, em excesso causam
danos em moléculas bioldgicas como os lipideos, as proteinas, os carboidratos e as vitaminas,
além de estarem relacionados a doengas cronicas ndo transmissiveis como aterosclerose,
esclerose multipla, doencas do coracdo e cancer (SIES et al., 2017). Nas feridas as EROs
geralmente afetam o reparo, alterando ou degradando as proteinas da MEC, danificando os
fibroblastos dérmicos e reduzindo a funcdo dos queratindcitos (MOSELEY et al., 2004).
Portanto, controlar os niveis de EROs demostrou uma maneira eficaz de promover a
cicatrizacao de feridas (DUNNILL et al., 2017).

Além disso, neste processo também atuam as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)
que sdo moléculas reativas com elétrons livres como EROs. Durante suas atividades
fisioldgicas as ERNs sdo representadas por NO* e ONOO™. As ERNs sdo oxidantes muito
poderosos e danificam moléculas bioldgicas (GORECKI et al., 2014). Recentemente, muitos
estudos foram conduzidos para regular os fenémenos bioldgicos através do equilibrio do
equilibrio de EROS/ERNs. O desequilibrio de EROS/ERNs pode causar vérias doencas
bioldgicas (CHEN et al., 2019; GHUMAN et al., 2019; LIANG et al., 2019).

A atividade antioxidante tem sido relatada e associada aos metabolitos secundarios das

plantas, em especial os compostos fendlicos. Na natureza estes compostos séo gerados para
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defesa ou promogéo do crescimento da planta em condigdes desfavoraveis (NAVARRO et al.,
2017). Muitas espécies vegetais do Brasil tém sido amplamente estudadas em decorréncia de
sua potencialidade como antioxidantes naturais (CATUNDA-JUNIOR et al., 2002). A
exemplo, em trabalho anterior, Maniglia e Tapia-Blacido (2016) demonstraram que a farinha
de mesocarpo de babagu apresenta atividade antioxidante devido & presenga de compostos
fenolicos. Entretanto, para Silva e colaboradores (2005), ndo encontraram este efeito com
extratos etandlicos das folhas, flores e do endocarpo do babacu.

Na literatura os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: os antioxidantes
enzimaticos e 0s ndao enzimaticos. Os enzimaticos sao compostos capazes de bloquear o inicio
da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as EROs. J& na segunda classe, estdo
moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdao consumidas durante a reacao.
Nesta classificagdo, incluem-se os antioxidantes naturais como os compostos fenolicos
(MOREIRA et al., 2004) e os acidos graxos poli-insaturados (PRISACARU, 2016).

A atividade antioxidante do OFB ndo foi realizada devido a sua composi¢do quimica,
pois em quase sua totalidade é composto por acidos graxos saturados (82,07%) e insaturados
(15,22%), restando apenas o &cido linoleico como poli-insaturado (2,71%). Para Guidoni e
colaboradores (2019), o uso de 6leos vegetais saturados e monoinsaturados ndo exibiram
atividade antioxidante até 2000 mg/mL. Justificando a ndo realizacdo destes testes com o
OFB.

Como visto, 0 extrato etandlico do mesocarpo do babacu (EEMB) possui compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos sdo compostos de estruturas variadas como os acidos
fenolicos, derivados da cumarina, taninos e flavonoides, que podem atuar como agentes
redutores, sequestrantes de radicais livres e quelantes de metais (TAIZ e ZEIGER, 2013).
Mais especificamente o0 EEMB € composto por mondmeros, dimeros e trimeros de
(epi)catequina. A catequina € um polifenol que oxida com facilidade, ao enconcontrar algum
radical livre no organismo, ela reagird com o mesmo evitando a oxidagdo de celulas sadias
(ZANWAR et al., 2014; ZHAO et al.,, 2014; JIANG et al., 2017; LAI et al., 2018;
BERNATONIENE e KOPUSTINSKIENE, 2018; RAUF et al., 2019).

Para tanto, além da quantificacdo dos compostos fendlicos totais, a atividade
antioxidante pode ser relizada por ensaios quimicos comuns, sendo 0s mais comuns o DPPH",
ATT e FRAP. Para Silva e colaboradores (2017), o melhor resultado da atividade antioxidante
foi o da fracdo acetato de etila do extrato do mesocarpo da Attalea speciosa, no qual
demostrou um baixo valor de I1Cso — DPPH" (3,38 pg/mL) e FRAP (88,06 + 0.53 mg EFeSO, /
g). Ja para Maniglia e Tapia-Blacido (2016), a farinha do mesocarpo tambem apresenta
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atividade antioxidante, pois apresentam a capacidade de branquear a solucdo DPPH’,
capacidade reducéo do molibdénio ATT = 63,4 + 1,5%. Da mesma forma, o EEMB conseguiu
atingir valores nos ensaios DPPH" (ICso = 44,32 + 3,72 pg/mL), FRAP (521,98 + 40,88 mg
EFeSO4/g) e ATT (55,91 + 3,77 %), demostrando potencial antioxidante.

Para tanto, ao realizar uma correlagdo de Pearson entre os compostos quantificados
(compostos fenolicos e proantocianidinas) e a atividade antioxidante (DPPH' e FRAP), o
resultado demostrou uma correlacdo positiva (r = 0,86), sendo uma variagdo diretamente
proporciorcional entre as variaveis avaliadas. Em outros termos, o potencial antioxidante do

EEMB esta ssociado aos niveis de compostos fendlicos totais e proantocianidinas.

6.4 Atividade Antimicrobiana do OFB e do EEMB

Durante o processo de cicatrizacdo as lesdes cutaneas abertas ficam propensas a
infeccbes, por agentes como bactérias que podem desenvolver infeccdes locais e/ou
sisttmicas (KI e ROTSTEIN, 2008). Consequentemente, as feridas infectadas retardam o
fechamento da lesdo e também resultam na formacdo de exsudatos e toxinas que serdo
produzidos com a morte concomitante de células em regeneragdo (GABR e ALGHADIR,
2019). Para tratamento deste processo infeccioso, frequentemente sdo utilizados compostos
antimicrobianos tanto de origem sintética quanto de usos tradicionais (CHEESEMAN et al.,
2017). Para tanto, para investigacdo dos efeitos antimicrobianos de tais compostos € visto na
literatura os ensaios de microdiluicdo em caldo, para avliar a concentracao inibitéria minima
(CIM), e o ensaio de zona de inibicdo. Entretanto, esta Gltima abordagem € menos confiavel,
pois depende da capacidade dos componentes do extrato se difundirem através do gel de agar
(BALOUIRI et al., 2016).

A atividade antimicrobiana de 6leos vegetais pode ser considerada promissora quando
apresentam valores de CIM inferiores a 100 pug/mL, ja quando Oleos apresentam valores
superiores a 1000 pg/mL sdo considerados inativos (RIOS e RECIO, 2005). Ja para Saleem e
colaboradores (2010), os 06leos vegetais ainda podem ser classificados como moderadamente
ativos com valores de CIM entre 100-400ug/mL e fracamente ativos com valores de CIM
entre 500-1000 pg/mL. Com base nestes critérios, foi possivel classificar o OFB como inativo
frente a todas as cepas testadas neste estudo.

Em estudo recente, uma mistura de 0leos vegetais [0leo de linhaca (15%), 6leo de
groselha preta (10%), azeite de oliva (20%), 6leo de rosa mosqueta (10%), 6leo de macadamia

(15%) e oleo de girassol (30%)] ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
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Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli), pois
apresentaram valores de CIM > 2.000 mg/kg (GUIDONI et al., 2019). Entretanto, os 6leos
vegetais com alto teor de acido laurico (C12:0), exibem atividade antimicrobiana, mais
especificamente no caso do 6leo do babacu foi possivel detectar esta atividade frente a cepas
de Clostridium Perfringens (560 pg/mL) (HOVORKOVA et al., 2018).

Comparativamente, em estudos anteriores, o acido laurico (composto em maior
concentracdo no OFB) possui uma atividade antibacteriana maior do que outros acidos graxos
como acido caprilico (C8:0), &cido caprico (C10:0) e o &cido miristico (C14:0) (ENING,
1998; ENING, 1999; LIEBERMAN et al., 2006; LI et al., 2009). Entretanto, estes efeitos
citados podem ser maiores quando se utiliza a monolaurina (dodecanoato de 2,3-di-
hidroxipropil), um derivado do acido laurico. Como agente antimicrobiano, este monoéster
possui a capacidade de desestabilizar a camada lipidica de algumas bactérias (Listeria
monocytogenes, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae) impedindo, assim, uma proliferacdo bacteriana. Também possui efeitos frente a
Candida albicans e Giardia lamblia, comprovando a sua acdo antifingica e protozoal
(ENING, 1998; ENING, 1999; LIEBERMAN et al., 2006).

Outros compostos que também apresentam atividades antimicrobiana sdo o0s
compostos fendlicos, pelo que ja se sabe, estes compostos envolvem muitos locais de agdo no
nivel celular (BOUARAB-CHIBANE et al., 2019). Alguns autores atribuem esta atividade a
modificacdo na permeabilidade das membranas celulares, pelas alteracdes nas véarias funcoes
intracelulares, induzidas pela ligacdo do hidrogénio dos compostos fendlicos as enzimas, ou
pela modificacdo da rigidez da parede celular com perdas de integridade devido a diferentes
interacdes com a membrana celular (TAGURI et al., 2006; CUSHNIE e LAMB, 2011). Por
exemplo, os taninos podem induzir danos na membrana celular e até inativar o metabolismo
por ligacdo a enzimas (CHUNG et al., 1998).

Outro efeito conhecido dos taninos, mais especificamente das catequinas, € o de
aumentar o estresse oxidativo em E. coli através do aumento enddgeno de EROs exercendo
efeitos antibacterianos, reduzindo a capacidade antioxidante das bactérias (XIONG et al.,
2017; MA et al., 2019). Na natureza, esses metabolicos secundarios conferem protecdo
vegetal frente ao ataque de alguns patégenos (BUELGA e SCALBERT, 2000). Estes
compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto por enzimas vegetais especificas quanto por
influéncia de substancias quimicas, como cloreto férrico, resultando no escurecimento de suas
solugdes (MELLO e SANTOS, 2001). Entretanto, ao reagir com o ferro ou cobre torna-se um
agente pro-oxidante (BARBOSA et al., 2010).
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Considerando as quantidades desses ions metalicos nas células vivas ou sua presenga
no ambiente, ha uma probabilidade de formacéo de espécies radicais reativas pela combinacédo
de polifenol e outros intermediarios de oxigénio reativos. Esse tipo de reacdo pode induzir
peroxidacdo de lipideos e quebras de fita de DNA. Esses resultados indicam que os &cidos
fendlicos podem exibir uma atividade pré-oxidante, aumentando o nivel de ions férricos e
ferrosos celulares livres e, dessa forma, gerando radicais anion superoxido e radicais hidroxila
(LABIENIEC et al., 2003).

A literatura relatou que a atividade antimicrobiana de taninos pode ser explicada por
trés mecanismos: inibicdo de enzimas bacterianas e fangicas e/ou complexacdo com 0s
substratos dessas enzimas; a acdo sobre as membranas celulares dos micro-organismos,
modificando seu metabolismo, e a complexa¢do dos taninos com ions metalicos, diminuindo a
disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano (CORRALES et al., 2009).

Neste contexto, os dimeros de proantocianidinas foram encontrados potentes agentes
antimicrobianos (KARIOT et al., 2011; ZANG et al., 2013), pois reduziu a contagem viavel
de células para Listeria monocytogenes (BISHA et al, 2010) e também reduziu a capacidade
de adesdo de Candida albicans (FELDMAN et al, 2012). Ja os trimeros de proantocianidinas
possuem a capacidade de romper a membrana celular e a integridade da parede de Bacillus
cereus (TAMURA et al., 2016).

Como foi visto, 0 mesocarpo da Attalea speciosa Mart. Spreng contem tais compostos
e, consequentemente, tambem apresentou atividade antimicrobiana frente algumas cepas
bacterianas, a saber: S. aureus AM 189 (cepa hospitalar: secrecdo de ferida — Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE), S. aureus AM 211 (Cepa hospitalar: exsudato nasal —
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE), S. aureus AM 221 (Cepa hospitalar:
esperma — Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE), S. aureus AM 349 (Cepa
hospitalar: sangue — Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE) e S. aureus AM 355
(Cepa hospitalar: secrecdo — Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE) (CAETANO
et al., 2002), S. aureus ATCC 25923 (cepa cepa padrdo de controle de testes de laboratério,
Manassas, Virginia, EUA) e E. faecalis ATCC 29212 (amostra de urina humana, Manassas,
Virginia, EUA) (BARROQUEIRO et al., 2016). Corroborando com a literatura, o0 EEMB
também apresentou acdo bactericida e bacteriostatica nas cepas de S. aureus 02 e

bacteriostatica frente as cepas S. aureus 719.
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6.5 Atividade Cicatrizante do OFB e do EEMB

Existem varios agentes topicos e sisttmicos usados como cicatrizante, todavia, alguns
desses agentes podem atrasar o processo de reparo tecidual e ainda podem representar um
risco a saude, principalmente por causa das suas possiveis reacfes adversas (VEITH et al.,
2018; SAGHAZADEH et al., 2018). Por esse motivo, 0s estudos com compostos extraidos
dos vegetais, tém procionado uma fonte alternativa para a terapéutica de cicatrizacdo de
lesGes cutaneas (LIMA et al., 2015).

Na literatura é possivel encontrar diversos produtos extraidos das plantas do bioma
brasileiro com uso popular direcionado ao tratamento de lesGes cutaneas, destacam-se:
Myracrodruon urundeuva fr. All. (CAVALCANTE et al., 2005); Anacardium occidentale L.
(SCHIRATO et al, 2006); Stryphnodendron adstringens (Mart.) (MINATEL et al, 2010) e
Arrabidaea chica Verlot. (JORGE et al, 2008; ARO et al, 2013). Dentre eles ainda, se destaca
0 Oleo e a farinha do mesocarpo do babacu (Attalea speciosa Mart. ex spreng) (SOUZA et al.,
2011; BARBOSA et al., 2012; REIS et al., 2017).

Os oleos sdo na sua grande maioria de fontes vegetais, seus efeitos cicatriciais dao-se
em diversos passos do processo inflamatorio como contracdo vascular, quimiotaxia, adesao,
diapedese, ativacdo e morte celular, sendo que a maioria destes eventos ocorre via derivados
do é&cido araquidénico como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas
(HATANAKA e CURI, 2007; HATANAKA et al., 2013). Devido a este potencial, ha varias
apresentacdes comerciais que associam acidos graxos esséncias (acido linoleico e a-
linolénico), triglicerideos de cadeia média (acido caprico, acido caprilico, acido laurico, acido
palmitico, acido miristico e &cido estearico), acetato de tocoferol (vitamina E) e palmitato de
retinol (vitamina A). Mais especificamente no Brasil ja sdo comercializados tais produtos:
Dersani® (DAUDT), Curatec® AGE (LM Farma), Dermosan® (Sunny Day) e AGEDerm®
(Helianto Farmaucéutica Ltda) (FERREIRA et al., 2012).

Como pdde ser indenticado tanto na literatura (SILVA et al, 2017) quanto no presente
estudo o extrato etanolico do mesocarpo do babacu é composto por proantocianidinas [flavan-
3-ols: catequina e/ou epicatequina]. Estes flavonoides sdo uma das fontes bioativas
importantes de plantas medicinais que possuem diferentes atividades farmacoldgicas, como
antioxidante, prevencdo de doencas cardiacas corondrias, atividades hepatoprotetoras, anti-
inflamatorias, anticancer, reguladores de crescimento (KUMAR e PANDEY, 2013). Em
conjunto suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias auxiliam no processo cicatricial
(HOUGHTON et al., 2005; ASLAM et al., 2018), sendo as catequinas uma das classes de
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flavondides mais amplamente testadas para a modulagdo da cicatrizacdo de feridas
(SCHMIDT et al. 2010; WANG et al., 2013; KIM et al., 2017; BAEK et al., 2019; LIANG et
al., 2019).

Devido ao seu potencial de utilizagdo, o 6leo e 0 mesocarpo da A. speciosa tem sido
citado em estudos pré-clinicos de inflamacdo e atividade imunomodulatéria (SILVA e
PARENTE, 2001; GUERRA et al, 2011; BARBOSA et al., 2012; SILVA et al., 2015; REIS
et al., 2017). Devido ao petencial cicatrizante associados aos acidos graxos (PATZELT et al.,
2012; MACK et al., 2014) e as catequinas (KIM et al., 2017; BAEK et al., 2019; LIANG et
al., 2019), se notou que os compostos extraidos (OFB e EEMB) podem apresentar atividade

bioldgica frente ao processo cicatricial de feridas.

6.5.1 Ensaios In vitro

6.5.1.1 Viabilidade celular

Apos a reunido inicial de neutrdfilos no local da ferida, varios outros tipos de células
sdo recrutados para levar adiante os processos de reparo tecidual. Estes incluem mondcitos,
mas também mais importante, fibroblastos que sdo atraidos para o local para iniciar a fase
proliferativa do reparo (HOUGHTON et al., 2005). Os fibroblastos podem ser cultivados em
cultura e sua proliferacdo avaliada pela determinacdo da proteina total de células viaveis
presentes pela coloracdo com um corante apropriado como sulforodamina B (SRB) ou
vermelho neutro ou pelo metabolismo de uma substancia colorida como MTT (GASQUE et
al., 2014). Portanto, um extrato que estimula o crescimento de fibroblastos, portanto, pode-se
pensar ser util para auxiliar a cicatrizacao de feridas (LI et al., 2019).

O teste MTT com a linhagem L929 os &cidos graxos, presentes no OFB, mais
especificamente, o &cido laurico (PRADHAN et al, 2007), acido oleico (LEE e NA, 2020),
acido miristico e acido palmitico (GUEDES et al., 2020) ndo apresentaram citotoxicidade.
Além disso, ao utilizar uma mistura de oleos (linhaca, groselha preta, rosa mosqueta,
macadamia, girassol), também ndo demostram citotoxicidade tanto na linhagem L929 quanto
RAW 264.7 (GUIDONI et al., 2019). Este resultado pode ser justificado, ja que os ésteres
metilicos fazem parte das estruturas celulares da pele, como por exemplo o &cido palmitico
(C16:0), que é produzido pelos queratindcitos pela acdo enzimética do acido graxo sintase,
esta enzima por sua vez pode produzir acidos graxos de até 16 carbonos (KHNYKIN et al.,
2011)
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Vale salientar que 0s acidos graxos sintetizados no estrato granuloso sdo liberados
pelos corpos lamelares na interface estrato granuloso-estrato corneo. As membranas lamelares
do estrato corneo sdo compostas principalmente de acidos graxos saturados com comprimento
de cadeia significativamente mais longo, que varia entre C16 e C26. Os principais sdo: acido
palmitico (C16:0), acido beénico (22:0), acido lignocérico (C24:0 — mais frequente) e acido
hexacosanoico (C26:0) (KANG et al., 2006; LIN et al., 2018).

Em outras linhagens de fibroblastos, como a 3T3, o babacu ja foi testado quanto ao
seu potencial citotoxico. Para Rennd e colaboradores (2008), o extrato etandlico do
mesocarpo do babagu demonstrou redug@o da sua viabilidade em concentragdes >100 pg/mL.
Corroborando com estes dados, a citoxicidade do EEMB se deu inicialmente a partir da
concentragdo 100 pg/mL.

Como foi avaliado, a viabilidade dos macr6fagos peritoneais sé foi alterada com o
EEMB. Na literatura este resultado é divergente, pois para Liu e colaboradores (2010), o uso
de proantocianidinas aumentam significativamente a proliferacdo de macrdfagos peritoneais
em concentracGes de 50 a 100 pug/mL. Entretanto, na literatura ja demonstrou citotoxicidade a
partir da concetracdo de 100 pg/mL na linhagem RAW264.7 (CHU et al., 2016; SHAO et al.,
2020)

Na literatura so € possivel encontrar este tipo de ensaio com macréfagos peritoneais no
extrato aquoso do babacu. Pelo qual, houve aumento significativo na sua proliferacdo em
todas as concentragdes testadas (3,12 ,6,25, 12,5, 25, 50, 100 pg/mL) (SILVA et al., 2018).
Entretanto, a viabilidade do EEMB se tornou dose-dependente, com crescimento diretamente
proporcional, a partir da concentragdo 12,5 pg/mL.

Este aumento proporcional na proliferacdo de macrofagos in vitro, pode ser explicado
pelo uso de polifendis, j& que estes compostos influenciam o metabolismo dos macréfagos
M1, promovendo vias oxidativas, levando a um aumento significativo no consumo de
oxigénio pelos complexos mitocondriais, bem como a uma maior producdo de ATP por
fosforilagéo oxidativa (DUGO et al., 2017). Neste contexto, foi observado que in vitro o
EEMB modulou a producéo de citocinas inflamatorias, com efeito anti-inflamatério (aumento
de IL-4, reducdes de IFN-y e IL-6). In vivo, o efeito anti-inflamatorio foi observado nas fases

inflamatdria e proliferativa do processo ciactricial.
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6.5.1.2 Ensaio de Migracdo Celular — scratch assay

Para Shrimanker e colaboradores (2013), este modelo tem sido amplamente utilizado
para obter informagOes sobre o reparo cutdneo em potencial de drogas, determinando a
porcentagem da area delimitada em “micro-riscos”. O ensaio de migracao celular foi utilizado
para avaliar os efeitos do OFB e EEMB na migracéo de fibroblastos L929.

O processo de migracdo celular faz parte de diversos fenbmenos bioldgicos, sendo
fundamental na formacdo dos 6rgdos, na embriogénese e sua importancia permanece no
organismo adulto, tanto na fisiologia normal, quanto nas patologias, como por exemplo, no
processo cicatricial com a migracdo dos fibroblastos e células endoteliais vasculares
(LAUFFENBURGER e HORWITZ, 1996). No modelo de migracdo celular, utilizado no
presente estudo, as monocamadas de fibroblastos “feridas” respondem a perda do contato
célula-célula, aumentando a concentracdo de fatores de crescimento e citocinas na ferida,
iniciando assim a proliferacdo e migracdo de diferentes tipos de células, como queratinécitos
e fibroblastos (JANIS e HARISON, 2014).

Os fibroblastos sdo os tipos celulares mais abundantes encontrados nos tecidos
conjuntivos e sdo essenciais para apoiar a cicatrizacdo de feridas. Na fase inflamatoria tardia,
os fibroblastos sdo recrutados para a area da ferida para proliferar e regular uma série de
atividades-chave (BAINBRIDGE, 2013). Uma vez no local da lesdo, os fibroblastos comecam
o trabalho degradando os coagulos de fibrina, produzindo matrizes extracelulares e se
diferenciando em miofibroblastos que ajudam a contrair a ferida (L1 e WANG, 2011).

Os fibroblastos secretam colédgenos e subsequentemente afetam a remodelagdo do
tecido de granulacdo em derme madura (HOUGHTON et al., 2005). Eles também secretam
fatores de crescimento, como KGF, PDGF e TGF-B, que estimulam a
proliferacdo/diferenciacdo/migracdo de outras células envolvidas no processo de cicatrizacao
de feridas. Especialmente queratindcitos podem ser desencadeados na area da ferida,
formando a barreira final na superficie do novo tecido conjuntivo formado pelos fibroblastos.
Isso significa que uma camada celular de queratindcitos proliferativa alta se espalha das
bordas em direcéo a area da ferida, levando finalmente a uma camada de cobertura fechada.
Essa camada de queratinécitos assumira a funcionalidade do estrato basal e produzird grandes
quantidades de queratindcitos indiferenciados (SCHULTZ et al., 2011)

Para Guidoni e colaboradores (2019), o uso de acidos graxos (200 mg/mL) em
modelos de migracdo celular com fibroblastos L929 apresentou uma reducdo de 57,5 + 3,7%

apos 16h de analise das culturas. Em estudo semelhante, Cho e colaboradores (2017),
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concluiram que o éacido palmitico, um dos ésteres metilicos presentes no OFB, aumentou a
migracdo, proliferacdo e expressdo de fibronectina nos fibroblastos L929. Entretanto, ao
utilizar o OFB, se observou em 24h, que em concentracdes bem inferiores ao encontrado na
literatura este efeito se deu a partir de 6,25 pg/mL, demostrando uma relagdo dose-dependente
na taxa de migrac&o de fibroblastos para a area lesionada.

Ainda neste contexto, Ahmad e colaboradores (2017), o uso do 6leo de coco (Cocos
nucifera L., Arecaceae) também demonstrou uma reducdo dose-dependente na reducdo da
area lesionada. A presenca de acidos graxos, como o &cido laurico, presente em maior
concentracdo tanto no éleo de coco quanto no OFB, pode contribuir para estimular a migracao
e a proliferacdo de fibroblastos. Na literatura ja foi comprovado que os acidos promovem a
proliferacdo celular (ROSE et al., 1994) e as atividades dos fatores de crescimento (JIANG et
al., 1995).

De outro modo, a atividade cicatrizante in vitro do 6leo de coco foi relacionada a
presenca de compostos fendlicos em sua composicdo, ja que proporcionalmente a
concentracdo foi visualizada uma diminuigdo na area “ferida” em 24 h de analise (AHMAD et
al., 2017). Como quantificado, o EEMB é rico em compostos fendlicos. Em estudos
anteriores, o uso de compostos fendlicos, mais especificamente as proantocianidinas,
favoreceu a proliferagdo celular e, consequentemente, reduziram o tempo de fechamento da
area “ferida” em modelo de migragdo celular com fibroblastos (PONNUSAMY et al., 2015;
PITZ etal., 2016; TALEKAR et al., 2017; SILVA et al., 2018).

O processo de migracdo e proliferacdo celular tém fatores limitantes na regeneragao
tecidual (WALTER et al., 2010). Inicialmente, as células comegcam a migrar da borda
injuriada. Seguindo-se este processo, as células comecam a se espalhar na borda da ferida,
seguido pela migracéo celular, ou também denominado de translocacéo, e proliferacéo celular
(COOMBER e GOTLIEB, 1990). Para tanto, propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
imunomodulatorias podem auxiliar a protecdo da lesdo contra infec¢Bes, modular o processo
inflamatorio e a proliferacdo celular, apoiando a reconstrugdo do tecido danificado (KULAC
etal., 2013).

Corroborando com as literaturas citadas, o EEMB, assim como o OFB, apresentou
reducdo significativa da area “ferida” com relagdo dose-dependente. Podendo-se inferir que o
efeito cicatrizante do OFB e do EEMB se deve aos seus constituintes fitoquimicos e, assim

sendo, as suas atividades antimicrobiana, antioxidante e imunomodulatoria.
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6.5.1.3 Producdo de Oxido Nitrico e Citocinas por Macrdfagos Peritoneais

Para avaliar esta atividade in vitro, a cavidade peritoneal de camundongos é
comumente usada como fonte de macréfagos. De fato, muito do que se sabe sobre estas
células é derivado dessa fonte (GHOSN et al., 2010). Os macrofagos sdo capazes de liberar
diversos mediadores pré-inflamatorios, influenciando o aumento na producdo de citocinas
como TNF, IFN-y e interleucinas (IL-6 e IL-1). Por sua vez, estas células quando séo
estimuladas com LPS apresentam um estado ativado pronto para responder a injuria tecidual e
também para gerar proteinas, que na fase anti-inflamatéria induzem a finalizacdo adequada
deste processo (MACHADO, 2010; VITTORAZZI et al., 2016; BENEVIDES et al., 2017).

Quando comparados aos macrofagos estimulados com LPS, o OFB e o EEMB
conseguiram reduzir significativamente os niveis de nitrito em todas as doses testadas. Na
literatura, ja foi observado que a utilizacdo de Oleos vegetais [6leo de linhaca (Linum
usitatissimum L., Linaceae), azeite de oliva (Olea europaea L., Oleaceae)], reduz
significativamente a producdo de NO e citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a e IL-6), entretanto
esses 0Oleos apresentaram maiores teores de acido oleico (monoinsaturado) (GUIDONI et al.,
2019).

O NO ¢é produzido na fase inicial do reparo tecidual por células inflamatdrias,
principalmente por macrofagos (VIMALRAJ et al., 2018). Entretanto, ha outros tipos
celulares envolvidos na producédo de NO durante o processo de cicatrizagcdo (SZABO, 2016).
Por esta razdo, inferir que 0 OFB e 0 EEMB reduzem a produgdo de NO em macrdfagos
peritoneais, ndo significa isoladamente que estes compostos reduzem sua producdo no leito
cruento de lesBes cutaneas. Para Witte e Barbul (2002) o NO promove a deposicdo de
colageno, a proliferacdo celular e a contracdo da ferida durante o reparo da ferida. O papel
positivo do NO no reparo de feridas possivelmente é garantido pela regulacdo da inflamacéo,
proliferacdo, angiogénese, deposicdo e remodelacdo da matriz no processo de cicatrizagdo
(VIMALRAJ et al., 2017).

Contudo, para Min e colaboradores (2009), a liberacdo de NO, em niveis excessivos,
podem levar a danos as células e consequente perda de sua funcgéo biologica. Além disso, altas
concentracBes de NO, como resposta inflamatéria crénica, sdo citostatico-citotdxicas para
varios tipos de células, incluindo células endoteliais, células musculares lisas, hepatécitos e
fibroblastos (R1ZK et al., 2004). O uso dos acidos graxos no reparo cutaneo tem sido bastante
estudado, devido principalmente as suas propriedades anti-inflamatorias e imunoreguladoras,

reduzindo a producdo de derivados pro-inflamatodrios prostaglandinas (PGE2) NO e citocinas
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(TNF-a) (CASTILHO et al., 2015). Da mesma maneira, 0 uso de proantocianidinas, em
modelo experimental com camundongos, inibiu a superexpressao de iINOS e COX-2 induzida
por LPS, conferindo assim um efeito anti-inflamatério (JIANG et al., 2017).

Além do NO, o presente estudo, indicou tais citocinas de perfil Thl (pré-inflamatérias
— INF-y, TNF-a, IL-2 e IL-6) e Th2 (anti-inflamatorias — 1L-4). Para Guidoni e colaboradores
(2019), o uso de Oleos vegetais, predominantemente saturados e monoinsaturados em
macrdfagos estimulados por LPS, induziu significativamente a liberacdo de marcadores pro-
inflamatdrios (TNF-a e IL-6), indicando que uma resposta inflamatoria foi induzida em
macrofagos. Na literatura ja foi possivel inferir que o 6leo do babagu aumentou a producdo de
IFN-y e reduziu a de IL-6 e IL-10, sugerindo um efeito imunomodulador em camundongos
imunizados com antigeno de Leishmania amazonensis (VALE et al., 2014).

Neste mesmo modelo, Guerra e colaboradores (2011°) utilizaram o extrato aquoso do
mesocarpo do babagu e verificaram um aumento de IFN-y. Ademais, 0 mesocarpo tem um
potente efeito ativador sobre os macrofagos (NASCIMENTO et al., 2006). Em modelo
experimental de sepse por ligadura cecal houve menor producéo de TNF-a e IL-6 em grupos
tratados com extrato etanolico do mesocarpo do babacu (BARROQUEIRO et al., 2016).

Como resposta pré-inflamtéria o OFB, assim como na literatura, foi capaz de
aumentar a producao de IFN-y enquanto no EEMB reduziu a producgéo desta citocina. O IFN-
v tem varios efeitos sistémicos e locais para regular as fungdes imunoldgicas, por exemplo, a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias como IL-1a e TNF-a (KANOH et al., 2019). Nos
macrofagos peritoneais induz interagdes celulares e formacao de agregados estaveis de células
de exsudato peritoneal em camundongos, potencializando sua atividade antimicrobiana
(CHANDRASEKAR et al., 2015). Ja no processo de cicatrizacdo de feridas, o aumento da
expressdo de IFN-y pode ser prejudical ao tecido, pois causa dano tecidual excessivo,
inflamacdo e necrose (KAK et al., 2018).

Ainda no processo de reparo de injurias teciduais, citocinas como TNF-a ja foram
mensurados em tecidos lesionados e verificou-se que seus niveis foram superiores aos niveis
basais considerados normais (RITSU et al., 2017). Mais especificamente, esta citocina esta
associada a um aumento na producdo de quimiocinas e moléculas de adesdo envolvidas no
recrutamento, proliferacdo e sobrevivéncia de células nos locais de lesdo (DAVIES e
HAGES, 1997; BARROQUEIRO et al., 2016).

Ao utilizar compostos extraidos do babacu, Barbosa e colaboradores (2012)
verificaram, em modelos de permeabilidade vascular, que o 6leo ndo afetou os niveis de TNF-
a. Neste estudo verificou-se um aumento de TNF-o. com o uso do OFB (3,12 puM), mas com o
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aumento da dose este estimulo foi cessado, corroborando com a literatura. Ja para Lima-
Salgado e colaboradores (2011), houve inibi¢do da secrecdo de TNF-a, induzido por LPS
pelas células, ao utilizar os &cidos oleico e linoleico. Entretanto, o extrato aquoso do babacu
apresentou maior producdo desta citocina (NASCIMENTO et al., 2006; GUERRA et al.,
2011°). No presente estudo foi possivel demostrar que o EEMB (1,56, 3,12, 6,25 uM)
aumentou a producdo de TNF-a nos macréfagos peritoneais. O aumento proporcionado pelo
EEMB pode ser justificado pela presenca de proantocianidinas em sua composi¢ao, pois este
composto pode aumentar a atividade fagocitica dos macréfagos peritoneais (TONG et al.,
2011).

O TNF-o ainda € responsavel pela ativacdo de células endoteliais e tissulares,
estimulando a angiogénese, incluindo a IL-6. Esta citocina, por sua vez, é produzida por
células linféides ativadas e uma variedade de células ndo linfoides, como macr6fagos
ativados, adipdcitos e células musculares esqueléticas, estando envolvida na regulacdo da
hematopoiese e respostas imunes (MELO et al., 2010). A IL-6, apesar ser considerada
citocina pro-inflamatoria, ela coordena um ambiente anti-inflamatério para resolver a
inflamacdo (HUNTER e JONES, 2015), como em processos de queimaduras na pele (EL-
NOOR et al., 2017) e cicatrizacdo excisional de feridas (YANG et al., 2017; WAHEDI et al .,
2017).

Em ambos os casos, niveis mais altos de IL-6 na cicatrizacdo inicial estagios foram
associados a melhores resultados, bem como niveis reduzidos nos estagios posteriores
(LANIA et al., 2019). Essas citocinas produzidas pela pele podem ter acesso aos vasos
capilares por difusdo, mesmo que a taxa de difusdo dependa de fatores como nivel de
degradacéo, distancia entre a producédo e os vasos (SLOMINSK et al., 2000; SLOMINSK et
al., 2013).

Ainda se tratando da IL-6 os compostos extraidos do coco babacu apresentaram
divergéncias em seus resultados. Para Barbosa e colaboradores (2012) o uso do 6leo do
babacu ndo apresentou variagcOes significativas comparados ao controle. Ja neste estudo, o
OFB apresentou aumento de sua producdo. O aumento destas citocinas, desencadeada por
acidos graxos saturados apresenta efeito pré-inlflamatério, que ndo suprimida geram
inflamacdo crénica (MAUER et al., 2014). J4 o0 EEMB apresentou reducdo dose-dependente.
O presente estudo corrobora com Sergent e colaboradores (2010), ja que houve inibi¢do in
vitro da IL-6 ao utizar polifendis (catequinas).

Em outro estudo, verificou-se que o uso de &cidos graxos (acido palmitico, acido

linoleico e eicosapentaenoico) em hemoculturas humanas aumentam citocinas pro-
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inflamatorias (IL-2 e 1L-18) (SIMON et al., 2013). Em contrapartida, no presente estudo o
OFB néo apresentou variag@es significativas de IL-2 comparados ao grupo LPS. O papel mais
estudado desta citocina esta na ativacdo e no crescimento de células T in vitro. No entanto,
outros tipos de células, incluindo fibroblastos, as células da pele responsaveis pelo
fechamento de feridas, expressam o receptor da IL-2 (MELO et al., 2010; DOERSCH et al.,
2016). Em estudo anterior, Lin e colaboradores (2001) indicaram que proantocianidinas
reduzem a liberacao de IL-2 por células mononucleares sanguineas. Deste modo, em modelos
de dermatite alérgica também houve reducdo de IL-2 com as proantocianidinas (CHEN et al.,
2015). Ja 0 EEMB apresentou aumento dose-dependente de IL-2, demostrando um efeito pro-
inflamatorio diferentemente ao encontrado na literatura.

Contudo, as citocinas de perfil Th2 (anti-inflamatorias) fornece protecdo contra
grandes parasitas extracelulares, aumentando as barreiras de defesa, pelo qual favorecem a
homeostase metabolica e promove a remodelacdo ap6s lesdo. As respostas imunes Th2 estdo
associadas aos linfocitos T ativados, células linfoides inatas, eosinofilos, basofilos,
mastdcitos, macrofagos ativados por IL-13, subclasses de anticorpos IgE e citocinas (IL-4, IL-
5, IL-9, IL-13, IL-25 e IL-33) (WYNN, 2017). Entre as alteracdes induzidas por IL-4, se
destaca a repressdo das proteinas fibrosas da matriz, mais especificamente a fibronectina,
refeletindo em modelos in vivo, o retardo na reepitelizagdo da ferida (SEREZANI et al.,
2017).

Liu e Lin (2013), tentaram quantificar o IL-4 produzido por extratos fendlicos em
cultura de macrofagos peritoneais, todavia pelo limite de deteccdo do kit ELISA ndo foi
possivel mensura-lo. Contudo, dentre estes compostos fendlicos as procianidinas (membro da
classe de proantocianidina de flavonodides), estdo relacionadas com o aumento de IL-4 e IL-5,
quando apresentam cadeia curta, e diminuicdo destas citocinas, quando apresentam cadeia
longa (MAO et al., 2002; RAMIRO-PUIG e CASTELL, 2008). Dos compostos extraidos do
fruto do babacu, o EEMB modulou a producdo de IL-4, apresentando aumento dose-
dependente da sua producéo.

Para Wallace e colaboradores (2001), a producdo de IL-4 pode ser reduzida com a
acao de acidos graxos poli-insaturados (o 3 — acido a-linolénico) na dieta de camundongos,
todavia, os 6leos saturados ndo apresentaram este efeito. Para tanto, apesar de serem modelos
experimentais distintos da-se para justificar os niveis indetectaveis do IL-4 com o uso do

OFB, ja que ele é rico em acidos graxos saturados.
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6.5.2 Ensaios In vivo

6.5.2.1 Feridas Tratadas com OFB

No modelo in vivo, 0 OFB demonstrou ser biologicamente ativo nas feridas contidas
com halo de contencdo. A fase inicial do reparo tecidual, 0 OFB mostrou-se com uma acgéo
pro-inflamatoria em todas as doses testadas com discreto aumento do edema e de células
inflamatorias comparadas ao controle negativo (veiculo). Esse processo pode ser justificado
pelos aumentos de INF-y e IL-6 observados nos testes in vitro. Em ratos Wistar, o tratamento
topico de feridas com &cido graxo apresenta um efeito positivo na resposta migratoria de
células inflamatorias para o local da lesdo, podendo ser observado com o aumento do edema
local (PEREIRA, 2008).

Na literatura encontram-se divergéncias frente ao uso de &cidos graxos em lesdes
cutaneas. Para Magalhées e colaboradores (2008) e Cavazana e colaboradores (2009), o uso
topico de acidos graxos, lectina de soja ou uma mistura de vitamina A e E em feridas, sob
analise macroscopica e morfométrica, ndo apresentou efeitos cicatriciais. Entretanto, o
problema destes estudos foi a utilizagdo de NaCl 0,9% como controle sem &cidos graxos
(SILVA et al., 2018). Ja em outros estudos descreveram efeitos positivos dos acidos graxos,
induzindo uma maior angiogénese e menor cronologia de reparo tecidual (ROJO et al., 2010;
BARDAA et al., 2016; GUIDONI et al., 2019).

Ainda na fase inflamatdria, as lesdes tratadas com OFB e Dersani® mostram-se mais
Umidas. A manutencdo da umidade no leito da lesdo acelera o processo de granulacéo
tecidual, facilita a quimiotaxia de células inflamatorias e fatores de crescimento, promove
proliferacdo celular, atua sobre a membrana celular, aumentando a sua permeabilidade e
auxilia o debridamento autolitico da lesio (MANDELBAUM et al., 2003).
Consequentemente, as feridas ressecadas tornam a cicatrizagdo mais lenta pela deficiéncia de
vasos sanguineos e pelo acumulo de colageno na crosta (HATANAKA et al., 2013).
Curativos oleosos e umidos, caracteristicos da aplicacdo topica de acidos graxos no leito
cruento da lesdo, servem como barreiras protetoras contra microorganismos, impedem a
desidratacdo dos tecidos e mantém a &rea vascularizada durante a fase proliferativa da
cicatrizacdo (PIEPER e CALIRI, 2003; HATANAKA e CURI, 2007; LANIA et al., 2019).

Nesta fase, todas as lesdes deste estudo apresentaram crosta fibronolitica com reducéo
da flogose local. Entretanto, o tratamento com OFB neste periodo proporcionou maior

angiogénese e fibroplasia na maior dose utilizada (OFB100%). Para Pereira e colaboradores
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(2008), o efeito do acido oleico e do acido linoleico sobre neutrofilos resulta na maior
liberacdo de IL-1p e VEGFa, sendo estes efeitos necessarios para a angiogénese e,
consequentemente, na formacao do tecido de granulagdo (LANDEN et al., 2016).

Ao final desta etapa, o leito da lesdo esta preenchido em sua totalidade por tecido de
granulacdo e a circulagdo é restabelecida pela angiogénese (PEREIRA et al., 2008). Ademais,
0 processo fisioldgico da cicatrizacdo se finda com o fechamento total da area lesionada
através do processo de reepitelizacdo, com a formagcdo de uma cicatriz fibrética
(HATANAKA et al.,, 2013). Para tanto, no presente estudo, a Ultima fase do processo
cicatricial mostrou que o uso de OFB nas lesGes tdpicas favoreceu o processo de
reepitelizacdo, ja que no 14° dia todas as doses testadas do OFB apresentaram areas
totalmente reepitelizadas e sem crostas fibrinoliticas aderidas em seu leito. A presenca de
crosta dificulta a migracdo celular, processo dependente de umidade, de células epiteliais para
a sintese do processo cicatricial (HATANAKA et al., 2013; CORTES, 2013).

Comprovando a analise macroscopica da reepitelizacdo no 14° dia, a fibroplasia e a
producdo de colageno foram mais acentuadas nos grupos tratados com o OFB no mesmo
periodo avaliado. Segundo Rocha e colaboradores (2004), ao utilizar triglicerideos de cadeia
média (acido caprilico, &cido céprico, &cido caproico e acido laurico), em feridas cutaneas de
ratos, as mesmas demonstraram maior fibroplasia comparado ao controle a partir do 7° dia de

tratamento.

6.5.2.2 Feridas Tratadas com EEMB

A identificacdo de metabdlitos secundarios em extratos de plantas é constantemente
pesquisada, pois tais compostos podem se ligar a receptores celulares no local da ferida para
iniciar a modulacdo do processo cicatricial (TSALA et al., 2013). Entre 0s compostos, foi
verificado que os flavonoides, quinonas, acidos fendlicos e fenilpropandides possuem
consideravel efeitos antimicrobiano, bem como antioxidante. Em resumo, os principais efeitos
dos constituintes ativos dos extratos vegetais na cicatrizacdo de feridas sdo: atividade
antimicrobiana, antioxidante, atividade mitogénica (contribuindo para proliferacdo celular
aumentada), angiogénese e producdo aprimorada de colageno (GOSH et al., 2013).

Esses efeitos farmacoldgicos demonstrados podem ser explorados para superar
condicBes agudas ou patolégicas de cicatrizacdo de feridas (BRADI e RENU, 2011; KAUR e
KAPOOR, 2002; PARENTE et al.,, 2012; PREETHI et al., 2009). Visto que o EEMB ¢

composto por proantocianidinas e que foi comprovado suas agOes antioxidante e
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antimicrobiana neste estudo, ele também apresentou atividade cicatrizante. Na literatura é
possivel encontrar varios estudos que apresentram o pontecial cicatrizante do mesocarpo do
babacu, contudo, todos os estudos utilizaram o extrato aquoso (AMORIM et al., 2006;
BALDEZ et al., 2006; BRITO FILHO et al., 2006; BATISTA et. al., 2006; FERREIRA et al.,
2006; MARTINS et al., 2006; SILVA, et al., 2015; SCHEIBE et al., 2016). Ja o extrato
etanodlico sdo relatados os efeitos antimicrobiano (GUERRA et al., 2011%) e antitumoral
(RENNO et al., 2008; BARROQUEIRO et al., 2016), ndo sendo relatado na literatura seu
efeito cicatrizante.

Inicialmente, no 3° dia do reparo, se observou que as lesbes tratatadas com EEMB
apresentaram efeitos anti-inflamatorios e antiangiogénicos. A reducdo da inflamacdo pode
estar relacionada ao aumento proporcionado pelo extrato na resposta anti-inflamatoria em IL-
4. O processo inflamatério na ferida € caracterizado pela liberacdo de eicosandides,
prostaglandinas, leucotrienos, EROs e citocinas inflamatorias. De maneira controlada, esses
fatores aceleram o processo de reparo tecidual. Os efeitos, em conjunto, antioxidante e anti-
inflamatorio dos flavonoides favorecem a cicatrizacdo de feridas (HOUGHTON et al., 2005;
ASLAN et al., 2018).

Na fase proliferativa da cicatrizacdo, hd um predominio de células inflamatorias
mononucleares (macrofagos) liberando proteases para degradar os tecidos lesionados
(ENOCH e LEAPER, 2008) e secretam uma mistura de moléculas bioativas, incluindo o
TGF-B, que estimula a migracdo de fibroblastos e células epiteliais (DELAVARY et al.,
2011). Consequentemente, nesta fase ocorre tais eventos: angiogénese (pelas células
endoteliais), formacéo de tecido de granulagdo (pelos fibroblastos) e inicio da reepitelizacdo
(pelos queratinécitos) (KASUYA e TOKURA, 2014). Para Kanna e colaboradores (2001), o
uso de taninos condensados aumentam a expressao e a liberacdo de VEGF induzido por TNF-
a, assim, reduzem o edema e estimulam o fluxo sanguineo (MONTASERI et al., 2008). Ja
para Jie e colaborares (2019), a utilizacdo destes compostos regulam a liberagcdo do TGF-p.
Estes achados justificam a redugdo do edema, os aumentos na fibroplasia e producgéo de
colageno pelo EEMB.

Ainda na fase proliferativa, os fibroblastos produzem uma grande quantidade de MEC,
principalmente colageno, para formar o tecido de granulagdo que substitui o tecido
danificado. Concomitantemente, o0s queratindcitos migram, proliferam, diferenciam e
reformam uma epiderme funcional (reepitelizagdo), fechando a leséo e protegendo os tecidos
subjacentes de outros traumas (KIOTA et al, 2010). A medida que o processo cicatricial

evolui, ha um processo de remodelacdo da MEC desorganizada, caracteristica do tecido de
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granulagdo (SARKAR et al., 2012), cujos nimeros sdo progressivamente reduzidos por
apoptose (AKASAKA et al., 2010). A sintese deste processo € caracterizada por fibroblastos
esparsamente distribuidos dentro de um MEC rico em colageno, resultando em um tecido
cicatricial (MCDOUGALL et al., 2006).

O fechamento das feridas tratadas com EEMB deu-se por volta do 14° dia, estes dados
corroboram com a literatura, ja que ao utilizar produtos ricos em flavonoides as lesGes
cutaneas estavam cicatrizadas por volta do 15° dia em ratos (VIERA et al., 2008). O uso de
compostos fendlicos, mais especificamente os taninos condensados ou proantocianidinas,
normalmente atuam como adstringentes. Essa propriedade é responsavel pela contracdo da
ferida e aumento da taxa de epitelizacdo nas fases de formacao de granulacéo e remodelacao
de cicatrizes (TSALA et al., 2013).



118

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir do 6leo fixo das améndoas e do extrato etanolico do

mesocarpo do babacu (Attalea speciosa) permitem concluir que:

A caracterizacdo do OFB demonstrou a presenca de 08 ésteres metilicos em
sua grande maioria saturados e com maior concentracdo de &cido laurico
(C12:0).

Na caracterizacdo do EEMB foi possivel identificar proantocianidinas,
indicando a presenca de ions moleculares correspondentes a mondmeros,
dimeros e trimeros de (epi)catequinas.

O OFB ndo apresentou atividade antimicrobiana. Contudo, o EEMB
apresentou atividade bacteriostatica contra os isolados S. aureus 02 e S. aureus
719, tendo acdo bactericida nesta ultima cepa.

O EEMB apresentou atividade antioxidante pelos métodos de captura dos
radicais livres (DPPH"), habilidade de reducdo de ferro (FRAP) e habilidade de
reducdo do molibdénio (ATT).

Ambos 0s compostos extraidos do babagu ndo foram citotoxicos e reduziram
de forma dose dependente as areas “feridas” das monocamadas de fibroblastos
apos 24 h de andlise. Além disso, modularam a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (aumento de IFN-y, IL-2 e IL-6) com uso do OFB e anti-
inflamatorias (aumento de IL-4 e reducdo de IFN-y e IL-6) com o uso de
EEMB.

Analise Macroscopica: todos os grupos formaram crosta com flogose
caracteristica do tipo de lesdo cutanea em relacdo ao periodo analisado.
Entretanto, as feridas tratadas com os Gleos tiveram crostas mais Umidas. Em
fases subsequentes, os compostos extraidos do babagu favoreceram a reducédo
da hiperemia e do edema local e aceleraram o processo de formacéo de tecido
cicatricial com a formacdo de cicatriz fibrotica no 14° dia de analise.

Analise Histomorfométrica: Corroborando com a producdo de citocinas
inflamatorias, na fase inflamatdria, os compostos extraidos do babacu também
obtiveram resultados ambiguos, o0 OFB aumentou o infiltrado inflamatorio e o
EEMB o reduziu. Também corroborando com 0s ensaios in vitro, 0 OFB e 0
EEMB favoreceram o fechamento da lesdo tecidual, jA& que aumentaram a

formacéo de tecido de granulagéo, em fase proliferativa do reparo tecidual, e a
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colagenizacdo e reorganizacdo das fibras colagenas na fase de remodelamento
da cicatrizacdo.

De modo geral, os resultados encontrados na presente pesquisa evidenciaram
atividades antimicrobiana e antioxidante para 0 EEMB, tais atividades auxiliam o processo de
cicatrizagdo de feridas. Além disso, tanto o0 OFB quanto o EEMB induziram a migracdo de
fibroblastos em cultura, resultando em uma relacdo de dose-dependéncia nas areas “feridas”.
In vivo, ambos 0s compostos reduziram o infiltrado inflamatorio e aumentaram a formacéao de
tecido de granulacdo no 7° dia de reparo tecidual, resultando na formacéo de cicatriz fibrotica
no 14° dia de reparo tecidual. Portanto, o 6leo e o extrato do mesocarpo do babagu
demostraram potencial cicatrizante nos protocolos experimentais realizados, devido a

modulacdo do processo inflamatorio e inducdo da proliferacdo de fibroblastos.
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Para: Prof. Rafael Matos Ximenes

Departamento de Antibiéticos

Centro de Biociéncias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.003137/2016-11

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da atividade cicatrizante dos
oléos fixos das sementes de Attaleaspeciosa Mart. (babagu) a partir do seu uso
etnomedicinal”, registrada com o n° 23076.003137/201 6-11, sob a responsabilidade
de Prof. Rafael Matos Ximenes - que envolve a producéo, manutengéo ou utilizacio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
(UFPE), em reunido de 31/05/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Até 31/12/2018
Espécie/linhagem/raca Ratos Wistar
N° de animais 116
Peso/ldade 200-300g/50-60 dias
Sexo Machos
Origem Biotério do Departamento de
Nutricdo/CCS/UFPE
Atenciosamente,
praf, Or PedroV. urelﬁ
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