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RESUMO

As espécies vegetais apresentam-se como uma rica fonte para a descoberta de principios
ativos e desenvolvimento de novas terapéuticas. A espécie Solanum lycocarpum A. St. -Hil
apresenta efeitos antioxidantes, anti-inflamatorio e antimicrobiano ja confirmados em alguns
modelos experimentais. Além disso, diversos fitoconstituintes presentes nos extratos
utilizados foram encontrados em outras espécies do género, como alguns compostos
fenolicos, relacionados aos efeitos de melhoria do processo de cura, com agdes individuais ou
sinérgicas sobre uma ou mais etapas da cicatrizacdo de feridas. O projeto de pesquisa teve
como objetivo analisar os efeitos do uso de extrato etandlico e da fracdo hidroetandlica do
fruto maduro de S. lycocarpum no processo de cicatrizacdo de feridas cutdaneas em
camundongos. Setenta e dois animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos,
sendo um Grupo Controle que recebeu aplicacdo topica de solucdo salina fisioldégica, um
grupo tratado com extrato etandlico e um grupo tratado com a fragdo hidroetandlica do fruto
maduro de S. lycocarpum. Cada grupo foi subdividido em quatro outros subgrupos conforme
0 periodo de tratamento: 1, 5, 7 e 21 dias, com n=6 em cada subgrupo. Para confec¢do das
feridas excisionais foi utilizado um punch metalico dermatologico, com 7 mm de diametro.
Foram feitas avaliagbes macroscdpicas de cada lesdo, diariamente, para verificar a presenca
de sinais inflamatdrios (edema, hiperemia), presenca de crostas e secrecfes, e para o calculo
da taxa de contracdo das feridas. Decorridos 1, 5, 7 ou 21 dias apds a confec¢do da lesdo
excisional, os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésicos. Um fragmento
contendo a ferida foi retirado, clivado e fixado em solucdo de formol a 10% neutro
tamponado. Posteriormente, 0 material foi processado histologicamente e corado por métodos
histol6gicos e histoquimicos, para avaliacdo histopatoldégica e morfométrica do infiltrado
inflamatorio, dos fibroblastos, da reepitelizacdo e da deposicdo de colageno, apds tratamento
topico diario com extrato etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum e da sua fracdo
hidroetandlica. Os resultados mostram que macroscopicamente esses tratamentos nao
interferiram no fechamento das feridas excisionais, ao longo dos 21 dias. A aplicacdo topica
de extrato etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum e fracdo hidroetandlica reduziu o
infiltrado inflamatorio. O grupo tratado com extrato etandlico demonstrou mehor depdsito de

matriz e &reas de cicatriz menores.

Palavras-chave: Cicatrizacdo de feridas, plantas medicinais, Solanum.



ABSTRACT

Plant species are a rich source for the discovery of active principles and the development of
new therapies. The species Solanum lycocarpum A. St. -Hil has antioxidant, anti-
inflammatory and antimicrobial effects already confirmed in some experimental models. In
addition, several phytoconstituents present in the extracts used were found in other species of
the genus, such as some phenolic compounds, related to the effects of improving the healing
process, with individual or synergistic actions on one or more stages of wound healing. The
research project aimed to analyze the effects of the use of ethanolic extract and the
hydroethanolic fraction of the ripe fruit of S. lycocarpum on the healing process of skin
wounds in mice. Seventy-two animals were randomly distributed into three groups, a Control
Group that received topical application of physiological saline solution, a group treated with
ethanol extract and a group treated with the hydroethanolic fraction of the mature fruit of S.
lycocarpum. Each group was subdivided into four other subgroups according to the treatment
period: 1, 5, 7 and 21 days, with n=6 in each subgroup. To make the excisional wounds, a
metallic dermatological punch, 7 mm in diameter, was used. Macroscopic evaluations of each
lesion were performed daily to check the presence of inflammatory signs (edema, hyperemia),
presence of crusts and secretions, and to calculate the wound contraction rate. After 1, 5, 7 or
21 days after the excisional lesion was made, the animals were euthanized by a lethal dose of
anesthetics. A fragment containing the wound was removed, cleaved and fixed in a 10%
neutral buffered formalin solution. Subsequently, the material was histologically processed
and stained by histological and histochemical methods, for histopathological and
morphometric evaluation of the inflammatory infiltrate, fibroblasts, re-epithelialization and
collagen deposition, after daily topical treatment with ethanolic extract of the mature fruit of
S. lycocarpum and of its hydroethanolic fraction. The results show that macroscopically these
treatments did not interfere with the closure of excisional wounds over the 21 days. Topical
application of ethanolic extract from the ripe fruit of S. lycocarpum and hydroethanolic
fraction reduced the inflammatory infiltrate. The group treated with ethanol extract showed

better matrix deposition and smaller scar areas.

Keywords: Wound healing, medicinal plants, Solanum.
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1. INTRODUCAO
1.1. Morfologia da Pele

A pele corresponde em torno de 15% do peso corporal de um adulto, podendo
abranger uma area de 1,5 a 2 m?, sendo um 6rgdo importante na termorregulacdo e na
protecdo do organismo (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). A pele fornece protecéo ao
corpo contra a radiacdo, xenobidticos, micro-organismos, injurias e outros, para isso, Seus
componentes atuam como uma barreira fisica e quimica (PEREZ-SANCHEZ et al., 2018).

A pele estrutura-se em duas camadas: a epiderme e a derme que sdo conectadas ao
tecido adjacente pela hipoderme ou tecido subcutaneo. A camada mais externa que comunica
como meio ambiente é a epiderme que é subdividida em camadas: a parte mais externa é o
estrato corneo, constituido por células mortas também chamadas de cornedcitos, seguido pela
camada de tecido epitelial de revestimento estratificado pavimentoso queratinizado e abaixo
do estrato, encontram-se queratindcitos, melandcitos e células de Langerhans. Os
gueratindcitos sdo as células predominantes da epiderme, e, sdo responsaveis pela
impermeabilizacdo desta através da producdo de queratina. J& 0s melandcitos estdo presentes
entre epiderme e derme e em foliculos pilosos (MENON, 2002; SAHLE, et al.,2015; PEREZ-
SANCHEZ, et al., 2018).

Existe uma ampla variedade de melandcitos, que vao ocorrer ndo apenas na epiderme
humana, em foliculos pilosos, podendo existir também na mucosa, coclea da orelha, iris do
olho e mesencéfalo do cérebro, dentre outros tecidos, aléem disso, héd certa heterogeneidade
entre melandcitos presentes em camundongos sendo relatados tipos diferentes entre a derme e
epiderme (AOKI et al., 2009, YAMAGUCHI & HEARING, 2014). A diversidade de
pigmentacdo de peles deve-se a melanina produzida por essas células e sua distribuicdo. A
melanina é sintetizada nos melanossomas e confere fotoprotecdo da pele contra danos no
DNA provocados, por exemplo, pela radiacéo ultravioleta (RACHMIN et al., 2020).

Na camada basal da epiderme, encontram-se células basais proliferativas, responsaveis
por se diferenciar nas células que constituirdo camadas superiores apds um processo chamado
de delaminagdo. Forma-se ao longo desse processo, a camada espinhosa, a granular e o estrato
corneo sucessivamente, ao longo desse trajeto as células sofrem modificacGes bioquimicas e
morfol6gicas e formam nichos de escamas mortas, impermeéveis, que conferem a protecdo do
tecido contra micro-organismos e perda de agua. A renovacao constante de células do epitélio

mantém a homeostase da epiderme. Em situacdes de dano, as células tronco presentes na



epiderme respondem auxiliando na recuperagdo tecidual, diferenciando-se em novas células e
promovendo a reepitelizacdo (BLANPLAIN & FUCHS, 2009; GONZALES & FUCHS,
2017).

Abaixo da epiderme, localiza-se a membrana basal, sobre a qual se encontram as
células basais, que separa a epiderme da derme. Projecfes da derme se encaixam em
reentrancias da epiderme, sendo essas projecdes chamadas de papilas dérmicas com tecido
conjuntivo mais frouxo e as reentrancias chamadas de cristas epidérmicas, deste modo, é dito
que a juncdo dessas duas camadas ndo € regular, mas fornece um ambiente mais coeso pela
forma com que se estruturam (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). A integridade estrutural
da epiderme, assim como a adesdo entre as células, € mantida por associa¢cBes entre o
citoesqueleto e as juncGes intracelulares. Os queratindcitos, por exemplo, sdo mantidos
aderidos sob a membrana basal e entre si por meio de integrinas e hemidesmossomos,
estruturas que sdo responsaveis pela adesdo dermo-epidérmica e também atuam como
organizadoras da morfogénese dessas regides (SIMPSON, PATEL & GREEN, 2011).

Os queratindcitos apresentam atividades que vao além da funcdo de barreira fisica
pelas suas caracteristicas juncionais e impermeabilizantes. Podem atuar em proce ssos
inflamatérios (BARKER, 1991), ter atividades imunomoduladoras na pele, contribuindo
possivelmente para a homeostase em situacfes de inflamagdo por meio de interagcdes com
linfécitos (SEIRINGER, et al., 2021), atividades de apresentacdo de antigenos, liberacdo de
moléculas antimicrobianas (PIIPPONEN & LANDEN, 2020) ou ainda potencial atividade
sob fibroblastos com os quais interagem e sofrem influéncias, sendo apontados com possiveis
atuacdes sobre o processo fibrotico (RUSSO, BREMBILLA & CHIZZOLINI, 2020). Assim
como as demais células da pele, os queratindcitos sdo reconhecidos pela infinidade de
citocinas que produzem, atuando de modo a modular suas proprias atividades, proliferacéo,
migracdo, ou como fontes de citocinas modulando outros eventos que podem ocorrer na pele
como em situacOes de dano liberando interleucinas como a (IL)-1, -6, -8 e fator de necrose
tumoral alfa —TNF-a. Sao evidenciadas nesse sentido como importantes na manutengdo da
homeostase epidérmica (GRONE, 2002).

A derme possui como componentes as fibras colagenas, fibras elasticas e varios tipos
celulares como os fibroblastos, mastocitos, células dendriticas, histiocitos, a matriz desta
regido é capaz de conferir elasticidade e resisténcia a pele. Nela encontram-se 0s componentes
do sistema vascular, nervoso e linfatico (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021) bem como

glandulas sebéaceas, sudoriparas e foliculos pilosos. A derme reticular é composta por



colageno tipo I, proteoglicanos e fibras elasticas, que se organizam de maneira entrelacada,
formando o tecido conjuntivo denso, sendo a camada mais espessa abaixo da derme papilar
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A camada mais interna abaixo da derme é chamada de hipoderme, tecido subcutaneo
ou paniculo adiposo quando é depositado de modo mais intenso em certas regides do corpo.
Nesta camada, sdo encontradas células denominadas adipdcitos, que sdo responsaveis pelo
armazenamento de lipidos. A hipoderme é responsavel pelo isolamento térmico do organismo,
sendo uma reserva de lipideos para a producdo de hormdénios, como 0s esteroides e na
manutencdo da homeostase tecidual produzindo, por exemplo, citocinas importantes na
manutencdo da pele. Além disso, o tecido conjuntivo frouxo que a forma une de modo pouco
firme a estrutura da pele aos o6rgdos adjacentes (RIVERA-GONZALEZ, SHOOK &
HORSLEY, 2014; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

1.2. Reparo de lesGes cutaneas

1.2.1. Etapas da cicatrizacao de feridas cutaneas

Apos lesbes na pele ou em outros tecidos, uma série de eventos sdo desencadeados a
fim de restaurar a estrutura, por meio de acBes entre as células e seus subprodutos,
inicialmente para impedir a perda de sangue e a entrada de micro-organismos no local da
lesdo, inicia-se a fase denominada de hemostasia. Para isso, ocorre a formagdo do tampao
hemostatico, com agregacdo plaquetaria e ativacdo da cascata de coagulacao para formacéo de
uma matriz de fibrina de extrema importancia, como um “suporte” para a migracao de células
leucocitarias (GURTNER, 2008). Mediadores inflamatorios e fatores de crescimento como o
fator de crescimento transformante B (TGF-f), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF)
sdo liberados de celulas ao redor do dano, como as celulas presentes no tampédo hemostatico e
as células epiteliais, estimulando o inicio da proxima fase que é a inflamatéria (GEORGE
BROUGHTON, JANIS & ATTINGER, 2006; MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009;
GUO & DIPIETRO, 2010). Nesta fase, as citocinas, pré -inflamatorias sdo liberadas pelas
células na margem da lesdo, ativando as células endoteliais a expressarem moléculas de
adesdo, iniciando a migracdo dos leucdcitos dos vasos sanguineos para a area da lesdo,
processo chamado de diapedese (EMING, KRIEG & DAVIDSON, 2007).



Na fase inflamatéria, os neutréfilos sdo os primeiros leucécitos a chegarem ao local da
ferida com a funcdo de removerem possiveis patdgenos ou particulas estranhas, estas células
também secretam mediadores inflamatérios importantes para as demais fases (KIM et al.,
2008). Além disso, os neutrdfilos produzem proteases e espécies reativas de oxigénio (ROS)
que, em alguns casos, sdo danosos aos tecidos com a finalidade de neutralizar
microorganismos (GUO & DIPIETRO, 2010). Mediadores pré-inflamatérios, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 beta (IL-1p), as espécies reativas de oxigénio
(ROS), também tém a funcdo de estimular a chegada de outras células na regido de dano,
como os macréfagos. Essas células sdo recrutadas para o local de dano em torno de 3 dias,
coma funcdo de fagocitarem os restos celulares, liberarem colagenases para o debridamento
da ferida e liberarem citocinas para a ativacdo das células que vao participar das proximas
fases, como os fibroblastos, as células epiteliais e os queratindcitos (GURTNER, 2008;
RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010; GONZALES et al., 2016).

A proxima etapa, a fase proliferativa, inicia-se por volta do segundo dia. As principais
células que atuam sdo os macrofagos, os fibroblastos e as células endoteliais. Nessa fase, o0s
queratinocitos em torno da ferida proliferam e migram para a area a ser recuperada onde
amadurecem e restauram o epitélio. Os fibroblastos migram do tecido adjacente para o local
da lesdo e as células endoteliais sdo estimuladas, a partir de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o TGFp e FGF (fator de crescimento de
fibroblastos) para que ocorra o processo de angiogénese. Com a proliferagdo e estimulacéo
dos fibroblastos ocorre sintese de colageno e formacédo do tecido de granulacdo, que apresenta
como caracteristica um nimero elevado de células e vasos sanguineos, sendo uma matriz
provisoria para que as células exercam suas atividades. O colageno tipo Ill passa a ser
encontrado em maior concentracdo nessa etapa, pode ocorrer também a diferenciacdo de
alguns fibroblastos em miofibroblastos também nessa fase, que atuam no fechamento da
ferida (WERNER & GROSE, 2003; GEORGE BROUGHTON, JANIS & ATTINGER, 2006;
GURTNER, 2008; VELNAR, BAILEY & SMRKOLJ, 2009).

Na Ultima fase, fase de remodelamento, ocorre reducdo do numero de células e da
vascularizacdo, e remodelamento da matriz, no qual as fibras de colageno séo sintetizadas,
digeridas e ou reorganizadas. Iniciada por volta da segunda semana ap0s o dano, essa etapa
pode durar de meses a anos. H& nessa fase a substituicdo da matriz de colageno tipo Ill, por
colageno tipo I, e apoptose das células envolvidas nas fases anteriores. As metaloproteinases

de matriz (MMPs) sdo as enzimas responsdveis por promover a degradacdo durante o



remodelamento da matriz, atuando principalmente sobre o colageno e sendo secretadas por
varias células como fibroblastos, macréfagos e células endoteliais (BEANES et al., 2003;
GURTNER, 2008; CRISTOBAL et al, 2019), enquanto inibidores teciduais de
metaloproteinases como o TIMP-1 atuam de modo a equilibrar o processo da formagdo de
cicatriz (VAALAMO et al., 1996; MULLER et al., 2008).

Diante disso, é possivel perceber que uma série de eventos imunoldgicos e celulares
estdo envolvidos no processo de reparo. Interrupgcdes ou ainda a hiperestimulacdo de uma das
fases pode desencadear alteracbes, como a formagdo de cicatrizes hipertroficas ou o
desencadeamento de uma ferida crénica matriz (ANDRADES, BENITEZ & PRADO, 2006,
EMING, WYNN & MARTIN, 2017).

1.2.2. Principais Células envolvidas no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas

Entre as células apontadas com papéis importantes para a realizagdo do reparo tecidual
temos, por exemplo, as diversas células-tronco, os macréfagos, os neutrofilos, os linfécitos, os
fibroblastos, as células endoteliais e os mastocitos. Nesse processo sdo identificadas as fases
de coagulacdo ou hemostasia e inflamacdo, proliferacdo e remodelamento, de modo
estritamente coordenado para a inexisténcia de problemas (VELNAR, BAILEY &
SMRKOLJ, 2009; GANTWERKER & HOM, 2012).

As células tronco epidérmicas, dérmicas e as células tronco mesenquimais (MSCs),
tém sido estudadas quanto ao seu papel durante a cicatrizacdo de feridas fetais e também no
adulto, bem como a possibilidade de utilizacdo em terapéuticas para a melhoria do processo
de reparo. As células tronco epidérmicas, por exemplo, podem gerar todos 0os componentes da
epiderme, estas estdo presentes no foliculo piloso sendo ativadas apds traumas. Ja as células
tronco da derme relacionadas ao reparo sdo representadas por um conjunto de células
multipotentes encontradas em reserva como celulas dérmicas da papila (DP) ou as células
progenitoras derivadas da pele (SKPs) que se originam de DP e possuem varias propriedades
de células tronco dérmicas, inclusive sob a cicatrizacdo de feridas. Essas células sdo capazes
de contribuir para a reposi¢do das populagdes celulares prejudicadas com o dano (HU et al.,
2014, LI et al.,2017).

Os macrofagos ao serem ativados e recrutados por meio de quimioatraentes e fatores
como TNF, PDGF, FGF ou TGF-p, liberados por células na borda da lesdao chegam ao local
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gastos e outros corpos estranhos. As inimeras citocinas e fatores de crescimento liberadas por
tais células atuam regulando de diferentes modos a etapa proliferativa do reparo. Existem
alguns fendtipos de macr6fagos bem descritos, como os macréfagos M1 e os M2. Macr6fagos
M1 sdo um fendtipo pro-inflamatorio responsavel por atuar nos estagios iniciais do reparo e
que sdo ativados por outros mediadores pré-inflamatorios e padrdes moleculares associados
ao dano (DAMPs) resultantes da injuria tecidual. Os M1 possuem como principal
caracteristica a capacidade de fagocitose, ja os M2 possuem carater anti-inflamatdrio, sendo
ativados de modo alternativo e com papel importante na promogdo do reparo por meio, por
exemplo, da secrecdo de TGF-B1 (Fator de crescimento transformante-p) e,
consequentemente, aumento de fibroblastos, miofibroblatos, secrecdo de colageno e
regulacdo da revascularizacdo. A alteracdo de fendtipos entre si, bem como o0 surgimento
destes nessas populagdes celulares, esta ligada de forma significativa ao ambiente da ferida e
ao segmento das etapas durante o processo de reparo (HESKETH et al., 2017).

J& os fibroblastos sdo células que promovem a sintese de macromoléculas como
glicosaminoglicanas e colageno tipo I e I1l. Quando na forma ativa, eles apresentam o reticulo
endoplasmatico granuloso e complexo de Golgi mais desenvolvido, sdo relativamente maiores
e com muitos filamentos citoplasmaticos diferentemente dos fibrocitos, estes Gltimos podem
retomar ao estado de fibroblasto em situacGes de lesbes, com reativagcdo da sua capacidade de
sintese conforme descrito em Junqueira & Carneiro (2013). Os fibroblastos podem se
diferenciar em miofibroblastos durante o reparo de feridas, que s&o ricos em filamentos de
actina e miosina tendo atividade contratil importante para o fechamento da lesdo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Além dos fibroblastos, as células endoteliais
desempenham um importante papel no reparo de feridas cutaneas. Estas células estdo
envolvidas no processo de angiogénese, essencial para o fornecimento de oxigénio e
nutrientes aos tecidos, e por permitirem a chegada de células sanguineas responsaveis pela
remocédo de metabdlitos e residuos (KANT et al., 2015).

Os mastocitos sdo células com papéis descritos no reparo inclusive de feridas fetais
onde este resulta em regeneracdo nas primeiras semanas de vida (WULLF et al., 2012). Os
fendtipos e atividade dos mastocitos variam conforme a regido em que sdo encontrados e
entre as espécies. Estas células atuam mediando as respostas inflamatorias, estimulando a
proliferagdo epitelial e angiogénese e a deposicdo da matriz (NG, 2010). Na fase inflamatoria,
a permeabilidade vascular € aumentada pela histamina liberada pelos mastocitos, estes véao

apresentar também efeitos sob o recrutamento de neutréfilos e na degradagdo da matriz



extracelular (MEC). Mediadores liberados como triptase, histamina e VEGF estimulam a
angiogénese na fase proliferativa. Os mastdcitos atuam também sobre o processo de re-
epitelizacdo liberando o fator de crescimento epidérmico e o fator de crescimento de
queratinocitos, podem também regular positivamente a a- SMA estimulando a contragdo e nas
fases finais da cicatrizacdo e estimular o aumento da reticulagdo de colageno (UD-DIN,
WILGUS & BAYAT, 2020).

Os neutrofilos sdo recrutados nas primeiras horas ap6s o0 dano por sinais ocasionados
por este, tais como padrbes moleculares associados a danos (DAMPs), per6xido de
hidrogénio, mediadores lipidicos e quimiocinas liberadas por células lesadas. Estas células séo
produzidas na medula 6ssea a partir de promiel6citos e no dia seguinte a lesdo correspondem
em torno de 50% das celulas presentes na regido de dano. As ameacas infecciosas sao
destruidas por tais células através da liberagdo de granulos toxicos, reacdes oxidativas,
fagocitose e armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS). Estes leucocitos produzem uma
infinidade de grénulos especificos voltados a destruicdo de patdgenos. A eliminagdo dessas
células no local do dano, por exemplo, por esferocitose é critica para a resolucdo da
inflamacéo e prosseguimento nas etapas de cura, sendo a permanéncia de tais cé lulas no local
do dano relacionada um estado inflamatdrio prolongado e ao surgimento de feridas crbnicas
(RODRIGUES et al., 2019).

Os linfocitos, tais como as células Thl e Th2, sdo relacionados a regulacdo do
microambiente da ferida pela secrecdo de diferentes citocinas, tais perfis tém sido
relacionados a ativacdo de macrofagos ou de estados de remodelamento tecidual. Sendo as
células Thl caracterizadas pela liberacdo de IFN - vy, IL-2 e TNF- a e as células Th2 pela
classica liberacdo de IL-4, -5 e -10. Estas células podem através de interacdes entre célula-
célula com células no ambiente ou ndo da ferida influenciar sob a resposta de cicatrizacdo, por
exemplo, ao interagir com queratindcitos que expressam CD40 e alterar o perfil de expressdo
de mediadores inflamatorios e suas funcdes no reparo (EMING, KRIEG & DAVIDSON
2007; RODRIGUES et al., 2019). De modo geral, pode-se dizer que as células envolvidas no

reparo atuam de modo coordenado e conjunto com objetivo de reestruturacdo do tecido.

1.2.3. Fatores que podem interferir na dinamica de cicatrizacéo

Assim como em outros tecidos quando ocorre uma lesdo, na pele ocorre uma série de

eventos celulares e moleculares para a recuperacdo da arquitetura e suas fungdes (CLARK,



1985; KRAFTS, 2010). No entanto, ao contrario do que ocorre na pele fetal, onde a cura se da
sem formacdo de cicatrizes, ou seja, de modo regenerativo, em adultos essa formacéo ocorre,
0 tecido agredido tem seus componentes substituidos por uma nova matriz e nem todos serdo
regenerados e dispostos de modo igual ao da pele intacta (WILGUS, et al., 2004). Nesse
sentido, pode-se dizer que o reparo se da por cicatrizacdo. Foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas, por exemplo, ndo se regeneram em feridas de adultos, do mesmo modo, a
deposicdo de colageno da nova matriz é diferente, onde as fibras ficam dispostas
paralelamente, menos entrelagadas e mais espacgadas, além disso, a resisténcia a tracdo do
novo tecido normalmente é menor que a do tecido que ainda ndo sofreu dano. Outro problema
€ que o novo tecido, além de apresentar limitagbes funcionais em termos de resisténcia,
estrutura-se dependendo da gravidade do dano como uma cicatriz visivelmente com aspecto
indesejado (BEANES et al., 2002, MOORE et al., 2018).

Diante dos diversos niveis de comprometimento que essa formacéo de cicatriz pode
acarretar na qualidade de vida de pacientes, muitos estudos t¢m buscado pela melhoria do
processo de reparo, e consequentemente, que o tecido novo seja mais semelhante ao normal,
com utilizacdo de ferramentas que fornecam meios favoraveis a atividade celular local
(AKITA, AKINO & HIRANO, 2013). Para compreender os eventos de reparo e eventuais
causadores de defeito em tal dindmica, algumas classificacbes se fazem necessarias.

Conforme 0 modo que ocorre a cicatrizacdo pode ser classificada como de primeira
intencdo ou de segunda intencdo. Na cicatrizacdo de primeira intencdo, ocorre uma pequena
perda de tecido e poucas células tanto epiteliais como algumas do tecido conjuntivo morrem,
as bordas da lesdo podem ser aproximadas, tornando a situacéo ideal para o fechamento e com
processo cicatricial dentro do periodo esperado, resultando em cicatrizes relativamente mais
finas. Na cicatrizacdo de segunda intencdo ou de excisdo uma extensa area de tecido é
removida, impedindo a aproximacdo das bordas e levando a uma resposta inflamatoria
intensa, maior formacdo de tecido de granulacédo e deposicao de colageno, e por consequéncia
gerando cicatrizes maiores (DENNIS et al. 2016).

A ocorréncia de alteracbes no processo de reparo pode desencadear problemas que
levam a permanéncia da ferida, tornando-a crOnica, sendo caracterizada por um defeito
ulcerativo na pele que perdura além do esperado, ou ainda podem levar a formacdo de
cicatrizes hipertréficas ou queloides, devido ao excessivo acumulo de matriz (AN DRADES,
BENITEZ & PRADO, 2006; EMING, WYNN & MARTIN, 2017). Além disso, conforme

0s agentes causadores e fatores intrinsecos dos pacientes, as lesdes apresentam caracteristicas



e eventos particulares em seu processo cicatricial. Nas feridas agudas, ocorrem processos
normais de cicatrizacdo, com etapas coordenadas e sobrepostas em tempo habil, resultando
em um arranjo tecidual com estrutura e funcéo restaurado, mas nédo idéntico ao do tecido
normal (LI, CHEN & KIRSNER, 2007; LOOTS et al., 1998). Ja nas feridas classificadas
como crdnicas, nota-se o prolongamento ou interrupcdo de algumas fases que levaria ao
reparo, por uma assincronia entre as fases de reparo na mesma ferida. Feridas diabéticas e
Ulceras venosas, por exemplo, demonstram cicatrizacdo prejudicada, devido as condigdes
fisiopatoldgicas do paciente, onde se observa um estagio inflamatorio crénico, que perdura
por dias, impedindo o prosseguimento normal para as fases posteriores, apresentando um
padrdo celular diferente do que ocorre na cicatrizacdo de feridas agudas, como o0 aumento no
numero de macrdofagos e reducéo de células T CD4+ configurando ainda distarbios para além
da fase inflamatéria, de debridamento e proliferativa (LOOTS et al., 1998, FALANGA,
2005).

As lesbes por pressdo, que ocorrem com frequéncia em pacientes hospitalizados sdo
outro exemplo. Histopatologicamente, conforme a camada tecidual que foi afetada ha
variagdo na extensdo e consequentemente na gravidade dessas lesfes, podendo se apresentar
desde em forma de eritema cutaneo até lesdes que atingem musculos e 0ssos (WITKOWSKI
& PARISH, 1982). Lesdes por pressdo podem apresentar elevados niveis de espécies reativas
de oxigénio e mediadores pro-inflamatorios que acabam por dificultar o andamento da cura
(ROMANA-SOUZA, DOS SANTOS & MONTE-ALTO-COSTA, 2018). Esse tipo de lesdo
apresenta-se como um problema clinico aos sistemas de salde e pacientes, principalmente
diante das dificuldades de uma cicatrizacdo prolongada, maior risco de complicacbes e
infeccBes, maior tempo de internacdo e, consequentemente nos custos de saude (BRITO, DE
VASCONCELOS GENEROSO & CORREIA, 2013).

Nesse sentido, para alguns autores, os fatores que afetam a cicatrizagdo podem ser
divididos em locais ou sistémicos conforme revisado por GUO & DIPIETRO (2010), em
locais tais como defeitos de oxigenagéo, presenca de infeccdo, corpo estranho e insuficiéncia
venosa. E em sisttmicos como idade, estresse, sexo, horménios, isquemia, doencas,
obesidade, alcoolismo, tabagismo, imunocomprometimento e estado nutricional do paciente,
que podem, em diferentes graus e mecanismos interferir no prosseguimento da cura (GUO,
DIPIETRO, 2010).

Desequilibrios no numero e na atividade de células inflamatdrias ou presenca de

infecgOes configuram-se em muitas condigbes como o0s principais causadores de defeitos no



processo de reparo, podendo aumentar os danos e prolongando o processo de cura ou ainda
impedindo que se chegue na resolucdo (LAROUCHE et al., 2018). Tratamentos empregados
na cura de feridas buscam alternativas capazes de permitir uma atuacdo controlada das células
envolvidas no processo de reparo, seja através do estimulo direto dessas células ou ainda
fornecendo meios favoraveis a sua proliferacdo, migracdo bem como o desempenho de suas
funcdes no tecido (MICHAEL et al., 2013; SOLLER et al., 2012).

A inflamacdo é apontada como um fator limitante na regeneracdo dos tecidos adultos,
devido a rapida deposicao fibrotica que se segue no processo de reparo, fator este relacionado
também ao possivel impedimento de células tronco multipotentes e progenitoras em atuarem
no processo de regeneragdo como ocorre na regeneracdo de feridas fetais. Nessa situagéo, o
processo de sinalizagdo encontra-se comprometido, substancias relacionadas a danos teciduais
sdo produzidas em grande quantidade, comprometendo o inicio das proximas fases por alterar
0 recrutamento, a funcdo e a proliferacdo de células (GURTNER, 2008; HU et al., 2014;
EMING, MARTIN & TOMIC-CANIC, 2014; LAROUCHE et al., 2018).

Varias citocinas e quimiocinas, bem como seus antagonistas, participam da
manutencdo equilibrada da fase inflamatoria na cicatrizagdo (SCHREML et al., 2010;
GEORGE BROUGHTON, JANIS & ATTINGER, 2006). Feridas que apresentam atraso na
cicatrizagcdo possuem causas como alteraces no estresse oxidativo que pode levar a danos nas
membranas e/ou em proteinas de matriz, afetar a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas e enzimas proteoliticas. Essas alteraces prolongam o estagio inflamatério o que
acaba por comprometer a recuperacdo (EMING; KRIEG & DAVIDSON, 2007).

O desequilibrio na expressdo de proteinas, que sdo moléculas sinalizadoras, ocorre em
varias condicdes patoldgicas, como diabetes, infeccdes e desnutricdo. Um desequilibrio, por
exemplo, na expressdo de metaloproteinases e fatores inibidores destas, também pode ser
relacionado a atrasos na cicatrizacdo ou processos que resultam em fibrose excessiva (VISSE
& NAGASSI, 2003 apud LI, CHEN & KIRSNER, 2007). Ap6s um dano, como ja discutido,
as células liberam diversos mediadores para recrutar mais células, degradar produtos
indesejados e/fou modular funcdes de outras células. Radicais livres de oxigénio, ions
superoxido e 6xido nitrico, por exemplo, sdo liberados em resposta a danos ou durante
diversos processos biologicos, configurando outro problema a ser contornado pelos
mecanismos de reparo. Os radicais livres de oxigénio e oxidantes como peroxido de
hidrogénio, por exemplo, sdo conhecidos por prejudicar o processo de cicatrizacdo quando

liberados em excesso, como ocorre em eventos de isquemia ou inflamagdes exacerbadas ou
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ainda em lesbes em que os sistemas antioxidantes naturais estio comprometidos (PHAN et
al.,, 2001; SOARES, 2002). Esses radicais agem sobre as células causando alteracGes, por
exemplo, ao danificar os 4&cidos graxos das membranas, afetando sua fluidez e
permeabilidade, podem alterar a funcdo das proteinas, gerando danos no DNA das células e
ainda ter acOes diretas de toxicidade sobre as células (SOARES, 2002). Nesse sentido, a
modulacdo desta etapa também se torna desejavel em tratamentos que visam promover um
melhor processo de cicatrizagdo. Espécies vegetais e drogas vegetais obtidas a partir destas
podem ter a capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana, sendo promissoras
para a atuaco sob tal processo (MELGUIZO-RODRIGUEZ et al, 2021).

1.3. Plantas Medicinais

A definicdo de plantas medicinais feita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as
descreve como “todo e qualquer vegetal que em um ou mais 6rgaos possuem substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos” (WHO, 1998). O processo de produzir e industrializar uma planta medicinal,
produzindo uma formulacéo, resulta em um fitoterapico (VEIGA, PINTO & MACIEL, 2005).
A utilizacdo de plantas para finalidades terapéuticas € uma pratica antiga e cultural, sendo por
alguns periodos a opcao de tratamento mais acessivel e disponivel a populacdo e até os dias
atuais configura-se como uma pratica difundida e de facil acesso. Embora, muitas ndo tenham
efeitos comprovados por estudos cientificos, € nitida a riqueza de espécies com potencial
farmacéutico para o desenvolvimento de tratamentos eficazes (ALBUQUERQUE &
ANDRADE, 1998; HUSSAIN et al., 2009). Diante disso, o estimulo ao avango de pesquisas
com a finalidade de estudar os potenciais efeitos das plantas é capaz de contribuir
significativamente para a seguranga do seu uso em diversas regides pelas mais variadas
culturas, reduzindo eventos de intoxicacdo e permitindo ainda desenvolvimento de novas
terapéuticas (MACIEL et al., 2002).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do
Decreto N°© 5.813, de 22 de junho de 2006 no Brasil, estabelece meios para a utilizacdo segura
de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006), ressaltando a necessidade de se
estimular o avanco de pesquisas na area, garantindo sua utilizacdo segura e contribuindo com
a comunidade local na conservacao das tradicGes e espécies da regido. A Politica nacional de

Praticas Integrativas e Complementares, instituida no mesmo ano, visa ampliar as opgoes
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terapéuticas aos usudrios do SUS a fim de garantiar o acesso aos produtos e Servicos
fitoterapicos, com seguranca, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006).No ambito da fitoterapia,
tais marcos regulatérios foram importantes para fomentar e apoiar a utilizacdo de plantas
medicinais e fitoterapicos na area da saude.Além disso,com estimulo a estudos e coletas de
dados a partir do saber popular aumenta-se a possibilidade de elaboracdo de novos
medicamentos, desenvolvimento econdmico e a melhoria da saude geral (CHEIKHYO USSEF
et al., 2011). Essa utilizacdo segura pode ser alcangada pela interdisciplinaridade entre
estudos envolvendo a etnoboténica, a fitoquimica e a farmacologia, por exemplo (MACIEL et
al., 2002).

A diversidade e a abundancia de espécies de plantas existentes no Brasil, com a
possibilidade de aquisicdo e fornecimento de matérias-primas com baixo custo, despertam
interesse de varios pesquisadores, destacando-se, por exemplo, a possibilidade de descoberta
de novos principios ativos (MARTINS et al., 2006; BATISTA et al., 2016). Neste contexto,
as plantas tém sido estudadas e testadas quanto aos seus efeitos sobre varias doencas,
incluindo efeitos sobre o reparo de feridas na pele, pela capacidade de seus constituintes em
acelerar e melhorar esse processo. Estes estudos englobam analises do efeito de extratos ou
ainda de formulacBes obtidas de matéria-prima vegetal (SANTOS et al., 2006; BUZZI,
FREITAS & WINTER, 2016).

1.3.1. Plantas medicinais e cicatrizacdo de lesfes cuténeas:

Algumas espécies vegetais sdo estudadas devido a sua potencialidade sobre o reparo,
estudos que confirmam tal atividade prop6em sua utilizacdo com fim de acelerar e ou
melhorar o processo cicatricial, sdo inseridas nesse contexto principalmente aquelas plantas
gue ja possuem uso tradicional na medicina popular e com isso surgem novos fitoterapicos no
mercado a partir da validacdo desses saberes, alguns exemplos séo a utilizacdo da Aloe vera
(FALEIRO et al, 2009; GARCIA-ORUE, et al, 2017), Artemisia absinthium
(BENKHALED et al., 2020) e Callendula oficinalis (BUZZI, FREITAS & WINTER, 2016;
PARENTE et al., 2009) que sdo amplamente utilizados como agentes cicatrizantes e cujo
estudo tem revelado sucesso emdiversas fases do reparo.

Uma das vantagens do uso de plantas e agentes fitoterapicos é que esses podem atuar
de diversas formas sobre o reparo tecidual, seja acelerando o processo de fechamento da

ferida ou ainda reduzindo a fibrose e com baixo indice de efeitos adversos. Diante disso,
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destaca-se a probabilidade de atuacdo em diferentes alvos durante 0 mesmo processo. Essa
acdo dependera, por exemplo, da forma de administracdo, do periodo de uso, da concentracéo
e principalmente das substdncias contidas naquele espécime vegetal (BUDOVSKY,
YARMOLINSKY & BEN-SHABAT, 2015; SHEDOEVA et al, 2019). A atividade
terapéutica das plantas deve-se aos seus componentes bioativos. Na cicatrizacdo estes podem
atuar exercendo efeito antimicrobiano, eliminando radicais livres com atividade antioxidante
ou ainda controlando a proliferacéo celular, angiogénese, aumento da sintese de colageno ou
de DNA interferindo, portanto, em uma ou mais fases da cicatrizagio (GHOSH & GABA,
2013). Flavonoides, alcaloides, quinonas, compostos fendlicos, terpenoides, aglcares e
taninos sdo compostos encontrados em algumas espécies vegetais, que apresentam atividade
antimicrobiana, antioxidante e estimulador da proliferacdo celular e sintese de colageno,
podendo dessa forma serem associados a estimulagdo do reparo e até mesmo a melhoria deste,
0 que se confirma por Vvarios estudos in vivo e in vitro (BUDOVSKY, YARMOLINSKY &
BEN-SHABAT, 2015).

Na revisdo organizada por Melguizo-Rodriguez e colaboradores (2021), os compostos
fendlicos presentes no azeite extra virgem, tais como polifendis, sdo descritos a partir de
alguns estudos por atuarem favorecendo o processo cicatricial diante de suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, bioestimuladoras e antimicrobianas (MELGUIZO-
RODRIGUEZ et al., 2021, MELGUIZO-RODRIGUEZ et al., 2021). Tais compostos estdo
presentes em inimeras espécies de plantas e muitas destas ja estudadas quanto a seus efeitos
em modelos de feridas. A espécie Chromolaena odorata, por exemplo, possui em seu extrato
flavonoides, acidos fendlicos, dentre outros que sdo atrelados ao seu papel na cicatrizacao,
este extrato foi capaz de proteger células como queratindcitos e fibroblastos do estresse
oxidativo (PHAN et al., 2001).

A utilizagdo de fracbes dos componentes das plantas em estudos também tem
permitido elucidar as substancias e seus efeitos sobre o reparo. A P1G10 (uma fragédo
proteolitica de cisteina do latex de Vasconcellea cundinamarcensis), por exemplo, foi
estudada quanto aos efeitos de sua aplicacdo tdpica sobre lesdes induzidas por UVB em
camundongos, demonstrando efeitos sobre mediadores associados ao eritema e capacidade de
diminuir a resposta inflamatdria associada ao estresse UV e assim interferir positivamente
sobre varios cenarios da cicatrizacdo de feridas (FREITAS et al., 2019). Diante disso, estudos

para a avaliacdo do efeito cicatricial e a identificacdo desses componentes e sua correlacdo
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com as etapas de reparo se fazem necessarios, a fim de conhecer e permitir o uso dos

espécimes vegetais ou de suas fraces como matéria prima para medicamentos.

1.4. O género Solanum e suas utilizagdes:

Algumas espécies do género Solanum recebem destaque pela sua importancia
econdmica e na industria alimenticia, tais como a batata (S. tuberosum L), o tomate (S.
lycopersicum), a berinjela (S. melongena L.). Esse género abrange quase metade das espécies
pertencentes a familia Solanaceae configurando uma rica fonte para inddstria alimenticia,
biotecnoldgica e farmacéutica (DE OLIVEIRA et al., 2020).

A espécie S. nigrum tem sido amplamente estudada quanto ao seu potencial
anticancerigeno, visto sua utilizacdo na medicina tradicional chinesa para tal efeito e na
literatura haver varias evidéncias do papel antiproliferativo do extrato aquoso sobre céelulas
tumorais (TAl et al., 2012). A S. villosum L., também é uma espécie comamplas atividades ja
estudadas, apresentando potencial antiparasitario, antibacteriano, antioxidantes e
anticancerigenas por diferentes extratos e fracbes (ZAHARA et al., 2019). S. melongena L.
foi estudada quanto ao seu papel sobre a inflamacéo e estresse oxidativo durante o tratamento
de hemorroidas, em um modelo animal, onde o extrato contendo acido clorogénico como
principal composto fendlico presente foi capaz de reduzir a inflamacdo pela reducdo de
citocinas pré-inflamatdrias como TNF- a, além de reduzir a permeabilidade capilar, edema ¢
por aumentar a enzima SOD demonstrando seus efeitos antioxidantes (DONMEZ et al.,
2020). Nota-se para o género a presenca de fitoconstituintes cruciais para tais efeitos, que
agem de modo isolado ou sinergicamente, ressaltando a crescente necessidade de estuda- los
isoladamente elucidando mecanismos de acdo e aplicabilidade terapéutica. Observa-se
também a distribuicdo cosmopolita do género, fator esse que destaca a abundancia de espécies
pelo mundo e sua importancia econdmica.

Estudos em reparo de feridas, utilizando algumas espécies do género, tém apresentado
resultados que confirmam os efeitos ja observados na medicina popular ou ainda integram um
novo espectro terapéutico para as espécies. Pomadas feitas a partir do extrato etandlico de S.
tuberosum a 1% e 2% apresentaram atividade cicatrizante em feridas induzidas em Mus
musculus Balb/c apds sete dias, 0s autores apontam a presenca dos fitoconstituintes fendlicos,

como &cido clorogénico, flavonoides e polifendis como os responsaveis por tal efeito diante
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de dados encontrados na literatura, e quanto a atividade anti-inflamatéria, antioxidante e
antibacteriana dessas substancias (ROSAS-CRUZ et al, 2020).

O extrato hidroalcodlico de frutos de S. diploconos (Mart.) Bohs, uma planta nativa
brasileira, foi estudado quanto a sua atividade anti-inflamatdria e cicatrizante por Benvenutti e
colaboradores (2021), e apresentou estes efeitos pela sua capacidade de modulagdo da
ativacdo e migracdo de neutréfilos, aumento da migracdo de fibroblastos e aceleracdo da
cicatrizacdo associados a presenca de &cido cafeico, ferulico e cumarinico no extrato. Do
mesmo modo, Solanum incanum melhorou a cicatrizacdo em feridas induzidas por
qgueimaduras, sendo sua atividade associada ao potencial antioxidante, atividade de
eliminagdo de radicais livres, possivelmente por constituintes como taninos e flavonoides
(QURESHI et al., 2019). S. xantocarpum também apresentou atividade cicatrizante
semelhante sobre o reparo de feridas diabéticas, sendo esta também relacionada a presenca de
acido clorogénico e sua acdo conjunta com outros fitoconstituintes (PARMAR et al, 2018).

E notavel, portanto a rica constituicdo dessas espécies e sua potencial atuacio no
reparo de ferida, no entanto, ainda sdo poucos os estudos que avaliam o efeito isolado de cada
componente, porém, conforme mencionado anteriormente, a possibilidade de atuacdo em
diferentes etapas do processo de reparo, bem como a agdo sinérgica dos fitoconstituintes
representa uma forma de tratamento que tem gerado interesse diante de seus beneficios e
reducdo de efeitos adversos.

1.4.1. Solanum lycocarpum St. -Hil. (Solanaceae)

Solanum lycocarpum St. -Hil. € uma planta de porte arbustivo ou arbéreo (Figura 1),
conhecida popularmente como “Lobeira”, “Fruta de lobo” ou ainda “Jurubebdo” em algumas
regides, sendo comumente encontrada no Cerrado brasileiro, com ocorréncia em areas
com incidéncia maior de luminosidade. A espéecie suporta climas aridos e secos, sendo
frequente em areas degradadas e resistente a ciclos de queimadas promovidos por acdo
antropica, realizadas com frequéncia neste dominio. Apresenta frutos verdes e globosos que
pesam até 500 gramas, medindo de 8 a 12 cm de diametro, estes sdo produzidos
abundantemente pela planta, tornando-a alvo atraente para a exploracdo biotecnoldgica e
sustentavel no pais. Quando maduros, os frutos sdo amarelos com aspecto macio e emitem
aroma caracteristico (LOMBARDI & MOTTA JR., 1993; LORENZI, 2008). Em algumas

regides, os frutos da lobeira sdo consumidos crus, cozidos ou na forma de geleias e doces ou
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ainda utilizados em preparacdes de remédios caseiros como calmantes, diuréticos,
antiespasmaddicos e antiofidicos (LORENZI, 2008; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003).

Oliveira Junior et al. (2003), detectaram um alto teor de nutrientes como vitamina C e
fosforo no fruto maduro de S. lycocarpum semelhante a outros frutos como banana, laranja,
abacaxi e manga. Os frutos sdo apontados como fontes promissoras de pectina, que é
comumente utilizada na industria alimenticia como espessante, estabilizante, gelificante e ou
modificador de textura. E também podem ser fonte de amido no setor de biocombustiveis uma
vez que tem alto rendimento no fornecimento de amido e bioetanol, sendo apontado como
uma fonte alternativa de amido promissora para producdo de bioenergia renovavel nédo
alimentar (TORRALBO et al., 2012; MORAIS et al., 2019).

A espécie recebe nome popular em algumas regides de lobeira ou fruta de lobo pelo
fato dos frutos fazerem parte da dieta generalistado lobo-guard (Chrysocyon brachyurus
Illiger 1815), que também é um dispersor de sementes para esta espécie. O animal parece
optar por tal fruto pelo fato do potencial de suas sementes inibirem a acdo de certos
endoparasitas, como 0 nematoide Dictophyme renale em seus rins e outros em seu intestino,
como Trichuris, Ancylostoma e Toxocara (LOMBARDI & MOTTA JR., 1993).

O p6 branco extraido a partir dos frutos de S. lycocarpum é popularmente chamado
“polvilho de lobeira”, sendo utilizado na medicina popular contra diabetes e epilepsia. Alguns
estudos apontam que o polvilho extraido dos frutos possui atividade hipoglicemiante, redutora
dos niveis de colesterol, redutor dos niveis de triglicerideos e de colesterol hepatico podendo
estes efeitos ser relacionados aos niveis de alguns polissacarideos e seus efeitos sobre o
metabolismo (DALL’AGNOL & VON POSER, 2000; PEREZ et al.,2006; SOARES-MOTA
et al., 2010, ROCHA et al., 2012). Em contrapartida, Alves e colaboradores (2016), em um
estudo com ratos Wistar machos com diabetes induzido por Estreptozotocina, ndo observaram
efeito hipoglicemiante significativo proveniente do extrato de lobeira.

Ha também dados que sugerem acdo antiespasmaddica, antiepiléptica, sedativa e anti-
inflamatoria de Solanum lycocarpum. Além disso, os glicoalcaloides presentes nos frutos,
solamargina e solasodina, possuem componentes que sdo utilizados como matéria prima na
sintese industrial de horménios esteroidais e a composicdo fitoquimica dos frutos é bastante
estudada. A solasodina possui importante efeito anti- inflamatorio, enquanto para solamargina
é descrito principalmente atividade inibitéria do crescimento de células tumorais (VIEIRA et
al.,, 2003; MUNARI et al., 2014). Xie e colaboradores, (2017), sugeriram ao estudarem a

migracdo e invasdo de células HepG2, que a solamargina foi capaz de bloquear a transicao
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epitelial mesenquimal, fase esta importante para a migracao de células cancerigenas, isto pelo
fato de regular positivamente E-caderina e negativamente N-caderina e vimentina (XIE et al.,
2017), evidenciando assim efeitos sobre a migracéo e invasdo tumoral .

E relatado ainda a utilizagdo popular das folhas e flores da espécie em infusdes e
banhos, contra gripes, resfriados, como emoliente, tonica, antirreumatismo e contra asma,
além de infusos com as raizes empregados contra hepatite (RODRIGUES & CARVALHO,
2001). Costa e colaboradores (2015), demonstraram efeito anti-inflamatério de algumas
fracOes do extrato de folhas de S. lycocarpum num modelo de edema de pata induzido por
carragenina, além do efeito antioxidante e antibacteriano de algumas fracGes. Os efeitos anti-
inflamatorio e antioxidante observados nesse estudo foram relacionados a presenca de
flavonoides, como apigenina e kaempferol .

Morais e colaboradores (2020), relataram efeito anti- inflamatorio do extrato etandlico
do fruto maduro de S. lycocarpum, em um modelo de edema de pata induzido por
carragenina, onde observou-se reducdo do edema e da migracéo de polimorfonucleares para o
tecido de modo semelhante a indometacina um antiinflamatorio ndo esteroidal. Verificaram
também um efeito antinociceptivo que pode ser associado a reducdo da producdo de
mediadores inflamatorios pelo extrato. Esses efeitos foram atribuidos principalmente aos
alcaloides, como solasodina e peiminina, e aos acidos fendlicos presentes na composicdo
quimica do extrato, tornando seu uso interessante para tratamento de processos inflamatérios
e dolorosos segundo os autores.

Espécies com potencial antioxidante sdo apontados em alguns estudos como capazes
de reduzirem os efeitos adversos em feridas, removendo ou reduzindo os produtos da
inflamacdo, como o excesso de proteases e espécies reativas de oxigénio provenientes do
acumulo de neutréfilos na lesdo (SUNTAR et al., 2012). Essa atividade aliada a propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias podem contribuir para o processo
cicatricial em menor tempo (KASOUNI et al., 2021) e melhoria do reparo, como destacado
anteriormente.

Diante disso, visamos fazer uma analise do efeito do extrato etanolico do fruto maduro
dessa planta e sua fragdo hidroetandlica sobre cicatrizacdo, partindo da hipotese de que este
atue sobre a etapa inflamatéria e melhore o processo de cura, uma vez que O Processo
inflamatorio € uma etapa importante desse processo e sua modulacdo tem apresentado

resultados positivos.
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Figura 1: Solanum lycocarpum e suas estruturas: A) Arbusto com flores e folhas. B) Detalhe para as flores de
Solanum lycocarpum. C) Detalhe para o fruto ainda verde de Solanum lycocarpum. Fonte: Acervo pessoal. D) *
Detalhe para o fruto maduro de Solanum lycocarpum. Fonte: Neide Rigo, 2010 — Blog Come-se.

1 Disponivel em:< https://come-se.blogspot.com/2010/ 09/ fruta-de-lobo-ou-lobeira-resposta.html >. Acesso em:
24 fev. 2021.

18



2. JUSTIFICATIVA

As etapas envolvidas no reparo tecidual configuram eventos para a recuperacdo do
tecido. Terapias que visam acelerar ou melhorar esse processo sdo empregadas a fim de
auxiliar os mecanismos fisioldgicos de resolucdo. O processo inflamatorio, por exemplo, que
se instala durante o evento, com a finalidade de remog¢do do agente agressor ou de possiveis
microorganismos no local, pode ser considerada uma fase importante da cicatrizagdo. Embora
este evento ocorra como forma de resolugdo, caso sua agdo se prolongue, as células
inflamatdrias envolvidas e os mediadores quimicos secretados, podem aumentar os danos na
area de lesdo (LAROUCHE et al., 2018).

Diversas plantas tém mostrado potencial no reparo de feridas e a principal
caracteristica estd relacionada aos efeitos de seus componentes nas fases inflamatoria,
proliferativa e melhora da recuperacdo cirurgica. Compostos fendlicos, alcaloides e
flavonoides estdo entre os principais responsaveis pela atividade cicatrizante de diversas
espécies (BUDOVSKY, YARMOLINSKY & BEN-SHABAT, 2015). Os dominios vegetais
brasileiros sdo ricos em espécies com potencial medicinal, com algumas destas empregadas na
medicina popular. Essa disponibilidade de recursos naturais encontrados na flora brasileira
pode facilitar a obtencdo de matérias-primas para o desenvolvimento de novos medicamentos,
bem como a reducdo de custos de obtencdo e distribuicdo de medicamentos, uma vez que
praticas sustentaveis de cultivo podem ser estimuladas. A espécie S. lycocarpum é comumente
encontrada no Cerrado brasileiro e possui alta produtividade de frutos, que sdo empregados na
medicina popular e em estudos que tém demonstrado efeitos antiinflamatorios,
antimicrobianos e antioxidantes importantes, sendo estes relacionados principalmente aos
seus compostos fendlicos e flavonoides (SANTOS et al., 2006; COSTA et al., 2015).

Diante dos efeitos ja relatados de S. lycocarpum e suas acles, neste estudo visamos
testa- lo como terapéutica no processo de cicatrizacdo de lesdes na pele, de modo a avaliar seu
efeito sobre a inflamacdo e reparo tecidual, abrindo a possibilidade de novos estudos nessa

area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Analisar os efeitos do uso de extrato etandlico e da fragdo hidroetandlica do fruto

maduro de Solanum lycocarpum no processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em
camundongos.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar macroscopicamente, nos tempos de 1, 5, 7 e 21 dias ap6s a confec¢do das
lesBes excisionais, a presenca de crostas e sinais de infeccdo e/ou inflamacdo na area
da lesdo, apds o tratamento topico didrio com extrato etandlico e com a fracdo
hidroetandlica do fruto maduro de S. lycocarpum;

e Analisar microscopicamente, por métodos histoldgicos e histoquimicos, o infiltrado
inflamatorio, os fibroblastos, os vasos sanguineos, os mastocitos, a area de tecido de
granulacdo, a reepitelizacdo e a deposicéo de colageno, apds tratamento topico didrio
com extrato etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum e com sua fragédo

hidroetandlica, por 1, 5, 7 e 21 dias ap0s a lesdo excisional.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1. Animais

Todos os procedimentos seguiram as normas estabelecidas no Guia de Cuidados e Uso
de Animais de Laborat6rio e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de S&o Jodo del Rei — protocolo aprovado em N° 3128180521 (ID
000072).

Neste estudo foram utilizados 72 camundongos machos, Swiss, com 8 semanas de
vida, obtidos do Biotério Central do Campus Tancredo Neves (NUCAL). Durante o periodo
de experimentacdo, 0s animais permaneceram no Biotério Setorial, localizado no Laboratorio
de Cardiofisiologia e Biologia Molecular, sala B. 1. 11, do Departamento de Ciéncias
Naturais da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei UFSJ, Campus Dom Bosco, em gaiolas
contendo seis animais cada, sendo alimentados com ragdo comercial balanceada e agua a
vontade e submetidos ao controle artificial de ciclos de luminosidade (12 horas de luz/12
horas de escuro), temperatura ambiente entre 21°C e 22°C e umidade relativa do ar de 60 a
70%.

4.2. Obtencdo do extrato etandlico e da sua fracdo hidroetanolica do fruto maduro de

Solanum lycocarpum

O extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e sua fracdo
hidroetandlica (FHSL) foram obtidos pela professora Dra. Luciana Alves Rodrigues dos
Santos Lima, do Campus Centro-Oeste Dona Lindu, UFSJ. A escolha do extrato etandlico e
de sua fracdo hidroetandlica foi realizada a partir da atividade anti-inflamatoria apresentada
em trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa das professoras Flavia Carmo Horta Pinto e
Luciana Alves Rodrigues dos Santos Lima. A principal diferenca encontrada entre os dois
extratos esta na concentracdo de compostos fendlicos e taninos, que estdo em maior
guantidade no extrato etandlico, e flavonoides que sdo encontrados em quantidade
discretamente maior na fracdo hidroetanolica (MORAIS, 2018; MORAIS et al., 2020).

Para a preparacdo do extrato, os frutos maduros da espécie S. lycocarpum foram

coletados e uma exsicata foi depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias Biologicas da
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Universidade Federal de Minas Gerais, com 0 nimero de registro 159397, sendo identificada
pelo Prof. Dr. Alexandre Salino.

O extrato etandlico foi obtido pelo método de percolacdo com etanol P.A., onde o p6
seco foi colocado em um percolador e adicionado etanol P.A. (99,5 °GL), permanecendo em
contato por 24 horas. O material foi extraido e o percolado foi concentrado em evaporador
rotatério a 50 °C, sob pressdo reduzida, para posterior liofilizacdo e obtencdo do extrato
etandlico (EESL). Uma parte desse extrato etanolico foi solubilizada em solucéo etanol/agua
(1:1) e particionado sucessivamente com solventes de polaridade crescente: hexano,
diclorometano e acetato de etila, para obtencdo das fracdes hexanica, diclorometanica,
acetoetilica e hidroetandlica (FHSL- utilizado neste estudo), que foram secas em evaporador
rotatério a 50 °C, sob pressdo reduzida (MORAIS, 2018).

4.3. Confeccdo da lesdo excisional cutdnea e aplicacdo topica do extrato etandlico do

fruto maduro de S. lycocarpum e da sua fracédo hidroetandlica

Setenta e dois animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos, sendo um
Grupo Controle que recebeu aplicacdo topica de solucdo salina fisioldégica, um grupo tratado
comextrato etandlico (Grupo EESL) e um grupo tratado com a fracdo hidroetandlica do fruto
maduro de S. lycocarpum (Grupo FHSL). Cada grupo foi subdividido em quatro outros
subgrupos conforme o periodo de tratamento: 1, 5, 7 e 21 dias, com n=6 em cada subgrupo
(DIAS, 2020).

Os animais foram anestesiados com 0,15 mL de solucdo anestésica contendo
Cloridrato de xilazina (16,5 mg/Kg), (Anasedan Injetavel Ceva), Cloridrato de ketamina (97
mg/kg) (Dopalen Injetdvel Ceva) e salina fisiologica, na proporgdo de 1:1:2, respectivamente,
por via intraperitoneal. Posteriormente, o animal foi colocado sobre prancha cirdrgica em
declbito ventral para procedimento operatorio. Foi realizada a tricotomia com lamina de aco
dos pélos do dorso, com extensdo de 6 cm no comprimento e 4 cm na largura a uma linha
imaginaria que passe na borda inferior das orelhas. O local foi higienizado com alcool 70%.
Para confeccdo das feridas excisionais foi utilizado um punch dermatol6gico metalico com
7mm de didmetro. Com esse instrumento foi excisado dois fragmentos cutaneos na area
tricotomizada, até a exposicdo da fascia muscular dorsal (Figura 2). A hemostasia foi

realizada por compressao digital, utilizando-se gaze esterilizada.
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Figura 2: Metodologia empregada pelo grupo de pesquisa para a induzir a lesdo excisional. A: Animal ap6s a
tricotomia, B: posicionamento do animal sob prancha cirirgica e posicionamento do punch dermatoldgico sobre
a pele comauxilio de uma pinca. C: Lesdes excisionais. Fonte: Acervo pessoal.

As solucBes para o tratamento dos animais foram obtidas pela ressuspensdo em
solucdo fisioldgica do extrato etandlico (EESL) e da fracdo hidroetandlica (FHSL). Nos
animais dos Grupos Tratados, a partir do 1° dia, no local da lesdo, foi adicionado 40ul das
solugcbes EESL ou FHSL na concentracdo de 150mg/kg, duas vezes ao dia com intervalo de 9
horas entre as aplicagbes. A aplicagdo foi realizada com o auxilio de uma pipeta automatica
com ponteiras esterilizadas (Figura 3). Esse procedimento foi repetido durante 1, 5, 7 ou 21
dias, conforme o subgrupo. No Grupo Controle, foi adicionado o mesmo volume de salina,

conforme a Figura 4.
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Figura 3: Procedimento de aplicacdo de solugcGes sobre a lesdo. Na imagem, aplicacdo de solugdo salina sobre a
lesdo excisional. O animal era imobilizado e a solucdo aplicada com auxilio de uma pipeta automéatica e

ponteiras descartaveis estéreis. Fonte: Acervo pessoal.
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4.4. Avaliagdo macroscdpica das lesdes excisionais

Cada lesdo foi avaliada diariamente, observando-se a presenca de sinais inflamatorios
(edema, hiperemia), presenca de crostas e secrecOes. As feridas foram fotografadas com
camera digital fixa em tripé em cada periodo de tratamento. As imagens foram importadas
para o Software de analise de imagem Image J versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.) e os contornos manualmente tracados
para o calculo do tamanho da ferida em milimetros quadrados, em cada tempo, 1, 5, 7 e 21
dias apos a confeccdo da lesdo.

Foi calculada a taxa de fechamento das feridas (TF), que representa a taxa de
diminuicdo da area da ferida no ultimo dia de tratamento, onde valores menores que zero
representa 0 aumento da area de lesdo e valores maiores que zero uma evolugdo no processo
de reepitelizacdo e fechamento da lesdo, os célculos foram feitos utilizando-se a seguinte

formula:
TF = A;—”* 100

Onde, Ai é a area da ferida no dia da lesdo e Af a area da ferida no dia da eutanasia
(OKUMA et al., 2015; QURESHI et al., 2019).

4.5. Coleta e processamento das lesdes excisionais

Decorridos 1, 5, 7 ou 21 dias apds a confeccdo da lesdo excisional, os animais foram
eutanasiados por dose letal de anestésicos. Um fragmento contendo a ferida em toda sua
extensdo e profundidade foi retirado com um bisturi nimero 11, e esse material foi clivado e
fixado em solucdo de formol a 10% neutro tamponado por 24 horas, armazenado em alcool
70% e posteriormente desidratado em solucBes sucessivas de alcool, diafanizado pelo xilol,
impregnado e incluido em parafina conforme o seguinte protocolo padrdo de processamento
histol6gico utilizado pelo nosso grupo de pesquisa:

1. Desidratacdo: imersdo em alcool 80% — 30 minutos; alcool 90% — 30 minutos;
alcool absoluto I — 30 minutos; alcool absoluto 11 — 30 minutos;

2. Diafanizacdo: imersdo em xilol I — 30 minutos; xilol Il —30 minutos;
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3. Infiltrac@o: imersédo em parafina | em estufa a 60°C — 30 minutos; parafina 11 em
estufa a 60°C — 30 minutos;
4. Incluséo: em parafina a uma temperatura de 60°C e confeccdo de blocos em

parafina, com devida referéncia do animal e grupo experimental.

Os blocos de parafina foram seccionados em micrétomo, obtendo-se cortes de 4um.
Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (H.E.), Tricromatico de

Gomori e Azul de Toluidina, para avaliagdo histopatoldgica e morfométrica.

4.6. Avaliacdo histopatologica das lesdes

Através de um microscdpio Optico, as laminas coradas com Hematoxilina & Eosina
(H&E.) foram analisadas para avaliacdo qualitativa quanto a presenca de edema, crostas,
infiltrado inflamatdrio, extensdo da lesdo, reepitelizacdo e tecido de granulacéo nos diferentes
periodos de observagdo. As laminas coradas com Tricromatico de Gomori foram analisadas
para avaliacdo das fibras colagenas no tempo de 21 dias. As laminas coradas com Azul de

Toluidina usadas para a identificacdo e quantificacdo de mastocitos nos tempos de 5 e 7 dias.

4.7. Avaliacdo morfométrica dos leucocitos, vasos sanguineos, mastécitos e

fibroblastos nas lesdes excisionais tratadas com EESL e FHSL

As laminas coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E.) foram fotografadas com uma
camera digital (Moticam 3000) acoplada ao microscopio 6ptico convencional, sob foco fixo e
clareza de campo. As fotomicrografias foram avaliadas através do software Image J versdo
1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.).
Nesses cortes histologicos foram quantificados leucdcitos nos tempos de 1, 5 e 7 dias, novos
vasos sanguineos nos tempos de 5 e 7 dias e os fibroblastos nos tempos de 5, 7 e 21 dias. As
células foram identificadas a partir de sua morfologia caracteristica, em 10 campos por
caso/lamina, a um aumento de 400X, sendo 4 campos dispostos no leito da leséo e 6 campos
entre a lesdo e a derme adjacente, ja para os vasos foram considerados para a quantificacdo
aqueles com um ndmero menor ou igual a 3 células endoteliais visiveis.

Para a quantificacdo de mastocitos, as laminas correspondentes aos tempos de 5 e 7

dias coradas com azul de toluidina e quantificados quinze campos por lamina, a um aumento
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de 400x. Sendo os campos dispostos de trés em trés campos ao longo da area de lesdo de
modo que abrangesse diferentes areas na regido da lesdo. Posteriormente, o numero total de
leucécitos, de vasos, de mastocitos e de fibroblastos (somatéria de todos os campos
analisados) de cada animal foi dividido por 9,177, valor que corresponde a area por

micrometro quadrado (un¥) da objetiva utilizada, totalizando assim o niimero de células/pun?.

Figura 5: Representacdo esquemética da disposi¢cdo dos 10 campos para a contagem de vasos, leucdcitos e
fibroblastos nas laminas coradas em H&E.
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Figura 6: Representacdo esquematica da disposicdo dos 15 campos para a contagem de mastécitos nas laminas
coradas por azul de Toluidina.
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4.8. Analises estatisticas

Foi calculado a médiaterro padrdo da média de cada grupo experimental, sendo
comparadas as diferengas entre as médias do Grupo Controle e dos Grupos Tratados. Para
andlise estatistica foi utilizado o Programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, CA,
USA), onde foi feito o teste One-Way ANOVA, seguido do pds teste Newman-Keuls, para
comparacao entre as médias dos trés grupos (Controle, EESL e FHSL). Os resultados foram

considerados significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo macroscopica da cicatrizacdo de feridas

O primeiro parametro utilizado para avaliar a evolucdo do reparo foi a verificacdo das
diferencas entre as areas das feridas excisionais dos grupos Controle (que recebeu solugédo
Salina) e tratados topicamente com o extrato etandlico e ou fracdo hidroetandlica do fruto
maduro de S. lycocarpum durante 1, 5, 7 e 21 dias. As caracteristicas macroscopicas de cada
ferida foram avaliadas, quanto a presenca de crostas, ressecamentos e sinais inflamatorios
(Figura 7A).

Apos 1 (um) dia da aplicacdo dos respectivos tratamentos topicos ndo foi observada
diferenca significativa entre as areas da ferida entre os grupos: Controle (49,28t 3,09 mm?),
EESL (44,36 + 2,95 mm?) e FHSL (51,08 + 4,38 mm?) (Figura 7B). No entanto, o percentual
médio de fechamento no grupo controle foi de 5,54%, 10,81% no grupo tratado com extrato
etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum e 22,96% no grupo tratado com a fracao
hidroetandlica do fruto maduro de S. lycocarpum. Nesse periodo as feridas de ambos os
grupos mostraram-se sem grandes quantidades de secrecbes e com aspecto limpo embora
sejam feridas abertas,sendo a maior taxa de fechamento observada no grupo FHSL (Figura 7
A).

Os grupos que receberam o tratamento topico por cinco dias ndo apresentaram
diferenca significativa entre as areas das feridas, sendo em média 26,60 £ 7,10 mm?2 no
controle, no EESL 38,42 = 4,07 mm?Z e no FHSL 46,55 = 6,50 mm?, (Figura 7 B). No grupo
controle a taxa de fechamento média foi de 52,5% da area inicial, seguido pelo grupo EESL
com 49,47% e no grupo FHSL de 26,83%, observando-se em ambos 0s grupos a redugéo da
area apos cinco dias. No grupo controle apds cinco dias as lesdes apresentaram-se com
aspecto seco, com crostas em desprendimento. No grupo EESL, a maioria das lesdes
apresentou crostas com as bordas ja ressecadas iniciando o desprendimento. A maioria das
lesbes do grupo FHSL apresentaram-se com crostas sem sinais de desprendimento (Figura 7
A).

Aos sete dias de tratamento, a drea média das feridas dos grupos foram: FHSL
(66,06+ 14,02 mme), Controle (27,85+ 4,26 mm?) e EESL (17,33+ 2,05 mm?), sendo a média
da area das feridas tratadas com FHSL significativamente maior que os demais demais

grupos, com p=0,0027. J& entre os grupos Controle e EESL ndo houve diferenca significativa
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entre a média das areas da ferida (Figura 7 B). A taxa de fechamento média no grupo controle
foi de 62,57%, ja no grupo EESL esta foi de 71,58%, ambos apresentando reducédo
significativa na area de lesdo, sendo a contracdo maior vista no grupo EESL. Quanto ao
aspecto morfolégico das lesbes, no grupo controle, a maioria das feridas apresentaram-se com
crostas. Ja no grupo EESL metade dos animais apresentaram lesdes com crosta ainda inteira,
nos outros, parte desta ja havia se desprendido. As lesdes aos sete dias no grupo EESL
mostraram se visivelmente menores que os demais grupos. No grupo FHSL, a maioria das
lesbes apresentaram-se com crostas maiores e aparentemente mais espessas em comparacgao
aos demais grupos desse periodo de tratamento (Figura 7 A).

Vinte e um dias apds os tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre as areas
médias finais de cicatriz das feridas dos grupos: Controle (9,10+ 1,55 mm?), EESL (12,90 £
1,62 mm?) e FHSL (15,73 5,08 mm?) (Figura 7 B). A taxa de fechamento observada no
grupo controle foi de 85,05%, seguida por 82,13%no grupo EESL e de 73,59% no FHSL
(Figura 7 A). Aos 21 dias, 0s grupos controle e tratamentos apresentam no local da leséo

cicatrizes pequenas.
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Figura 7: O tratamento topico com extrato etanolico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e o
tratamento com a fracgdo hidroetandlica apds 21 dias nao interfere significativamente no fechamento de
feridas excisionais em camundongos Swiss. Em A, fotografias representativas das areas de lesdo em cada
grupo e tempo experimental, sendo 0 o dia da confeccdo dalesdo e 1, 5, 7e 21 o0 dia da eutanasia de cada animal.
Em B gréfico representativo das &reas finais das feridas em mn? em ambos os periodos, cujos valores s&o
expressos como média £ SEM, n=6. Teste ANOVA para andlise de variancia entre os grupos de cada tempo
experimental, seguido por pés-teste Newman-Keuls, sendo **p<0,01.

5.2. Avaliacdo histopatologica e morfométrica de leucocitos, vasos, fibroblastos e

mastacitos

Para avaliacdo histopatologica das lesbes excisionais foi realizada a avaliagdo
qualitativa das fotomicrografias de Iaminas coradas em H&E em todos os periodos,
observando-se caracteristicas como: reepitelizacdo, area de tecido granulacdo, presenca de
sinais e infiltrado inflamatorios, padrdo de depdsito da nova matriz e aspectos da regido

cicatricial.
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Na analise morfométrica, foi feita a quantificacdo de leucécitos apds 1, 5 e 7 dias, a
guantificacdo de neovasos e mastocitos apds 5 e 7 dias, a quantificacdo dos fibroblastos apds

5, 7 e 21 dias e posterior analise estatistica dos resultados.

5.2. 1. Avaliacdo histopatologica e morfométrica de leucdcitos das lesfes tratadas
com EESL ou FHSL por 1 dia:

Ap6s um dia de tratamento, as l&minas coradas em H&E foram analisadas
gualitativamente quanto aos aspectos iniciais da cicatrizacdo e da fase inflamatoria inicial e
guantitativamente quanto ao ndmero de leucécitos. Nesse periodo, em ambos 0s grupos as
lesbes se apresentaram com area sendo preenchida por restos de fibrina e restos celulares,
principalmente na superficie proxima a regido onde se formaria o tampdo hemostatico e nas
bordas do tecido normal (Figura 8).

No grupo controle, foi observada a presenca de infiltrado inflamatério principalmente
nos tecidos conjuntivos adjacentes e ja com algumas células distribuidas pelo leito da ferida
sobre a rede de fibrina, sendo observada principalmente a presenga de polimorfonucleares
(PMN). Na superficie da lesdo, logo abaixo do tampdo hemostatico em formacéo e acima
dessa area, foi detectada a presenca de muitos fragmentos celulares e areas de edema. As
laterais da ferida entre o leito e o tecido intacto apresentaram morte tecidual devido a
confeccdo da lesdo e presenca de infiltrado inflamatério. Nos tecidos adjacentes foram
observados também hiperemia, caracterizada pela presenca de vasos congestoso assim como
nos demais grupos. Todos os sinais aqui relatados sdo caracteristicos da etapa inflamatéria.

No grupo tratado com extrato etandlico de SL, conforme mencionado, as lesdes
estavam com um aspecto menor que 0 grupo controle, também com presenga de um tampéo
hemostatico em formacdo. No leito da ferida, foi visto a presenca de leucocitos, distribuidos
nas adjacéncias da lesdo e uns poucos na area de coagulo. Na superficie tambem foram
observados fragmentos celulares e nas laterais a presenca de tecido necrotico.

No grupo FHSL, o tampdo hemostatico também ja estava em formacdo. No espaco
havia presenca de edema e os restos celulares estavam dispostos principalmente entre a malha
de adiposo que preenche o espaco do tecido removido. O infiltrado inflamatorio apresentou-se
também com predominancia de PMN, concentrados em maior quantidade nos tecidos

adjacentes.
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Figura 8: Fotomicrografias das lesGes apdés um dia de tratamento — coloracdo Hematoxilina e Eosina.
Observa-se em A, B e C as areas de lesfes nota-se a area onde o tecido foi removido com tecido adiposo
indicado por “ad”, na superficie a formacdo de crosta (setas brancas), as bordas das lesdes apresentam morte
tecidual, infiltrado inflamatério no entorno da area removida e vasos hiperémicos (setas vermelhas). Em A,
grupo controle (salina), em B, grupo tratado com EESL e em C grupo tratado com FHSL. Setas pretas indicam
inicio das areas de lesdo. Escala de barras 1000um.

A analise morfométrica de leucdcitos entre os grupos tratados no periodo de 1 dia
demonstrou diferenca significativa. O grupo tratado com o extrato etandlico do fruto maduro
de Solanum lycocarpum apresentou menor nimero de leucécitos no leito da lesdo (1,946 +
0,1191/pm?) em relagcdo ao grupo controle (4,139 + 0,4888/pm?) eao grupo tratado com a
fracdo hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (3,075 £ 0,2816/pum?).Do
mesmo modo, 0 grupo que recebeu FHSL mostrou-se com um namero significativamente
menor de leucdcitos em relagdo ao grupo controle e significativamente maior que o grupo
tratado com EESL p=0,0012 (Figura 9). O extrato etandlico e a fracdo hidroetandlica,

portanto, reduziramo infiltrado inflamatorio apds um dia de tratamento.
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Figura 9: A aplicagdo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum ou da fracéo
hidroetandlicado fruto maduro de Solanum lycocarpum reduz o infiltrado de leucécitos apés 1 dia. EmA,
fotomicrografias representativas das lesGes excisionais coradas em H&E dos grupos que receberam Solugédo
salina (Controle), extrato etanolico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo hidroetandlica do
fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) duas vezes ao dia por 1 dia. As setas pretas finas indicam
leucécitos. Aumento de 400x e 1000x. Escala de barras de 20 um. Em B, avaliagdo morfométrica de leucdcitos.
Observa-se uma reducao significativa do infiltrado leucocitario no grupo EESL e no grupo FHSL em relagdo ao
grupo que recebeu solucdo salina com p=0,0012, pode-se notar ainda que o0 grupo EESL apresenta um ndimero
significativamente menor que o grupo FHSL. Sendo *p<0,05, ***p<0,001. Valores expressos como média +
SEM, com n=6, teste ANOVA para analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido

por pés-teste Newman-Keuls.
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5.2. 2. Avaliacdo histopatologica e morfométrica de leucdcitos, vasos sanguineos,

fibroblastos e mastocitos das lesdes tratadas com EESL oua FHSL por5 dias:

Apobs cinco dias dos tratamentos, as laminas coradas em H&E foram analisadas
qualitativamente quanto aos aspectos iniciais da cicatrizacdo e quantitativamente quanto ao
namero de leucdcitos, neovasos e fibroblastos. Histopatologicamente foi observado que as
lesbes dos grupos EESL, FHSL e do grupo controle mostraram-se com presenca de crosta rica
em fibrina e restos celulares na regido do tampdo hemostatico. O depdsito de tecido de
granulag&o j& havia iniciado em todos os grupos (Figura 10).

No grupo controle, a area da lesdo mostrou-se com sua maior parte infiltrada pelo
tecido adiposo, com areas de edema na superficie do adiposo e nas bordas da lesdo, abaixo do
tampdo de fibrina foi observado um depdsito inicial de tecido de granulacdo. Nesse tecido foi
detectada vasos sanguineos e leucocitos, 0s vasos com hiperemia foram vistos também no
tecido adiposo adjacente. A reepitelizagdo foi iniciada em ambos os animais desse grupo,
onde se observou nas laterais um epitélio hiperproliferado iniciando a extensdo sobre a area
de granulacéo. Sob esse epitélio e se estendendo pela area de lesdo havia uma crosta espessa
rica em restos celulares e abaixo desta em area ainda ndo reepitelizada o tampdo hemostatico.

No grupo tratado com EESL, as superficies das lesbes estavam protegidas por um
tampédo hemostatico médio, com presenca de edema. O depdsito de tecido de granulagdo havia
se iniciado nas laterais e na superficie do tecido adiposo que preenchia grande parte do leito
da ferida, sendo caracterizados pela presenca de fibroblastos, vasos, leucdcitos e inicio do
deposito de matriz. A reepitelizacdo estava em andamento partindo das bordas das lesdes,
caracterizada pela proliferacdo dos queratindcitos e extensdo destes sobre o tecido de
granulacdo.

No grupo FHSL, a &rea de tecido de granulacdo em relacdo aos outros grupos era
menor, com reepitelizacdo em fase inicial, com a hiperproliferacdo de queratindcitos nas
laterais e extensdo sobre a area de lesdo. Na superficie, a crosta é relativamente maior em
comparacdo aos outros grupos desse periodo e logo abaixo dela verifica-se a presenca de
tampéo de fibrina. O tecido de granulagéo encontra-se principalmente nas laterais da ferida
indicando o inicio dessa deposicdo, este é constituido pelas células caracteristicas com
infiltrado inflamatdrio e de alguns fibroblastos e vasos, foi observada na area da ferida a

presenca de muitos leucocitos e restos celulares.
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Figura 10: Fotomicrografias das lesdes apds cinco dias de tratamento — coloragdo Hematoxilina e Eosina.
Observa-se em A, B e C as areas de lesdes coma presenca de crostas (setas brancas), sob as bordas das lesdes
nota-se inicio da reepitelizacdo (setas amarelas) e infiltrado inflamatério distribuido pelo leito. Em A, grupo
controle (salina), em B, grupo tratado com EESL e em C grupo tratado com FHSL. Setas pretas indicam inicio
das areas de lesdo.. Escala de barras 1000um.

O numero de leucécitos mostrou-se significativamente menor nos grupos que
receberam os tratamentos. Sendo no grupo EESL (2,504 + 0,2807/um?) encontrado um menor
numero de leucécitos em relacdo ao grupo controle (4,287 + 0,6420/pm?) e do mesmo modo,
0 grupo tratado FHSL (2,399 + 0,2457/pun?) também apresentou um numero
significativamente menor de leucdcitos em relagdo ao controle, onde p=0,0090, os resultados

podem ser observados na figura 11.
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Figura 11: A aplicacdo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum ou da fragéo
hidroetandlicado fruto maduro de Solanum lycocarpum reduz o infiltrado de leucécitos apds 5 dias. Em A,
fotomicrografias representativas das areas das lesfes excisionais, coradas em H&E, dos grupos que receberam
Solucdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) duas vezes ao dia por cinco dias. As setas pretas
finas indicam leucdcitos. Aumento de 400x - escala de barras de 20 um, e aumento de 1000x - escala de barras
de 10 um. Em B, avaliagdo morfométrica de leucdcitos. Observase uma reducdo significativa do infiltrado
leucocitario no grupo EESL e no grupo FHSL em relagdo ao grupo que recebeu apenas solugéo salina com p=
0,009. Sendo *p<0,05, ** p<0,01. Valores expressos como média = SEM, com n=6, teste ANOVA para analise
de variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido por p6s -teste Newman-Keuls.

Foi quantificado o nimero de novos vasos, para isso foram considerados aqueles cujo
endotélio apresentava até trés células endoteliais. Foi verificada a presenca de neovasos,
representando o inicio da angiogénese em todos os grupos. Nenhuma diferenga significativa

foi observada na quantidade de novos vasos entre os grupos controle (0,033 +0,0035/um?),
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EESL (0,038 £ 0,0115/pm?) e FHSL (0,062 + 0,0209/um?), sendo esta discretamente maior
nesse grupo, como ilustra a figura 12.

CONTROLE (SALINA) EESL

i

% 0.10- 3 Controle
¢ O EESL
S 0.8 W FHSL
2

S 0.06-

w

=3

§ 004 ___ [

< 0.02-

£

g 0.00 ,

‘Z 5 dias

Figura 12: A aplicacéo tdpica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fragéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum ndo altera o nimero de novos vasos aos 5 dias.

Fotomicrografias representativas das leses excisionais coradas em H&E dos grupos que receberam Solucéo
salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo hidroetanélica do
fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) duas vezes ao dia por cinco dias. As setas vermelhas indicam
novos vasos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 pm. Avaliagdo morfométrica de neovasos sem diferencas
significativas entre os grupos. Valores expressos como média + SEM, com n=6, teste ANOVA para anélise de
variancia entre os grupos de cada tempo exXperimental, seguido por pés -teste Newman-Keuls.

Na analise morfométrica de fibroblastos ap6s cinco dias ndo foi constatada diferenca
significativa entre os grupos. No grupo controle foi verificado um total de 0,496 =+
0,1069/pum?, no grupo EESL 0,718 £+ 0,1416/pum? e no grupo FHSL 0,420 £ 0,116/um? (Figura
13).
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Figura 13: A aplicacéo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum n&o altera o nimero de fibroblastos aos 5 dias.
Fotomicrografias representativas das areas de lesdes excisionais coradas em H&E, dos grupos que receberam
Solugdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL)ao dia por cinco dias. As setas pretas indicam
fibroblastos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 pm. Avaliacdo morfométrica de fibroblastos sem
diferencas significativas entre os grupos. Valores expressos como média + SEM, com n=6, teste ANOVA para
analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido por p6s -teste Newman-Keuls.

Na analise morfométrica de mastdcitos apds cinco dias ndo foi constatado diferenca
significativa entre os grupos. No grupo controle foi verificado um total de 0,02906 +
0,007958/um? mastdcitos, no grupo EESL 0,02422 + 0,004052/um? e no grupo FHSL
0,01574 £ 0,007122 /ure (figura 14). Foi visto, portanto, a presenca de poucos mastdcitos na
area de lesdo em todos os grupos, sendo a maioria dessas células localizadas prdximas aos

vasos. Ja nos tecidos adjacentes foi vista uma grande densidade dessas celulas (Figura 15).
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Figura 14: A aplicacéo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum nao altera o nimero de mastécitos aos 5 dias.
Fotomicrografias representativas de areas das lesdes excisionais coradas em Azul de toluidina para evidenciacao
de mastdcitos, nos grupos que receberam Solugdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de
Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) ao dia por
cinco dias. Setas brancas indicam mastocitos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 um. Avaliacdo
morfométrica de mastocitos sem diferencas significativas entre os grupos. Valores expressos como média +
SEM, com n=6, teste ANOVA para analise de variancia entre 0s grupos de cada tempo experimental, seguido

por pés-teste Newman-Keuls.
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Figura 15: Fotomicrografias das lesfes apds cinco dias de tratamento - colorac&o Azul de Toluidina. Nesse
periodo foi observado poucos mastdcitos nas areas de lesdo, sendo estes encontrados principalmente nas regides
adjascentes a ferida. Em A, ferida do grupo controle (salina), em B, ferida tratada com EESL e em C, ferida
tratada com FHSL. Setas indicam inicio das areas de lesdo. Escala de barras 1000um.
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5.2.3. Avaliacdo histopatologica e morfométrica de leucocitos, vasos sanguineos,

fibroblastos e mastocitos das lesdes tratadas com EESL ou FHSL por 7 dias:

Aos sete dias ap0s a confeccdo da leséo, as laminas coradas em H&E foram analisadas
e foi feita a avaliacdo histopatoldgica e morfométrica de leucdcitos, vasos e fibroblastos. Foi
observado em todos os grupos a presenca de tecido de granulacao (Figura 16).

No grupo controle é perceptivel a presenca maior de tecido de granulagdo nas bordas
da area de lesdo, area esta de depdsito inicial. No leito da ferida, observa-se a presenca de
fibroblastos, grande infiltrado de leucocitos e alguns vasos. A re-epitelizacdo, se encontra
avancada, poréem ainda ndo havia se completado em todos os animais, sobre a lesdo havia
crostas em desprendimento, onde se observa focos de hemorragia e presenca de fibrina.

No grupo tratado com extrato etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum por 7 dias a
re-epitelizacdo, na maioria dos animais, encontrava-se avancada e com crostas em
desprendimento. A &rea de tecido de granulacdo j& depositada aparenta estar mais preenchida
gue no grupo controle, com infiltrado adiposo menor, mas, ainda com presenca de muitos
leucécitos. A nova matriz que estd sendo depositada assemelha-se ao coldgeno da derme,
embora seja relativamente mais fina. Nesse grupo as areas de lesdo sdo aparentemente
menores gue as dos demais grupos.

No grupo tratado com a fracdo hidroetandlica do fruto maduro de S. lycocarpum por 7
dias, foi verificada a presenca de crostas grandes sobreas lesdes, embora abaixo desta a
reepitelizacdo ja havia se iniciado. O tecido de granulacdo apresenta-se em menor quantidade
que os demais grupos, com uma area maior de lesdo, com focos inflamatérios e restos

celulares.
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Figura 16: Fotomicrografias das lesdes apos sete dias de tratamento — coloragdo Hematoxilina e Eosina.
Observa-se em A, B e C as areas de lesGes preenchidas por tecido de granulagdo (gr) com regifes mais internas
contendo o tecido adiposo (ad), na superficie pode-se notar a presenga de crostas (setas brancas), sob as bordas
das lesGes nota-se o processo de reepitelizacdo em andamento (setas amarelas). Detecta-se tambéma presenca de
focos inflamatdrios (pontas de seta). Em A, grupo controle (salina), em B, grupo tratado com EESL e em C
grupo tratado com FHSL. Setas pretas indicam inicio das areas de lesdo. Escala de barras 1000um.

Na morfometria de leucécitos foi verificada uma redugdo significativa dessas células
(p=0,0285) no grupo tratado EESL por sete dias (1,321 + 0,1782/um?2) em comparagao com o
grupo controle (2,485 + 0,4010/um?) como pode ser observado na figura 15, enquanto que
ndo foi observada diferenca significativa no grupo tratado com FHSL (1,865 = 0,1761/um?)

em comparacgao aos demais grupos nesse periodo (Figura 17).
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Figura 17: A aplicacdo tdépica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum reduz o
infiltrado de leucécitos apos 7 dias. Em A, fotomicrografias representativas das areas das lesdes excisionais
coradas em H&E dos grupos que receberam Solugdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de
Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) duas
vezes ao dia por sete dias. As setas pretas finas indicam leucécitos. Aumento de 400x e 1000x. Escala de barras
de 20 um. Em B, avaliagdo morfométrica de leucécitos. Observase uma reducdo significativa do infiltrado
leucocitario no grupo EESL (p= 0,0285) em relacdo ao grupo que recebeu apenas solugdo salina. Sendo * =
p<0,05. Valores expressos como média + SEM, com n=6, teste ANOVA para andlise de varidncia entre os
grupos de cada tempo experimental, seguido por pos-teste Newman-Keuls.

O namero de neovasos ndo foi estatisticamente diferente entre os trés grupos apos sete
dias. Sendo, maior no grupo controle 0,065 + 0,0101/pum? e menor no grupo EESL 0, 031 +
0,0064/pmz e no grupo FHSL 0,047 + 0,0221/ume conforme visto na figura 18.
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Figura 18: A aplicacdo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum ndo altera o nimero de novos vasos aos 7 dias.
Fotomicrografias representativas das areas de leses excisionais coradas em H&E dos grupos que receberam
Solucdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) por sete dias. As setas vermelhas indicam novos
vasos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 um. Avaliagdo morfométrica de neovasos sem diferencas
significativas entre os grupos. Valores expressos como média + SEM, com n=6, teste ANOVA para andlise de
variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido por pés-teste Newman-Keuls.

Quanto ao numero de fibroblastos nas analises quantitativas, aos sete dias ndo foram
verificadas diferengas significativas entre os grupos, conforme pode ser observado na figura
19, sendo o grupo Controle com 1,186 = 0,08617/pm?, o grupo EESL com 1,052 +
0,1811/pm? e o grupo FHSL com 1,155 + 0,1366/pum3.
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Figura 19: A aplicacéo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum n&o altera o nimero de fibroblastos aos 7 dias.
Fotomicrografias representativas das areas de lesfes excisionais coradas em H&E dos grupos que receberam
Solucdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) por sete dias. As setas pretas indicam
fibroblastos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 pm. Avaliagdo morfométrica de fibroblastos sem
diferencas significativas entre os grupos. Valores expressos como média £+ SEM, com n=6, teste ANOVA para
analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido por p6s -teste Newman-Keuls.

Nas analises quantitativas de mastocitos, os quais foram evidenciados pela coloracéo
Azul de toluidina aos sete dias ndo foram verificadas diferencas significativas entre os grupos,
conforme pode ser observado na figura 20, sendo o grupo Controle com 0,009686 +
0,006934/um?, o grupo EESL com 0,006054 + 0,003942/um? e o grupo FHSL com 0,007265
+ 0,004963/um?. Do mesmo modo ao observado aos cinco dias, foi visto que essas células se
encontram nas areas de lesdo em pouca densidade, estando mais concentradas nas areas de
pele intacta (Figura 21).
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Figura 20: A aplicacdo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum néo altera o nimero de mastécitos aos 7 dias.
Fotomicrografias representativas das areas de lesdes excisionais coradas em Azul de toluidina para evidenciagdo
de mastocitos (setas brancas) nos grupos que receberam Solucdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto
maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracdo hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum
(FHSL) ao dia por sete dias. Setas brancas indicam mastocitos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 pum.
Avaliagdo morfométrica de mastécitos sem diferengas significativas entre os grupos. Valores expressos como
média £ SEM, com n=6, teste ANOVA para analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental,
seguido por pés-teste Newman-Keuls.
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Figura 21: Fotomicrografias das lesdes apés sete dias de tratamento - coloragdo Azul de Toluidina. Nesse
periodo foi observado poucos mastocitos nas areas de lesdo, sendo estes encontrados principalmente nas regides
adjascentes a ferida. Em A, ferida do grupo controle (salina), em B, ferida tratada com EESL e em C, ferida
tratada com FHSL. Setas indicam inicio das areas de lesdo. Escala de barras 1000um

5.2. 4. Avaliacédo histopatoldgica das lesdes tratadas com EESL ou a FHSL por 21

dias:

Decorridos 21 dias apds a confeccdo da lesdo, as laminas coradas em H&E foram
analisadas quanto a reepitelizacdo, depésito de matriz e presenca de fibroblastos. Foi
observado em todos os grupos a formacdo de tecido novo na area da lesdo, configurando a

cicatriz, com reepitelizacdo completa em 4 animais do grupo controle, 5 animais do grupo
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tratado com EESL e em 4 do grupo tratado com FHSL. O processo de remodelamento em
todos os grupos ainda ndo encontrava-se concluido, coma presenca de muitos leucdcitos,
principalmente mononucleares, vasos sanguineos, fibrocitos e fibroblastos nas areas da lesdo
(Figura 22).

No grupo controle, 0 novo tecido depositado possui espacos entre as fibras sendo
encontradas entre estas principalmente fibroblastos, leucécitos, fragmentos celulares e vasos
na regido, bem como a presenca de tecido adiposo. Na area da derme papilar ainda nao é
possivel fazer a diferenciacdo em termos de disposicdo das fibras e presenca de cristas
epiteliais, no entanto é observada a disposicdo longitudinal de fibroblastos nesta regido. O
centro das lesGes € o local onde se observa um depdsito menos denso, as fibras estdo dispostas
longitudinalmente e com alguns espacos entre si. O novo epitélio € caracterizado por um
maior numero de camadas em relacdo ao tecido normal da lateral.

No grupo EESL, a regido da derme apresenta deposito de fibras partindo das laterais
com espacos entre si e com presenca de leucocitos, fibroblastos e fibrécitos sendo a maioria
dispostos na horizontal em regiGes mais superficiais, além de fragmentos celulares e vasos
sanguineos na area de cicatriz. As fibras na area central da lesdo sdo mais finas em relacéo as
de deposito lateral, onde ha um depdsito levemente mais denso. Do mesmo modo, a regido
proxima ao epitélio apresenta um depdsito mais longitudinal ja regibes mais centrais o
contrario ocorre com uma matriz mais densa. O novo epitélio possui nimero de camadas mais
semelhante ao tecido normal. As &reas microscopicas das cicatrizes no grupo EESL se
mostraram menores que dos grupos FHSL e controle pela avaliacdo qualitativa.

No grupo tratado com FHSL, a matriz j& depositada na derme é relativamente mais
densa do que a vista nos grupos tratado com EESL e controle, porém em menor quantidade e
ainda com presenca de tecido adiposo. Os fibroblastos e fibrocitos sdo vistos dispostos
principalmente na horizontal na area superficial da derme e em nimero reduzido entre a
massa tecidual depositada, na qual encontra-se também muitos leucdcitos, vasos e restos
celulares. O epitélio apresenta-se com um nimero um pouco maior de camadas que o controle
na maioria dos animais, também ndo € possivel detectar a presenca de cristas e papilas
dérmicas.

Na&o foi constatada a presenca de novos nervos, foliculos e glandulas em nenhum dos
grupos. Sendo a cicatriz encontrada aos 21 dias no grupo EESL em estdgio mais avancado

embora todas se encontrem em processo de remodelamento.
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Figura 22: Fotomicrografias das lesdes ap6s vinte e um dias de tratamento — coloragdo Hematoxilina e
Eosina. Observa-se em A,B e C as areas de lesGes com depdsito de nova matrizem fase de remodelamento, o
epitélio encontra-se restaurado sendo mais semelhante ao normal no grupo EESL. Em A, grupo controle (salina),
em B, grupo tratado com EESL e em C grupo tratado com FHSL. Setas indicam inicio das areas de leséo. Escala

de barras 1000um.

A analise morfométrica de fibroblastos ndo identificou diferenca significativa entre os
grupos, sendo que, o grupo controle apresentou 0,837 + 0,1521/um?, 0 grupo EESL 0,792 +
0,0466/pum? e 0 grupo FHSL 0,610 £ 0,1823/unm? conforme a figura 23.
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Figura 23: A aplicacéo topica de extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum né&o altera o nimero de fibroblastos aos 21 dias.

Fotomicrografias representativas das areas de lesdes excisionais coradas em H&E dos grupos que receberam
Solucdo salina (Controle), extrato etandlico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e fracéo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) por 21 dias. As setas pretas indicam
fibroblastos. Aumento de 400x. Escala de barras de 20 pm. Avaliagdo morfométrica de fibroblastos sem
diferencas significativas entre os grupos. Valores expressos como média + SEM, com n=6, teste ANOVA para
analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental, seguido por p6s -teste Newman-Keuls.

5.2.5. Anélise qualitativa da deposi¢do de colageno nas areas das lesdes apos 21 dias de
tratamento

Apobs 21 dias, secgdes histologicas contendo as feridas de todos os grupos foram
coradas pelo Tricromico de Gomori e as fibras coldgenas da regido da lesdo foram avaliadas
qualitativamente quanto & sua disposicao e similaridade a pele intacta (Figura 24).

No grupo controle, as fibras encontram-se dispostas de modo mais alinhado na
superficie e denso nas areas abaixo, embora menos espessas que no grupo FHSL, seguido
pelo EESL e apresentam pouco entrelacamento. No grupo EESL o depoésito dessas fibras
também se fez presente sendo visto de forma mais alinhada proximo a epiderme e mais

entrelacado nas areas abaixo, o posicionamento de células como fibrécitos na maioria dos
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animais encontrava-se na posicdo mais horizontal e rica vascularizacdo. O depdsito de
coldgeno no grupo EESL é menor que os demais grupos no entato preenche a area de cictriz,
as areas finais da derme apresentam caracteristicas mais similares aos tecidos ndao feridos
adjacentes, embora 0 paniculo carnoso esteja ausente em todos grupos e ndo ha presenca de
nervos, glandulas e foliculos nas areas da ferida. O controle assemelha-se mais ao grupo
EESL, no entanto o deposito ndo apresenta muitas diferencas entre as regides da derme, com
depdsito homogéneo como no grupo FHSL embora com fibras mais finas que este.

Foi visto que os animais tratados com a fragdo hidroetandlica do fruto maduro de
Solanum lycocarpum apresentaram fibras na area de lesdo ja depositadas na maioria dos
animais com aspecto mais espesso, sendo visto nesse grupo fragmentos celulares dispostos na
horizontal e presenca de vasos e outras células entremeadas a densa matriz. No grupo FHSL
além da maior celularidade que nas regides adjacentes o depdsito é mais homogéneo em toda
area da derme com poucas diferencas entre a regido onde seria a derme papilar e as areas mais
centrais. Nota-se, portanto que em todos 0s grupos o processo de remodelamento estd em

andamento.
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Figura 24: A aplicacdo topica de extrato etandélico do fruto maduro de Solanum lycocarpum e da fragdo
hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum altera a disposicdo de fibras e células aos 21 dias.
Fotomicrografias representativas das areas de lesGes excisionais coradas em Tricrd mico de Gomori dos grupos
que receberam Solugéo salina (Controle), extrato etanolico do fruto maduro de Solanum lycocarpum (EESL) e
fracdo hidroetandlica do fruto maduro de Solanum lycocarpum (FHSL) duas vezes ao dia por 21 dias. Aumento
de 400x. Escala de barras de 20 e 50 pum.
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6. DISCUSSAO

Este estudo avalia os efeitos de S. lycocarpum A. St. Hil. sobre a cicatrizacdo de
feridas cutdneas em camundongos. O processo de cicatrizacdo engloba quatro fases com
eventos celulares e moleculares sequenciais que ocorrem de maneira sobreposta e com
sincronia de diferentes células de modo complexo. Apdés um dano inicia-se a fase de
hemostasia, seguida pelas etapas inflamatdria, proliferativa e finalizando com o
remodelamento da nova matriz depositada (GANTWERKER, & HOM, 2011; RODRIGUES
et al., 2019).

Séo relatados na literatura efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e antimicrobianos
importantes para diversas espécies do género Solanum, sendo de grande relevancia estudos
que investigam as propriedades quimicas e terapéuticas envolvendo suas espécies (DE
OLIVEIRA et al., 2020). A inibicdo de radicais livres por substancias antioxidantes e o
controle de microrganismos séo estratégias para a melhoria do reparo tecidual (ALI et al.,
2020). Diante dessas motivacdes, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do uso topico
do extrato etandlico e da fracdo hidroetandlica do fruto maduro do S. lycocarpum no processo
de cicatrizacdo de feridas cutdneas induzidas experimentalmente em camundongos. Os
resultados obtidos no presente estudo indicam possivel atuacdo do extrato etandlico do fruto
maduro de S. lycocarpum e sua fracdo hidroetandlica nas fases inflamatoria e proliferativa do
processo de cicatrizagdo de lesGes cutaneas.

O modelo de lesdo excisional utilizado permite 0 acompanhamento do fechamento de
feridas e o monitoramento do tecido através de analises histopatoldgicas e moleculares
(MOREIRA et al., 2015). Um dia ap06s os tratamentos topicos as lesdes se mostraram com a
presenca de tampdo hemostatico rico em fibrina e restos celulares. Nesse periodo € iniciada a
etapa inflamatdria, com importancia para remocdo de patdgenos e restos celulares, mas que
também caso seja desregulada pode levar, por exemplo, a formacéo de cicatrizes patologicas e
até mesmo a interrupcdo da arquitetura e funcdo do tecido, além da cronificacdo da doenca
(EMING, WYNN & MARTIN, 2017).

A analise morfométrica dos leucécitos, ap6s um dia de tratamento tépico com EESL e
FHSL, revelou uma reducdo significativa dessas células em relacdo ao grupo controle, com
predominio de neutréfilos. O pico de neutréfilos ocorre em torno de 24 horas ap6s a leséo,
visando principalmente a protecdo contra microorganismos, atraves da fagocitose. No entanto,

esse processo pode gerar 0 ataque aos tecidos adjacentes a lesdo devido a liberacdo de

54



proteases, radicais livres e espécies reativas de oxigénio que ocorre para a eliminacdo de
patdgenos (MARTIN, LEIBOVICH, 2005).

A exacerbagdo do estagio inflamatorio pode prejudicar o andamento da cicatrizacdo e
até mesmo tornar a ferida cronica (LAROUCHE et al., 2018). E provavel, diante de nossas
anélises, que o EESL e a FHSL tenham reduzido de alguma forma o recrutamento de
leucdcitos para o local de lesdo. Do mesmo modo, a deplecdo de neutr6filos por injecdo de
soro policlonal em camundongos foi capaz de melhorar a cicatrizacdo de feridas, com
aceleracdo do processo de fechamento das lesdes, indicando que essas células podem ter
importantes efeitos ao retardar o fechamento das lesGes, embora tenha importancia na
protecdo contra infecgdes (DO VI, HE & DIPIETRO, 2003).

Podemos apontar, que a utilizacdo de substadncias que atuem na modulacdo da
atividade de neutrofilos ou ainda de outros tipos de leucocitos podem interferir beneficamente
em outras etapas do processo de cicatrizacdo, como observado no estudo de Ahmad e
colaboradores (2021), no qual a aplicagdo topica de pomadas contendo o extrato de
Marantodes pumilum (Blume) Kuntze em modelo de ferida excisional em ratos Sprague-
Dawley foi capaz de melhorar a resolucdo da inflamacdo e em consequéncia acelerar o
processo de cicatrizacdo, juntamente com sua capacidade antioxidante. Interessantemente, 0s
autores propuseram que tais efeitos podem estar correlacionados aos fitoquimicos presentes
emtal espécie como acido galico, &cido elagico e &cido cafeico (AHMAD et al., 2021).

Ao analisar o potencial antioxidante, antibacteriano e citotoxico do extrato dos frutos
maduros de SL e suas fracbes, Morais e colaboradores (2015) encontraram compostos
fendlicos como principais componentes dos extratos, principalmente acidos cindmicos, como
o cafeico e o clorogénico. Evidenciaram ainda, o alto potencial antibacteriano seletivo do
extrato e suas fracOes, para bactérias gram-positivas, tais como Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes e outras cepas de importancia médica. Estas
propriedades sdo importantes para a evolugdo/modulagdo do reparo de feridas na pele, uma
vez que podem favorecer a manutencdo da homeostase tecidual e celular, ao longo das etapas
de recuperacdo da arquitetura tecidual.

No estudo de lzundu e colaboradores (2021), foi detectada atividade antimicrobiana
com a utilizacdo de extrato etandlico de Azadirachta indica para E. coli, 0 qual apresentou
também efeitos positivos apds uso tdpico sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas, tanto em
ratos saudaveis quanto em diabéticos infectados, destacando o fato de que aplicacdes topicas

de extratos tem boa disponibilidade e podem se apresentar como métodos terapéuticos
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eficientes para eliminacdo de microorganismos. Este fator contribui para a cicatrizacdo e esta
relacionado com a presenca de substadncias bioativas na espécie tais como flavonoides.
Embora ndo trabalhemos neste estudo com feridas potencialmente contaminadas, destacamos
a necessidade de mais estudos para verificacdo de tais efeitos.

Cinco dias ap6s o tratamento tdépico com EESL e FHSL, todas as lesdes ja possuiam
crostas formadas, quebradicas e se desprendendo em alguns animais. Além das crostas, que
podem ser responsaveis por reduzir a forga ténsil de contragdo (SCHIRATO et al., 2006), ndo
foram observados macroscopicamente outros fatores que pudessem interferir no fechamento
das feridas. Nesse periodo, é normal que as crostas comecem a se desprender indicando
avanco da re-epitelizagdo (AHMAD et al, 2021). Microscopicamente, a analise
histopatoldgica ap6s cinco dias demonstrou que todas as feridas apresentavam crostas com
material fibrinoso e eosinofilico. Esse tamp&o de fibrina superficial representa o resultado da
fase de hemostasia com a finalidade de preencher e vedar a area removida (GARROS et al.,
2006).

Schirato e colaboradores (2006) ao estudarem o efeito do polissacarideo do
Anacardium occidentale L. em lesdes cutaneas, demonstraram que animais tratados com o
polissacarideo apresentaram no 5° dia de lesdo a reducdo de sinais macroscopicos de edema e
hiperemia, sem diferencas significativas nas areas e contracdo das feridas, mas ja
apresentaram neovascularizacdo e fibroblastos na derme. Foi verificada nesse mesmo estudo
no 2° e 3° pés lesdo, que as areas de todos 0s grupos se mostraram maiores que da lesdo
inicial, fator esse correlacionado a crosta e edema nas feridas nesse periodo, as diferencas ndo
significativas até entdo encontradas assim como neste estudo podem se relacionar ao fato de
que durante etapa inflamatoria, ndo ha reducéo significativa das areas devido ao baixo nimero
de miofibroblastos (SCHIRATO et al., 2006; GUO & DI PIETRO, 2010).

Quanto a morfometria dos leucdcitos, apds cinco dias de tratamento, a tendéncia de
reducdo observada foi mantida. Observa-se uma reducdo significativa do infiltrado
inflamatorio nos grupos tratados com SL, em relacdo ao grupo controle, com predominio de
células mononucleares, como os linfocitos. A reacdo inflamatdria como visto dura em média
de trés a sete dias com papéis importantes no andamento do reparo, nota-se em relacdo aos
grupos controle 5 dias uma tendéncia de reducdo no nimero de leucécitos ao longo do tempo
pelos tratamentos.

A analise morfométrica dos vasos sanguineos, nos grupos tratados por cinco dias, nao

demonstrou diferengas significativas, embora na analise qualitativa pode-se notar uma
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presenca discretamente maior de neovasos nos grupos tratados. Quanto ao ndmero de
fibroblastos foi percebido um aumento numérico discreto dessas células no grupo tratado com
extrato etandlico de SL pela analise histopatoldgica e nenhuma diferenca significativa na
analise estatistica. A fase proliferativa é caracterizada pela proliferacdo de vasos, células
endoteliais, fibroblastos, queratindcitos e depésito de tecido de granulagdo (VELNAR,
BAILEY & SMRKOL, 2009). No presente estudo, aos cinco dias de tratamento, pode-se
observar o inicio dessa etapa em todos 0s grupos.

Através da avaliagdo macroscopica apos 7 dias dos tratamentos, foi possivel verificar
uma crosta de tamanho exacerbado no grupo tratado com FHSL, com maiores areas de ferida
durante a planimetria. De acordo com Ansell e colaboradores (2014), a planimetria de feridas
excisionais fornece dados satisfatdrios, entretanto, nesse tipo de lesdo a correlagdo entre
parametros planimétricos e histologicos é menos fidedigna que em lesdes incisionais e
reiteram ainda que em analises que se utilizam medicdes histoldgicas a variabilidade dos
achados é substancialmente menor. Diante disso, pode-se inferir que as crostas grandes
apresentadas pelo grupo possam ter obscurecido em parte o real tamanho das lesbes, sendo
visto posteriormente na avaliagdo microscépica, uma reepitelizacdo em fase inicial abaixo das
crostas.

A avaliacdo microscopica, apos sete dias, demonstrou ainda que os animais dos grupos
controle e EESL apresentaram crostas relativamente menores, parcialmente desprendidas,
com maior tecido de granulacdo depositado, com presenca de fibroblastos e leucécitos,
principalmente nas bordas da lesdo e reepitelizacdo mais avancada. No grupo FHSL, além da
presenca de crostas grandes sobre as lesbes, foi visto um depdsito de menor tecido de
granulacdo e a presenca de mais focos inflamatorios. A taxa de fechamento e a reepitelizagéo,
na avaliacdo da cicatrizacdo, € o0 primeiro parametro e mais intuitivo para mostrar a
velocidade de cicatrizacdo de feridas (LIANG et al., 2021). Aqui, tomando como base tal
parametro, a cicatrizagdo encontra-se em estagio mais avangado no grupo EESL.

Na analise morfométrica de leucocitos, apds sete dias de tratamento, foi visto uma
reducdo significativa do infiltrado inflamatorio no grupo tratado com EESL em relacdo aos
outros grupos. Nas analises é possivel notar um declinio dessas células em comparagdo aos
grupos estudados, indicando que o tratamento com extrato etandlico de S. lycocarpum pode
ter afetado a dindmica dos leucocitos no local da ferida, tendo talvez um efeito anti-

inflamatdrio ao longo dos periodos de 1, 5 e 7 dias de tratamento. A analise morfométrica dos
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vasos e dos fibroblastos, ap6s sete dias de tratamento, ndo demonstrou diferencas
significativas entre 0s grupos.

No presente estudo, foi verificada a reducdo de leucocitos nas etapas iniciais do reparo
de feridas, apds a administracdo topica do EESL e FHSL. Benvenuitti e colaboradores (2021),
ao estudarem a atividade anti-inflamatéria e cicatrizante da espécie brasileira S. diploconos
(Mart.) Bohs, observaram que o extrato hidroalcodlico dessa planta foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de secrecdo de Oxido nitrico e citocinas pro inflamatorias tais
como TNF ¢, IL1-B ¢ IL-6 por neutr6filos, bem como ser capaz de alterar a quimiotaxia e
recrutamento desses leucocitos ao impedir a clivagem de I-selectina, além de ser capaz de
reduzir o numero de macrofagos, possuindo assim uma atividade anti-inflamatéria. Paralelo a
isso, demonstraram sua capacidade em induzir a proliferacdo de fibroblastos in vitro e
atividade cicatrizante in vivo, correlacionando tais efeitos de resolucdo da inflamacdo a
presenca de acidos fendlicos, como o &cido cafeico, ferulico e cumarico no extrato dos quais
alguns podem ser também encontrados no fruto maduro de S. lycocarpum e estarem
correlacionados com os resultados aqui obtidos.

Wang e colaboradores (2014), ao estudar o efeito anti-inflamatdrio do extrato bruto e
fracOes obtidas dos frutos verdes de S. integrifolium Poir., apontam novamente 0s compostos
fendlicos como responsaveis pela atividade ali verificada para a espécie, como capacidade de
reduzir a producdo de NO, citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas. Essas substancias
também s&o apontadas no estudo como potenciais inibidores de COX-2 e nesse sentido, como
potenciais no tratamento e prevencdo de doencas, como em casos de inflamagdes crbnicas
podendo modular a inflamacdo, ainda nesse contexto é valido ressaltar que algumas
abordagens utilizando inibidores de COX-2 a curto prazo, podem se mostrar benéficas no
tratamento de feridas (SHUKLA et al., 2019).

Ao avaliar os efeitos de uma pomada de S. tuberosum L., em lesbes incisionais de
camundongos Balb/ ¢, Rosas-Cruz e colaboradores (2020) detectaram uma maior taxa de
contracdo das lesdes apds aplicacdo didria das pomadas por um periodo de sete dias,
parametro este utilizado no sentido de avaliar a evolucgdo do processo de cicatrizacdo. Em suas
analises histopatologicas foram verificados efeitos benéficos sobre a re-epitelizagdo, aumento
de fibroblastos com disposicdo na horizontal e do padrdo de depdsito de fibras colagenas.
Neste mesmo estudo, discute-se os efeitos da sinalizagéo redox sobre a cicatrizagdo na qual o
peroxido de hidrogénio e o superoxido sdo apontados como mensageiros intracelulares

importantes para estimular as fases principais da cicatrizacdo de feridas, bem como o
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recrutamento de células, producdo de citocinas e angiogénese. Os fitoconstituintes de S.
tuberosum tais como acidos fenolicos, flavonoides, polifendis e acido clorogénico,
apresentam diversos relatos de atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e antibacterianos,
sendo associados na melhoria da cicatrizacdo de feridas, e nesse estudo, 0s autores apontam
um possivel efeito sinérgico sobre o reparo.

A espécie S. lycocarpum aqui estudada possui uma gama de efeitos ja elucidados na
literatura como ja mencionado anteriormente. Vieira Junior e colaboradores (2003)
demonstraram em estudo, que a fracdo alcaloide de frutos de S. lycocarpum reduziu de modo
dose dependente a formacdo de edema e a migracdo leucocitaria, sugerindo como
responsaveis por tais efeitos os compostos alcaloides esteroidais do extrato. Morais e
colaboradores (2020), relataram o efeito anti-inflamatdrio, antioxidante e antinociceptiva do
extrato etandlico do fruto maduro de S. lycocarpum, apontando como responsaveis por tais
efeitos o sinergismo entre 0s VArios compostos ativos presentes, como o0s alcaloides
solasodina e peiminina, e os &cidos fendlicos. Do mesmo modo, Costa e colaboradores
(2015), detectaram a presenca de flavonoides como apigenina e kaempferol, e associaram a
atividade anti-inflamatdria, antioxidante e antibacteriana do extrato e suas fragdes obtidas
através de folhas de SL a tais constituintes fendlicos. Diante disso, é possivel sugerir que o
efeito aqui observado sobre o nimero de leucécitos durante a etapa inflamatoria da
cicatrizacdo de feridas, tenha relacdo com os efeitos sinérgicos de tais constituintes do fruto
maduro.

Mastdcitos sdo células que possuem diferentes papéis sobre 0s eventos da cicatrizaco,
aqui analisamos a presenca dessas células aos 5 e 7 dias. Sabe-se que tais células sdo
recrutadas rapidamente em situacBes danosas por j& estarem presente na derme, estdo
envolvidos no recrutamento de neutrofilos e liberacdo de mediadores participantes no
aumento da permeabilidade vascular (EGOZI et al., 2003), sdo também relacionados ao
processo de proliferacdo e remodelamento da matriz celular e correlacionados ao
desenvolvimento de cicatrizes hipertréficas (NG, 2010). Em nossas analises, ndo encontramos
diferencas estatisticamente significativas nas comparacdes entre 0s grupos, embora 0S grupos
tratados apresentassem um numero menor dessas células emambos os periodos.

A medida que o processo de cura avanca ¢ notado o aumento da concentracdo de
colageno nas areas de granulacdo (YARISWAMY, et al, 2013). Ap6s 21 dias de tratamento,
foi feita uma avaliacdo da deposicdo de colageno ao longo da cicatrizacdo das feridas. Foi

constatada uma melhoria do aspecto da cicatriz e periodo de fechamento pelos tratamentos,
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destacando-se 0 EESL que promoveu uma reepitelizacdo mais eficiente e com aspecto mais
semelhante ao tecido normal, com depdsito entrelacado, com fibras relativamente maiores que
no grupo controle e organizacdo melhor que no tratado com fracdo hidroetandlica de S.
lycocarpum.

Alguns estudos demonstram que 0 processo de cicatrizacdo é proporcional a
biossintese de colageno, Parmar e colaboradores (2018), ao avaliarem o processo de
cicatrizacdo a partir da utilizacdo de S. xantocarpum em tratamento tépico e oral num modelo
animal diabético, relatam que o aumento do conteldo de coldgeno na area de lesdo tenha
correlacdo com o aumento da resisténcia a ruptura observada nos animais que receberam
tratamento. Da mesma forma, apontam que a redugdo da alta quantidade de 6xido nitrico e
demais atividades antioxidantes promovidas pelos tratamentos possam ser responsaveis pelo
aumento da deposicao de colageno e, consequentemente, da taxa de cicatrizagdo. A atividade
antioxidante de tal espécie é atribuida ao seu contetdo de flavonoides e compostos fendlicos,
que possuem também potencial em estimular a sintese de colageno e proliferacdo celular.
Assim, 0s autores apontam tais fitoconstituintes como capazes de atuar em diferentes niveis
do processo cicatricial. Outro composto apontado com tais atividades é o &cido clorogénico
também presente nesta espécie (PARMAR et al., 2018).

Em paralelo, no estudo de Morais e colaboradores (2015), uma avaliacdo pelo método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia indicou que o extrato etandlico de frutos maduros
de S. lycocarpum apresenta como principais componentes fendlicos, o acido clorogénico e o
acido cafeico. Neste estudo, o depdsito avancado de tecido de granulacdo observado aos sete
dias, juntamente com um processo cicatricial seguindo um percurso melhor ap6s 21 dias de
tratamento, pode ser em parte atrelado a presenca de tais fitoconstituinte no EESL, além do
potencial anti-inflamatorio observado nas etapas iniciais no modelo estudado.

O colageno apresenta importancia estrutural e pode ser utilizado na determinacéo da
funcédo tecidual, anormalidades morfologicas nas fibrilas de colageno s@o evidenciadas em
varios tipos de displasias (COSTA et al., 2019). No processo cicatricial estudado, a deposicdo
mais semelhante as areas sem lesdo representa melhoria no depdsito e sintese de tais fibrilas.
Destaca-se também a reducdo da area de cicatriz pelo extrato etandlico de SL, resultando em
tecido ndo funcional menor.

No estudo de Morais e colaboradores (2020), que avaliaram a fase aguda do processo
inflamatdrio apods tratamento por via intraperitoneal com EESL, os autores apontam como

responsdveis pelos efeitos anti-inflamatorios observados a presenca de alcaloides e acido
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cafeico no extrato. Na fracdo hidroetandlica é verificado um teor maior de flavonoides que no
extrato etandlico (MORAIS, 2018), fator este que pode ser correlacionado ao efeito de FHSL
sobre a deposicao de colageno neste estudo, embora tenha-se observado atraso em parametros
inflamatorios, talvez pela menor quantidade de compostos fendlicos e taninos em relagéo ao
EESL.

A atividade anti-inflamatoria de alguns fendis com acdo antioxidante parece estar
relacionada ao blogueio ou inibicdo do fator de transcricdo NF-KB, a via em que este atua
como regulador € importante na sinalizacdo para transcricdo de genes inflamatérios (YANG
et al., 1998). A supressao da resposta inflamatoria em terapéuticas empregadas para a cura de
feridas apresenta-se nesse sentido como uma alternativa importante, sendo tal via apontada
com um potencial alvo para regulacdo da inflamacdo (MA et al.,2021). Antioxidantes tais
como os polifendis sdo bem caracterizados na cicatrizacdo de feridas, com acfes importantes
nas fases de inflamacdo, proliferacdo, migracdo e angiogénese. Alem disso, sdo também
utilizados em formulages cosmecéuticas (VIANA-MENDIETA, SANCHEZ &
BENAVIDES, 2021). A combinagdo dos efeitos de fitocompostos vegetais mostra-se
promissora e tal qual neste estudo se apresenta como uma fonte alternativa para o
desenvolvimento de novas formulacoes.

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a espécie S. lycocarpum
pode apresentar efeitos benéficos sobre a cicatrizacdo de feridas em camundongos, com
efeitos modulatérios benéficos sobre a inflamacdo e proliferacdo tecidual apds a aplicacdo
topica de extrato etandlico ressuspenso em salina. Nesse sentido, mais estudos sobre os
efeitos dessa espécie como alternativa adicional em tratamentos de feridas se fazem
necessarios. Caso seja confirmado tal potencial a partir de novos estudos, a utilizagdo dessa
espécie pode abrir novas perspectivas em termos de formulacgdes fitoterapicas para tratamento

de feridas cutaneas.
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo foi verificado que o extrato etandlico de S. lycocarpum e sua fracdo
hidroetandlica podem atuar sobre a dindmica de células inflamatdrias no processo de
cicatrizacdo de feridas em camundongos. Além disso, o extrato etandlico se mostrou com um
melhor efeito anti-inflamatério nos periodos iniciais e sobre o processo de cicatrizagdo como
um todo, uma vez que contribuiu para uma melhor e mais rapida reepitelizacdo, melhor
deposito de tecido de granulacdo e menor &rea de cicatriz. Esse estudo é o primeiro a avaliar
os efeitos do extrato etanolico e da fracdo hidroetandlica de tal espécie sobre a cicatrizagédo de
ferida. Os resultados alcangados abrem perspectivas para a realizagdo de estudos adicionais, a

fim explicar os mecanismos que possam estar envolvidos nos efeitos observados.
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